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Serpentes «¥o animais predadores que habitam
grande parte do globo tervestre. Dentre as diversas
familias existentes, algumas POSSUEM apareiho
apropriado  para  dinoculacio de substldncias  tdxicas,
com B  quais paralisam ouw atd matam  sums  presas.
Estes animais s80 conhecidos como venenosos ou

peconhentos.

No  DBrasil, s80 quatro os géneros de serpentes
que podem causar gnvenenamento com sintomatologia

clinica importante.

2} Hicrurus ou corais verdadeiras. Fossuem
denticio do tipo protevoglifa, com baixa incid@ncia
de wvitimas. Sua pe¢onha & extvemamente toxica, tendo

como principal caracteristica a acgfo neurotdwxica.




b}l Lachesis, { surucucu, surucutings, pico
de  Jaca ouw rvabo de {fogo). 8%o animais com  denticio
do tipo solendalifa, sendo também as maiores
serpentes venenosas  do Brasil. Sua distvibuicio
geoaratica compreende sobretudo as regifies norte e
centroeste, embora também existam na zona da mata
atlantica. Oz acidentes causados por animais deste

género sHo semeglhantes aos do géneva Sofhrops.

c) CLroftalus {(representado no BErasil por  uma
unica espeécie) : composto pelas cascaveis,
distinguiveis das demais serpentes por possuivem um
chocalho (guizo) na regiflo tevrminal da cauda.  Sun
dentigio € do tipo solendglifa. As cascavéis sHo
encontradas em regides de temperatura elevada e séca,
como na regifio nordeste,centroeste & sul. Seu VEMEND,
quando inoculado pode causar na  vitima efeitos
sistémicos importantes, tais como: insuficiéncia
renal, prolongamento no tempo de coagulagfo sanguinea
¢ predominantemente a acfo neurctdxica, com seus
sintomas caracteristicos, que s80 a principal  causa

de morte precoce da vitima.




d)Y PRothrops (Javaraca, urubue, caissaca,eto.),
denticio do tipo solendglifa, amplamente distribuidas
por todo o tervitdrio brasileivro, inciusive fora  do
continente, como & o caso da Bofhrogs fnsularis  que
habita sesxglusivaments a ilha da GQGueimada Grande no

Titoval paulista

D animais do génevo Sofhrops s8o responsaveis

poOr  cerca de 8B¥ de todos os acidentes ofidicos no
Frasil. 0 wveneno destes animais & capaz de induzir
eteitos clinicamente impovtantes ligados & agio

sistémica, carazctevizada por coagulopatia de consumo,

insuficiéncia renal, hemoryagia 2 choque
cardiovascular & efeitos locais traduzidos por

volumose sdema, que pode atingiy varios segmentos do
membya afetado, g inclusive outros membros. além do
cdema ¢ comum o desenvolvimento de dveas necrdticas
proximas =ao local da picada, que em =alguns casos,
podem levar 3 amputaclo do membro comprometido, sstes
efeitos podem estsv  agravados pelo uso comum @

indiscriminado de torniguete.




A necyose induzida povy varios  venenos, ja
referida no  comego  do século por YVital Brazxil =
tambem por Vellard foi estudada por Homma & Tu, em
1974 . sugevindo gque a agio miotdxica pode ocovrrer
Por dois MECAN1SMOS conhecidos: Al direto,
consistindo na agio de miotoxinas dirvetamente sobre a
fibra muscular, causando—-lhe danos, como demonstrado
por  Harvis et al, 1980 g Gutiérvrez et al, 1984; o b
indireto, poy mecanismos  gque levam & isquemia da
musculatura e, como consequéncia, sua necrose ( Dwnby

1982; Gutiérrez et al, 4i984).

& partir de observagdes feitas por Ebashi et
#1(4959), demonstrando gque os niveis séricos da
gnzima creatina fosfoguinase (CK) estavam aumentados
em pacientes portadores de distrotiza muscular
progressiva, pesquisadores se propuseram a avaliar a
lesdo muscular produzida pela agho de venenos tendo
CoOmo parametro os niveis séricos désta enzima
(Butidrrez gt al, 1989; Fabiano & Tu, 19841; Nakada et
al, 1984). FEstes autores demonstraram a existéncia de
importante correlagio entre os niveis séricos de CK e
0 sofrimento das fibras musculares no envensnamento

ofidico experimental.




Em 1987 Gutiervez et al descreveram novo metodo
pPara avaliar a les8o muscular, baseando-se na
quant ificac®o de CK vesidual do mdsculo injetado com

a pegonha.

Métodos histoldgicos tem sido utilizados para
avaliagdo de mionecrose em ofidismp ( Homma & Tu,
19715 Ownby et =1, 1984, Gueiroz et al 4984,i98%),
demonstvando » classificande a mionescrose induzida

por pegonhas ofidicas.

Segundo Mebs (1982) a mcHo miotdxica de peconhas
deve ser avaliada por mais de um critévio, uma vezx
que podem ocorver alteragdes de um parfmetvo sem que

O mesmo ocorra em outvros .,

A neutralizagfo do efeito mionecrdtico induzido
Pelas pegonhas de Crofalus viridis viridis, Orotalus
atrox & COrotalus horridus tem sido estudado pov
varios pesquisadores ( Dwnby et al, i983,1984, 1988,

1990, .




Gutiérvez et al(i980) realizaram gstudos sobre
# neutralizagio de mionecrose induzida POV vensno de
Hothbhrops aspesr, relo sovo polivalente produzido na

Costa Rica.

A formacio de edemmn zpds acidentes com sgrpentes
do  género Sofhrops ¢ comum, e mesmo com o tratamento
soroterdpico corveto, torna-se muitoe dificil a sua
regressio. Estudos sobre alteragles na permeabilidade
vascular tem sido realizados (Ohtani & Takahashi
1983, Moreno et al 199@), demonstrando ciaramente a
correlagio existente entre vermeabilidade vascular e

evolugio do =sdema.

@  hemovragia (local ¢ sistémica) pode ser L
das  consequéncias do envenenamento por serpentes sul
americanas (Rosenteld 1971), bem como Por animais de
cutras regifes do planéta (Ohsaka et al, 1979, Ownby

et ail, 1982).




Houssay {1938} sugeriu gue ] atividade
hemorrdgica dos vensnos seria induzida pela aclo de
enzimas proteoliticas, enquanto Queivoz et al (198%)
demonstraram ndo  haver relagSo sntvre as  atividades
hemorvigica & caseinolitica para um fator hemorvagico

isolado a partiv do veneno de Bofhrops Fararaca.

4 atividade hemorvdgica divreta dos venenos
ofidicos & atvibuida a proteinas denominadas fatores
hemorvagicos ou hemorvaginas, gue tem sido isoladas e
caractevizadas. A viriditoxina (Fabiang & Tu, 1i981) &
uma proteina de alto peso molecular {(445.@0¢ d)
isolada da pegonha de Srofalus vIiridis viridis = que
exibe atividades miotodxica ¢ hemorvidgica. HMandelbaum
et al (1984 caracterizaram, a partiv do veneno de
Bokrogs Aeuwisdr, dois fatores hemorrdgicos,
denominados NHFa e NHFD (neuwiedi hemorrhagic factor)
@ determinaram que NHFa possui peso molecular igual =

446.9000 daltons, enquanto NHFb possui 58.0600 daltons.




Esta atividade hemorvragica direta é
complementada pelos efeitos de outros componentes do
VEREND capazes de alterar a permeabilidade da
microcivculagio por liberacio de mediadoves quimicos
que ativam tambem as plaquetas ¢ o sistema plasmiatico
de coagulagio.

Yital Brazil & Excell demonstvravam =z acfo
facilitatdvria pré-juncional da crotoxina, uma fragio
igolada a partiv do veneno da cascavel sul-americana
(Crofalus durissus ferrificus). Estudos realizados
por Rodrigues-Simioni &f af (1983) mostvam o efeito
bloqueador da pegonha da Sfofkrops Jararacussu, ambos
demonsfrandc w importd&ncia do estudo dos efeitos de

pegonha sehre a jungio neuromuscular.




& Eothrops neuwisedl pawloensis {foto iy,

]

descrita por Amaral em 1985 & conhecida popularments

T

como  Jararaca do vabo branco ou jararacmn pintada e
habita varias regides do estado de S8o0 FPawlo. Estudos
preliminares com a pegonha desta serpente mostravam
sua agdo toxica, bem como outvos efeitos  induzidos
pela inoculag&o da pegonha, comportando—-se Como  uma
Bothirops tipica; sendo Q HEL gnvenamento
carvacterizado pelo grande sofrimento a0 acidentado.
Além disso abservagdes Jfeitas junto a pacientes
picados por estes animais e atendidos pelo Centro de
Controle de Intoxicagdes do Hospital das Clinicas,

pertencente a UNICAMF, nos levaram a desenvolver este

estudo.

Foto i - Pothrops neuwieds paulopensis (Amaral, 1925)
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ORJETIVO

Este trabalho tem comoe principal objetivo
avaliar a capacidade neutralizante do /OO
antibotrdpico sobre diversos efeitos induzidos pelo
veneno da Pofhrops asuwigdi paulosnsis  (jarvarvaca

pintada) &m condigdies experimentais.
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MATERIAIS E M&ETODOS

i- VENENOD e S0OROS ANTIOFIDICOS

0 w~weneno foi obtido atraveés de extvacio manual
vealizada em seis animais fornecidos g identiticados

pelo servico de Herpetologia do Instituto Butantan.

23 sevpentes foram mantidae em caixas de
madeira, sendo colocados dois exemplares por caixza. A&
extragdo foi feitza em sistema de pool e imediatamente

a segulry o veneno fol centrifugado a 2560 rpm por 15

minutos a 5PC, o sobrenadante {foi colocade em
dessecador contendo silicagel sob press8o reduzida
pov bomba de vicuo durante 24 horas e em cimara fria
(&°0) .

Apds sofrer este processo o veneno foi guardade
2141 frasco de wvidro Hmbar, gm dessscador € na
geladeira, sendo dali retivado apenas parz o preparo

das solugdes.

12



Heete trabalho foram utilizados SOV 05
antiofidicos provenientes de duas instituicbBes sendo:
®— HOV D antibotradpico comercial, produzidno &

gentilmente cedido pelo Instituto Butantan, este soro

foi utilizado em todos 0% esperimentos de
neutvalizacio g b~ sorpo antiofidico polivalente
produzido £ gentilmente cedido pelo Instituto
Clodomiroe Picado ~ Costa Rica, gue foi utilizado
apenas no experimento com a técnica de ELISA. Aldm
deste dois saros foi obtida Igh anti £, a.

pauloensis, quE Fol  ubfilizada apenas no teste de

negubralizacio de mionecirose.

2~ ANIMAIS

Foram utilizados camundongos swiss com 28 gramas
(+/~- 2g)} =& <coelhos ( 2 a 3 kg) Ffornecidos pelo
Riotério Central da UNICAMF, além de camundongos
fornecidos pelo RBiotévie do Instituto Clodomiro

Ficado ~ Costa Rica.
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3 DETERMINACAC DAS ATIVIDADES INDUZIDAS FELD

VENENO

3.4 DETERMINACAO DA TOXICIDADE

A& toxicidade foi avaliada em termos de [ge gue
foi velizada pelo metodo PROBITO, onde cinco  avupos
de oito ANIMALS foram injetados PO VIR
intvrapgritoneal com  doses ocrescentes de  veneno  de
Bothrops neuwiedl paviognsiys, dissolvidos em solugio
fisioldgica & em volume constante de ©,% ml. Ds
animais foram observados por perviodo de 72 horas apds
a inoculagHo do veneno., 0s cdloulos  foram  feitos
tendo como wvalor fingl o ndmero de animais movrtos

apos o parindo deg observagio.

14




3.2 DETERMINACAD DA ATIVIDADE HEMORRAGICA

Fara & determinacio ds [ose Minima Hemorvragics
(oMM} ubtilizo—~se metodo similar ao descrito por Kondo
et wl,i9460. Camundongos foram submetidos & tricotomia
da vegifo wventval, onde 3; ? ¢ 27ug de veneno de
Fothrops neuwiadl pavloensis dissolvidos em S9ul  de
FBS(NaHpl04 x Hag @,5%g9/71; Naayppga » € HplO @,168g/1;
Nall @,82g/1) foram inoculados por via intradévmica.
Duas horas apds este procedimento, os animais  foram
sacrificados com éter e a pele fol retivada & coberta
com uma placa de vidro. Sobre ésta placa desenhava-se
o contorno da aveas bemovridgica, colocando-a a seguir
sobre papel milimetrado para obtencHo da dvea em mme,
transformando-se estes valores em area eaquivalente &

um circulo, atraves de expressio matematica adequada .
A dose minima hemorrigica foi determinada como

sendo aquela com capacidade de  induzir uma drea

hemorragica com didmetro de 4i0mm.

15




3.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE EDEMATIZANTE

A detevminacip da atividade edematizante Foi

obtida pelo metodo descrito por Yamakawa et al, 1976.

Houl de veneno de Pofhrops neuwied: paviosnsis (6,1

3,

2,3; 6,9 £ 2,7ug) Fforam inoculados por via subplantar
na pata posterior direita, inoculando-se ainda Soul
de FRS na pata posterior gsquerda, que serviu  de
controle. HNos tempos @,3; 1; 2; 3; & ¢ 24 horas o
grupo de animais corvespondentes a cada concentracio
de wveneno fol sacvificado por deslocamento cervical,
as patas posteriores foram seccionadas na altura  da
primeira articulagio & imediataments pesadas em

balanca analitica HMETTLER.

0 wedema foi determinado psla aumento percentual
do peso da pata inoculada com veneno em relagio =ao
peso  da  pata controle. A dose edematizante esfetiva
foi determinada como sendo agquela capaz de induzir

aumento de 4@% do peso da pata no  tempo  de 3@

minutos.
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3.4 ALTERAGGES DA FERMEABILIDADE CAPILAR

Fara determina¢fo das alteragdes causadas sobre
a permeabilidade capilav utilizamo-nos dos mesmos
animais inoculados para o expevimento sobre a
formagio de edema. 0s camundongos Toram préviaments
tvatados com  Azul de Evansg, € apds & pesagem, as
patas Toram reduzidas a fragmentos pequenos que foram
colocados em tubos contendo 4,0 ml de formamida P. A.
(MERCKY . Durante 48hs o0s tubos foram mantidos eom
banho-maria a 379 para que ocorvesse a extracio do
covante, a fase ligquida fol entio separada & teve sua
absorbincia detevrminada em comprimento de onda igual
a &19 nm. Os tempos, bem como as doses escolhidas
para este teste foram as mesmas utilizadas para o

expevimenton com edema.
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3.5 LDETERMINACAD DA ATIVIDARE COAGULANTE

A determinagio da atividade coagulante induzida
pelo wveneno de Bofbhrops neuwiedd paulosnsis saobre o
plasma  citratado foi realizasdas pelo metodo descrito

por Theakston & Reid (49833,

Sangue de carneiro foi colhido sobre citrato de
sadio  3,8% (10X voloume/volume) como anticoagulante.
0 sangue foi entio centrifugado por 1Smin. a 2%0¢ rem
¢ 0 plasma fol obtido retirvando-se a fase superior do
centrifugado. #2%ul de plasma foram colocados em
flaconetes plasticos e termostatizados no proprio
tibrometro (fibrdmetvro BRBL, HMaryland USAY. 3 a 5
minutos apds, i128ul de soluglo de vensno préviamente
incubada por 320 minutos a 279C foram adicionados e o
cronométro acionado simultaneamente(n=3). Ac formar-—
5 (v} coagulo 0 cronometro Era paralisado
automaticamente. Foram preparadas solucBes de veneno
com concentvracio de: A=1,0; E=0.,% & O=0,R% mg/ml,
portanto a concentracio +inal da veagfo foi: A=333;

B=i&7 & (=83mg/ml.

18




Com
para form
Coagulante
aguela ca

tempD igua

a obteng3o dos valores

de tempo necessayios

agio de cosgulo pode se caloculay 2 Dose

Minima (DCH), determinada como sendo

paz de induziv a formacio de  codgulo no

1 a 6@ segundos.
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3.6 DETERMINACAOD DA ATIVIDADE FROTEOLITICA

Farsa determinar a atividade proteolitica
presente no  veneno de Fofhkrops neuwiedr paulosnsis
foram colocados 2,92 ml de solugBo de caseinz 1% em

tubos de ensaio, =os gquais adicionava-ze 41,0 ml  de

snlugido de veneno nas diversas concentragoes (n o= 3},
Oz  tubos foram entio levados o banho-maris por 230

minutos =& 379C, Apds este periodo de incubagfo, eram
adicionados 4,9 wl de dcido tviclovoacético (ATC 5%,
agitando-se o8 tubos e mantendo-os em temperatursa
ambiente por mais trinta minutos, quandeo  foram
centrifugados por 15 minutos & 2%50@ rpm. Terminada =
centrifugagio o  sobrenadante foi cuidadosamente
vetivado com pipeta tipo Fasteur e teve seu wvalor

egpectrofotométrico avaliado em comprimento de onda

de 280 nm.
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3.7 DETERMINACAC DA ATIVIDADE DESFIBRINANTE

Fara avaliagio da atividade desfibrinante

utilizou-se metodo descrito o Reid, 1964,
Camundonaos foram injetados con concentragoes

crescentes  de veneno (2,5;5,0;1¢;45% & 2ougsanimal)
por via endovenosza e apos 2 horas 08 animais  Fovam
sacrificados com éter, o tdrax toi aberto e o coracio
exposto para que uma amostra de sangue fosse coletada
diretamente do coragfo por puncio cardiaca com pipeta
tipo [Fasteur. D sangue ¥foi imediatamenta colocado em
tubos de ensaio & mantido a tempevatura ambiente por
duas horas, quando foi observada a presengs ou nio de

coAgulo nas amostras (n=4) .
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3.8 DETERHINAGAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

INDIRETA

A atividade hemolitica indiveta foi =avaliada
pelo método descyito por Gutidrvez & colaboradores
(1983). Flacas de Fetri fovam preparadas, cada uma,
com  @5ml de dgar a (%(Agar Furifisd Difoco), 2%0ul de
CaClapliomM), 3@0ul de gema de ovo(i:3 em PRS) & 300
ul de eritvdcitos de carneiro previamente coletados
em  solugfo de Alsewer e lavados por trés vezes com

FRES imediatamentese antes de sua utilizacio.

Apds o vesfriamento da placa de hemdlise, foram
feitos 412 orvificios em tada , pressionando—se  um
tubo de metal sobve o gel, de maneira a corta-lo,
para gm  segulda vetirar o pedaco de gel igolado

através de sueceio.
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Cada wuma das solugbes de wveneno (19,0; 7,%;
3.75; 1,88; ¢,%4; @,47; & 9,23 ua/s1i9 ul) foi testada
colocando-se 4% ul desta no pocinkho  formado pela
retirada do gel . #s placas fovam colocadas em cimara
imida por 2¢ horas a 379C g, a seguiv, o difmetro do
halo hemolitico formado pela agfo do vensno gue se
difundiu no meio Ffoi medido com uma rvégua  comum,
sendo que 3 mm correspondentes zo difimetro do pocinhe

foram subtraidos para se chegar 2o valor $inal (n=4).
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3.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE MIOTAXICA

Fara determinar a atividade miotoxica induzida
pelo wveneno de Fobhrops aesuwisdl paclosnsis  Foram

utilizgados dois procedimentos:

a- losagem dos niveis séricos da enzima creatina
fosfotransferase: Meste experimegnto utilizou-se
meétodo similzr ao descrito por Nakada et al (19887 .
Camundongos foram inoculados com 70 wug(S0  uwl) de
VENENO na regifo correspondente a0 misculo
gastvocnémio direito. Nos tempos correspondentes a 1,
3, 9 e 24 hovas apds & inoculacfe do veneno os
animais tinham amostras de sangue retiradas através
de PURGRD do plexo orbiculav com tubo de
microhematdcrito de onde, apos centrifugacfo, Foram
retivadas wmostras de plasma pars determinar os
niveis séricos de creatina fosfotransferase através

de kits SIGMA e HMERCK.
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b~ Andlise histoldgica: Fara a avaliagfo das
alteracdes histoldgicas foi utilizado metodo
semelhante ao descritg por Homma & Tu  {(4971).
Imediatamente apos a coleta de sangue de cada  arupo
(n=43}, o8 animais eram sacrificados com #ter &
amostras do musculo injetado com  veneno SV am
retiradas & ‘Tixadas ém solugio de Bouin alcoodlico
para posterior avaliag@o histoldgica, & inclusi&o do
material em blocos de parafina, corte am micrdtomo
(cortes de zaprox. “micra) Tixagfo em l8minas de vidro
e coloragdo por Tricrdmico de Masson & Hematoxilina &
Eosina. 0 material foi avalizdo sob microscopia

dptica & fTotografado.

4- NEUTRALIZACAD COM FRE-~INCUBACAD

Foram preparadas mesclas contendo diferentes
contentracoes de soro antibotvdpico comevcial e
concentyagio de wveneno constante, de acordc com a
atividade considerada. Todas as megsclas foram
mantidas durante 39 wminutos em banho-maria =a 379C

préviamente & sua incculagio nos animaisg.
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4.1 TOXICIDADE

Foi sescolhida como dose de desafio para  a

neutralizaglo da toxicidade o valor corvespondente a

4 DlLsg, ou seja 7,28ugs/a de camundongo (DLegy
1,82ug/a9). Fara este experimento foram uwutilizados
camundongos swiss  com  peso entyve 16 & 48 gramas,

povrtanto a dose de desafio foi de 4123, Buesanimal.

Niveis e neutralizacic Toram escolhidos,
mantendo-s& a razdo de 1,5, ou seja ,as diluigbes

foram vealizadas mantendo-~se 2sta vazio sntre elas.

Entendemos como nivel de neutralizagio a
quantidads de veneno gue nesutralizada por 1,@ml  de
s0ro, assim temos que nivel 2 representa 2,0mg  sendo

neutralizados pov 4,8ml de sovo.

A tabela 1 mostra os niveis de neutralizacio

utilizados neste experimento.
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TABELA 1

ftubol  sorodul’!  PRS{ul) | sol DCul)Y | nivel |
S | b e e | {
i 1 I 419 i 3143 | i23g { & {
i 2 I 413 } 33492 | 238 ! 3 |
I 3 } 273 } 2487 i 1238 H 4,5 1
| 4 | 183 | 3579 I i238 I 6,731
[ Shake i 3762 | 1838 | contrl
I b |
A solugio 0 foi  préviamente preparada com

concentracio de 4,0mg/ml e o volume final foi de
3,0ml  por tubo.Os animais foram inoculados de acordo
com o método descrito para determinagfo da I
sendo  gque para este expervimento o numero de animais

tratados foi de & por nivel.




4.2 ATIVIDADE HEMORRAGICA

Apos =& determinagio da MH, foi escolhida como
dose desafio para neutvalizacfo szquela capaz de
induziv uma dvea hemorrigica com difimetro sauivalente

a 20mm apde 129 minutos de suz inoculagfo, portanto =

dose de desafio fol igual a 2bdugs/56ul .

A solugBo A foi preparada com concentracio de

5,2mg/ml .

Os valores da tabela foram escolhidos tendo como
parametro inicial, 2%5@ul de soro pré-incubado com img
de veneno. Fazendo-se as diluigles seviadas obtivemos

a tabela 2.
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TABELA 2

s e ek kb fma pemn qat WA SER VR Y WAL TV b G ) LA MRS MBS S 8554 shin b b e meee Soh S Salr Pan Amin mat e et art HE P R S PR Se e v e i mar b

Ftubo Il solugdo Adul)l s0roli30ul )l PES(ull
| S e e e e e e b i
I 4 I 190 ] i i t 770 i
[ 2 I iee i i 2 P 770 |
t 3 | 190 i i 4 P 77@ |
I 4 i iee I i .8 | 779 1
S I 109 i o e | 900 !
b b e T I
Obs: No tubo nj5 foi colocado apenas veneno,

sgrvindo portanto como contvole da atividade.

Grupos de 4 asnimais foram injetados & &
avaliacio da area hemorrdgica foi feita de acordo com
0o meétodo descrito anteriormente para detevminacfo da

atividade hemorrigica.
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4.3 ATIVIDADE EDEMATIZANTE

Fara <dsta atividade, & concentracgio de veneno
escolhida como desatio foi aguela capaz de  induzir
edema com zaumento de &0% da pata no periodo de 20

minutos, ou sejs, 2 ugspata.

O «calculos para & neutralizacio da capacidade

do venegno em induzir a formaclo de edema foram feitos

adotando-~se € Omo i1 & relagio inicial de
neutralizaclio, ou sedja, 1 ml de sore antibotrodpico
com capacidade de neutralizar a atividade
edematizante de {1 mg de veneno. A partir desteg
cdloculo foram vrealizadas varias diluigBes do  sorvo,
mantendo-se inalterada a concentvaglo do  veneno
(desafic), portanto, pavra o tubo 2 significa dizer

que  59¢ul de soro sst3o neuwtralizando img de veneno,
e assim sussessivamenteg. 0 tubo n? 5 Ffoi o controle
da =agdo do veneno, uma vez que todos o5 animais
tiveram a pata posterior esguerda inoeculada com PRS o
foram o0s prodprios controles. A tabelza 3 mostra como

foram preparadas as amostras ubtilizadas.
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TABELA 3

ftube | sol. B {ull) | sovro(4@ull | PES(uI]
Vo e e e e e e | I I
Poi i 109 i i i, I gé6e |
2 [ i0eé i i & ! g&e |
3 I 109 { i 4 | 869 |
| 4 | iee I i .8 ! gee |
13 I 100 i atat ! a9 |

A soluglo B foi preparada com concentraclo de
492 ug/ml, portanteo, quando os tubos evam preparados
com volume final de 1,0 ml, & concentracio de veneno

gra de 49 ug porv tubo, ou sejzx, & ug’/5% ul.
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4.4 ATIVIDADE COAGULANTE

A neutralizacio da atividade coagulante
induzida pelo veneno de Pofkrops neuwiedl pauloensis
foi rvealizada tendo-se como desafio & CM, ou seja

149¢ wg/ml {(cada DML corvesponde a 78@ ug/ml) .

s wvalores para a neutralizacio do veneno sobre
a coagulagio do plasma foram calculados a partir da
razlo 1:2. dstaza razio determinz gue 1,9 ml do  zoro

neutraliza 2 mg de veneno. Diluigdes seguidas do soro

foram realizadas, conforme =a tabela 4, PATA
chbservagio da capacidade de neutrzlizacio deste
efeito.
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TARBELA 4

ltubo Iosel. 2 (ul) | sovo(7edul) | FBS(ul) |
b o e b e e | I
[ ! 100 i i i I Re0 !
& t 100 | i 2 i 290 !
[ 3 ! igo P i 4 ! 209 |
i3 ! ioo 1 i .8 | 200 i
PS5 ! 100 i 1 16 i 200 I
I & i ioo e I 00 |
I 7 ! e i i i ! 300 '

Na tabela =agcima notar que os tubos n $e 7

s80 o0s controles de veneno € soro respectivamente.

33




4.5 ATIVIDADE HEMOLITICA

A neutyalizacio da =atividade hemolitica  foi
veallzada utilizando-se comp dose e desafio

2uglpocinho, que € a concentracio de veneno capaz de
induzir A FormagBo de wum halo hemolitico de

aproximadamente 1%mm  de difdmetro (n=8).

As  seguintes diluigdes do soro antibotrdpico

fovam preparadas:

sol A~ 3,86ml de soro antibotvdpico

501 B~ 2,0ml de w0l A + 1,9ml de PFES

501 O~ Z2,eml de s0l B + 4,0ml de FRS

z0l I~ 2,0ml de sol C + {,0ml de FRS

501 E- i,éml de sl I + 1i,eml de FBS

Fartindo das solucBes acima pode-se ent&o
pPreparar 0% diversos niveis de neutralizacio,

conforme mostra a tabelia 5.
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TABELA S

ftubo sl (8928ul) fsol Fuldy | nivel |
b o | et e o |
I i i & i 100 | @,15 |
i e i R i iee | @,e22 |
i 3 i e i 10¢ | 8,33 |
I 4 | i ! i@ ! &,00 |
1 53 | E i 10¢ ! 1,00 1
I & I FES I i¢e i 0,00 |

A epluglo F foi preparads contendo veneno de
Bothrops Recwieds pacioensiy na  concentvagcio de
1,33mg/ml, e apods o0 periodo de incubacfo das mesclas
i%ul da solugdo de cada tubo foram aplicados por
pocinho. 0 resultado da neutralizzg8o foi obtido
seguindo~se a técnica anteriormente descrita para
avaliag@o de hemdlise. & Dose Efetiva 50% (DEsmg) &
determinada pela quantidade de soro necessaria  para

diminuwivr em 0¥ o efeito induzide pelo veneno.
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4.6 ATIVIDADE HMIOTOXICA

a neutralizagdo da atividade miotdxica foi
realizada  tendo awmaﬁdesa¥io 70uy de veneno. 0 tempo
escolhido Para a obhservagio da capacidade
neutralizante foi de 3,0h apds @ inoculacSo do
venenn. A& escolha do tempo estd realacionada com o
pico observado nos valores dos niveis séricos da

gnzima CK, uwma  vez que foi rvealizada a avaliacio

destes nivelis ao longo do tempo

0 procedimento para preparacio das mesclas

neutralizadas de veneno estd demonstvado na tabela 6.
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TABELA &

itubo  Isovo BX(7@2ul’| sol.G(ulll FBS | nivell
| I b e e e I, | I |
i i | i i ! iee | 2oe | i
P2 | i 2 | 199 | 2e¢ | 2 |
I3 ! i 4 | ige | 2ee | 4 |
I 4 i i 8 ] iee | cee | 8 |
iP5 i i .16 i 1e¢ | 2o | ia 1
I & { s st e i ieo | 2?00 | g |
I 7 P e | e b 1000 | -

A solugdo G foi preparada com concentracio de
ldmg/ml de veneno. 0 sorvo 2X ¢ o prdprio soro
antibotrapico comevrcial produzide pelo Instituto
Butantan, que foi liofilizado & teve seu conteuddo

rESSUSPERSO em Agua destilada na metade do volume

inicial.
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U- NEUTRALIZACAD COM INOCULACAO INDEFPENDENTE

A neutralizacio com inoculacio independente
consiste em inoocular-se o animal com veneno pela via
escolthids, &, imgdiatamente a seguir injetar por via
endovenosa & so0lugdo contendo concentvagies variadas
da  subst@ncia cuja =¢Ho neutralizante estd sendo
testada. Em nossos expevimentos foi mantida constante
B concentracio de veneno em cada teste, variando-se an
concentragio da solugdo de nsutralizaeio, contudo
mantendo-se também constante o volume injetado por

via endovenosa (206ul) .
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5.1 TOXICIDADE

Fara & neutralizagfo da toxicidade foi utilizada
a HEsma dose desafio do sxperimento  <om pre
incubagio, ou  seja, 7,28Bugsg de camundonao, que
equivale a 4 lilgpg. Neste teste Foram uwtilizados
animais com peso médio de £2¢€g, portanto a dose

desafio Foi de 145, dug/animal,

Oz =animais fovam inoculados com 2,5m1{445, dug)
de wvenenog por via intraperitoneal e, imediatamentes a
seguiv, atraveés da wveia caudal, 200ul de solugao
contendo sovo antibotydpico em diverssas concentragioes
foram adiministrados. Us resultados foram obtidos
pelo metodo descrito pava obtencfio dos wvalores da

Iilza .

As diluigoes utilizadas, bem como os niveis de

neutralizag8o estio descriteos na tabel 7.
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TABELA 7

ltubo | nivel | sorod(2?2i2ul) | FBES(ul)!
b L e 1~; mmmmmmmmmmmmm i
b4 | i | 1 1 I 1288 !
| 2 | o | i (=) P ieBg !
b3 i 4 { 1 4 ! 1988 i
I 4 | g ! i g I 1e88 |
I 3 b 16 ! i i6 I 1988 |

0 contvole da acio do veneno foi feito com a
inoculagio deste por via intraperitoneal e 200ul de

FES pela veia caudal.




3.2 ATIVIDADE HEMORRAGICA

f neutralizag&o da atividade hemorvdgica foi
feita tendo como dose desafio féug de veneno.
Imediatamente apds a inoculagBo de S0ul  (Z2éug) de
solugdo de veneng os camundongos foram tratados com
SO0 antibotvdpico, por via endovenosa. a
concentragiao de soro sofreu altervagdes de acordo com
a tabelsa 8. 0 processo utilizado pava a avaliagfe da

area hemovragica foi o mesmo descrito anteriormente.
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TABELA 8

I tubo | nivel 2680l (soro 2X) b FRS(uly |
|, o, !
[ ! @,5 | i i I 1746 |
2 ! 1,@ I i 2 booi74ae |
13 I 2,9 } i 4 I 1748 |
I 4 | 4,0 f i g I 1749 |

i
&3
&
'—h
o
o

17490 |

0 controle da ag8o do veneno foi realizado com a
incculagdo normal do veneno, tendo 208ul de FPES
injetados por via endovenosa. 0 controle da aclo do
FBES foi feito com a inoculacio de S50ul désta solucHo,
de maneira semelhante dquela do veneno. &4 avaliac8o
da atividade para cada um dos casos foi realizada da

mesma forma como descrito anteriormente.
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9.3 ATIVIDADE EDEMATIZANTE

A neutvalizag8o da atividade edematizante pela
inoculagfo  independente de soveo foi realizada, tendo
comd dose desafio Pug por pata £ o volume inoculado
de solugio de veneno foi de 50ul, seguindo os mesmos
critérios da técnica Jj& descrita. Imediatamente apds
2 dnoculagfo de veneno pela via subplantar, os
animais foram tratados com sovo antibotvdpico em
concentragfes variadas, os vesultados foram avaliados

contforme descrito anteriormente.

Os niveis de  negutvalizagio, bem como as

diluigles do sovo estio descritos na tabela 9.




TABELA ¢

I tubo [ nivel I sorod40dul) | FRS{ul)
e | S e e e e e e |
i | i ! |
| i i 9,95 | i i ! 1400 l
I 2 i 1.9 { i a i 1429 !
! 3 I 2,8 ! 1 4 | 1400 {
| 4 4,8 | 1 g ! 1400 I
[ 5 b 8,0 | i ib ! 1409 ;

0 controle da =z¢8o do

inoculagio do veneno pela

e e i b sran e mmpr © g oy rr o et Lren he mrr e tape ame 2par

veneno foi feito com =&

via  subplantav @  com

injecio endovenosa de 206ul de FPRS. 0 controle de

cada animal foi feito com a inoculagio de F9ul de FES

na pata contralateral.
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& ESTUDOS IMUNOLGOGICOS

4.1 OBRTENCAO E FURIFICACAO DE IgG

lois coelhos foram imunizados Com doses
crescentes de veneno de Pofhrops neuwisdl pauloensis
(@,59; 1,@; 1, ¢ 2,0mg), utilizando-s= adjiuvante
completo de Freund em quantidades decrescentes para
cada inoculagio. 0 periodeo de tempo sntre A
inoculagdes fol de 19 dias, sendo feita uma coleta de
sangue antes da primszirva inocula¢Bo, que foi usada
como controle. Momentos antes de cada inoculacio nova
coleta de sangue e®ra realizada pava scompanhamento.
Dez dias apds & dltima inoculaclo o animal sofreu
coleta de 40ml de sangus atvaves de pequena  incisio
da wveia da ovelha, sendo a seguir sacrificado com
eter. 0 sovo foi obtido pela centrifugacio do sangue

durante 2@ minutos a 2000rpm.




A obtengfo da Ig06 foi atvavés de médtodo desorito
por  Suomela, §98¢. 0 soro do ceoelho teve seuw pH
ajustado pava =& 5,€¢ com dcido acdético @,1iM, o volume
final foi medido e o resultado multiplicado por
9,0874045, que ¢ o fator para se obter 0 volume de
acido caprilico = ser adicionado gota a gotwa & sob
agitac¢io, o soro fol mantido a temperatuwra ambiente
por 39 wmin. sob agitacio. sendo entfo centrifugado
durante i@minutos a 15.¢0@ rpm a 2000, 0 sobrenadante
foi vetirado e Tiltrado em filtvo de £2,45uwm, o
material filtrado foi colocado em sacos de dialise &
dialisade contra FBES povr 24 hovas sob  sgitagio e
temperatura de 490,

0 material +Foi entio retirado do saco de
didlise & passado #m coluna NEAE Sephacel,
equilibrada com tamp&o Tostato de sddio pH 8,0 -
@,00M, com Ffluxo de iml/min. A  Ig6 foi extralda no

primeiro pico.
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6.2 ENSAIO IMUNOENZIMATICO

0 ensaio imunoenzimatico (Theakston et al, 1979;
81: B2)) consistiu na sensibilizagfo de uma placa de
plastico gspecial para ELISA (E. I. A. Flus
microtitration plate, Flow l.abovatories) com &,1iml de
salugio de veneno de Bofrhrops neaviedl pawlosnsis  a
19ug/ml, portanto iug por pocinho. As placas Foram
deixadas 18 horas em geladeira para depols serem
lavadas com tampBo de rvecobrimento (Tris—i2,41g/1;
NaCl-8,7g/1 pH 9,0) por 5 vezes & apds SEVem SECas
foram adicionados 190ul de amostra em cada poucinho &
incubados por 2 horas em temperatura ambiente, nova
lavagem com tampio de lavagem (NapHPQO4 7Hp0-7,259/1;
NaHppOs p0-1,35g/1; NaCl 4,73g/1, pH 7,2+¢,5ml1 de
Twin 28) foi realizada por 3 vezes g 1@0ul de sovo
bovino normal i@} foram adicionados aos pocinhos e
apos 1@ minutos as placas foram invertidas para
decantar o soro. Apos este procedimento foi agregado
o conjugado e mantido em temperatura ambiente por 2
horas, gquando  foi lavado pov 9 vezes com tamp8o de
lavagem e teve screscentado o substrato (peroxidase
dissolvida =m ovto fenildiamina 2ma/ml, com mais 4ul

de HpOps para cada 1@ml) .
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7 FREFARACAD 00 MUSCULO RIVENTER CERVICIS

DE PINTAINHO

A preparacido  foi  izolada & montada conforme
descrito por Ginsborg e Warrviner {(1940). Os =zanimals
foram anestesiados com eter e através de wma incisio
na parte posterior do pescoco , o par de milsculos
biventer cevvicis era exposto. Apds o isolamento do
musculo, com cuidado para nio causar gualgquer tipo de
injuria, este era amarvado nas duas extremidades =&
fixado em cuba contendo 4,0 ml de solucio de Krebs,
cuja composigio em miliMolar & a ssguinte: HNaCl
11i8,6; KC1 4,6%9; CaClp 1,88; KHpFO4 1,17, Mgs0a 4,17

NaHCOg 24,99 & CgHipOg 11,65,




0 musculo foi submetido & tensfo constante de %
g/cm & estimulado através de sletrodos bipolares
posicionados na regifo de transigHo entre o tendio e
o midsculo, de modo a se proceder wma sstimulagio de
Campo. Estimulos supra maximais de 0,4 Hz de
frequéncia e 0,28 wms de duragio foram aplicados X
preparacio (estimulador GRASE 548} . Tadas AE
preparagies passaram por peviodo de estabilizacfo de
2@ minutos. Contragdes musculares #m resposta a
estimulos maximais Fforam registvadas por tempo de até
240 minutos (fisidgrafo MFM-44), usando-se transdutor

isotdnico(NARKD Bio~Systems Inc.).

Os estudos foram realizados com as concentracdes
de 49 e 8¢ ug/ml de veneno de Bofkrops asuwicdr
pauloensis na solucfo da cuba, sendo que & animais

foram testados para cada cooncentraciio de vensno.
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8- RESULTALOS

8.1~ TOXICIDADE

Os camundongos injetados com pegonha de Folhrops neuwiedl
pagioensis  apresentaram pevda de tdnus musculay, convolsio com
volaments sobre o eixo longitudinal do covpo € mudanca  de
postura, que  se caracterizava por sxtensio dz pata de tal Porma
que 05 mnimais se deslocavam tocando apenas com as extremidades
das patas no solo.

O valor encontrado para = Dl.ge em camundongos foi de 36,44
ugsanimal ow 1,82myglk.

Meutralizag8o da toxicidade:

a-~ A neutralizacfo da atividade toxica através da pré-—
incubagdo com o soro antibotvdpico foi da ordem de 1:5,5i, ou

s2Ja, cada ml de soro conseguiu neutvlizar 9,54img de veneno,
com limites de confianga de 99% variando de 4,88 a 7,49.

b~ 0O procedimento de nsubtvalizaclo atraveés do método  com
inoculagio independente mostrou identicos resultados no que se
refere a atividade tdxica, neutralizando os mesmos 5,%img de
veneno para cada ml do soro.
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8.2 ATIVIDADE HEMORRAGICA E SUA NEUTRALIZACAKD

A atividade hemorragica induzida povy  este veneho Foi
avaliadsa comn diversas concentragles, mostrando-~se dose
dependent . A Dose Minima Hemovvigica (DMH) encontrada foi  de

dug  (Ffig 1), & neutralizag8o desta atividade com pré-incubagio
foi total para 250ul de soro/mg de veneno (fig &), enquanto =
neutvalizagdo com inoculacio independente atingiu 39%, mesmo
com 400Q@ug de sovo/mg veneno {(fig 3).
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Fig i~ Atividade hemorvdgics. Determinacio da lNose Minims
Hemorragica (DMH)
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8.3 ATIVIDADE EDEMATIZANTE E SUA NEUTRALIZACAD

0 edema  induzido pelo veneno de Bofrkogs asuwieds
pauioensis foi dose dependente (fig 4), atinaindo seu wvalor
maximo em torno de 39 minutos apds a  inoculaglo (fig 5y,
portanto este momento foi considerado como ideal para testarmos
a  capacidade neubtvalizante do sovro antibotvdpico sobre dsta
atividade. A neutvalizacfio com pré-incubacio foi de 70% com
ie0@ul d& soro/mg de veneno (fig &). A inoculacho independente
mostvyou-se efetiva apenas em cevca de 30% de reduglo deste
efeito com doses de até 4000ul de soro/mg de veneno (fig 7).
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Fig 4~ Edema induzido pelio veneno de 5. A favloensis
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Fig S~ Evolucio do edema apds 3¢ minutos da inoculucio do
veneno de A, n. paulosnsis.
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Fig 7- HNeutraliza¢io da atividade edematizante com
inocculagfo independente.
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8.4~ ALTERACGES SOBRE A PERMEARILIDADE CAFILAR

Pt alteragio da permeabilidade capilar, medida pela
libera¢fio de Azul de Evans foi dose dependente, atingindo seus
valores maximos cevrca de 3¢ minutos apos a inoculagio do veneno
{fig 8.
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Fig 8- Alteragles sobre @ permeabilidade capilar induzidas
relo veneno de B, neuwisdl paulosnsis.

57




8.5- ATIVIDADE COAGULANTE E SUA NEUTRALIZACAO

A aglo do veneno sobre a coagulacio do plasma citratado
foi tambem dose dependente (fig %), sendo = Iose  Coagulante
Mipnima (RBEMY  de PZo0ug/ml. & neutvalizacio da atividade

coagulante foi completa com a relacio P50ul de sorasmg  de
veneno(tig 103 .

ATIVIDADE COAGULANTE
140~

120 -
100+

804

TEMPO (s )

60- D.C.M.

40+

204

83 166 333
VENENO ( ug/ml )

Fig 9 Atividade coagulante induzida relo veneno.
Determinacio da Dose Coagulante HMinima {DCH Y .
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TEMPO (s)

1004
90~

70-
60-
50 -
40-
30-

Fig

C=CONTROLE

I T .}

0 31,2 62,5 125 250
ul soro /mg ven.

1@~ Neutralizacio da atividade coagulante apds incubacio
com o sovro antibotrdpico.
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8.6~ ATIVIDADE FROTEOLITICA

Usando-ge caseins CO/D substvrato, Y ativadade

protenlitica mostrou-se dose dependente (Fig 4£13.

0.7"
0,6+
0,51
£
E 0,4
o
@O
o
T 0,3
G
a
0,2-
0’!-
o
0,25 05 Lo eo

VENENO (mg/m! )

Fig 1i~ Ao proteolitica do veneno, tendo caseina como
substrato.
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8.7 ATIVIDADE DESFIBRINANTE

s animais  inoculados

com veneno de Sofhrops

el ed s

pauloensis apresentaram 0 seguinte quadro apds de resultados:

veneno (ug/animal)

2

controle (gsalinwg)

resultado

movrte
morte
morie
formagfo de coagulo
formacio de coagulo

forma¢gio de cozdaulo
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8.8~ ATIVIDADE HEMOLITICA INDIRETA E SUA NEUTRALIZACZO

A capacidade do veneno em induzir hewdlise Ffoi tambem doss
gependente  (Ffig 412). Fara a neuwtvalizacBo 2 nivel de 90Y% foram
necessarios 4500ul de soro/mg veneno (Fig 13}

2% 1

N
(=)
Ak

AMETRO (mm)

o
|
b

o 0,24 0,94 375 15
VENENO {yg)

Fig 12~ Hemdlise induzida pelo veneno de £ n. paulpensis.
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Fig i3~ Neutralizagfo da atividade hemolitica pela pré
incubaco do veneno com © soro antibotrdpico, DEse € n dose
efetiva H6¥
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8.9~ ATIVIDADE HIOTOXICA E SUA NEUTRALIZACAOD

Caonforme pode sev observado oz fig 14 a liberagio da

enzima  muscular creatina quinase (CK) foi mixima em torno de 2

apo0s a inoculaglo do veneno (7@ug/animal). A avaliagio

morfoldgica das =alteracBes sofridas por rcélulas misculares
mostva a correlaclo entre a libevacio désta enzims & as lesBes
observadas. A avaliagHo macroscdpica estd representada na foto
2 (A & B) & a microscopica nas fotos 2 a3 &

400-
e VENENO
300- A CONTROLE
=
.
= 200 -
b 4
x
100 -
. l\‘\}_\#!—-—.{
1 2 3 4 s P
TEMPO (h)

Fig 14 Libervag&o de creating quinase (CK) pela inoculelo
de veneno {(70ug/animal).
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FOTOD 2 A e B~ aAs fotografias mostram musculatura da perna
postevior direita de camundonga, 3 horas apds  inoculagfo de
A-5¢ ul de FRS =2 B~ 78 w(5%ul) de veneno de £, o, pavloensis,
notar & #vidente hemorragia € a coloracio EHCUYA, sugerindo
necrose muscular em B




FOTO 3~ Micvografias fotbnicas de seceBes coradas em H.E.
do misculo gastrocnémio de camundongos, 3 horams apds injecio de
FES (controle) notar a arquiteturs normal do tecido muscular,
tanto em covte transversal (A, como em longitudinal (F).
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Musculo gastrocnémio de camundongo injetado com  veneno de
Bothroeps neuwiedl paclosnsis.

FOTO 4-A4 & EB, umz hora apds envenenamento: observar
contraturs das tibvras musculares esqueléticas (setal,
hemorvagia entrvre as  fibras musculares esqueleticas (h) &
infiltrado leucocitdrio. &) H.E. X 1@é; B) T.. X 6. C e I 3

horas apos gnvenesnamento; ] extensio das alteractes
movrfoldaicas estad aulmentada, apresentando ampla bhemorvagia (h)
gsobrepondo—se as Fibvas musculares em degenevagio. AYH.E . X

100; )T .M. X 60
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FOTO S -Micrografias fotonicas de secgdes histoldgicas do
misculo 9astrocné&mie de camundongos injetados com 70ug de
veneno de Folbroes peuwiedi pawlognsis apds incubacdo com soro
apntipotrdeico. A e E- iml de soro/mg de veneno H.E.; T.H.. C e
n—- 5e@oul de sovosmg wveneno, H.E.; T.M. Hotar que a pré
incubagio ©om O govo impediu & hemorvagian (A e B), wmas ndo
impediu A Mionecrose, que foi  inversamsnts proporvcional &
diluigho do  soro. As  alteragBes degenegrativas incluem:
ﬁglutina¢§0 das miofibrilas, tornando-as mais escuras (seta)l,
vacuolizacdo (v), lesbBes delta (d), edema (¢), alem de &reas
com infiltrado inflamatdrio. A & C x6@; B xB¢; [ xiee.
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FOTD 6~ Fusculo gastrocnémio de camundongo injetado com
veneno de F 0, pauloensis.A- 5 horas  apos  envenenamento,
mostrando evidents desorganizagiio das  fibras, com intensa
hemorragia # grandeg quantidade de dintilitrvado lsucocitario,
diver sas fases de mionecrose, comprometendo a maior parte das
fibras(H.E X 1¢€). B e €- 24 hovras apds envensnamento (8 H.E.;
COT.M.}: notar que ha progressiva degenervacio das  fibras

musculares em relagio ao tempo de envenenamento, com diversas
tases de nionecrose, em C observa-se um vaso com aparente lesiio
na parede (B Xé6¢, O Xie@)
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FOTO 7- Hicvografia de cortes histoldgicos de misculo
gastrocnémio de camundongo trés hovas mpds  inoculacic com
veneno d& Bolhrors ngpuwisd i pauloensis prvé incubado com  SOro
antibotrépico (A == @,25ml sor/mg veneno; b = 0,1i8%ml  soro/ma
veneno e U = @,@4ml soro/mg veneno): observar em A & E,
presenga de ce€lulas degenerativas e infiltride leucocitario, em
C pode-gse tambem sev observada importante hemorragia.
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FOTQ 8 - Hicrografia fotbnica trés horas apds inoculacio

de wveneno neutvalizado poy inoculacio independente. A - soro
antibotrdpico 0,5ml sovro/mg wveneno & B- IgG @,%ma/mgvenenc.
Motar # Ppresenga de cé&lulas degenerativas, infiltrado

leucocitdrio & hemovragisz, demonstrande a2 dncapacidade em
neutralizar a miotoxicidade induzida por este veneno. 71




FOTO -Micrografia mostrando inoculagio de veneno pré
incubade com Igh: A& @,5mg IgG/mg veneno & B 9,06mg  IgG/mg
VEneno (T .M. igeXiinotar a presenca dé hemovrragia ©  pouchs
guantidade de células degenerativas em &, em B pode-se notar
grande quantidade de c&lulas degenevativas, hemorragia e edema.
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8.10- ENSAIQ IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Os resultados mostram gque foram dectados anticovrpos contyra
VENEND de Botrhops neuwisds paclognsis tanto ne SOV O
antibotrdpico do Instituto Butantan guanto no soro polivalente

produzido pelo Instituto Clodomirvo Picado fig 15

DO0. {(492nm)

— 5 a =
OJI ] ¥ ¥ 1 1 H

2 24 28 3.2 3.8 4 44 4.8 5.2
DILUIGAD SORO

Fig i5- Ensaio imunoenzimdtico (ELISA),onde: SICE & o sovo
produszido pelo Institute Clodomivo Ficado, SIBE £ o soro
antibotropico produzido pelo Instituto Butantan & SEN & sovo
2quing normal, ou seja de cavalo nfo imunizado.
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8.1i~ ATIVIDADE SOBRE A JUNCAG NEURDMUSCULAR

0 veneno de Bofhrops neuwieds pavloensis mostrou-se capaz
de induzir contratura & blogueio irreversival aquando testado
na preparagio musculo biventer cervicis de pintainho (figid!),os
efeitos foram dose dependentes (tabela I)

T

. ———C———
i
i

L
15 70 100

Fig 4ié6- Acio do wveneno socbre =2 preparacio biventer
cervicis, notay contraturs (o) e bloqueio total & ivreversivel
by, mesmo apds diversas lavagens com solugio de Krebs (ti.

74




TABELA I
venenn (ug/ml )
4G

ge

tempo pava ocovvéncia de bloqueio

154 igey
?1 wmin 174 min
58 min @2 min
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9~ DISCUSSAD
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Mo Brasil ceveosn de 29.000 casos de acidentesz ofidicos s#o
potificados todos o8 anos 2o Mindstério da Sadde, ssndo  que
aproximadamente 88¥ sfo atvibuidos a serpentes pertencentes ao
génevo Bofhrops  (Ministdvio da sadde, 1989), tornando-se um
problema para a sadde pdblica. 0 homem oo campo tem  sido =
principal vitima das servpentes, uma vez que =le responde pelo
plantio & colheita das laveuras, tornando-se mais provavel o

s encontyo com 08 animadis.

fic paciente acidentzde pov  serpentes  pertencentes ao
género Bofhrops & que niAo ¢ atendido rapida £ corvetamente pode
recair o problema da lesfo tecidual arave, com necrose € até
perda do membvo atingido, além de sfeitos sistémicos gue podem
causar  hemorragia do sisteman nevvoso central. & aglo sobre #
coagulagio sanguwinea (Makas =t al, 1979 & a agclo nefrotdxica
( Hteinbeck, i%96@; Amaral =t w1, 1286, Chugh st al,i975; Lopez
et al, 1972 também podem zstar presentes, = a somatdria  de
todos estes efeitos € normalmente a causa da morte que pode

eventualmente ocorver.
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& pegonha da B.oa.paulosnsis promove cosgulaclo fn wifro
pﬁr atividade trombina simile, ativacio do Ffator ¥ & da
protyombina (Mahas et wl, 197%9). Entretanto nossos resultados
mostvam qgue en camnundongos o sangdue do andmal  dnoculado  com
doses crescentes  de  wvenenno, coaguwlava normalmente. Este
resultado contraindica povtanto o uso exclusivo do tempo de
coagulacio como dnico pavdmetro para avaliagio da gravidade do

envensnamento.

4 observacio do estado de torpor, precedendo a movte, em
animalis inoculados com doses letais de veneno, levou-nos =&
sUpOYT que @ paresia apresentada pudesse estar rvelacionada =&
hipevralgesia ouw & um camponente muscular. 0 estudo miocgrafico
realizado em prepavagio biventer cervicis de pintainho revelow
£ apargcimento de blogueie da  fungiRo muscular, e &
irreversivel, sendo tambem, dose e tempo dependente. Alem disso
g tempon decorvido para o bloguein total ¢  aproximadamente o

mesmo necessdario para o evidenciamento do  intenso efeito

mionecyotico obhservado. Hossos vesultados sugerem que o
comprometimento da locoemoc®o ocorvra inicialmente =a  nivel

muscular.
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Com o8 trabalhos sobve o sove antiofidico, rerlizados por
ﬂélmette #m 1997, = a feliz obgevvagio de Vital Brazil, ainds
ne comego do seculo, sobre a especificidade do soro com velagio
a0 veneno  animal, a0 contrdvio do  gue  guerin compreovar
Calmette, pode-se desenvolver produgfo de soro particular =

cada tipo de snvenenamento provocado por sevpentes,

Em  199%, Vital RBrazil realizando expevimentos, inoculava
veneno de serpentes em cies g descrevia seus efeitos. Ja nesta
época 0 pesquisador evidénciava também a presenga de edema
importante, bem como mionecrose, que éva citada como capacidads

de "estacelo de tecido™.

Com =z descobevita de metodologias mais modernas, tornou-se
possivel detevyminar a aglo wmionecrotica dos venenos, g até
mesmo  isolar as principais fragfes vesponsdveis por  estes
efeitos (Gutidrrez, 1984, 198%a,b,¢). Utilizando-nos de dois
parémetros diferentes, como sugerido por Mebs (i983), pudemos
determinar que o veneno gm estudo induz 3 necrosse do  tecido
muscular. Isto pode zev comprovado tanto pela =avalizrgio
mor folodgica, como psla detevminagio dos niveis sédricos da
gnzima musculay CK. A neutralizagfo desta a¢ioc fopi melhor
observada com a pré~incubagio do soro com o veneno do qUE Ccom A

inoculagio independente.




A avaliagio da evolucio do sdems, bem como das alteragfes
ﬁﬁbre #a permeabilidade capilar, mostrou-nos a agfo aguda sobre
este efeitos, uma vez aue apenas 39 minutos apds @ inoculacio o
sdema atingiuc seus wvaloves miaximos, 0 mesmo ocorrvendo com
relagdo =« liberag#o de¢ ézul de Fvans, utilizado como parimetro
para  avaliagfo da permeabilidade capilarv. Mais wma  vez os
testes sobre o poder neutralizante do sore antibotrdpico
mostrou-se  mais sficiénts quando testado com pré-incubacio com

G vengnao.

0 efeito hemorrigico obtido pela inoculacio do veneno de
. on. pauloensi deve-se a somatdria de pelo menos dois fatores
{(NHFa e NHFDb), caracterizados pov Mandelbaum &t al em 1984.
Faete wsfeito foi testado ¢ igualmentebem neutralizado pela pré-
incuba¢io do veneno com o soro, enquanta  gue a  inoculagio

independente mostrou~se novamente pouco eficazx.

Yerificamos em nosso trabalho gue & capacidade letal do
VEN2ROo foi bem neutvralizada pelo soro antibotvdpice, sendo
que  este veneno faz pavte do pool de venenos na imunizacio dos
cavalos. A neutvalizacio com o soro nEo sofreu alteracio de sua
poténcia quer pela pré incubagHo do s0ro com o veneno, quUer ©om

a inoculagio independente de ambos.




fle efeitos locais dinduzidos pelo veneno {(edemz, NECTYOSE &

hemovragial mostyaram-sa melhor neutralizados pela oy e

incubsg&o com o soro. A neutvalizagHo o inoculagio

ithdependents, mesmo ubtilizando-nos de concentragdes de  soro
varias vezes maior, mostrou-se menos eficiente, o aue cstid em
CONSONANCLa com oz vaelatos clindicos. De  fato, embova 2
capacidade neutrzlizante do soro sobre o veneno posss  muibtzass

VRS rEpressntar # o diferenga entve a vida & 3 movte Para A

vitima, mesmo suando aplicado precocemente, nido impedes =&
evolugio dos efeitos locais, principalmente s  houve A,

aplicacio de tovnigquete.

A comprovagio da  presenga  de  anticorpos  para 8.n.
paulgensis no soro produzido pelo Instituto Clodomivo Ficado
(Costa Rical, merece algumas consideragdes, uma vez que egste
animal ndo ocorve fora dos limites do estado de S%o Faulo. Este
fate legva-nos #  admitiv a possibilidade de mesma origem
filogenetica entre animais do mesmo género gue hoje =30

encontrados nas duas rvregides distintzs do continente.
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Torna-~se pov demails importante tvabalharmos com estes dois
.metrds de neutralizagfo para podermos compara—los, tentando
v  melhorar A capacidade do soro e btambem testando novas
téncias que possam de algumz forma diminuir os efeitos

vos do veneno ofidico.

Neste trabalbho pudemos verificar gque o veneno de F.o.
veasiys indux diversos gfeitos locais e sistémicos, = embora
os  =wutores Ownby et wl, 4983, 1984, 4198%, 198&6; Gutiérrez
3 Eenkam estudado gfeitos induzidos por peconhas de
rsas  serpentes norte e centro americanas, bem comg =&
ralizacio de seus efeitos por outvos agentes, acreditamos

contvibuido eara o malior conhecimento sobre a capacidade
ralizante do soro antibotvopico sobye o veneno de serpsantes

encentes a este génerm.
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19~ CONCLUSBES

- in wIifro o wveneno mostrou-se capaz e induzir

alteragBes sobre coagulagio, hemolise e protedliss.

- fis  atividades investigadas a0 vIve {mionecyose,
hemorragia, csdema e permeabilidade capilar), com excessio da

desfibrinante sofreram alteracdes em presenga do VENERO.

3~ 0 wveneno atua de maneira & dmpedir, de forma
irreversivel, & resposta do masculo  Riventer fervicis de

pintainho frente a estimulacio eldtrica.

4~ 0 soro polivalente produzido pelo Instituto ELlodomivo
Ficado {(Costma Rical), quando comparado ao produzido pelo
Instituto Butantan, frente ac Ensaio Imunoenzimiatico, apresenta

reasposta semelhante.

5~ Nos testes, onde foi possivel COmPRY AT o poder
neutralizantse do 5070 por pré~incubag¢io & inoculag&o
independente, verificamos 3 maiory eficidicia pelo primegiro

metodo, ou sejwn, pré-incubagcio.
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b~ & inoculagio independente neutraliza de

fovrma eficisnts

# toxicidade do envenenamento experimental, embora SUR

capacidade em newtrvalizar os danos no lTocal da picadas sejas

extyemamente reduzida.
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