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RESUMO: No transcurso de 22 anos (1957-1979), o Instituto
Butantan adotou quatro esquemas de hiperimunizacio de eqiiideos,
diferentes entre si quanto is doses de veneno, dos quais trés quanto
as doses e o adjuvante: oleo vegetal, alginato de siodio e adjuvante
de Freund, respectivamente. No 1ltimo periodo de observagio, 1975-
-1979, a introducio do adjuvante de Freund, completo e incompleto,
nas misturas imunogénicas reduziu, em cerca de 999%, a quantidade
de veneno aplicada e, em aproximadamente 809, o tempo necessirio
para a produgio de imunessoros com titulos mais altos que os conse-
guidos durante os primeiros periodos.

PALAVRAS-CHAVE: Soros antiofidicos. Esquemas de hiperimuni-
zagio de eqiiideos. Adjuvante de Freund na hiperimunizacio de
eqiiideos.

INTRODUCAO

Uma das preocupacdes dos institutos produtores de soroterapéuticos

é, sem duavida, a pesquisa de métodos visando obter imunessoros dotados
de titulos satisfatorios” com menor dispéndio de antigenos e em menor
prazo.

O Instituto Butantan, um dos pioneiros no mundo na producio de

soros antiofidicos, tem procurado, desde os trabalhos iniciais de Brazil
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(1901), satisfazer aqueles aspectos ensaiando diferentes esquemas de
hiperimunizac¢io e novos adjuvantes.

Vital Brazil iniciou suas experiéncias sobre hiperimunizacio de
animais contra venenos ofidicos, em 1897, conseguindo imunizar cies
e cabritos contra “doses formidaveis” de veneno de jararaca e de
cascavel. Aplicava “veneno puro em estado fresco, diluido em #Agua
esterilizada ou agua physiolégica, ou secco pela evaporacido na estufa a
38.2 e dissolvido na occasido de ser empregado” °.

0O método de Vital Brazil demorava, inicialmente, cerca de um
ano para imunizar eqiiinos, porém, mais tarde, o referido prazo foi,
pelo mesmo autor, reduzido pela metade, protegendo-se o animal,
preliminarmente, com doses decrescentes de soro antipeconhento espe-
cifico, administrado pela via venosa

Amaral® (1918/24), utilizava mais de 8,0 gramas de veneno para
obter o soro anticrotalico, num prazo superior a quatro meses: o soro
antibotrépico monovalente, contra o veneno de B. jararaca, ou o polivalente
contra os venenos de B. jararaca, B. jararacussu, B. alternatus, B.
neuwiedi e B. atrox, era produzido apos trés meses, dispendendo um total
de 5 a 6 gramas de veneno; o antiofidico era preparado mediante
inoculacoes alternadas de venenos crotdlico e botrépico polivalente,
recebendo o animal, ao cabo de dois e meio a trés meses, 2 a 3 gramas

de cada tipo de veneno.

Anos mais tarde, com a introducéo de um adjuvante oleoso adicionado
as ultimas doses, as quantidades de veneno necessirias para a producio
de antivenenos dotados de titulos satisfatérios sofreram sensiveis
redugdes, tanto para a primeira hiperimunizacio quanto para a
reimunizacio.

Em 1972, introduzimos novo esquema de doses e o alginato de sédio
como adjuvante, conseguindo reduzir pela metade o consumo de veneno.

A partir de 1975, baseados em trabalhos realizados por Oropeza e
cols. ® (1972), passamos a adotar o adjuvante de Freund e novo esquema
de hiperimunizacéo, tendo sido realizados ensaios preliminares necessirios
para a adequada adaptacao aos venenos de serpentes brasileiras e aos
métodos de doseamentos observados pelo Instituto Butantan.

A presente comunicacao, estabelecendo uma analise comparativa
entre os diversos esquemas de hiperimunizacio ofidica adotados pelo
Instituto Butantan, durante o periodo de 1957 a 1979, propoe-se a revelar
os resultados obtidos com o emprego do alginato de sédio e do adjuvante
de Freund, nas misturas imunogénicas de venenos ofidicos do Brasil.

MATERIAL E METODOS

1. Esquemas de Hiperimunizacoes:

Foram estudadas hiperimunizac¢des anticrotdlica, antibotrépica,
antiofidica ® (anticrotilica e antibotrépica), antielapidica e, a partir de
1963, o antilaquético.
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1.1 Esquema empregado durante o periodo compreendido entre 1957
e 1962:

1.1.1 Hiperimunizaciao de base

Eram inoculadas de 17 a 19 doses de veneno, em escala crescente,
a partir de 0,1 mg até 250,0 mg em cavalos pesando até 300 kg, em um
periodo de 86 dias; em cavalos pesando acima de 300 kg e até 450 kg,
inoculavam-se doses até 350,0 mg, em 93 dias e, finalmente, em cavalos
pesando acima de 450 kg, inoculavam-se doses até 450,0 mg de veneno,
em 100 dias, num total, respectivamente, de 815,8 mg, 1.165,8 mg e
1.615,8 mg. Os intervalos, entre uma dose e a seguinte, variavam de
488 dias.

Um adjuvante oleoso era adicionado, a partir da 12.2 dose, de forma
alternada.

1.1.2 Reimunizacio

Trinta dias apos o ultimo dia de sangria referente &4 hiperimunizacao
de base, os cavalos eram retomados, de acordo com o seguinte esquema
de doses: iniciava-se a reimunizacdo com uma dose de 30,0 mg de veneno,
progredindo até a dose de 250,0 mg em cavalos pesando até 300 kg, em
um periodo de 31 dias, num total de 790,0 mg; até a dose de 300,0 mg
nos cavalos pesando acima de 300kg a 450 kg, durante 38 dias, num
total de 1.090,0 mg e, finalmente, até a dose de 450,0 mg nos cavalos
pesando acima de 450 kg durante 45 dias, num total de 1.540,0 mg de
veneno.

Os intervalos observados entre as doses variavam de 5 a T dias.

O adjuvante era o mesmo da hiperimunizacio de base, adicionado
a doses alternadas a partir da segunda.

Via de inoculacio: Foi sempre utilizada a via subcutinea, em um
s0 ponto para cada dose, na regiio dorsal dos animais.

Sangria de prova: Tanto na hiperimunizacdo de base quanto na
reimunizacio, as sangrias de prova eram realizadas sete dias apods a
penultima inoculacio de veneno, momentos antes da aplicacio da ultima
dose.

Sangrias finais: Efetuadas sete dias apods a altima dose de antigeno
e representava, tanto apdés a hiperimunizacio de base quanto na
reimunizacio, na coleta de um volume de sangue correspondente a 5%
do peso do animal, dividida em trés parcelas com intervalo de 48 horas
entre uma e outra.

1.2 Esquema empregado durante o periodo compreendido entre os anos
de 1963 e 1971:

1.2.1 Hiperimunizacdo de base

Eram inoculadas de 14 a 15 doses de veneno, em escala crescente,
a partir de 1,0 mg até 350,0 mg, ou até a dose de 450,0 mg em cavalos
que nao respondiam com titulos neutralizantes satisfatorios, durante um
periodo de 91 a 98 dias, num total de 1.190,0 mg ou.de até 1.614,0 mg

de veneno.
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Os intervalos observados entre as doses variavam de 4 a 7 dias.

O mesmo adjuvante oleoso, utilizado no primeiro esquema, era adicio-
nado, em doses alternadas, a partir da 6.2.

1.1.2 Reimunizacao

Trinta dias apés o tltimo dia da sangria final referente & hiperimuni-
zacao de base, os animais eram reimunizados de acordo com a seguinte
escala de doses: 100,0 mg, 200,0 mg e 300,0 mg, juntando-se o adjuvante
oleoso apenas a segunda dose.

Os intervalos entre as inoculacoes eram de sete dias.

Via de inoculacio do veneno, sangrias de prova e finais eram as
mesmas descritas no esquema referente ao periodo anterior.

1.3 Esquema empregado durante o periodo compreendido entre os anos
de 1972 e 1974:

1.3.1 Hiperimunizacio de base

Eram inoculadas 12 doses de veneno, a partir de 1,0 mg até
180,0 mg, em um periodo de 77 dias, empregando um total de antigeno
de 564,0 mg, com excecdo dos venenos crotilico e elapidico, os quais
eram inoculados em 16 doses, a partir de 0,1 mg até 170,0 mg, durante
um periodo de 105 dias e consumindo um total de 508,3 mg de veneno.

Os intervalos mantidos entre as doses eram, regularmente, de 7 dias.

Como adjuvante introduzimos o alginato de sodio, em solucio a
2%, adicionado a todas as doses de veneno.

1.3.2 Reimunizacéao

Os cavalos eram reimuni_zadns 30 dias apos o ultimo dia da sangria
final, de acordo com o seguinte esquema de doses: 20,0, 40,0, 80,0 e
160,0 mg, com intervalos de 7 dias entre as mesmas.

A todas as doses, era adicionado alginato de sédio, como na hiperi-
munizacio de base.

Via de inoculacdo dos venenos, sangrias de prova e sangrias finais,
como nos periodos anteriores.

1.4 Esquema empregado durante o periodo compreendido entre os anos
de 1975 e 1979:

1.4.1 Hiperimunizacido de base

Eram inoculadas 5 doses de veneno, num total de 16,0 mg, sendo a
primeira dose constituida de 5,0 mg de veneno mais adjuvante de Freund
completo; a segunda dose constituida de 5,0 mg de veneno mais adjuvante
de Freund incompleto e as trés ultimas doses eram preparadas apenas
com a solucdo de veneno, sendo 2,0 mg cada, num periodo de 18 dias,
sendo o0s intervalos de 7 dias entre as trés primeiras doses e de dois

dias entre as demais.

1.4.2 Reimunizacio

Ap6és um periodo de descanso de 30 dias, a contar do ultimo dia
da sangria final, os animais eram retomados recebendo, nesta fase,
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apenas 3 doses de imunogeno sem adjuvante, correspondendo a aliquotas
de 2,0 mg de veneno.

Os intervalos entre as inoculacoes eram de 48 horas.

Via de inoculacdo: A via de inoculacio, a exemplo dos esquemas
anteriores, era a subcutidnea, sendo que na hiperimunizacio de base cada
uma das duas primeiras doses era injetada em oito pontos diferentes
do dorso do animal, enquanto as trés uGltimas eram aplicadas em
torno dos granulomas formados pelas duas primeiras. Estas inoculagoes
eram efetuadas em trés etapas com duas horas de intervalo.

Sangria de prova: Era realizada sete dias apds a injecio da ultima
dose de antigeno.

Sangria final: Era processada dez dias apods a udltima inoculacio
de veneno e consistia na coleta de um volume de sangue correspondente

a 3% do peso do cavalo, realizada em duas etapas com intervalo de
48 horas.

2. Métodos de doseamentos:

As titulacoes dos soros anticrotidlico e antielapidico, nas sangrias
de prova, eram feitas pelo método de Dean & Webb * !, variando-se a
quantidade de veneno e mantendo-se constante o volume de soro. Os
imunessoros antibotrépicos e antilaquético o foram pelo método de Vital
Brazil 4.

Apé6s a concentracdo e purificacdo dos antivenenos pelo método de
Pope * , modificado por Furlanetto® (1961), a titulacio dos mesmos
era realizada pelo método de Vital Brazil

Titulos minimos requeridos nas sangrias de prova, para a sangria final:

Soros 1957/1974 1976/1979
Antierotilico 0,2 mg/ml 0,6 mg/ml
Antibotrépico 0,6 mg/ml 1,0 mg/ml

A 0,2 mg/ml * 0,3 mg/ml *
Antiofidico 0,6 mg/ml ** 1.0 mg/ml **
Antielapidico 0,2 mg/ml 0,3 mg/ml
Antilaquético 0,6 mg/ml 1,0 mg/ml

* Fracio anticrotilica
** Fragiio antibotrépica

O soro antilaquético passou a ser produzido regularmente, a partir
da década de 60.

RESULTADOS

As tabelas 1 e 2 consubstanciam os resultados referentes ao consumo
de venenos para a produciio de cinco imunessoros, nos quatro diferentes
periodos analisados, traduzindo em percentuais os miligramas empregados
na hiperimunizacido de base e na reimunizacao.
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TABELA 1

Quantidades de venenos, em miligramas, e respectivos percentuais correspondentes
a0s quatro esquemas de hiperimunizagio utilizados durante os periodos de 1957-1962,
1963-1971, 1972-1974 e 1975-1979.

Hiperimunizag¢io de base
: 1957-1962 1963-1971 1972-1974 19756-1979
Servico . TP
Venenos Venenos | ,, , | Venenos « | Venenos| _
em mg %o em mg o em mg (L em mg /o
Botrépico 1615,8 100 1614 99,89 564 | 34,91 16 0,99
Crotilico 1615,8 100 1614 99,89 508 | 31,46 16 0,99
Ofidico 1614,0 100 1614 100,00 064 34,94 16 0,99
Elapidico 1615,8 100 1614 99,89 608 | 31,46 16 0,99
Laquético —_ e 1614 | 100,00 b64 | 34,94 ** 16 0,00 **

* Percentagens em relagio ao primeiro periodo (1957-1962)

**  Percentagens em relagio ao segundo periodo (1963-1971)

TABELA 2

Quantidades de venenos, em miligramas, e respectivos percentuais correspondentes
aos quatro esquemas de reimunizagdo utilizados durante os periodos de 1957-1962,
1963-1971, 1972-1974 e 1975-1979.

Reimuniza¢ao
: 1957-1962 1963-1971 1972-1974 19756-1979
Servigo i
Venenos Venenos Venenos Venenos =
em mg %o emmg | " |emmg| %" | em mg %
Botropico 1540 100 600 38,96 300 19,48 6 0,39
Crotdlico 1540 100 600 38,96 300 19,48 6 0,39
Ofidico 1540 100 600 38,96 300 19,48 6 0,39
Elapidico 1540 100 600 38,96 300 19,48 6 0,39
Laquético — —_ 600 100,00 200 50,00 ** 6 1,00 **

* Percentagens em relagio ao primeiro periodo (1957-1962)

** Percentagens em relagio ao segundo periode (1963-1971)

As Tabelas 3 e 4 apresentam resultados referentes ao numero de
dias requeridos para as hiperimunizacoes de base e para as reimunizacoes,
com respectivos percentuais, nos quatro diferentes periodos estudados.
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TABELA 3

Nimero de dias e respectivos percentuais, necessirios para a hiperimunizagio de
base, correspondentes aos quatro periodos de 1957-1962, 1963-1971, 1972-1974 e

1975-1979.
Hiperimunizac¢io de base
Servico 1957-1962 1963-1971 1972-1974 1975-1979

n.? de : n.? de ” n.? de n.? de

dias Yo dias o * dias %o ™ dias oi;
Botrépico 100 100 98 08 T 77,0 18 18,0
Crotdilico 100 100 98 98 77 77,0 18 18,0
Ofidico 100 100 98 98 77 77,0 18 18,0
Elapidico 100 100 98 98 7 | 77,0 18 18,0
Laquético = = 98 100 77 | 78,6 ** 18 18,4 **

* Percentagens em relagdo ao primeiro periodo (1957-1962)

** Percentagens em relagio ao segundo periodo (1963-1971)

TABELA 4

Nimero de dias e respectivos percentuais, necessirios para a reimunizacio,
correspondentes aos quatro periodos de 1957-1962, 1963-1971, 1972-1974 e 1975-1979.

Reimunizacgao
Servico 1957-1962 1963-1971 1 E.]TE-IE’H 1975-1979

n.2 de _ n.? de n.? de n.2 de

dias o dias TS dias Ze dias oo
Botrépico 45 100 14 31,10 21 46,70 4 8,9
Crotalico 45 100 14 31,10 21 46,70 4 8,9
Ofidico 45 100 14 31,10 21 46,70 4 8,9
E]api{licu 45 100 14 21,10 21 46,70 4 8,9
Laquético — - 14 100,00 21 150,00 ** [ 4 | 28,6 **

Percentagens em relagdo ao primeiro periodo (1957-1962)

** Percentagens em relagiio ao segundo periodo (1963-1971)

As figuras 1 e 2 sintetizam as quantidades de venenos utilizadas
108 quatro esquemas de hiperimunizacio e de reimunizaciio, respectiva-

Mmente, referentes aos periodos: 1957-1962, 1963-1971, 1972-1974 e
1975-1979.
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DISCUSSAO

Os resultados demonstram, claramente, as diminuicoes progressivas
das necessidades de venenos ofidicos e dos prazos requeridos para a
producdo dos soros antiofidicos, no Instituto Butantan.

Durante o periodo de 1957 a 1962, as quantidades de venenos neces-
sdrias para hiperimunizar eqiiideos variavam em funcio do peso do
animal. Iniciavam-se com a dose de 0,1 mg e terminavam, nos cavalos
pesando acima de 450 kg, com a dose de 450,0 mg de veneno, num prazo
de 100 dias. A reimunizacido era efetuada com quantidade de veneno
muito proxima da primeira hiperimunizacio, num prazo equivalente a
metade daquele observado anteriormente.

De 1963 a 1971, embora o dispéndio de venenos e tempo para a hipe-
rimunizacio de base fossem praticamente iguais ao do primeiro periodo
referido acima, a reimunizacio passou a ser realizada com menos da
metade de antigeno e o tempo, de 45 dias, foi reduzido para 14.

O adjuvante utilizado nesses dois citados periodos, isto é, 1957-62
e 1963-T1, era constituido de uma mistura oleosa, 4 base de 6leo vegetal,
misturado As ultimas doses de venenos, alternadamente. Também os
titulos considerados minimos satisfatorios eram os mesmos, isto é: 0,2
mg/ml nas sangrias de prova dos servigos anticrotilico e antielapidico,
dosados por floculagédo, e 0,6 mg/ml para os servicos antibotrdpico, anti-
laquético e para a fracdo antibotrépica do soro antiofidico.

Um novo adjuvante, solucdo de alginato de sédio a 2%, utilizado
a partir de 1972 até 1974, permitiu que o gasto de veneno, por animal,
representasse menos da metade daquele referente aos periodos anteriores
quando da primeira hiperimunizacio e, justamente a metade quando da
reimunizacio; todavia, nesta, o prazo aumentou de 14 para 21 dias. Os
titulos considerados satisfatorios eram os mesmos exigidos nos periodos

anteriores.

A partir de 1975, passamos a empregar o adjuvante de Freund
completo misturado & primeira dose, incompleto a segunda e as trés
ultimas doses, apenas a soluciao de veneno. A reimunizacio era realizada
apenas com trés doses idénticas as dltimas da primeira hiperimunizacao.
Este processo propiciou marcante economia de venenos ofidicos e de
tempo para a producdo dos antivenenos. Em relaciio aos primeiros dois
métodos, a quantidade de veneno passou a ser, aproximadamente, cem
vezes menor e o tempo, cerca de cinco vezes menos. Este fato assumiu
caracteristicas mais flagrantes quando da reimunizacio dos animais.
As quantidades de veneno utilizadas foram cerca de 250 vezes menores
(1.540,0 mg e 6,0 mg, respectivamente). Em conseqiiéncia, foram obtidas
consideraveis economias de venenos, de tempo e maior rendimento dos
animais soro-produtores. Paralelamente, foi observada acentuada dimi-
nuicio das reacoes locais, nos pontos de inoculacdo dos antigenos: nio
mais ocorreram grandes abscessos e necroses de pele e tecidos subja-
centes, como eram relativamente comuns nos periodos anteriores, fatores
responsaveis pelos freqiientes atrasos nas hiperimunizacdes.

Os titulos minimos considerados satisfatorios, apés a introducio do
adjuvante de Freund, passaram a ser 0,5 mg/ml nas sangrias de prova
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do servico anticrotilico, 0,3 mg/ml no servico antielapidico, 0,3 mg/ml
na fragiao anticrotalica do soro antiofidico e 1,0 mg/ml para os servigos
antibotrépico, antilaquético e na fracao antibotrépica do soro antiofidico.

Por outro lado, quando comparativamente utilizamos o esquema de
hiperimunizaciao adotado pelo Departamento de Sueros Hiperimmunes,
del Instituto Nacional de México? niio obtivemos, com os venenos por
nos utilizados, imunessoros com titulos satisfatérios, aferidos pelas téc-
nicas observadas pelo Instituto Butantan.

CONCLUSOES

1. Dentre os trés adjuvantes utilizados pelo Instituto Butantan,
ou sejam mistura oleosa, alginato de sdédio e adjuvante de
Freund, este ultimo oferecen melhores e mais significativas
conveniéncias na producido de soros antiofidicos:

2. o adjuvante de Freund propiciou uma economia de venenos da
ordem de cem vezes, em relaciio ao processo de hiperimunizacio
de eqiiideos anticrotalica, antibotrépica, antilaquética e antiela-
pidica, empregado de 1957 a 1971;

3. o tempo necessirio para a hiperimunizacio de base com o adju-
vante de Freund, foi cerca de seis vezes menor em relacio ao
tempo requerido nos periodos de 1957-62 e 1963-71 e de cerca
de dez vezes na reimunizacio;

4. as quantidades de venenos utilizadas para as reimunizacdes,
com o adjuvante de Freund, foram cerca de 250 vezes menores
em relacio ao emprego de venenos do periodo 1957-62;

0. o0s titulos minimos satisfatérios foram ampliados, ap6s o uso
do adjuvante de Freund.

ABSTRACT: In the course of 22 years (1957-1979), the Instituto
Butantan adopted 4 methods for the hyperimmunization of equines,
differing among themselves as to doses, and three methods as to
doses and adjuvant: vegetal oil, natrium alginate and Freund’s
adjuvant respectively. During the last observation period, i.e.,
1975-1979, the introduction of Freund’s adjuvant, complete and
incomplete, into the immunogeniec mixture, reduced about 99¢; the
venom quantity to be applied, and about 809 of the time necessary
for the production of immune sera with titers higher than those
obtained before.

KEYWORDS: Antiophidic sera. Methods for equine hiperimmu-
nization. Freund’s adjuvant in the equine hiperimmunization.
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