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I-INTRODUCAD




Os varios estimulos pelos quais a histamina po
de ser 1liberada no organismo e participar de reacoes tran
sitbrias ou permanentes tais como queda da pressao arte
rial, aumento da permeabilidade vascular, contragao da
musculatura lisa, constricdo bronquiolar, edema e outros’,
despertaram grande interesse nas decadas de 40-50, fato
traduzido pelos numerosos estudos ate entao realizados e
reunidos em revisoes (ROCHA e SILVA, 1966; KAZIMIERCZAK &
DIAMANT, 1978; ROTHSCHILD & ROTHSCHILD, 1979; LAGUNOFF &
. MARTIN, 1983).

Nestes, o uso de mastdcitos tornou-se relevan
te a partir do trabalho pioneiro de RILEY & WEST (1953)
que evidenciaram a primeira correlacio farmacologica en.
tre quantidade de mastocitos e teor de histamina presen-

tes nos virios tecidos de mamiferos.

yarios metodos para obtencao de peopulagoes ho
mogeneas de mastdcitos tem sido desenvolvidos (PADAWER &
GORDON, 1955; UVNAS & THON, 1959; JOHNSON & MIRAN, 1966 ;
COOPER & STANWORTH, 1974). Mastocitos peritoneais de ra
to s3o o suporte principal para estudos detalhados do me

canismo de liberacdo da histamina, embora tais estudos




sejam também frequentemente realizados com células obti
das da cavidade pleural, bem como do proprio pulmao
(EILBACK & SMITH, 1967; PATERSON et al., 1976; ENNIS ,
1982). A razio da utilizacdo dessa fonte de celulas e a
relativa facilidade de obtencao, e isolamento em numero

necessario para estudos quantitativos.

0 tamanho do mastdcito varia nas diferentes
espécies animais assim como no mesmo individuo. 0 masto
cito peritoneal de rato, p. &X., possui um diametro de

13,5

0,1 um com cerca de 1000 granulos em seu  interior
os quais ocupam de 50 a 55% do volume citoplasmatico ce

lular (BLOOM, 1974).

Sob condicdes normais, toda a histamina esto
cada nos mastocitos estdi localizada nos granulos  secretd
rios (RILEY & WEST, 1966). No rato, @ bem estabeleci
do que a substdncia responsavel pela ligacao da histami
na nos granulos e um complexo heparina-proteina insolu
vel em agua ( KAZIMIERCZAK & bIAMANT, 1978). Em algumas
espécies, os mastdcitos estocam ainda serotonina e dopa
mina (BENDITT et al., 1955; SLORACH & UVNAS, 1968 4
ENERBACK & HAGGENDAL, 1970; CARRAWAY et al., 1984).

A lista de agentes capazes de induzir libera
cio de histamina € vasta. 0 sistema de classificacao
dos agentes liberadores de histamina proposto por PATON
(1957) foi recentemente modificada por LAGUNOFF & MARTIN
(1983). Assim, de acordo com essa nova classificacao ,
os agentes que liberam histamina podem ser divididos em

agentes dependentes da imunoglobulina Igk, ‘agentes




citotbxicos, enzimas, polissacarideos, lectinas, anafilo
toxinas, compostos basicos, calcio e outros (acido fosfa
tidico, baixa concentracdo extracelular de sodio, fluore

to, deficiencia de magnesio, etc.).

0 estudo da liberacao de histamina  por  pego
nhas ofidicas foi introduzido por FELDBERG & KELLAWAY
(1937a,b) e desde entao vem sendo conduzido gquer em expe
rimentos realizados "in vivo ", quer em preparacoes iso

Tadas.

FELDBERG & KELLAWAY (1937a,b; 1938) mostraram
que havia liberacdo de histamina de pulmoes de co
baia, gato, cdo e macaco perfundidos com venenos de abe
Tha e alguns tipos de venenos ofidicos. A concepgao ini
cial desses autores, quando de seﬁs primeiros estudos ,
era de que a liberacao de hiétamina estava estritamente
correlacionada com o teor de fosfolipase A presente em
tais venenos. Assim, essa enzima seria a responsavel pe
la geracdo de lisofosfatideos (lisolecitina e 1lisocefall

na) que promoveriam a liberacao e eventual distribuicao

dessa amina pelo corpo da vitima.

Essa opinido foi corroborada por alguns traba
lhos que se seguiram. Em 1957, HOGBERG & UVNAS mostra
ram que a fosfolipase A obtida de varios venenos ofidi
cos e venenos de abelha tinha um efeito degranilante so
bre mastocitos mesentéricos de rato. Posteriormente .
MORAN et al. (1962) demonstraram que a fosfolipase A de
veneno de abelha era capaz de liberar histamina e serg

tonina de mastocitos isolados da cavidade peritoneal de




rato. O fator degranulador de mastocitos presente no

meio de cultura de Clostridium welchii, foi - tambem con

siderado como sendo a fosfolipase A (FREDHOLM et al.
1960) .

Entretanto, estes dados foram revistos por

ROTHSCHILD (1965, 1966), FREDHOLM (1966) e DAMERAU et al.

(1975) que demonstraram que a fosfolipase A, pura,
obtida de veneno croté?ico,_e1ap¥dico e veneno de abe
Tha ndo & o componente responsavel pela liberacao de

histamina de mastocitos isolados de rato.

ROTHSCHILD (1965, 1966), tendo verificado a
capacidade da lisolecitina (produta da acdo da fosfoli
pase A sobre a lecitina) de liberar histamina, tanto
de mastdcitos isolados ("“in vitro") quanto de pele de réto
("in vivo"), classificou a liberacao de histamina pela
fosfolipase A de indireta, isto e, liberacao que requer
formacao de lisolecitina. Dessa forma, surge a neces
sidade de uma fonte de fosfolipideos ndo mastocitica para
que tal processo se realize. Este autor demonstrou
"ainda que o componente liberador de histamina presente

no veneno da cascavel Crotalus durissus terrificus em

mastocitos isolados de rato, esta completamente dissoci
ado da fracio com atividade fosfolipasica, sendo provavel
mente uma enzima de natureza proteolitica, termolabil e

de elevado peso molecular.

Tais resultados foram confirmados por
MARKWARDT (1966}, VITAL BRAZIL et al.(1966) e VITAL
BRAZIL & PRADO-FRANCESCHI (1968).




MARKWARDT (1966) observou que o veneno da cas

cavel sul-americana Crotalus durissus terrificus contém uma

proteina de elevado peso molecular que & capaz de liberar
aminas biogénicas de plaquetas sanguineas, tanto de prepa
racoes isoladas, quanto na corrente sanguinea causando hipo

tensao.

Similarmente, VITAL BRAZIL . et al. (1966) e
VITAL BRAZIL & PRADO-FRANCESCHI (1968) verificaram que 0
efeito hipotensor secundario e a hemoconcentracgao produzi
dos quando da administrac¢ao venosa da peg¢onha crotalica em
cies eram causados por alguma fracdo desprovida de ativida-
de fosfolipasica, fracao esta denominada pelos autores de
"deltatoxina". Esta toxina, através da liberacdo de his
tamina promoveria os referidos efeitos. A "deltatoxina" e
a "cdnvuixina“ (PRADO-FRANCESCHI, 1970; PRADO-FRANCESCHI et
al. 1981) estio presentes na fracao I deste veneno ( VITAL BRAZIL
% PRADO-FRANCESCHI, 1968) e correspondem provavelmente ao
fator liberador de aminas de MARKWARDT (PRADO-FRANCESCHI ,

comunicacdo pessoal).

A crotamina, um polipeptideo miotoxico basico

purificado do veneno da cascavel Crotalus durissus terrificus

de certas regides da América do Sul (VITAL BRAZIL, 1972) e
também capaz de liberar histamina de mastocitos do fluido
peritoneal de ratos (ROTHSCHILD, 1966). Porém, esta ativi
dade & marcadamente menor do que aquela apresentada pelo
veneno bruto e incapaz de explicar os efeitos observados
no envenenamento. Alem disso, como venenos de algumas cas

caveis desprovidas de crotamina, como P. ex. o de




Crotalus durissus cascavella, sao tamhem potentes liberado

res de histamina, tém-se buscado outros fatores como res

ponsaveis por tal liberacao.

DAMERAU et al. (1975) observaram que o fator

liberador de histamina e degranulador de mastocitos = do

veneno da serpente Naja naja tambem esta dissociado da

fosfolipase A. Em perfusato de pulmao de cobaia e em
suspensao de mastocito peritoneal de rato, 2 fosfolipa-
se A produziu pouca degranulacao de mastocito mostrando
nio haver liberacao de histamina no primeiro sistema e uma
liberacio Timitada no segundo. Ao contrdrio, o “fator 11
tico direta" (DLF), um polipeptideo de natureza ndo-enzima
tica obtido deste veneno e tido como uma cardiotoxina s
foi capaz de liberar histamina e degranular os mastocitos
em ambos os sistemas estudados. A combinacao da fosfoli
pase A com o DLF produziu um potente sinergismo em pulmoes
de cobaia sem, entretanto, alterar a resposta das células

ispoladas.

Do veneno de abelha ja foram reconhecidos dois
componentes capazes de atuar diretamente em mastocito cau
cando liberacdo de histamina: a MELITINA e o "MCL -PEPTIDE" .
0 primeiro representa cerca de 50% do veneno seco e atua
diretamente na superficie do mastdcito como um agente cito
17tico, liberando histamina de modo muito semelhante a pro
pria lisolecitina (ROTHSCHILD, 1965). 0 segundo, que
representa uma massa de 1 a 2% do veneng seco, exerce um

mecanismo de acao altamente seletivo em mastocito com ati

vidade comparavel ao do composto 48/80; & de 10 a 100




vezes mais ativo que a Melitina. 0O "MCL-PEPTIDE" nao e
capaz de liberar serotonina de plaquetas de coelho ou hemo
globina de hemacias humanas, e na pressao arterial de ra
tos (0,5 mg/kg) causa severa depressao e extrema cianose
(HABERMANN & BREITHAUPT, 1968). Este componente provavel-
mente representa o mesmo fator isolado por FREDHOLM (1966)

e denominado FII.

Quanto r$ peconha de serpentes botropicas, as
informacoes existentes sao bem mais escassas. Ao contrg'
rio do inicio do século, quando proliferaram os trabalhos
de VITAL BRAZIL e seu grupo (de 1901 a 1930) que focaliza
ram os venenos botropicos de forma geral, em nossos dias
temos trabalhos relacionados principalmente a aspectos iso
lados: atividade enzimatica (VIDAL & STQPPANI, 1971 H
NISENBOM et al, 1986), hemorragica (MANDELBAUM et al 1984 )
e/ou coagulante (KELEN et al, 1978; NAHAS et al, 1983).

Recentemente, RODRIGUES-SIMIONI et al. ( 1983 )
realizaram um estudo pioneiro sobre as agdes farmacologi -

cas do veneno bruto de B.jararacussu e seus componentes

toxicos. Observaram que o pool IV obtido do veneno total
cromatografado em Sephadex G-75 e G-50 representa aquele
de maior massa e atividade, sendo responsavel por agoes
neuro e citotoxicas semelhantes as do veneno bruto. Veri
ficaram ainda que esta fracao (PM = 13.000 daltons) e seis
vezes mais ativa do que o veneno bruto na producao do blg
queio da transmissao neuromuscular, apresentando efeito
hemolitico indireto, calcio-dependente e ausencia de ativi
dade proteolitica. A recromatografia desta fracgao

(BRANDEBURGO et al. 1986) resultou em cinco componentes ,



dos quais o ultimo, denominado Bothropstoxina, representa
o de maior massa (40% da fracdo original) e & completamen
te desprovido de atividade fosfolipasica. A Bothropstoxi
na, tida pelos autores como cardiotoxina-simile, apre
senta uma banda em eletroforese em gel de poliacrilamida,
serina como aminoacido N-terminal e peso molecular apa-
rente de 12.400. Com relacdoc as atividades farmacologi
cas estudadas, esta toxina mantem a atividade bloqueadora
da juncdo neuromuscular e auséncia dg atividade hemoliti
ca (RODRIGUES-SIMIONI, comunicacdo pessoal). Entretanto,
ao contrario dos estudbs.rea1izados com o DLF, a ativida-
de liberadora de histamina da Bothropstoxina ainda nao
foi satisfatoriamente abordada (RODRIGUES-SIMIONI et al ,
1985).

0 veneno da Bothrops alternatus (urutu) fra

cionado em Sephadex G-75 deu origem a tres pools (Pq, P2 ]
P3) que apresentam respectivamente peso molecular em tor
no de 70 a 85 mil, 40 a 60 mil e 20 a 25 mil (NOVELLO
et al., 1984). Desses, o mais potente liberador de his
tamina foi aquele de alto peso molecular (ANTUNES et atl.
1984). Este componente, embora desprovide de atividade
fosfolipasica, encontra-se contaminado com fatores hemor

ragico, coagulante e hemolitico.

Assim, apesar de varios estudos realizados com
venenos ofidicos, a liberacdo de histamina que acompanha
0s envenenamentos apresenta ainda aspectos de dificil in
terpretacdo. Embora as neurotoxinas e/ou cardiotoxinas -

sejam os principais componentes responsaveis pelo quadro
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toxico do envenenamento, o choque que frequentemente esta
presente na sintomatologia do acidente ofidico, mas nao no
envenenamento experimental por essas toxinas, requer um

estudo sistematico mais pormenorizado.

EFRATI (1966) descreveu em algumas vitimas da

Vipera palestinae efeitos muito semelhantes aos do ver

dadeiro choque anafilatico (ROCHA & SILVA, 1966) que sao
provavelmente devidos a uma liberacao generalizada de his
tamina. Entre estes, constavam distlirbios gastrointesti-
nais (niusea, dor abdominal, diarreia), choque periferico

e angioneurcotico, edema dos labios, lingua e cérebro.

Apesar disso, independente do grau de importan
cia que a liberacdo de histamina possa assumir na vitima
acidentada, até o momento ndao existem testes para detec
tar se os soros antiofidicos existentes sao capazes de
neutralizar os componentes liberadores de aminas presen-
tes nos venenos ofidicos. Tambem ndo esta sendo verifica
da a correlacdo porventura existente entre a letalidade e
os efeitos locais tais como o hemorragico, mionecrotico e
edematizante, pois nos laboratorios de controle dos antivene
nos a unica prova que se emprega de rotina, relacionada
com a capacidade antitoxica do soro, @ o teste de neutra
lizacdo da peconha que & realizédo em animais de laborato
rio.

Situacio diferente ocorre nos laboratorios de
pesquisa. VITAL BRAZIL (1959) procurou verificar a neu

tralizacao da atividade espasmogenica presente na pegonha
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de Crotalus terrificus terrificus tipo 1* ndo so pelos so

ros 'comercializados como tambem pelos soros produzidos pe
la inoculacio de animais com peconha de tipo 1 e tipo 2*.
ROSENFELD & KELEN (1966) analisaram in vitro o poder neuy
tralizante de soros antivenenos sobre a atividade coagu
lante de diversos venenos offdicos. GUTIERREZ et al. (1981)
observaram em camundongos inoculados com 0 veneno

de Bothrops asper e o antiveneno polivalente, a neutrali-

zacdo dos efeitos mionecrdtico, hemorragico, edematizante

bem como do efeito letal.

A neutralizacdo da atividade liberadora de his
tamina pelos soros comercializados esta sendo estudada
agora, pela primeira vez. Com estes estudos pretendemos
contribuir para a compreensdo da participacao deste auta

coide no chogue presente no envenenamento ofidico.

* A Crotalus terrificus terrificus tipo 1 corresponde atualmente a
Crotalus durissus territicus crotamina-positivo; o tipo 2 refere-
se a peconha crotamina-negativo.
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0 presente trabalho tem como objetivo  determi

nar a poténcia liberadora de histamina das peconhas de
Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissqs cascavella s
Bothrops jararacussu e Bothrops alternatus e verificar a

capacidade neutralizante dos soros Anticrotalico, Antibotr_o“_
pico e Polivalente sobre a atividade liberadora de histami

na induzida pelas peconhas acima citadas.




—

L E METODOS ‘

IT - MATERIA
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2.1. ANIMAIS

0s ratos "Wistar" e os camundongos "Swiss" fo
ram fornecidos pelo Biotério Central da Unicamp. As cobaias
foram adquiridas de fornecedor particular ou cedidas pela

Rhodia Ind. Quimica, Paulinia (SP3}.
2.2, PECONHAS

As peconhas utilizadas, de diversas proceden
cias, foram obtidas de serpentes das seguintes localidades:

Crotalus durissus terrificus - Lavras (MG);

Crotalus durissus cascavella - S3o Luis (MA);

Bothrops jararacussu {jararacugu) - Alcobaca (BA) e Es

tado do Espirito Santoj

Bothrops alternatus (urutu) - Furnas (MG);

Crotamina - gentilmente cedida pelo Prof.Dr.Jose Rober
to Giglio do Departamento de Bioquimica da

FMRP, USP.

A qualidade do veneno dessecado e da crotamina

foi avaliada pela determinacao de suas doses letais 50%.
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2.3. SOR0S ANTIPECONHENTOS OFIDICOS

0s soros Anticrotalico (contra a picada de ser
pentes do género Crotalus - cascavéis), Antibotropico (con
tra a picada de serpentes do genero Bothrops-jararacucu ,
jararaca, cotiara, urutu e outros) e Polivalente {contra a
picada de serpentes de ambos os géeneros) empregado nos expe
rimentos foram do tipo comercial produzidos pelo Instituto
Butantan, S3o Paulo (SP). Estes representam uma solucgao
purificada de imunoglobulinas especificas obtidas de equi
deos hiperimunizados contra venenos das serpentes em ques

tao.

2.4. DROGAS E REAGENTES

Merck, Darmstadt, Germany - Acido cloridrico
{(PA), bicarbonato de sodio , cloreto de calcio .
cloreto de magnesio , cloreto de potassio , Clore-
to de sodio , glicose, hidroxido de sodio e sulfato de

magnesio.

Baker Analyzed Reagent, Sao Paulo, Brasil - Fos

fato dibasico de sodio e fosfato monobasico de sodio.

Kochlight Laboratories, England - Cloridrato de

histamina.

C.H.Boehringer Sohn, Darmstadt, Germany - Sulfa

to de atropina .

Sigma, St.Louis, U.S.A. - 48/80.
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2.5. TOXICIDADE DAS PECONHAS

As doses letais 50% dos - venenos de

C. d. terrificus, C.d. cascavella, B. Jjararacussu .

B. alternatus e da crotamina foram determinadas por ino

culacdo, i.v., em camundongos (18 a 22g) empregando-se do
ses seriadas com razao de 1,5; cada uma dessas doses foi
injetada em seis animais. O0s resultados foram registrados
depois de 24 h e estimados de acordo com o metodo de
WEIL (1952). As DL50 e seus intervalas de confianca a

95% foram expressos em ug/camundongo de 20g.

2.6. TITULACAO DOS SOROS

2.6.1. REACAO DE FLOCULACAO

A 0,2 ml dos soros Anticrotalico, Antibotropi-
co‘ou Polivalente acrescentou-se a peconha (diluida em so
ro fisiolagico 120 mM) em diferentes concentracdes. 0 volu
me das misturas foi completado para 1,5 ml com soro fisio
16gico e os tubos foram imersos em banho-maria a 500C em
até 1/3 da coluna 1iquida. 0 parametro observado foi a
ordem em que a floculacio apareceu nos diferentes tubos
As observa¢odes estenderam-se por 24 h ( segundo VITAL BRAZIL ,
1959). |
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2.6.2. INJECEO VENOSA EM CAMUNDONGOS

A 0,2 ml dos soros Anticrotalico, Antibotropico
ou Polivalente acrescentou-se a peconha (diluida em soro
fisiologico 120 mM) em diferentes concentracdes. O volume
das misturas foi completado para 1,0 ml1 com soro fisiologi
co. Apds 24 h 3 temperatura ambiente as misturas foram
centrifugadas e 0,5 m1 do sobrenadante foram injetados em
camundongos de 20 ¥ 2 g. A verificacioc das mortes e sobre

vidas foi feita decorridos 24 h da injecao da mistura soro-

-peconha. (Segundo VITAL BRAZIL, 1959).

2.7. OBTENCAO E TRATAMENTO DO LAVADO PERITONEAL DE RATOS

2.7.1. COMPOSICAO DA SOLUCAD KREBS~RINGER

NaCl - 154 mM

KCL -~ 6,2 mM

CaCl2H,0 - 2,8 mM

MgSO¢7HaO - 1,5 mM

CeHiplp - 5,0 mM

Tampao fosfato (pH 7,4) - 0,01 M

2.7.2. PROCEDIMENTO

Em cada experimento utilizaram-se de 4 a 5 ratos
de ambos os sexos pesando de 180 a 300 g. Os ratos, apos

anestesia com eter, foram mortos atraves de seccao ampla
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dos vasos cervicais e colocadas em decubito dorsal. Com o
auxilio de instrumental cirlirgico retirou-se uma tira Ton
gitudinal - da pele da parede abdominal.
A seguir, foram injetados 10 m] de tampac Krebs-Ringer

Massageou-se o abdomem cerca de 90 seg a fim de que o 17
quido se espalhasse uniformemente por toda a cavidade. 0
Tavado foi entdoc colhido por meio de uma incisdo longitudi
nal mediana usando-se pipeta semi-automatica. 0 total de
1iquido retirado (cerca de 8 ml) foi entao centrifugado a
1000 rpm durante 5 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobre
nadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso em
1,0 m1 de tampao. Desse material contendo mastocitos, re
tiroﬁ-se 0,05 m1 para coloracao e contagem. A coloracao

foi feita com azul de toluidina 0,1% e a contagem em cama

ra de Neubauer.

2.7.3. INDUGCAO DA LIBERACAOC DE HISTAMINA

A suspensao de celulas, como obtidas no Ttem
anterior, foi distribuida em tubos com a seguinte sequen

cia de incubacdo:

10) Solucao Krebs-Ringer (0,25 a 0,5 ml1);

20) Suspensao de mastocitos (0,5 ml);

39) Soros Anticrotalico, Antibotropico ou Po
lTivalente (10 a 40 ul), quando ¢ protoco-
lo exigia;

49) Veneno em estudo (0,1 ou 0,2 ml).

Para cada experiencia foram preparados 3 tubos

controle. Um deles determinava a liberacdo espontanea de
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histamina. Outro tubo determinava a liberacao de histami
na induzida somente pelos soros e finalmente, um tercei-
ro determinava a liberacdo de histamina induzida pelo
veneno em estudo. Ocasionalmente, empregou-se tambem 0
composto 48/80 como um controle do experimento. Em todos

0s casos, 0 volume de cada tubo perfez 1,0 ml.

0 conteudo dos diferentes tubos passou por um

periodo de tratamento que compreendeu banho-maria a 379 C

durante 10 minutos em presenca dd soro, seguido por uma

incubacdo (15 min, 37¢C) em presenca do veneno. A seguir,
foram novamente centrifugados a 1000 rpm durante 10 hing
tos, para separar as celulas peritoneais é fragmentos do

mesentério do scbrenadante que continmha a substancia 1ibe
rada. Acrescentou-se HC1 0,1 N (1,0 m1) ao residuo e

HC1 1,0 N (0,2 ml) ao sobrenadante, e submeteram-se 0s

tubos a aquecimento em banho-maria a 1000C por 10 miny

tos. 0 material resultante foi guardado em geladeira

para subsequente dosagem de histamina; (Segundo ROTHSCHILD,

1965}.

2.7.4. DOSAGEM DA HISTAMINA LIBERADA

A neutralizacdo dos tubos acima foi feita com
NaOH 1,0 N e os volumes foram completados para 4,0 ml. A
dosagem de histamina foi realizada em Tleo atropinizado
de cobaia segundo ensaio biologico a trés pontos
(PERRY, 1968). A dosagem foi feita usando-se tanto 0

residuo quanto ¢ sobrenadante, sendo a porcentagem de
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histamina liberada calculada da seguinte maneira:

% de histamina liberada = residuo x 100

residuo + sobrenadante

0s dados foram lancados em grafico como % de
histamina liberada usando-se valores corrigidos da libera-

cdo espontanea.

2.8. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

0s resultados finais foram expressos como me
dias I erro padrdo das médias. A significancia dos dados
foi testada mediante utilizacdo do teste "t" de Student a

nivel de p~ 0,05. (Segundo SPIEGEL, 19871).
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3.1. TOXICIDADE DAS PECONHAS

A tabela 1 mostra o valor da DL50 (ug camundon

go) para cada veneno estudado, usando-se a via endovenosa.
TABELA I

VALORES DE DL50 DOS VENENOS OFIDICQOS ESTUDADOS E
SEUS LIMITES A NIVEL DE 95%

DL50 (ug/camundongo 20 g)

C. d. terrificus 3,58 (3,0 a 4,28)
Cc. d. cascavella 2,92 (2,42 a 3,32)
B. jararacussu 5,74 (4,4 a 7,48)

B. alternatus 26,2 (21,0 a 32,6)
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3.2. TITULACEO DOS SOROS ANTIOFIDICOS

3.2.1. REACAO DE FLOCULACAO ("in vitro")

0 exame da tabela 2 mostra que, empregando - se
a reacdo de flocultacdo, 0,2 m1 do soro Antibotropico neutra

1izam 500 ug das peconhas de B.jararacussu e B.alternatus. Com a

utilizacdo do soro Anticrotdlico, nota-se que para cada 0,2 mi des
te anti-soro houve uma neutralizacio de 300 ug das pec¢onhas de

C.d.terrificus e C.d. cascavella. Finalmente, com o emprego do

soro Polivalente (0,2 m1), observa-se que o veneno de B.jararacussu
foi o mais eficazmente neutralizado por este anti-soro, flg
culando primeiramente a mistura que continha 1000 ug deste veneno .

Para as peconhas de C. d. terrificus, C. d. cascavella e

B. alternatus, a neutralizacdo situou-se entre 200 e 300 pg.

TABELA 11

TITULACAG DOS DIVERSOS ANTI-SOROS PELA REAGAO DE FLOCULACKO.
DOSE DE PECONHA (ug) NECESSARIA PARA PROMOVER A FLOCULACAG
COM 0,2 ML DO SORO ANTIOFIDICO

S.A.B. S.A.C. S.P.
B.jararacussu : 500 el 1000
B. alternatus 500 -*F 300
C.d.terrificus el 300 200
C.d.cascavella el 300 300
* A dose registrada refere-se a primeira mistura em que ocorre a

reacao (ver item 2.6.1).

*%  Indica ausencia de floculacgao.
S.A.B. - soro antibotropico
S.A.C. - soro anticrotalico
S.P. - soro polivalente
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3.2.2. INJECKO VENOSA DA MISTURA SORO-PECONHA EM CAMUN-

DONGOS (*in vivo")

0s resultados da titulacdo do soro Anticrotali-
co, Antibotropico e Polivalente com 0s venenos de

C. d. terrificus, €. d. cascavella, B. jararacussu e

B. alternatus, atraves da injecao venosa da mistura so

ro-peconha em camundongos, estao expressos na tabela 3.

Esta tabela mostra que 0,2 ml do soro Antibo-
tropico neutralizaram ate 500 ug das peconhas de

B. jararacussu e B. alternatus que correspondem respecti

vamente a 87 e a 19 DL50 de cada veneno. . Este soro foi
tamb&m capaz de neutralizar as peconhas de C.d. terrificus e

C.d. cascavella em até 25 ug (6,9 DL50) e 35 pg (12 DL5O) ,

respectivamente. Com o soro Anticrotalico, houve uma neu
tralizaciao da ordem de 250 ug (69 DL50) e 400 ug (137 DLSO )
para os venenos de g_g terrificus e C.d. cascavella. Alem dis
so, este soro exibiu uma certa capacidade de neutralizar a

peconha de B. jararacussu, protegendo os animais de doses

equivalentes a 200 pg (35 DL50). Com relacdo ao soro Poli
valente, nota-se que este proporcionou uma protecao maior

aos animais injetados com o veneno de B. jararacussu e

C.d. cascavella, neutralizando-os na ordem de 500 e 250 ug

que correspondem a 87 e 86 DL50 respectivamente.
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3.2.3. CGRRELACKO "IN VITRO/IN VIVO®

A tabela 4 sumariza os resultados obtidos com so
ros Anticrotdlico, Antibotropico e Polivalente e mostra 3

correlagao ™in vitro/in vivo" para cada peconha empregada.

Com o soro Antibatropico , podemos verificar que 0
valor da correlacdo "in vitro/in vivo" foi de 1,0 para as peconhas

de B.jararacussu e B. alternatus. Para o soro Anticrotalico ,

esta correlacdo mostrou, respectivamente, valores de 0,83 e
0,75 para as peconhas de C.d.terrificus e C.d. cascavella. Finalmen

te, com o uso do soro Polivalente a correlacdo” invivo/in vitro"

apresentou vajores de 0,5 para a peconha de B.jararacussu ,

0,80 para a de C.d. terrificus e 0,83 para as pecgonhas de

C.d. cascavella e B. alternatus.

TABELA Iv

VALORES DAS CORRELACOES "IN VITRO/IN VIVO" OBTIDOS A PARTIR
DOS TESTES DE TITULACAO*

S.A.B. S.P. S.A.C.
C.d. terrificus - 0,80 0,83
C.d. cascavella wEx 0,83 0,75
B. jararacussu 1,0 0,50 -k
B. alternatus ‘ 1,0 0,83 -xF

* A correlacao "in vitro/in vivo" foi calculada dividindo-se o va
lor da neutralizacio obtida no teste "in vitro"(reacdo de flocula
cio) pelo valor obtido naquele "in vivo* (injecdo em camundongos)
para cada anti-soro e peconha.

** Indica que nestes casos, a correlacao nao foi efetuada porque a
reacao de floculacdo estava ausente.

S.A.B. - soro Antibotropico
S.A.C. - soro Anticrotalico
S.P. - soro Polivalente
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3.2.4., QUTRAS OBSERVACQES

0s camundongos injetados com o veneno erotalico
i.v. mostram sinais de intoxicacao proporcionais ao tempo
de observacao e 3 dose administrada. O primeiro sinal a se
manifestar & a apnéia que ocorre dentro de 20 segundos apos
a administracdo de doses proximas a 20 pg/animal 20 g. De
pendendo da origem da peconha a apnéia pode ser seguida de
crises convulsivas intermitentes do tipo ténico-clonico que
podem levar a morte. 0s animais que sobrevivem podem, den
tro de 10 a 20 minutos, mostrar convulsdes tipicas da giro
xina. Apos 30 minutos surge em todos os animais a sequen
cia dos sinais caracteristicos de curarizacao: queda da ca
beca, perda do t5nus da musculatura do trem anterior, paralisia do
trem posterior e finalmente parada respiratoria e morte .
Com doses em torno de DL50 (3 pg/animal) observam-se apenas
os sinais tardios que, ou levam a morte ou regridem na or
dem inversa a sua implantacao. Com doses superiores a
50 ug/animal, alem dos sinais imediatos ja descritos, se a
peconha for crotamina-positiva ocorre o fechamento dos mﬁﬁ
culos orbiculares e o aparecimento de c¢rises intéermitentes

de paralisia espastica.

Quanto aos animais injetados com as peconhas bo
tropicas, entre os sinais precoces predominam  as hemor

ragias e a prostracao; a apneia e as convulsoes, quando pre

sentes, precediam a morte.

Os camundongos injetados com a mistura soro

-peconha nao inteiramente neutralizados morriam num periodo
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variavel de 1 min a 24 h , dependenda da relacao de con

centracao soro/peconha administrado ao animal.

Quando era administrada a mistura que continha

peconha de C.d.terrificus e anti-soros Crotalico ou Poliva

lente os camundongos morriam exibindo crises espasmddigas
intermitentes acompanhadas de fechamento dos musculos orbi
culares, efeitos estes caracteristicos da crotamina. Estes
foram mais intensos a médida em que a mistura continha wuma
dose maior de peconha crotalica, mostrando pelos efeitos
observados, que a crotamina presente na mistura nao havia

sido neutralizada.

O0s camundongos injetados com a mistura de veneno
crotalico e soro Antibotrdpico morriam em erises caracteris
ticas de crotamina e crotoxina (VITAL BRAZIL et al., 1966) ,
ou seja, apresentavam de imediato paralisia espastica, fe
chamento dos orbiculares {(crotamina) e morriam posteriormen

te em paralisia flacida (crotoxina) caso se  recuperassem

da primeira crise determinada pela crotamina.

0s camundongos injetados com misturas que con
tinham peconha botropica com quaisquer dos anti-soros uti

1izados morriam apos exibirem os sinais ja descritos.

3.3. OBSERVACOES PRELIMINARES SOBRE A LIBERACAQ DE HISTAMI-
| NA DE MASTOCITOS DE RATO

A suspensao de mastocitos empregada nos experimentos

continha um numero variavel de 2 a 3 «x 105 celulas/mt .
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A liberacao espontanea de histamina, eu seja, aquela  que
naturalmente ocorre na aus'énc.‘ia de soro ou de peconha mos
trou um valor de 4,0 ¥ 0,34% (n = 127). Os experimentos
cuja liberacao espont;inea de histamina apresentava valo

res acima de 10% foram desprezados.

A liberacao de histamina induzida pelo 48/80, even
tualmente determinada em cada experimento como um controle, reve
lou um valor de 1iberacao igual a 84,09 I 2,13% para uma concentra

¢do de 10,0 pg/ml.

3.4, LIBERACKQ DE HISTAMINA DE MASTOCITOS DE RATO INDUZIDA
PELOS VYENENGS BRUTOS DE €. d. terrificus .

C. d. cascavella, B. jararacussu e B. alternatus.

A figura 1 ilustra de modo comparativo as curvas
dose-efeito de liberacao de histamina induzida pelos venenos brutos

de C.d.terrificus, C.d. cascavella, B.jararacussu e B.alternatus.

Vemos que as curvas de liberacao de histamina referen-

G MM e m—r e o ——|————

mostram pontos que se superpoem ou se afastam um do outro
para as mesmas concentragbes. Ao contrario, a curva de liberacao de

histamina induzida pelo veneno de B.alternatus se encontra

marcadamente deslocada para a direita em relacdo as outras
trés. Assim, o valor da DE50 deste veneno (11,50 ug/ml) foi
aproximadamente 6,0 vezes maior do que os valores da DE5O0

dos venenos de (.d. cascavella e B.jararacussu (1,72 e

1,97 ug/ml, respectivamente) e 9,0 vezes maior do que o do

veneno de C.d. terrificus (1,25 pg/ml).
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FIGURA 1 - CURVAS DOSE-EFEITO DE LIBERACAQ DE HISTAMINA INDUZIDAS PE-

LOS DIFERENTES VENENOS OFIDICOS. As celulas foram incubadas
(15 min, 370C) 'em presenca da peconha de C. d. terrificus
(4 ), C.d.cascavella (B—M), B. jararacussu (e—e) ou
B. alternatus (O—O ). Os dados foram lancados em  grafi
co como % de histamina Tiberada usando-se valores corrigi
dos da Tiberacao espontanea. As barras verticais represen-

tam o erro padrao das medias. n > 3.
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A figura 1 revela ainda que ©0S$ Vvenenos de

C.d.terrificus, C.d.cascavella e B. jararacussu determinam

uma liberacao superior a 10% com doses de 0,625 e 1,25 ug/ml
e atingem a resposta maximal de liberacao aes = 10,0 ug/ml
(82,75% 88,87% e 85,65%, respectivamente). Com relacao ao

veneno de B.alternatus, nessa mesma concentracaa (10,0 ug/mi},

a liberacio foi apenas de 40,49 I 6,25% atingindo-se a res

posta maximal somente apos concentracoes de 160,0 pug/ml

(83,86 % 2,92%) e 640,0 ug/ml (86,77 * 1,92%).

0 exame da figura 1 informa tamb&m que na  con
centracdo de 1,25 pg/ml, o poder liberador de histamina a

presentado pelo veneno de B.jararacussu e significativamen

te inferior ao dos venenos crotalicos correspondendo a

50% da liberacao por eles evocada.

Em relacdo aos venenos crotalicos estudados, no
ta~-se que as curvas de liberac¢do de histamina de ambas as
peconhas nao diferem muito entre si. Apenas na concentra-

cdo de 2,5 ug/ml o valor de liberacao de histamina do'veng

no de C.d.terrificus (73,99 % 4,07%2) @ significativamente
.+v

4,39%), com p= 0,02.

maior que o de C.d.cascavella (54,54

3.5. LIBERAGCAO DE HISTAMINA INDUZIDA PELOS SOROS ANTIBOTROD

PICO, ANTICROTALICO E POLIVALENTE

A capacidade liberadora de histamina de mastoci
tos de rato induzida pelos soros Antibetropico, Anticrota-

lico e Polivalente esta ilustrado graficamente na figura 2 .

0 resultado revelou que a potencia liberadora
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de histamina dos trés anti-saros e semelhante. Em - todos
os pontos da curva, ou seja, com volumes de anti-soro que
variam de 10 a 400 ul, a resposta liberadora de histamina
destes soros nao diferiram significativamente entre si
(p= 0,05). As curvas dose-efeito mostraram baixos valo
res percentuais de liberacdo com 10 ul (aproximadamente 4% 1},
aumentando gradativamente dos 25 aos 100 ul (10 a 30%) e
atingindo os valores maximais de liberacao (aproximadamen-

te 40%) com 200 e 400 ul.

Em vista do teor de liberacao de histamina indu
zido pelos proprios anti-soros, decidiu-se empregar volu
mes dos mesmos da ordem de 10 a 40 pul, os quais produzem
por si so baixa liberac3do de histamina (4 a 20%) e que ao
mesmo tempo seriam suficientes para neutralizar as concen

tracoes de peconhas escolhidas e padronizadas previamente.
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FIGURA 2 - CURVAS DOSE-EFEITO DE LIBERACAQ DE HISTAMINA INDUZIDA PELOS

DIFERENTES ANTI-SOROS. As celulas foram incubadas (10 min,
379C) em presenca dos anti-soros Botropico (MM ), Crota-
lico ( @ ), ou Polivalente (#&—a}. Os dados foram lan
cados em grafico como % de histamina liberada usando-se va
lores corrigidos da liberacdo espontanea. As barras verti
cais representam o erro padrao das medias. n = 3.
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3.6. EFEITQ DOS SOROS ANTICRQTALIGO, ANTIBOTRQPICO E POLI

VALENTE SOBRE A ATIVIDADE LIBERADORA DE HISTAMINA DE

MASTOCITOS DE RATO.

3.6.7. Crotalus durissus terrificus

A figura 3 ilustra a curva de liberacao de his

tamina induzida pelo veneno de C.d.terrificus em presenga

dos soros Anticrotalico, Antibotropico ou Polivalente.

0s soros Anticrotalico ou Polivalente foram in
cubados em quantidade suficiente para neutralizar 20 upg/
/ml deste veneno. Tais quantidades de soro foram padroni
zadas segundo resultado obtido no teste - de titulacao
"in vivo*. 0 soro Antibotropice foi incubado em quantida
de suficiente para neutralizar apenas 2,0 pg deste vene

no.

0 exame da figura 3 mostra que em concentracao
igual ou menor que 20 ug/ml (valores incluidos na faixa
de neutralizacdo) e em concentracdo de 40 ug/ml (fora da
faixa de neutralizacdo), os anti-soros Crotalico, Botropi
co e Polivalente exerceram um significante efeito neutra
lizante da atividade liberadora de histamina em relacdo
aos valores controles. A resposta liberadora de histami
na, nessas condicbes, assumiu valores minimos independen
tes da dose. Com 40 ug/ml do veneno houve uma tendencia
de retorno aos valores controles de liberacao (86,43 I
4,42%), principalmente na curva referente ao soro Poliva

lente (62,50 % 4,09%, p= 0,01). Nessa mesma concentracio ,
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0os pontos referentes aos soros Anticrotalico e Antibotropi
co mostraram, respectivamente, valores de liberacao iguais
2 20,78 * 4,21% e 33,19 T 0,68%, estatTsticamente dife
rentes -dos vatores = observados para o soro Poliva

lente (p < 0,01) e veneno brute (p = 0,001).

Nas concentracdes de veneno incluidas na faixa
de neutralizacdaoc, ou seja, dos 0,625 aos 20 ug/ml, os valo
res percentuais de liberagao de histamina em presenca dos
tres anti-soros naoc diferiram significativamente entre 5?
(p=> 0,05). Apenas na dose de 1,25 ug/ml o soro Antibotro
pico mostrou, paradoxalmente, uma neutralizacao mais efi
caz que aquela exercida pelo soro Anticrotalico, com valo
res de liberacio iquais a 1,68 % 1,68% e 15,93 12,713

respectivamente, com p=< 0,02.
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FIGURA 3 - REPRESENTACAO GRAFICA DO EFEITO NEUTRALIZANTE DOS ANTI-SOROS

OFIDICOS SOBRE A ATIVIDADE LIBERADORA DE HISTAMINA DO VENE-
NO DE C.d.terrificus. As celulas foram incubadas ( 10 min.
379C) com os anti-soros Crotalico (&—aA), Botropico ( E—W )
ou Polivalente (O—O ), sequido por incubacao (15 min.379C )
com o veneno de C.d.terrificus. 0s anti-soros Crotalico e
Polivalente foram incubados em quantidades.suficientes para
neutralizar 20 pg/ml (indicado pela flecha) e o anti-soro Bo
tropico foi incubado na mesma quantidade que os.anteriores ,
porem capaz de neutralizar somente 2,0 pg/ml do veneno ( se
gundo metodo de titulacdo “in vivo"). O0s dados foram lanca-
dos em grafico como % de histamina 1iberada corrigindo-se os .
valores de liberacdo determinados pelos anti-soros. As bar
ras verticais representam o erro padrao das medias. n = 3.

bd p < 0,05, em relacdo do soro polivalente
b p < 0,02, em relacao ao soro antibotropico
b p < 0,01, em relacac aos soros antibotropico e

anticrotalico.
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3.6.2. Crotalus durissus cascavella

Na figura 4 esta representada graficamente a
neutralizacdo que os soros Anticrotalico, Antibotropico e
Polivalente exerceram sobre a atividade liberadora de his

tamina induzida pelo veneno de C.d.cascavella.

As observacoes feitas para 0 veneno de

C.d.terrificus com relacgao a quantidade de soro Anticro-
talico, soro Antibotropico e soro Polivalente empregados
nos experimentos sio vilidas também para este veneno. As
sim, incubaram-se os mastocitos com uma quantidade de soro
Anticrotalico ou Polivalente <capazes de neutralizar ate
20 pg/ml deste veneno, sendo o soro Antibotropice incubado
em quantidade capaz de neutralizar apenas 1,75 ug desta pe

conha.

Auanﬁiise da figura 4 mostra que em concentra-
¢oes de veneno que variam de 1,25 a 20 pg/ml (incluides na
faixa de neutralizacao) a resposta liberadora de histami
na & marcadamente menor que oS valores controles (em 1,25
pg/ml: p < 0,01 na presenca do soro Anticrotalico e Poliva
lente e p <= 0,02 em relagao éo soro Antibotropico; de 2,5

a 20 pg/ml: p < 0,001 para os tres anti-soros).

Podemos observar ainda que as curvas de liberacao de his
tamina referentes aos soros Anticrotalico e Polivalente sdo
muito semelhantes e praticamente se superpoem de 1,25 a 10 ug/ml.
A neutralizacdo exercida pelo soro Antibotropico tambem

nao diferiu significantemente dos outros dois em varias
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das concentracaes ensaiadas. Entretanto, em 2,5 e 5,0 ug/
/ml, a neutralizacdo exercida peles soros Anticrotalico e
Polivalente foi significantemente maior do que a do soro
Antibotropico, apresentando valores de liberacao de hista
mina iguais a 7,05 £ 0,94% e 7,80 i 1,21% em 2,5 pg/ml e
9,82 - % 2,19% e 9,22 I 1,72% em 5 ug/mil, respectivamente.
Nessas concentracdes, os valores de liberacao de histami-
na referentes ao soro Antibotropico foram respectivamente,

19,22 % 2,20% e 20,30 ¥ 3,35% conm p=< 0,01 ep=<20,05.

Em concentracoes superiores a 20 pg/ml a 1libe
racao de histamina tende a se aproximar do valor controle
(95,04 " ¥ 2,55%), principalmente no ponto relacionado ao
sgro Antibotrapfco, 0 qual exibiu uma liberacao igual a
57,10 % 7,06%, p=< 0,01. 0s soros Anticrotalico e Poliva
lente mostraram nessa concentracao, respectivamente, uma
neutralizacao cujos valores de liberacao foram iguais a
25,78 I 5% e 33,94 I10,66% (p < 0,001 em relacdo ao con
trole). - A neutralizacdo exercida pelos soros Anticrotali-
co e AntibotrGpico, nesse ponto, foi tambem significante

mente diferente com p =< 0,02.

3.6.3. Bothrops jararacussu

A figura 5 ilustra a liberacao de histamina de
mastécitos‘de rato induzida pelo veneno bruto de B. jararacussu
em presenca dos soros Antibotrdopico, Anticrotalico e Poli
valente. A quantidade de cada soro usada na incubacao com
o0 veneno foi padronizada para neutralizar 10 pyg/mi deste

veneno, conforme resultados obtidos na titulacae "in vivo"
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E necessario ressaltar que o sorg Anticrotalico , por a
presentar um elevado titulo em relacao a este veneno
(tabela 3), foi tambem empregado em quantidade suficien-
te para neutralizar os 10 pg/ml, sem induzir no entanto 11

beracdao de alto teor de histamina.

Podemos observar atraves da figura 5 que nas
concentracdes de 2,5, 5 e 10 ug/ml, os tres anti -soros
neutralizaram significantemente a liberacao de histamina
(p =< 0,001) em relagdo aos valores controles. Verifica
mos ainda que nessas concentracoes, a resposta liberadora
de histamina em presenca dos anti-soros g do tipo dose -
-resposta, ao contrario do que ocorreu com oS venenos de

C.d.terrificus e C.d.cascavella. Entretanto, os valores

de liberacao de histamina induzida por este veneno (em
2,5 5 e 10 ug/ml1) na presenca dos soros Antibotropico ,
Anticrotalico ou Polivalente ndo foram significantemente
‘diferentes entre si a nivel de p = 0,05. A partir de
10 ug/ml, ou seja, apos as concentracoes incluidas na
faixa de neutralizacao, os valores de liberacao de hista
mina referentes as curvas dos soros Antibotropico e Poli
valente se igualaram aos valores controles. Entretanto ,
a resposta liberadora de histamina referente 3 curva do
soro Anticrotalico contiﬁuou revelando uma neutralizacao

parcial, com valores de liberacao igquais a 49,50 I5,04%

para 20 pg/ml ; 64,10 I 0,833% para 40 ug/mi e 66,08 :
0,41% para 80 pg/ml. Nessas concentracoées, 0S valores
+ +

controles sao, respectivamente, 83,77 - 2,11%; 87,29 -

3,20% e 87,27 % 1,07%.
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min, 379C) com os anti-soros Crotalico ( &—A ), Botropico
(m—M ) oy Polivalente (0—0O ), seguido por incubagao (15
min, 370C) com o veneno de C.d.cascavella. Os anti-soros
Crotalico e Polivalente foram incubados em quantidade su
ficiente para neutralizar 20 pg/ml do veneno bruto (indi-
cado pela flecha); o anti-soro Botropico foi incubado na
mesma quantidade que o anti-soro Crotalico, porém capaz
de neutralizar somente 1,75 ug do veneno (segundo metodo
de titulacao "in vivo"). Os dados foram lancados em gra
fico como % de histamina liberada corrigindo-se os valo-
res de liberacao determinados pelos anti-soros. As  bar
ras verticais representam o erro padrao das medias. n=3.
* p = 0,01, em relacao aos soros anticrotalico e poli
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FIGURA 5 - REPRESENTACAO GRAFICA DO EFEITO NEUTRALIZANTE DOS ANTI-SO

ROS OFIDICOS SOBRE A ATIVIDADE LIBERADORA DE HISTAMINA DO
VENENO DE B.jararacussu. As células foram incubadas (10
min, 370C) com os anti-soros Botropico (m—m), Crotalico
(&4 ) ou Polivalente (O—O ), seguido por incubacao (15
min, 379C) com o veneno de B.jararacussu. Todos os anti -
~-soros foram incubados em quantidade suficiente para neu
tralizar 10 pg/m1 do veneno bruto (indicado pela flecha) ,
seqgundo metodo de titulacdo “in vivo". 0s dados foram lan
cados em grafico como % de histamina liberada corrigindo
-se 0s valores de liberacao determinados pelos anti-soros .
As barras verticais representam o erro padrao das medias .
n= 3.

* p =< 0,02, ** p < (0,001, em relacao aos soros antibo

tropico e polivalente.
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3.6.4, Bothrops alternatus

O0s efeitos neutralizantes dos .soros  Antibo
tropico, Anticrotalico e Polivalente sobre a liberacdo de
histamina de mastocitos de rato induzidos pelo veneno de

B. alternatus estdo representados na figura 6.

A quantidade dos soros Antibotropico e Poli
valente utilizados na incubacdo previa com o veneno foi
padronizada para neutralizar 40 ug/ml deste veneno, confor
me metodo de titulagdo "in vivo". Quanto ao soro Anticro-
talico, o volume empregado foi suficiente para neutralizar

apenas 5 ug da peconha.

A figura 6 mostra que os tres anti-soros, ao
longo das concentracoes ensaiadas, reduziram marcadamen-
te a resposta liberadora de histamina em relacdao aos valo
res controles. 0 soro Antibotropico mostrou neutralizacdo
total de 1ibérac§o de histamina em 10 e 40 pg/mi (concen
tracoes incluidas na faixa de neutralizacao). Em 640 ug/ml ,
o valor de:liberacao de histamina (6,62 t 1,32%) tendeu
a se aproximar daquele na auséncia de soro (86,77 < 1,92% )

significantemente diferentes a nivel de p < 0,0071.

~Com relacdo aos soros Anticrotalico e Poliva
lente podemos notar que apresentam curvas semelhantes de
neutralizacdo. Em 10 pg/ml1 do veneno ambos mostraram uma
neutralizacao total da liberacdo de histamina. Com 40 e
160 pug/ml, a neutralizacao exercida por estes anti-soros -
foi parcial e significantemente menor (p = 0,05) do que

aquela apresentada pelo soro Antibotropico. Alem disso, o
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soro Polivalente, em 640 pg/ml, tendeu a manter uma neu
tralizacio estavel com valor de liberac¢do igual a
33,67 pa 3,03%, valor este, significantemente maior que

..i.

aquele apresentado pelo soro Antibotropico (61,20 - 0,76%,
p =< 0,001). Nessa concentracao, a liberacao de histami-
na em presenca desoro Anticrotalico ocupou um valor inter
mediario igual a 54,07 % 8,70% nao diferente (p = 0,05) da

quele encontrado para os outros dois anti-soros.

3.7. LIBERACAO DE HISTAMINA INDUZIDA PELA CROTAMENA

A figura 7 ilustra a curva dose-efeito de
liberacao de histamina de mastocitos de rato induzida pe
la crotamina, em comparacao com a do veneno bruto de

E.g,terrificus.

0 exame da figura 7 revela  que 0s valores
percentuais de liberacao de histamina exercida pela crota
mina (28,27 ¥ 6,72%, 42,09 ¥ 10,97%; 69,39 f 4,63z
79,65 I 3,05% e 80,73 % 1,52% para 10, 20, 40, 80 e 160 upg/ml

desta toxina, respectivamente) sdo equivalentes aqueles
obtidos com o veneno bruto de C.d.terrificus, porem, em
concentracoes 16 vezes menores. Em outras palavras, a

crotamina, que representa uma toxina purificada deste ve
neno, contribuiu com uma liberacdo de histamina aproxima

damente 16 vezes menor do gque aquela do veneno bruto.
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REPRESENTACAO GRAFICA DO EFEITO NEUTRALIZANTE DOS ANTI-SO
ROS OFIDICOS SOBRE A ATIVIDADE LIBERADORA DE HISTAMINA DO
VENENO DE B.alternatus. As celulas foram incubadas (10
min, 379C) com os anti-soros Botropico (WM ), Crotalico
(A—A } ou Polivalente (O—0O ), seqguido por incubacdo (15
min, 379C) com o veneno de B.alternatus. Os anti- soros
Botropico e Polivalente foram incubados em quantidade sufi
ciente para neutralizar 50 ug/ml do veneno bruto (indicado
pela flecha); o anti-soro Crotalico foi incubado na mesma
quantidade que o anti-soro Botropico, porem capaz de neu
tralizar somente 5 ug/ml do veneno (segundo metodo de ti
tulacao "in vivo"). Os dados foram lancados em grafico co
mo % de histamina liberada, corrigindo-se os valores de 1i
beracao determinados pelos anti-soros. As barras verti-
cais representam o erro padrac das medias. n = 3.

* p < 0,05, em relacao ao soro antibotropico

®% p < 0,001, em relacdo ao soro polivalente.
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FIGURA 7 -~ CURVA DOSE-EFEITO DE LIBERACAC DE HISTAMINA INDUZIDA PELA
CROTAMINA. As celulas for-am"incubadas (15 min, 370C) em
presenca da crotamina (@-@). Para comparacido, tambem foi
incluida a curva de Tiberacao do veneno de " C.d.terrificus
(W-8), que ja havia sido mostrada na figura 1. 0Os da
dos foram lancados em grafico como % de histamina liberada
usando-se valores corrigidos da liberacdo espontanea. As
barras verticais representam o erro padrdo das médias
nz3.
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3.8. EFEITO DOS SQROS ANTICROTALICO E POLIVALENTE SOBRE A

LLIBERACAO DE HISTAMINA INDUZIDA PELA CROTAMINA

A verificacao, em camundongos, da incapaci
dade do soro Anticrotalico em neutralizar a crotamina, le
vou-nos a investigar o efeito deste anti-soro, bem como o
do Polivalente sobre a liberacao de histamina induzida pe
la crotamina. A quantidade de cada soro colocada previa
mente a incubar foi igual aquela empregada para neutralizar

os 20 ug/ml do veneno bruto de C.d.terrificus.

0 resultado, expresso na figura 8, indicou
que a resposta liberadora de histamina induzida pela crota
mina nao foi significantemente modificada na presenca de
quaisquer dos anti-soros empregados. Assim, os valores de
liberacao de histamina com 20 ug/ml na presenca dos soros
Anticrotalico e Polivalente, foram respectivamente, de
44,22 T 1,63% e 35,11 I 5,40%; com 80 ug/ml, os valores
foram de 74,54 ¥ 1,61% e 73,44 I 2,32%..Tais resultados

nao diferiram estatisticamente (p = 0,05) dos valores co

n
+ +

troles, ou seja, 44,68 - 6,12% para 20 pg/ml e 76,36
2,67% para 80 pg/ml.
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FIGURA 8 - EFEITO DOS ANTI-SOROS OFIDICOS SOBRE A LIBERACAQ DE HISTAMI
NA INDUZIDA PELA CROTAMINA. As celulas foram  incubadas
(10 min, 370C) com os anti-soros Crotilico ou Polivalen-
te seguido por incubacdo (15 min, 379C) com a crotamina nas
doses de 80 pg/ml (12 coluna) e 20 pg/ml (22 coluna). Os
anti-soros Crotalico e Polivalente foram incubados em quan-
tidade suficiente para neutralizar 20 pg/ml do veneno bru
to de C.d.terrificus. Os valores foram apresentados como %
de histamina liberada corrigindo-se os valores de liberacao
determinados pelos anti-soros. As barras verticais repre
sentam o erro padraoc das medias. n = 3.
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A titulacio de soros antiofidicos atraves da
reacdo de floculagdo e da injecao venosa da mistura soro -
peconha em camundongos ja foi utilizada anteriormente por
VITAL BRAZIL (1959) para venenos crotalicos do tipo 1 (es
pasmogénico) e do tipo 2 (nio-espasmogénico) e anti-soros
especificos contra estes.  No presente trabalho encontra
mos valores de correlacoes in vitro/in vivoe para os diver
sos anti-soros e venenos estudados em torno de 1.0 (soro

Antibotropico x veneno de B.jararacussu e B. alternatus) ,

0.83 (soro Anticrotalico x veneno de C.d.terrificus;  soro

Polivalente x C.d.cascavella e B. alternatus), 0.80 (soro

Polivalente x E.g.terrificus), 0.75 (soro Anticrotalico

x C.d. cascavella) e 0.5 ( soroPolivalente x B.jararacussu) .

Assim, a obtencao de altos valores de correla-
cio em sua maioria nos mostra que ha uma certa identidade -

entre os dois métodos de titulacao empregados.

Além disso, nossas observagoes de que 0s 50
ros Anticrotalico e Polivalente comerciais produzidos pelo
Instituto Butantan ndo sdo capazes de neutralizar a crota
mina corroboram as observacOes iniciais de VITAL BRAZIL

(1959). Este autor observou que 0S SOros Anticrotalicos
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comerciais estudados n§0 foram capazes de neutralizar )
fator espasmogénico {crotamina}. Em ratos, a injecao de
misturas'de peconha tipo 1 (crotamina-positiva) com exces-
so de soro anti-tipo 2 {crotamina-negativa) produzia con
tracdo espontanea do gastrocnemio, aumento da amplitude
de suas contracoes e alongamento do periodo de relaxa
mento mhscuiar; estes efeitos sao comuns apos a injecao da
pegonha do tipo 1, nio neutralizada pelo anti-soro.
VITAL BRAZIL (1959) observou ainda que enquanio o soro ob
tido de cavalo hiperimunizado com a peconha da cascavel
tipo 1 era capaz‘de neutralizar pequenas doses espasmogeni

cas, aquele obtido com a peconha de g.g.terrificus tipo 2

era incapaz de neutralizar o componente espasmogenico. ES
tes resultados sugeriram ao autor que apesar da crotami-
na ser fracamente antigénica, & capaz de dar lugar a forma

cio de anticorpos capazes de a neutralizar,.

Nossa verificacao de que 0 s0ro Antibotropico
comercial foi capaz de neutralizar a&s pecgonhas de

C.d.terrificus (0,125 mg/m1) e C.d. cascavella (0,175 mg/m1)

e de que 0 soro Anticrotilico também foi capaz de neutrall

zar os venenos de B.jararacussu (1 mg/ml) e B. alternatus

(0,25 .mg/m1) (tabela 3), doses estas suficientemente Te
tais em camundongos quando inoculadas na ausencia destes
soros, parece indicar a existencia de elementos comuns em
ambos os venenos. QOu seja, 0s venenos botropicos devem
conter componentes que s3io reconhecidos e neutralizados pe
1o soro Anticrotalico eda mesma forma, em menor grau s
os venenos crotalicos devem conter componentes que sag re

conhecidos e neutralizados pelo soro Antibotropico. Na
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verdade, j3 no comeco do século VITAL BRAZIL (1901 a,b 1903 )
imunizou cdes e cabritos com peconha de cascavel ou de Jja
raraca e reconheceu, pela primeira vez, & especificidade -
imunoldgica das peconhas ofidicas. Porem, observou ainda,
que enquanto o anti-soro proveniente do veneno de jararaca
nio neutralizava o veneno crotalico, o soro Anticrotalico

dava pequena protecao contra o veneno da jararaca. Nossos
resultados com o veneno de jararacugu seguem a mesma tinha,
pois verificamos que 0 soro Anticrotalico mostrou-se capaz
de neutralizar até 1 mg de .veneno/ml permitindo, portan-
‘to, a sobrevida de animais injetados com ate 35 DL50 deste
veneno. Completando esta observacao, ha que se vressaltar
ainda que apesar das serpentes jararacucu e urutu pertence
rem a0 mesmo generg, 0S sinais e sintomas do envenenamento

determinado pela B.jararacussu se aproximam mais do quadro

de envenenamento crotalico do que do botropico. De fato ,
os venenos crotalicos sul americanos, hem como 0 de

B.jararacussu, exibem atividade neuromuscular da qual re

sulta um bloqueio da transmissao nervosa e paralisia.muscu
lar que leva o animal a morte em parada respiratoria. No
veneno crotilico, este efeito se da por acao de seu prin-
cipal componente, & crotoxina, que atua nas terminacdes ner
vosas motoras inibindo a liberacao do neuro-transmissor -
(ACh) pelos impulsos nervosos {(VITAL BRAZIL & EXCET1 ,1970).

Ji o veneno de B.jararacussu bloqueia a transmissao neurg

muscular através de despolarizacao persistente a nivel de
nervo e misculo {RODRIGUES-SIMIONI et al. 1983), a seme -
lhanca das cardiotoxinas. Por outro lado, no caso da

B.alternatus, o quadro tipico de envenenamento e botropi-

co mostrando efeitos proeminentemente locais caracterizados
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por hemorragia, edema e necrose (VITAL BRAZIL, 1982).

Apesar da poténcia de seus efeitos locais, o
veneno de urutu apresenta uma atividade liberadora de his
tamina (DE50 = 11,5 pg/ml) marcadamente inferior a dos ve

nenos de C.d.terrificus, C.d.cascavella e B.jararacussu

(DE50 = 1,253 1,72 e 1,97 ug/ml, respectivamente). Estes
dados concordam com a observacdo de VITAL BRAZIL (1982) de
que a histamina talvez nao possa ser responsabilizada pe
las perturbacdes cardiovasculares (hipotensdo, chaque) ou
mesmo o edema local provocados pelos venenos botropicos do

tipo urutu. Por outro lado, o veneno de B.jararacussu exi

be um efeito quantitativo muito semelhante aos prépr{os ve
nenos crotalicos. Parece, portanto, que a atividade 1libe
raddra de histamina apresentada por este veneno representa
uma caracteristica a mais que o aproxima do veneno crota-

1ico quanto as suas propriedades farmacologicas.

Em termos quantitativos, a poténéia liberado-
ra de histamina exibida pelos venenos crotalicos e pelo ve
neno de jararacugu (figura 1) e similar a do composto 48/80.
Este composto, tido como um dos mais potentes liberadores
de histamina que se conhece, & obtido a partir da reacao
da condensacio do p-metoxifenetilmetilamina com o formal
deido, e representa uma mistura de varios polimeros cujo
pelo molecular varia dé 700 a 1400 (PATON, 1951; ROTHSCHILD,
1970). O mecanismo de liberacdo de histamina induzida pelo
48/80 € pouco conhecido, mas ha sugestoes de que este com
posto possa atuar em receptores especificos na superficie
celular (HINO et al. 1977). 0 48/80 e ainda capaz de in

duzir liberacdo sub-otima de histamina num meio sem calcio,
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revelando a sua capacidade em mobilizar calcio intracelular
de modo a permitir que a 1ibera¢§o se processe (KAZIMIERCZAC

et al. 1976; ROTHSCHILD, 197U ). Em elevadas concentracoes,
o 48/80 torna-se citotdxico com danos irreversiveis para a
membrana celular (JOHNSON & MORAN, 19693 ELLIS et al. 1970) .
Em pulmoes de rato, a liberacdo de histamina induzida pelo
48/80 parece ocorrer por conta de dois processos: um, depen
dente do metabolismo da célula, envolve a secrecdo dos gra
nulos dos mastocitos; o outro, independente do metabolismo,
parece consistir de uma reacio de simples troca entre a his
tamina e o composto 48/80. Em pulmbes de cobaia, somente

este ultimo processo parece ocorrer (ROTHSCHILD, 1970).

0 mecanismo de liberacdo de histamina induzida
pelos venenos ofidicos ainda & pouco conhecido, mesmo por
que até o momento ainda ndo se conseguiu isolar satisfato -
riamente o componente que apresenta esta propriedade. Este
efeito parece nao ser a causa primaria da letalidade como
sugere a nao existéncia de correlacao entre a neutraliza-
cio dos efeitos toxicos e a neutralizacdo do efeito libera-
dor de histaminas. Nas figuras 3 e 4, por exemplo, O proprio
soro antibotropico, que neutralizou relativamente quantida
des muito peguenas do veneno crotalico (tabela 3), foi ca
paz de neutralizar a liberacido de histamina da mesma forma
que os demais. Além disso, a neutralizacao da liberacao de
histamina continua ocorrendo mesmo quando se empregaram con
centracles de veneno alem da faixa de neutralizacao. Contyu

do, VITAL BRAZIL et al. (1966, 1967) relataram para o vene

no de C.d.terrificus alteracoes importantes no sistema
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cardiovascular levando a aumento da permeabilidade capilar
e hipotensdo, e ocasionalmente instalacdo do quadro de cho
que, sinais sugestivos da 1iberacao de histamina e demais

autacoides neste envenenamento.

Estes efeitos, nao sao mediados pela fosfolipa
se A contida no veneno crotalico (VITAL BRAZIL et. al.
1966; ROTHSCHILD, 1966, 1967), como nio o sSao no veneno
de abelha (ROTHSCHILD, 1965) ou no veneno da - Naja naja
(DAMERAU et al. 1975). dJa foi demonstrado por esses auto
res que esta enzima so atua indiretamente como uma cCoOnRse-
quencia da clivagem enzimatica de fosfolipideos dos fluidos
teciduais, com formacdo de lisofosfatideos (ex. lisoleciti
na) que sdao agentes altamente citoliticos e ndo-especifi -

cos.

Ja o DLF (fator 1itico direto), . cardiotoxina
presente no veneno de Naja naja  com acao liberadora de
histamina e degranuladora de mastocitos, parece exercer
dois mecanismos de agdo sobre essa célula: (1) como um pep
tideo basico, esta toxina pode se ligar inespecificamente
em mastdcitos altamente sensiveis de rato em concentracoes
muito pequenas para potencializar o efeito da fosfolipa-
se A; (2) em doses maijores, & capaz de ligar-se a mastoci-
tos menos sensiveis de cobaia, os quais podem ser danifica
dos por um processo citolitico, nao especifico, envolvendo
a potencializacdo da fosfolipase A a semelhanca do gue

ocorre sohre o eritrdocito (DAMERAU et al. 1975).

Entretanto, independente do modo pelo qual
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os venenos ofidicos possam atuar no organismo liberando his
tamina e outros autacoides, verificamos que esta atividade
foi total ou parcialmente neutralizada pelo anti-soro ofidi
co, especifico ou ndo (figuras 3, 4, 5, 6). Assim, a libe

racio de histamina induzida pelo veneno de C. d. terrificus

(figura 3) pareceu ser até melhor neutralizada pelo anti-
-soro botrdpico do que pelo proprio anti-soro crotalico ou

polivalente. Com veneno de C.d.cascavella notamos que 0

soro Anticrotalico exerceu uma neutralizacao praticamente
total sobre a atividade liberadora de histamina, 0 que
foi também verificado para os soros Antibotropico e Poliva
lente. Parece, portanto, que 0Ss venenos crotalicos encer
ram componentes liberadores de histamina antigénicos co
muns, perfeitamente neutralizados por quaisquer dos anti-so
ros testados; mesmo em concentracoes acima de 20 ug/ml, to
dos os anti-soros testados exerceram uma neutralizacao do

efeito liberador, embora esta tenha sido, na maioria das

vezes, somente do tipo parcial.

Quanto & crotamina, tida inicialmente como a
responsavel pela atividade liberadora de histamina do vene
no bruto (MOURA GONCALVES & ROCHA e SILVA, 1958}, mostrou -
-se apenas um discreto liberador de histamina quando com
parada com o veneno bruto (figura 7) ndo tendo sido neutra-
lizada pelos anti-soros ofidicos testados (figura 8). De
fato, seu baixo peso molecular (4880 daltons) nao favorece

a formacaoc de anticorpos.

Com relacdo ao veneno de B. Jjararacussu

{figura 5}, as curvas de neutralizacao de 1liberacao de
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histamina parecem indicar que este veneno apresenta compo
nentes antigénicos perfeitamente neutralizados pelos soros
AntibotrGpico, Anticrotdlico e Polivalente, e componentes
nio-antigénicos capazes de liberar histamina. Este efeito
foi verificado pela liberacdo de histamina nas concentra -
cGes de 5 e 10 ug/ml doses que se encontram ainda na fai

xa de nedtralizacdo dos efeitos toxicos da peconha.

Deve ser ressaltado tambem que dos gquatro ve
nenos estudados, o veneno de jararacucu foi o unico no
qual a neutralizacao exercida peles soros Antibotropico e
Polivalente sobre.a liberacio de histamina,anulou-se  com
pletamente apds os 10 ug/ml, atingindo os valores contro-
les de liberacgao. Paradoxa1mente,_isto nio aconteceu com
o soro Anticrotilico onde a neutralizacdo da liberacao de
histamina continuou parcial mesmo apos os 10 pg/ml demons-
trando mais uma vez a semelhanca existente entre este vene

no e o crotalico.

Por outro lado, a atividade liberadora de his

tamina exercida pelo-veneno de B. alternatus {figura6) foi
totalmente neutralizada pelo soro Antibotropico (ate
160 pug/ml), e parcialmente pelos soros Anticrotalico e
Polivalente, efetivos atée a concentracdo de 40 ug/mil. Es
te resultado indica que o veneno de urutu deve possuir com
ponentes 1iberadores de histamina antigenicos em sua natu
reza e que sdo reconhecidos e neutralizados pelos anti-so

ros em estudo, principalmente pelo anti-soro botropico.

Portanto, este estudo revelou uma neutralizacgao

cruzada da atividade liberadora de histamina dos venenos
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ofidicos com os anti-soros testados. Assim, deduz-se que
a constituicao antigénica dos componentes liberadores de
histamina presentes nos venenos botropicos e crotalicos es
tudados exibem alguma similaridade entre si; se, por um la
do, 0 soro anticrotilico @ capaz de neutralizar o compo-
nente liberador de histamina do veneno betropico, o soro
Antibotrdpico & capaz de neutralizar também a atividade 11
beradora exibida pelo veneno crotalico. ROSENFELD & KELEN
(1966) obtiveram resultado semelhante quando estudaram a
neutralizacdo do poder coagulante de venenos ofidicos fren
te a diversos anti-soros. Os autores chegaram a conclusao
de que a constituicdo antigénica dos fatores coaguiantes -
dos diferentes venenos estudades exibem muitos aspectos em
comum. Eles verificaram, por exemplo , que o0 veneno de

C.d.terrificus contém o0s seus proprios antigenos para o0

fator coagulante, e tambem antigenos de B.jararacussu e em

menor propor¢do antigenos de B.atrox, B. neuwiedi e outras
bothrops; Igualimente, diversos venenos botropicos estuda -
dos (B.neuwied, B. atrox, B. jararaca e B. cotiara) mostra
ram possir além de seu proprio antigeno, proporcﬁes varia
veis de antigenos de outras espécies botropicas e antige-

nos de C.d.terrificus.

Outro§ autores estudaram a capacidade - neutralizapn
te dos soros antiofidicos sobre os efeitos locais produzi
dos pelos venenos ofidicos (GUTIERREZ et al. 1981;  OWNBY
et al. 1983). 0 primeiro grupo de autores (GUTIERREZ
et al. 1981) estudou a neutralizacdo exercida por um anti-
soro Polivalente sobre a mionecrose, hemorragia e edema

produzidos pelo veneno de Bothrops asper. Concluiram que
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o anti-soro Polivalente de origem equina e retativamente
ineficaz em neutralizar os efeitos locais produzidos por
este veneno em ratos, ainda que O efeito hemorragico seja
bem neutralizado; se s€ administrasse o anti-soro pouco
tempo depois do envenenamento, 0S efeitos mionecrotico e
edematizante também seriam parcialmente neutralizados. 0
sequndo grupo de autores (OWNBY et al. 1983) estudou a €2
pacidade do soro anti-miotoxina a, toxina presente no vene

no da cascavel E.viridis viridis, em neutralizar a miotoxi

cidade local e ©5S efeitos letais desta toxina, comparando-
-a com o veneno bruto homologo. Os resultados indicaram
que 0 SOro anti-miotoxina a g mais efetivo em neutralizar
a mionecrose local enquanto o anti-soro Polivalente, ape
sar de ndo neutralizar a miotoxina a, e mais efetivo em

neutralizar a letalidade do veneno bruto.

0s exemplos citados mostram a dificuldade exis
tente na interpretacao dos resultados obtidos quando se
procura estudar 2 neutralizacdo de cada um dos componentes
toxicos existentes nos venenos: hemorrégico,‘edematizante,
mionecrotico, coagulante, hemolitico, liberador de aminas

e outros.

Nossos resultados se alinham aos demais e espe
ramos possam constituir mais uma informacdo relevante para
o esclarecimento tanto da fisiopatologia do envenenamento
quanto da imunoquimica desses venenos € da filogenia das

espécies em questao.







61

10) A poténcia liberadora de histamina do  ve

neno de Bothrops alternatus foi marcadamente wmenor do

que a dos venenos de Crotalus durissus terrificus R

Crotalus durissus cascavella e Bothrops jararacussu;

20) Ndo houve correlacao entre a atividade
neutralizante dos efeitos toxicos do veneno total e o efel

to liberador de histamina nos venenos de C.d.terrificus ,

C.d.cascavella e B.alternatus;

30) A neutralizacdo cruzada (total ou parcial)
desta atividade sugere a existencia de um “fator liberador

de aminas" comum aos venenos estudados;

49) Os soros antiofidicos comerciais nao foram
capazes de neutralizar as acoes espasmogenicas determina -
das pela crotamina, nem a atividade l1iberadora de histami

na desta substancia.
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Os venenos brutos de Crotalus durissus terrificus ,

Crotalus durissus cascavella, Bothrops jararacussu e

Bothrops alternatus foram investigados quanto a sua ativi

dade liberadora de histamina em lavado peritoneal de ratos.
Foi avaliada tambeém a capacidade neutralizante dos SOros
antiofidicos comerciais sobre a ag¢dao liberadora de hista-

mina dos venenos ofidicos.

A poténcia liberadora de histamina foi semelhan

te para os venenos de C.d.terrificus (DE50 = 1,25 pg/ml) ,

C.d.cascavella (DE50=1,72 ug/ml) e ﬁ.jararacdssu (DESO =

1,97 ug/ml1) sendo significantemente menor para 0 veneno

de B.alternatus (DE50 = 11,5 ug/ml). A crotamina, compo

nente miotoxico presente no veneno de C.d.terrificus, mos

trou apenas uma discreta liberagdo de histamina (16 vezes
menor que a do veneno bruto), com atividade comparavel a

do veneno de B, alternatus.

0 efeito liberador de histamina induzido pelos
venenos brutos foi neutralizado pelos soros antiofidi-
cos, independente da dose necessaria para a neutralizacao
de seuy efeito letal. A existéncia da neutralizagdo cruza-

da (parcial ou total) indica que os componentes liberadores
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de histamina presentes em tais venenos sao antigenicos em
sua natureza e provavelmente semelhantes entre si. 0 fato
de o0s soros antiofidicos serem incapazes de neutralizar a
atividade liberadora de histamina induzida pela crotamina
sugere fortemente que esta toxina de baixo peso molecular

se comporta como sendo fracamente antigénica.




ﬂ
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The histamine reledsing ability of

Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus cascaveila ,

Bothrops jararacussu and Bothrops alternatus venoms on rat

peritoneal mixed cells was studied, as well the neutralization
of this histamine releasing effect by commercial antiophidic

sera.

The ED50 values for the histamine releasing

effect for C.d.terrificus (ED50=1,25 pg/ml), C.d. cascavella
(ED50 = 1,72 ug/m1) and B.jararacussu (ED50 = 1,97 ug/mi )

~was similar and significantly smaller than ED50 for
B.alternatus venonm (ED 50 = 11,5 ug/ml). Crotamine, a
miotoxic component of E.g.terrificus venom, Showed a

histamine releasing activity 16 times smaller than that of

the whole venom, comparable to that of B. alternatus

venom.

The histamine releasing effect was neutralized
by antiophidic sera in doses not related to those used for
neutralization of toxic effects. A significant Cross
neutralization (partial or total) was observed. It is
proposed that the histamine releasing fractions of the

four venoms tested are antigenic and are probably similar.
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The antiophidic serum did not neutralize the histamine
releasing activity of crotamine suggesting that this low

molecular weight toxin behaves as a feeble antigen.
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