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RESUMO
Acidentes com animais peconhentos representam um problema de saude publica,
sendo de maior interesse em areas metropolitanas e rurais. A maior casuistica no Brasil
envolve serpentes do género Bothrops cujo veneno possui atividades fisiopatolégicas
coagulantes, proteoliticas e inflamatérias agudas. O Unico tratamento considerado
eficaz € o uso do soro heterélogo antibotrépico. Considerando isso, 0 presente artigo
busca abordar sua matéria prima e producdo. Para a confeccdo do presente artigo, foi
relatado a rotina de producéo de soro antibotropico no Centro de Producéo e Pesquisa
de Imunobiolégicos (CPPI), acompanhando uma tropa de 16 animais que foram
submetidos & producdo do plasma. Concluiu-se que os acidentes botropicos sao de
grande relevancia no pais, justificando a importancia da producdo nacional de soros
hiperimunes através do uso de equinos. A forma de produgdo heterdloga garante a
eficacia do produto.
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ABSTRACT

Accidents involving venomous animals represent a public health problem and are of
greater interest in metropolitan and rural areas. The largest number of cases in Brazil
involve snakes of the genus Bothrops, whose venom has coagulant, proteolytic and
acute inflammatory pathophysiological activities. The only treatment considered effective
is the use of heterologous antibotropic serum. Considering this, this article seeks to
address its raw material and production. For this article, we reported on the routine
production of antibotropic serum at the Center for Production and Research of
Immunaobiologicals (CPPI), following a group of 16 animals that were subjected to plasma
production. It was concluded that botropic accidents are of great importance in the
country, justifying the importance of the national production of hyperimmune serums
using horses. The heterologous production method guarantees the product's efficacy.

Keywords: Bothrops; horse; immunization; immunoglobulins.
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INTRODUCAO

O clima subtropical esta presente em grande parte do territério brasileiro,
criando-se um habitat favoravel a diversas espécies de animais peconhentos,
colaborando para que acidentes ofidicos se tornassem um problema de saude
publica. No Brasil, existem cerca de 381 espécies de serpentes, somando ao
todo 80 géneros e 10 familias (QUEIROZ, 2005). Toda producdo de soro que
visa o tratamento de acidentes ofidicos tém como base os métodos de Vital
Brazil, um dos pioneiros no Brasil, iniciando em 1901 no Instituto Serumtherapico
do Estado de Sao Paulo, atual Instituto Butantan (CARDOSO, 2003). Essa
producdo, segundo Tempordo (2005), se iniciou no século XX, e teve a
participacdo de diversas instituicoes.

O soro hiperimune antibotropico, tem como objetivo o tratamento de
pacientes que se acidentaram a partir de animais do género Bothrop. Elapidae e
Viperidae séo as familias capazes de produzir toxinas e inocula-las, sendo que
as espécies mais significativas sdo: Bothrops alternatus, Bothrops atrox,
Bothrops erythromelas, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops
leucurus, Bothrops moojeni e Bothrops neuwidi. Estas causam os acidentes
ofidicos e levam a intoxica¢cdes graves em humanos e animais ndo-humanos
(MELGAREJO, 2003). O soro heterélogo é produzido através da imunizacdo de
equinos. Os animais sado inoculados com veneno de serpentes do género
Bothrops, o qual é liofilizado e diluido previamente (OLIVEIRA,2014). A
substancia inoculada gera uma resposta imune que produz anticorpos contra o
veneno, possibilitando a coleta do plasma hiperimune do animal (MELGAREJO,
2003).

Considerando isso, 0 presente artigo tem como objetivo revisar o0s
processos de producao do plasma hiperimune, relatando a experiéncia adquirida
em um centro de pesquisa especializado na producao deste tipo de plasma em

Piraquara, regido metropolitana de Curitiba.
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MATERIAL E METODO

O presente relato é baseado em equinos pertencentes ao Centro de
Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI), situado na cidade de
Piraquara, no Estado do Parand. Uma tropa de 16 animais, 12 machos
castrados e 4 fémeas foram submetidos a producédo do soro antibotrépico. A
média de idade e peso dos animais era de 13 anos e 500 kg respectivamente, e
eram considerados sem raca definida. Eles ficavam em pastos abertos com
rotacdo quinzenalmente. Era fornecido para alimentacdo dos equinos 1kg de
racao prépria para a espécie, 1kg de graos de aveia, feno de alfafa e sal mineral;
a agua era de fonte tratada e ficava disponivel a vontade.

O veneno extraido das serpentes é submetido ao processo de
determinacao de dose letal (DL50), assim possibilitando a liofilizacdo e diluicéo
para a inoculagdo dos animais produtores. Os cavalos de producdo de plasma
hiperimune, sofrem um processo de hiperimunizacdo anterior a producao
definitiva. Portanto, ap6s o primeiro ciclo vitalicio, referente ao primeiro contato
do animal com o veneno inoculado, eles foram re-imunizados para as proximas
produgdes. O processo de re-imunizagdo durou 28 dias e foi dividido em trés
aplicac6es, sendo administrado no primeiro dia (dia 0) a solu¢do antigeno
composta por 5ml de veneno ja diluido em solucdo salina, na concentracdo de
1mg/ml + 5mL de veiculo Adjuvante de Freund incompleto (AFI). No 14° dia foi
realizada a segunda re-imunizacdo, sendo necessario 5ml de veneno diluido, a
terceira aplicacao foi concluida no 21° dia, sendo utilizado 5ml de veneno
Bothrops diluido. Todos os antigenos foram inoculados por via subcutanea na
regido do flanco dos cavalos. Foi feita uma preparacdo prévia do local de
inoculacdo com tricotomia da regido e antissepsia com alcool 70%. Os animais
utilizados no processo, sdo suscetiveis a hipersensibilizacdo ao veneno,
podendo apresentar rea¢fes inflamatorias, abscessos e necrose em regido da
aplicacao, edema ventral, enrijecimento muscular e claudicagéo. Os equinos que
apresentavam sinais clinicos ou doencas mais severas relacionadas ao
processo de imunizacdo eram retirados da producdo de plasma hiperimune,
visando seu bem-estar. Isso porque, 0 uso de farmacos para tratamento dos

sinais clinicos é restrito, podendo interferir na qualidade do plasma.
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Apos o processo de re-imunizac¢do, no 28° dia, foi realizado a coleta de
sangue de todos os animais imunizados, sendo que as amostras eram obtidas
em tubos sem anticoagulantes, contendo gel de separacédo. Estas se destinavam
a avaliacdo do titulo de anticorpos presentes no soro dos animais. Os tubos eram
incubados em banho-maria a 37°C por no minimo uma hora, em seguida era
feita a centrifugacdo do sangue a 3.000 rpm, por cinco minutos. Com o0 auxilio
de pipeta, o soro era separado do coagulo e colocado em novos frascos ja
identificados e posteriormente lacrados. Para o processo de producdo do soro
antibotropico, é necessario a realizagdo do teste in vivo, sendo utilizado 5
camundongos por amostra de soro. As cobaias sofrem um processo de
inoculacédo subcutanea do veneno Bothrops + soro coletado do cavalo e sera
observado o efeito toxicologico nas cobaias, confirmando um resultado positivo
guando se mantém vivos 4/5 dos mesmos. Apos os testes de qualidade, a tropa
apresentou 68,75% de aprovacdo em niveis de antigenos (11 animais), sendo
eles submetidos ao processo de sangria de producéo.

Como protocolo de seguranca para 0s animais, € coletado em média 18L
de sangue, divididos em trés coletas dentro de cinco dias. Os protocolos de
extracdo da matéria bruta sdo extremamente rigorosos, visando a qualidade e
esterilizagdo do plasma. Todos os cavalos aprovados passam por trés coletas
em bolsas coletoras estéreis de 6L. Antes da sangria, 0s animais sdo submetidos
a uma higienizacao na qual sdo banhados e uma tricotomia ampla da regidao do
pescoco € feita, possibilitando a puncdo venosa da veia jugular. Apés a
higienizacao, foi realizado um processo de pré-assepsia do local de puncédo
venosa, sendo utilizado alcool 70%, clorexidine 0,5% e iodopovidine 10%. Na
area de acesso venoso, foi feita uma anestesia local utilizando lidocaina 2% para
dessensibilizar a pele na area de insercdo da agulha de coleta de sangue,
diminuindo a dor e o estresse dos animais. Apds a realizacdo de todos os
procedimentos citados, um médico veterinario treinado, paramentado com
avental e luva estéril, realizou a puncédo da veia jugular dos equinos para coleta
das bolsas de sangue. Todas as amostras de sangue coletadas eram
identificadas, pesadas, seladas e submetidas a um processo de

hemossedimentacédo. Por fim, o plasma era separado das hemacias com auxilio
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de prensas mecanicas e encaminhado para testes de esterilizagcdo. Os animais
eram avaliados apds a coleta das bolsas de sangue pelo médico veterinario
responsavel pela instituicdo, que verificava a condicdo clinica dos animais, e
submetia-os a um descanso de no minimo 60 dias, buscando a recuperacdo
deles. O plasma produzido era armazenado em camaras frias e encaminhado
para a Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), situada em Minas Gerais, para que o
processamento do soro fosse finalizado, tornando-o disponivel e utilizavel para

as unidades de saude.

O GENERO BOTHROPS

Pertencentes a familia Viperidae, as serpentes do género Bothrops
formam um grupo com cerca de 30 espécies distribuidas pelo territorio nacional,
entre essas as principais sao: Bothrops atrox, Bothrops erythromelas, Bothrops
jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops moojeni e Bothrops alternatus.
(ALMEIDA, 2016). Essas serpentes sao popularmente conhecidas como
“jararacas”, sendo sua principal caracteristica comportamental o fato de terem
atividade noturna nos meses quentes e as fémeas gravidas normalmente se
encontram em areas onde possam se proteger e se termorregular, utilizando o
calor do solo. As jararacas normalmente se encontram em zonas rurais e nas
periferias de grandes cidades, tém preferéncia por ambientes imidos e locais de
facil proliferacdo de roedores como paiois, celeiros e depositos de lenha
(BRASIL, 2001). Em relacdo a zonas rurais, vivem em diversos tipos de
ambientes como nas arvores, na terra entocadas, em margens de rios, cerrados
e matas (OLIVEIRA, 2014). Grande parte destas espécies, apresentam seu ciclo
reprodutivo no outono, finalizando a gestacéo ao final do verdo (SILVA, 2013).
Sao animais de habito noturno e desferem botes quando se sentem ameacadas
e serpentes do género Bothrops possuem denticdo do tipo solendglifa e podem
atingir quando adultas de 40 centimetros a dois metros (OLIVEIRA, 2014).

O veneno das espécies botropicas possui atividades fisiopatoldgicas
coagulantes, proteoliticas e inflamatérias agudas, e uma Unica toxina pode ter
mais do que apenas uma destas atividades (FRANCA, 2003). A toxina presente

no veneno das jararacas gera lesdes locais com destruicdo tecidual e necrose,
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podendo induzir a incoagulabilidade sanguinea por consumo de fibrinogénio. No
género Bothrops se nota uma diferenca entre o veneno do filhote, que é
predominantemente coagulante, e do adulto, com maior acdo proteolitica e
menor acao coagulante devido a diferenca na concentracdo da peconha, sendo
assim, os acidentes ofidicos envolvendo filhotes sdo considerados mais
perigosos (BARRAVIEIRA, 1999). No entanto, acidentes com serpentes adultas
levam a inoculacédo de um volume maior de veneno, sendo mais danoso a vitima,

apresentando propriedades mais agressivas.

ACIDENTES OFIDICOS NO BRASIL

O clima subtropical comp&e grande parte do solo brasileiro, criando-se um
habitat favoravel a diversas espécies peconhentas, colaborando para que
acidentes ofidicos se tornassem um problema de saude publica. No Brasil o
ofidismo era apontado como responséavel por uma alta taxa de ébitos durante o
periodo de colonizagdo (WEN, 2003). Em 1970, o Brasil apresentava elevados
indices de acidentes com animais peconhentos e baixa producdo de soro
(BRASIL, 2001). Até 1985 o soro antiofidico para uso humano néo fazia parte do
Programa Nacional de Imuniza¢des do Ministério da Saude, embora o Brasil
tivesse muitos casos relatados.

Os acidentes ofidicos tém aumentado nos ultimos anos, em 2010 esses
acidentes foram apontados como a segunda maior causa de intoxicagdo, com
uma taxa de 22,73% segundo os casos notificados ao Sistema Nacional de
Informagdes Toxico Farmacoldgicas (TEMPORAO, 2005). O acidente botrdpico
se destaca devido ao grau de importancia médica e sua grande frequéncia de
ocorréncias, correspondendo ao acidente ofidico de maior importancia
epidemioldgica no pais, sendo responsavel pela maioria dos casos (BRASIL,
2001). Os contatos tendem a ocorrer durante as estacdes quentes e Umidas,
periodo de maior atividade humana no campo, normalmente entre os meses de
janeiro e abril. Os acidentes sdo mais frequentes em adultos e jovens do sexo
masculino, devido ao fato de estarem ligados ao trabalho rural (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001).
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SORO ANTIVENENO

Albert Calmette, apds inUmeras tentativas falhas, em 1894, conseguiu
imunizar coelhos contra o veneno de serpente do género Naja, ap0s sucessivas
inoculacdes subcutaneas. Percebeu apos alguns meses que alguns dos coelhos
eram capazes de sobreviver a determinadas doses de veneno, e que também o
soro dos animais imunizados tinha capacidade de neutralizar a atividade téxica
do veneno in vitro. Dando continuacao a esta experiéncia ele inoculou coelhos
com o dobro da dose letal e aplicou o soro imune por via intraperitoneal ou
subcutédnea. Ele visualizou o aparecimento de sinais clinicos nos animais
inoculados e observou que os animais tiveram melhora gradual destes sinais,
voltando a normalidade (WORLD, 2010). Neste mesmo ano, Phisalix e Bertrand
conseguiram visualizar a presenca de substancias antitoxicas no sangue de
animais que foram vacinados com veneno de viboras. Foi feito um experimento
no qual inocularam cobaias, essas cobaias foram testadas em 24, 36 e 48 horas
depois da imunizacdo. Se obteve como resultado a sobrevivéncia de apenas um
animal o qual foi desafiado 48 horas pds-imunizacéao, os levando a concluséo de
gue nao era a imunizacdo produzida diretamente pela vacina que levava a
recuperacdo do animal, mas sim o resultado de uma reagédo do organismo ao
in6culo (WORLD, 2010).

Vital Brazil, consciente dos inUmeros acidentes ofidicos que aconteciam
no estado de S&o Paulo decidiu realizar experimentos com venenos de
serpentes e descobriu a especificidade, deduzindo que cada tipo de veneno
ofidico requer um soro especifico (BRAZIL, 1895). No Brasil ainda hoje, a
producao de soros antiofidicos é baseada nos métodos descritos por Vital Brazil
em 1903.

PLASMA HIPERIMUNE

O sangue quando retirado do organismo tem suas proteinas reagentes
umas com as outras, formando os coagulos, logo isso atribui caracteristicas que
diferenciam o plasma, sendo denominado como soro (OLIVEIRA, 2014). O
sangue € um tecido que se diferencia dos demais tecidos devido ao fato de poder

ser coletado e separado em seus componentes, assim possibilitando seu uso
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para diversos fins produtivos, podendo ser utilizado como meios de cultura
fungicos e bacterianos, em hemoterapias em animais de mesma espécie e em
transfusdes sanguineas visando reverter anemias hemoliticas e hemorragicas
em pacientes. O plasma comum se apresenta como um hemocomponente,
sendo obtido por meios de centrifugacdo de amostras de sangue.

O plasma hiperimune é a principal matéria-prima utilizada na producéo
dos soros, obtido a partir do sangue total dos equinos imunizados, tem como
objetivo principal tratamento contra toxinas de animais peconhentos (OLIVEIRA,
2014). O total de plasma produzido de determinado lote de animais é reunido,
desta forma se tornando o plasma a granel o qual serd processado visando a
purificacdo da imunoglobulina G (IgG), gerando o soro concentrado, este por sua
vez passara pelo envase em ampolas (SILVA, 2008).

A inoculagéo do veneno possibilita com que anticorpos especificos sejam
adquiridos. A reacdo inflamatéria concentra leucécitos na regido, sendo
realizada a captura dos antigenos do veneno. Segundo ABBAS (2019), linfécitos
B reconhecem antigenos estranhos e se proliferam em plasmacitos, secretando
diferentes classes de anticorpos especificos. Tais ceélulas apresentam uma
expansdo policlonal, produzindo diversas imunoglobulinas especificas para
combater a pecgonha inoculada, IgG principalmente, a qual apresenta a
capacidade de neutralizar o veneno, diminuindo seu efeito no organismo afetado.

De acordo com as Normas de Producédo e Controle de Qualidade dos
Soros Antiofidicos, “o soro antiofidico é uma solugdo de imunoglobulinas
especificas purificadas, obtidas a partir de plasma de equideos hiperimunizados,
contra o veneno da espécie a que se refere” (BRASIL, 1996).

A producéo do plasma hiperimune da seu inicio com a extracdo do veneno
especifico de serpentes Bothrops, sendo submetido a teste de letalidade
mediana, DL50, sendo o intuito determinar a dose necessaria para a ativagdo da
producao de anticorpos e inoculagdes sem risco total de letalidade ao animal. Os
animais que forem considerados aptos apos o exame clinico, sdo inoculados
com o antigeno especifico. Apos a aplicacao é realizada uma sangria de prova,
onde se coleta soro sanguineo de cada animal inoculado para realizacdo da

prova de poténcia, a qual avalia a titulagéo de anticorpos produzidos pelo cavalo,
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sendo realizado o teste in vivo em camundongos cobaias. (OLIVEIRA,2014).
Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010), o soro antibotrdpico contém em cada
mililitro imunoglobulinas suficientes para neutralizar 5mg de veneno de
referéncia de B. jararaca. O titulo da poténcia é expresso em miligramas de
veneno neutralizados por 1 mL da amostra. Segundo Franca e Malaque (2003),
0 veneno de serpentes Bothrops s&o compostas por substancias distintas, sendo
em sua maioria proteinas, enzimas, toxinas ndo enzimaticas e proteinas nao
toxicas. Sendo as fracdes nao-proteicas: carboidratos, lipidios, metais, aminas
biogénicas, nucleotideos e aminoacidos livres.

Se o animal produziu anticorpos adequadamente, ele € submetido a
sangria de producdo (OLIVEIRA,2014). O sangue € coletado em uma bolsa
plastica dupla que € armazenada em uma camara frigorifica por 24 horas para
ocorrer a decantacdo das hemécias. Apds, ha a separacdo dos elementos
figurados do plasma, que é recolhido no segundo compartimento da bolsa de
sangue, em um sistema totalmente fechado e esterilizado. O plasma fica
armazenado em camaras refrigeradas e posteriormente passam pelo processo
de envasamento do soro final (CARDOSO,2003).

CONSIDERACOES FINAIS

Os acidentes botropicos sdo de maior relavancia no pais, justificando a
importancia da producdo nacional do soro. Isso garante o entendimento da
necessidade do uso de equinos para fins produtivos. Os animais destinados a
producao séo de extrema importancia para o processo, garantindo o tratamento
gratuito pelo sistema Unico de salde, visto que o uso do soro antiofidico é o Unico
tratamento eficaz nos acidentes. O plasma hiperimune é a matéria prima para o
soro antibotropico, sendo necessario estimular o sistema imunologico dos
equinos, produzindo imunoglobulinas especificas para a neutralizacdo do
veneno. A forma de producdo heterdloga garante a eficacia do produto e a

gualidade do tratamento.
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