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CRIACAO DE CAMUNDONGOS ‘‘NUDE"’

Vera Lucia PETRICEVICH*

Vera Regina Farago FERREIRA* *
Monica de SOUSA* * *

Francisco Garcia de LANGLADA* **

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo estabelecer normas
de criacdo de camundongos "‘'nude’’ da linhagem BALB/c, em alta es-
cala, nas condictes de nosso meio. Foram introduzidas as seguintes con-
dicGes de nosso meio. Foram introduzidas as seguintes modificaces
nas normas gerais de criagdo: a) controle ambiental (temperatura entre
26 e 28°C, com renovacédo do ar interno a cada 3 horas, periodos al-
ternados de 12 horas com luz e sem luz, utilizacdo de mineral micAceo
lamelar para a forragem das gaiolas; b) a alimentacédo foi suplementada
com frutas e grdos; c) a amamentacdo dos filhotes foi de 35-40 dias
e ndo 21 como usual até o desmame; d) o barulho nas salas de criacdo,
foi minimizado através de treinamento especial de pessoal; e) a dgua
fol esterilizada, acidificada e fornecida ‘‘ad libidum’’; e f) controle per-
manente de infeccdes virais, principalmente, para o virus hepatite muri-
na tipo 3 (MHV3). Observou-se aumento significativo das taxas de
natalidade e do ndmero de filhotes que chegavam ao desmame. A mor-
talidade dos filhotes ‘‘'nude’’, com 15 dias de idade, foi 40,3% e a taxa
de mortalidade das fémeas "‘nude’’ entre 31 a 210 dias de idade foi
54, 3%. Em contraste, a mortalidade de machos, com a mesma idade,
foi de 99%. A auséncia de timo nos camundongos ‘‘nude’’, foi sempre
monitorada por exames de animais de coldénia escolhidos ao acaso.

UNITERMOS: camundongo “‘nude’’ (nu/nu), camundongo normal

(Nu/nu}, gene “'nu™.

* Laboratdrio de Imunoguimica
** Centro de Biotecnologia
*** Servico de Fisiopatologia
Instituto Butantan, Caixa Postal 65 — CEP 01058-870
Sdo Paulo — Brasil.
Recebido para publicagio em 03.08.92 e aceito em 25.05.93.
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INTRODUCAO

Us camundongos “‘'nude’’ surgiram, pela primeira vez, no Virus Laboratory do
Ruchill Hospital, em Glasgow, Escocia, em 19627, A caracteristica mais marcante
dos camundongos ‘nude’’, independentemente da linhagem da gual se tenham
originado, é a falta de pélos no corpo, embora dreas esparsas com pélos possam
ser, ocasionalmente, obervadas®.

Sdo pouco férteis, o que dificulta sua criagdo. Contudo, cruzando-se macho
“nude’’ com fémea heterozigota € possivel obter uma prole constituida, em cer-
ca de 50%, por camundongos ‘'nude’’. Em geral, as fémeas '‘nude’’ cruzadas
com machos heterozigotos, tém poucos filhotes e estes sdo mais fracos que os
camundongos normais. Além disso, elas ndo amamentam os filhotes. Uma outra
caracteristica descrita para estes animais é o curto periodo de vida. Flanagan?,
em 1966, verificou que nenhum destes animais sobrevive por um periodo maior
qgue 25 semanas, sendo que 55% dos animais morrem com duas semanas de
idade. O padrédo de heranca indica gue o gene ‘'nu’’ & um gene autossémico re-
cessivo Unico?,

Os camundongos ‘‘nude’’ ndo apresentam timo, em contraste com 0s camun-
dongos heterozigotos, que apresentam timo normal'2. Apresentam extrema leu-
copenia, devida, principalmente, a uma linfopenia. Os camundongos ‘'nude’’
devem ser mantidos isolados de outros animais, particularmente, outros camun-
dongos. Em geral, os camundongos, convivern com algumas viroses e, possivel-
mente, outros germes patogénicos, 0s quais ndo sdo capazes de afetar a
sobrevivéncia e o crescimento do animal. Portanto, em uma coldnia de camun-
dongos ‘‘nude’’ estes microorganismos podem causar doencas graves levando-
-0s a morte®, sendo pois, indicado que estes animais sejam criados em
condicOes especiais garantindo as caracteristicas sanitarias dos animais e sua so-
brevivéncia. Em especial, o camundongo ‘‘nude’’ & um instrumento util para es-
tudos do sistema imune.

O principal objetivo deste trabalho foi a producéo de camundongos atimicos
da linhagem BALB/c.

MATERIAIS E METODOS

1. Animais:
Camundongos heterozigotos (Nu/nu) da linhagem BALB/c, oriundos da Fran-
ca, foram adquiridos pelo Servico de Fisiopatologia do Instituto Butantan.

2. Ambiente:

As salas, onde a colénia foi mantida, possufam uma &rea de 15m2. A ilumi-
nacdo destas salas foi feita com ldmpadas fluorescentes, acesas durante 12 ho-
ras/dia. A temperatura da sala foi mantida a 27°C3, por instalacdo de
aquecedores elétricos. A ventilacdo das salas foi realizada por exaustor do tipo
“‘industrial’’. As gaiolas de aco inoxidavel e de polipropileno, com dimensdes de
30 x 20 x 12 em, foram preparadas com camas constituidas por maravalha, algo-
ddo hidrofobo e mineral micdceo lamelar'®, sendo que a limpeza das gaiolas
constituiu-se trocas semanais. Todo material utilizado para as trocas foi esteriliza-
do pelo calor.

3. Alimentacéo:
Durante todo o periodo de observacgdo, a ragcao para camundongos teve a mes-
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ma procedéncia (Nuvilab, Curitiba, Brasil). Além disso, durante o perido de set./86
a Ago./87, a alimentacdo do plantel foi suplementada com aveia em gréo, semente
de girassol, quirera de milho, germe de trigo, cevada em grao, trigo em gréo, soja
texturizada, cenoura e frutas frescas (macé, péra, banana e coco). A agua era
filtrada e acidificada com &cido cloridrico, pH 2,6 2,881 e esterilizada.

4, Acasalamentos:

Foram realizados dois tipos de acasalamentos:

a) Monogamico (para cada macho ‘'nude’’ uma fémea heterozigota).

b) Heterogamico (para cada macho heterozigoto, 3 - 4 fémeas heterozigotas).
Para os dois tipos de acasalamento foram escolhidas fémeas e machos Nu/nu
com 60 dias de idade, enqguanto 0s camundongos ‘‘nude’’ tinham 75 dias de
idade ®13) Através do método ndo-intensivo, apds a verificacdo da prenhez,
as fémeas foram separadas dos machos.

5. Lactacéo:

Foi utilizado o metodo ndo-intensivo. Portanto, quando confirmada a prenhez
das fémeas Nu/nu, elas foram separadas dos machos & colocadas em caixas,
aos pares”. Apos o nascimento, os filhotes Nu/nu foram separados dos filhotes
""nude’’. Desta forma, uma fémea amamentava os filhotes heterozigotos, enquanto
que a outra fémea amamentava os filhotes atimicos.

6. Desmame:
Os filhotes heterozigotos foram desmamados com 21 dias de idade e os Nu/nu
com 35 a 40 dias de idade.

7. Analise estatistica:

Todos os animais existentes no plantel foram observados diariamente com ano-
tacHes de natalidade e mortalidade. A andlise estatistica foi constituida dos se-
guintes indicadores:

n® de filhotes nascidos no més
n? de fémeas acasaladas no més

il

a) Taxa de natalidade 100

[#] H ~
bl Taxa de desmame e L de filhotes desmamados no més % 100

n°® de fémeas acasaladas no meés

= :
c) Taxa de mortalidade = n® de filhotes mortos x 100

n? de filhotes nascidos

d) Porcentagem = numero de obitos x 100

n? total animais observados

8. Célculo da probabilidade de diferencas:
A probabilidade, valor de “'t*’ foi calculado:

1 2
Vel + e2

onde n, e n, representam as taxas analisadas e e, e e, correspondem ao erro
padrdo Poisson, o qual foi obtido através da Tabela Il de Fisher e Yates'.
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9. Controle da infeccdo por MHV3

A infeccdo por virus da hepatite murina provoca algumas doencas como he-
patite, encefalite, pneumonite intersticial, nefrite e enterite, dependendo da linha-
gem e da idade do camundongo, da via de infeccdo e do tipo de MHV.
Mensalmente, grupos de 10 camundongos foram sacrificados como controle de
uma possivel infeccdo por MHV3 na colonia.

10. Controle do barulho
O barulho nas salas, onde a coldnia foi mantida, foi minimizado através de trei-
namento especial de pessoal.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados de acasalamentos de camundongos (hete-
rozigotos e ‘'nude’’) nos periodos de Setembro/85 a Agosto/86 e de Setembro/86
a Agosto/87. Dos acasalamentos entre fémeas Nu/nu e machos nu/nu, aproxi-
madamente 50% dos filhotes sdo nu/nu, e 50% Nu/nu. De acasalamento entre
fémeas e machos heterozigotos, os filhotes que apresentavam pélos foram sepa-
rados e, em sequida, testados, para garantir a preservacdo do gene nu. Este teste
constituiu-se em acasalamentos destes animais com camundongos atimicos. Os
resultados destes testes mostraram que 25% dos animais apresentavam carac-
teristicas Mu/Nu e 50 Nu/nu. todos os animais portadores do gene nu foram man-
tidos para substituicdo das matrizes, enquanto que 0s animais com genotipos
Nuf/Nu foram desprezados.

TABELA 1

Producdo de camundongos ‘‘nude’’ no Biotério do Servigo de Fisiopatologia
do Instituto Butantan.

PERIODO TOTAL DE TOTAL DE NUMERO DE FILHOTES
ACASALAMENTOS| NASCIMENTOS ["NuiNu | Numu T Nuina
MNulnu

Set;fBEn SNHET 855 3.659 890 1.779 890

Ag.[86 | Nulnu | ggq 386 - 193 193
c/ nu/nu
Nu/nu

: 2.620 :

set;ga SINGRG s 1e4d 11.478 6.238 | 2.620

Ag./87 | Nulnu | g4 7.896 — 3.948 | 3.948
c/inu/nu

Os resultados obtidos no primeiro periodo estudado, correspondente a Setem-
bro/85 a Agosto/86, estdo representados na Tabela 2. Durante este periodo foi
possivel observar um aumento da taxa de natalidade, principalmente entre os me-
ses de Qutubro/85, Fevereiro e Marco/86. A maior taxa de desmame observada,
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neste perfodo, foi durante 0 més de Marco/86. As menores taxas de mortalidade
dos filhotes para este periodo, foram observadas durante os meses de Novem-
bro/85, Janeiro, Abril e Agosto/86.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos no decorrer do segundo periodo
observado (Setembro/86 - Agosto/87). Com aplicacdo dos métodos de prolon-
gar o periodo de lactacédo e o fornecimento de suplementos alimentares, foi pos-
sfvel obter um maior numero de camundongos ‘nude’’ em idade de acasalamento.
Conseqguentemente, para este periodo, observaram-se aumentos nas taxas de na-
talidade e desmame.

A longevidade dos camundongos ‘‘nude’’ estd mostrada nas Tabelas 4 e b.
A Tabela 4 mostra que de 4.602 nascimentos, 2.562 (55,6%) atingiram a idade
do desmame (35 - 40 dias de idade). Na Tabela 5, mostram-se as idades quando
ocorreram o0s obitos. A maior incidéncia de morte (40,3%) ocorreu nos 15 pri-
meiros dias. O indice de mortalidade caiu com o avanco da idade,

Tabela 4
Estudo do tempo de vida de camundongos ‘'nude’’.
TOTAL DE FILHOTES ‘“‘NUDE"’
FILHOTES NASCIDOS DESMAMADOS
ACASALAMENTOS Nu/nu nu/nu MACHOS FEMEAS
13l
4602 46022 13120 1250°0
1677 fémeas Nu/nu
c/macho nu/nu

3 namero de filhotes '‘nude’’ que foram observados.
® ndmero de camundongos ‘‘nude’’ que atingiram a idade de desmame.

Tabela 5

Mortalidade de filhotes 'nude’’ entre O e 30 dias de idade.
FAIXA DE MORTALIDADE

IDADE PORCENTAGEM
(EM DIAS) Mo

O0— b 872 18,9

Ri—Il) 720 15,6
11 —. 16 268 5,8
16 — 20 121 26
21 — 26 31 0,7
26 — 30 28 0,6

TOTAL 2040 44 3
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A Tabela 6 mostra a mortalidade de camundongos ‘‘nude’’ entre 31 e 210 dias
de idade. Aproximadamente 42% das fémeas e /2% dos machos morreram en-
tre 0 31° e 0 90° dias de idade. Durante o periodo de 91 a 210 dias, a porcenta-
gem de mortalidade encontrada foi de, aproximadamente, 12 e 26% para fémeas
e machos, respectivamente.

Para investigar a presenca de MHV3 na coldnia, grupos de camundongos '‘nu-
de'’ eram sacrificados. Durante os dois periodos estudados, cerca de 10% des-
tes animais apresentaram figados com consisténcia flacida e areas de tonalidade
amarelada, entremeadas de areas avermelhadas. Ao exame microscépico, os fi-
gados apresentaram o parénquima hepatico com sua citoarquitetura alterada por
processo inflamatorio, caracterizado por focos de necrose e degeneracdo celular,
exsudato neutrdfilo focal nas dreas necroticas, alem de proliferacdo de células
fagocitérias e infiltrado linfocitario caracteristico de hepatite.

DISCUSSAO

Este trabalho descreve os resultados obtidos na criagdo de camundongos *‘nu-
de'’, nos periodos de set./85 — ag./86 e de set./86 — ag./87. Todos os fatores
ambientais foram cuidadosamente controlados para a obtencdo de melhores re-
sultados quanto ao desenvolvimento e ao crescimento dos camundongos ‘‘nu-
de’’. A utilizacdo destes métodos, bastante simplificados, foi muito importante
para a manutencdo da colénia de camundongos ‘'nude’’. No decorrer do segun-
do periodo estudado, foi possivel observar aumentos significativos quanto ao nu-
mero de nascimentos e ao numero de filhotes desmamados. Varios fatores
contribuiram para estes resultados:

1. Controle ambiental
a) Gaiolas

As gaiolas utilizadas para a criacdo dos camundongos '‘nude’’ foram de aco
inoxidavel e de polipropileno. Estas gaiolas foram trocadas 3 vezes por semana.
A caracteristica principal dos camundongos atimicos é a auséncia de pélos e, quan-
do colocados em gaiolas com “‘cama’’ constituida por maravalha, foi observado
ressecamento da pele e varios ferimentos ao longo do corpo dos animais. Estes
problemas foram minimizados com a substituicdo por ‘‘cama’’ preparada com
algodéo hidrofobo, embora a taxa de mortalidade do plantel, principalmente fi-
lhotes, continuasse bastante elevada.

Na tentativa de diminuir a perda de filhotes, foi testado, ainda, um mineral mi-
caceo lamelar, para o preparo das gaiolas. Com a utilizacéo deste material, o qual
e capaz de absorver umidade e odor, também foi possivel observar uma reducéo
de mortalidade dos filhotes, conseguentemente, um aumento do numero de ani-
mais desmamados.

b) Temperatura

A maioria das linhagens de camundongos é criada a uma temperatura entre
25 e 26°C. A temperatura ideal para a criacdo de camundongos ‘nude’’ é de
26 — 28°C*. Devido a falta de pélos, o camundongo ‘'nude’’ perde calor mais
rapidamente que os camundongos normais. A temperatura da sala de criacédo
foi mantida a 27°C, por instalacdo de aquecedores elétricos.

c) Ventilacdo
Os camundongos ‘‘nude’’ foram mantidos em salas do tipo sistema conven-
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cional. Na tentativa de reduzir 0 nivel de contaminantes atmosféricos ou microor-
i

ganismos, através da instalacdo de exaustor do tipo ‘‘industrial’’, ligado a cada
3 horas.

d) lluminacado

Os periodos de iluminacdo e escuriddo devem ser bem estabelecidos. Os ani-
mais atimicos devem ser mantidos em ambientes com ciclos de luz constantes.
Lampadas fluorescentes foram instaladas em diferentes pontos da sala de cria-
cdo, de modo a proporcionar a uniformidade da iluminacdo. Nas salas onde os
camundongos atimicos foram criados, havia reostatos que permitiam acender e
apagar gradualmente as luzes, simulando crepdsculo e amanhecer. Desta forma,
procurou-se manter estes animais em condic8es mais semelhantes as naturais,
evitando, assim, choques produzidos por escuriddo ou iluminacéo bruscas. O pe-
riodo de iluminacéo para a criacdo de camundongo ‘‘nude’’ foi de doze horas,
seguido por doze horas de escuridéo.

2. Nutricdo
a) Alimentacao

Foi observado que as necessidades nutricionais dos camundongos “‘nude’’ sdo
semelhantes as de camundongos normais. A racado utilizada foi especial para ca-
mundongos e de boa procedéncia, descrita em Materiais e Métodos. O desenvol-
vimento do camundongo '‘'nude’’, quando comparado ao camundongo normal,
& mais lento. Portanto, para tentar suprir esta deficiéncia, a alimentacao foi suple-
mentada como descrito em Materiais e Métodos. O peso corporal dos camun-
dongos “‘nude’’, no momento do desmame, foi de 14g e 11g para machos e
féemeas, respectivamente. Em contraste, para 0s grupos de camundongos atimi-
cos tratados com a alimentacédo suplementar, o peso encontrado foi 17g e 13g
para machos e fémeas, da mesma idade, possibilitando uma melhor selecdo de
matrizes.

b) Agua

Ocasionalmente, na agua, sdo encontrados baixos niveis de véarias bactérias
ndo patogénicas, incluindo P aeruginosa. Para prevenir a contaminacédo da colb-
nia de camundongo "‘nude’’, é recomendado que a Agua seja acidificada com
adicdo de acido cloridrico a um pH de 2,5 a 2,85811 Na tentativa de eliminar
a presenca de alguns tipos de microorganismos prejudiciais a esses animais imu-
nologicamente deficientes, o controle do pH da dgua foi muito importante para
a manutencdo da coldnia.

3. Producdo Animal
a) Acasalamentos, Lactacdo e Desmame

Varios tipos de sistemas de producdo de animais sdo descritos?19, Os siste-
mas de acasalamentos utilizados neste trabalho estdo descritos em Materiais e
Métodos. Apds a cobertura, as fémeas foram separadas dos machos e coloca-
das duas por gaiola, no maximo. No momento do nascimento, todos os filhotes
sdo muito semelhantes. Devido ao lento desenvolvimento do camundongo atimi-
co, apenas apds o 3° dia do nascimento & possivel distingui-lo dos filhotes nor-
mais. Neste ponto, foi feita uma nova separacdo entre as fémeas. Assim, uma
das fémeas amamentava apenas filhotes heterozigotos, enquanto a outra fémea
amamentava os filhotes atimicos. Esta separacdo de filhotes, durante o periodo
de lactacéo, foi importante para proporcionar um crescimento mais répido do ca-
mundongo imunologicamente mais fraco. Cerca de 40% dos filhotes ''nude’’ mor-
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reram durante os primeiros quinze dias de vida. Estes resultados sdo muito se-
melhantes aos de Flanagan?, cuja mortalidade entre os filhotes nas duas primei-
ras semanas de vida foi Bb%. Além disso, também foi verificado que o
camundongo ‘‘nude’’ inicia sua alimentacdo solida de 3 a b dias mais tarde quando
comparado com camundongos normais.

Tabela 6

Mortalidade de fémeas e machos ‘‘nude’’ entre 31 e 210 dias de idade.

MORTALIDADE
DIAS DE FEMEAS MACHOS
VIDA ] -
DBSENH?ADD i DBSET%%;ADD e
31 — 50 85 6,8 107 8,2
S 284 22,7 358 573
71 — 90 159 12,7 488 || 372
91 — 110 95 7.6 160 12,2
i = 0] 33 2.6 71 5,4
131 — 150 14 1 65 4,9
=i — e 8 0,6 34 2,6
171 — 190 1 0,08 9 0,7
191 — 210 4 0,3 6 0,5
TOTAL 683 54,3 1298 99,0

Em geral, os camundongos sdo desmamados com 21 dias de idade. Em con-
traste, os camundongos ‘‘nude’’ quando desmamados com esta idade ndo se
desenvolvem mais, morrendo entre 5 — 10 dias apds. Portanto, foi necessario
aumentar o perfodo de lactacdo (35 — 40 dias), o que tornou possivel a obten-
cdo de um maior nimero de camundongos da linhagem BALB/c. A mortalidade
das fémeas ‘‘nude’’ entre 31 e 210 dias de idade foi menor que a encontrada
para os machos com a mesma idade.

4. Controle da infeccdo por MHV3

A grande maioria dos camundongos ‘'nude’’ desenvolvem hepatite necrética
ocasionando sua morte?. Flanagan?, em 1966, sugeriu que as lesdes encon-
tradas no figado destes animais resultaram de efeitos pleiotropicos do gene “‘nu”’,
Posteriormente, foi demonstrada a susceptibilidade de camundongos “‘nude’’ as
infeccBes causadas por viroses murinas, especialmente MHV4. Durante os pe-
riodos estudados (set./85 — ag./86 e set./86 — ag./87), foi possivel observar
que dos 120 camundongos ‘‘nude’’ examinados 12 apresentaram infeccéo cau-
sada por MHV. Este virus foi isolado a partir das lesdes encontradas nos figados
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examinados e propagados "‘in vitro'’ em culturas de células L-929, dados que
este trabalho ndo mostra.

Resultados semelhantes foram encontrados para o periodo de set./87 a ag./91,
dados que este trabalho ndo mostra.

CONCLUSOES

Durante o segundo periodo estudado os resultados obtidos quanto & produ-
cdo de camundongos '‘'nude’’ foram:

1. Aumento significativo do numero de nascimentos e de filhotes desmamados.

2. Diminuicdo da taxa de mortalidade.

3. A mortalidade observada entre filhotes com duas semanas de idade foi de
40,3%.

4. A mortalidade de fémeas e machos ""‘nude’’ com 31 a 210 dias de idade
foi de 54,3% e 99%, respectivamente,
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ABSTRACT: The aim of the present work was to stablish the parameters
of breeding nude mice in our conditions. The following modifications
of housing standard conditions, the care and the maintenance of the
colonies were introduced: a) environmental control (temperature of
26-28°C, a regular diurnal lighting cycle, air renovation at each 3 hours
and utilization of “‘mineral micidceo lamelar’’ used as bedding for ani-
mals; b) enrichment of the normal food with fresh fruits and grains; c)
extention of the suckling period to 30 days; d) the noise inside the ani-
mal house was minimized by appropriate training of personnel; e) steri-
lized and acidified was administrered ‘‘ad libidum’* and f) the survaillance
for the virus infection was permanent, specially for MHV3 virus. It was
observed that under these conditions, the rates of birth survival and the
weaning were significally increased. The percentage of death of the offs-
pring at the age of 15 days was 40.3%, whereas the female between
31-210 days, was 54.3%. In contrast, the male death at the same age

was 99%. The absence of thymus in nude mice was monotored by exa-
mining animals at randon selected.

KEYWORDS: Nude mice (nu/nu), normal mice (Nu/nu), “‘nu’’ gene.
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RESUMO: Foram analisados ganhos ponderais e mortalidade em coe-
lhos, comparando-se dados obtidos de racdes com diferentes valores
protéicos, suplementadas ou ndo com forragem verde. Os animais fo-
ram observados durante as fases de lactagdo e crescimento. Dois gru-
pos de reprodutoras receberamn racdo normoprotéica (21,85%) e dois
grupos hipoprotéica (9,7%), sendo que nas duas formulacdes um dos
grupos foi suplementado com forragem rami. O ganho ponderal e a ta-
xa de mortalidade entre os grupos foram submetidos aos testes de Tu-
key & qui quadrado, com nivel de rejeicdo de 5%. Os resultados
demonstram que a suplementacdo com forragem verde favorece o alei-
tamento, Mesmo no grupo com niveis protéicos normais, demonstran-
do um ganho de peso dos laparos superior aos demais grupos e taxa
de mortalidade praticamente nula.

UNITERMOS: Coelhos, lactacdo, crescimento, alimentacio.

INTRODUCAO

Sendo herbivoros ndo ruminantes, possuem os coelhos um sistema digestivo
simples com funcdes do ceco e intestino grosso bem desenvolvidas'®, Estudos
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sobre o fendmeno de coprofagia nesta espécie, concluiram que a mesma produz
dois tipos de fezes: uma forma suave & noite e uma cibala firme, durante o dia.
As fezes noturnas sdo virtualmente reingeridas diretamente do anus e represen-
tam 30 a B0% do excreta didrio total’, ', sendo composta por proteinas, vita-
minas, minerais e fibras, em porcentagens semelhantes ao conteudo normal do
ceco’, 12,

Em consequéncia desta peculiaridade, a determinacdo das necessidades pro-
téicas de coelhos torna-se dificil, devido & sintese bacteriana de amino acidos
e reingestdo de nitrogénio modificado presente nas fezes noturnas. O efeito do
metabolismo de nitrogénio na reciclagem do conteudo intestinal € analogo & di-
gestdo de ruminantes e ha evidéncias, que, ao contrario de outros mamiferos,
os coelhos absorvem consideravel quantidade de amino acidos no intestino
grosso'?.

Dados referentes as necessidades nutricionais revelam generalidades e impre-
cis6es; alguns testes indicam gue hé certos niveis adequados para as fases vul-
nerdveis de crescimento, reproducéo e lactacéo™.

Por necessidade de padronizacdo e praticidade, geralmente opta-se por alimen-
tar esta espécie com racéo farelada ou granulada produzida comercialmente, que
pode apresentar flutuacdo em sua formulagdo, eliminando-se o fornecimento de
forragens verdes que constituem o alimento natural dos coelhos, 0s gquais trans-
formam cerca de 80% da celulose presente nas mesmas??.

O rami (Boehmeria nivea, var. Murakami) ¢ uma forragem rica em fibras e
nutrientes'3,18, 18 A suplementacdo com rami aumenta o nivel de proteina inge-
rida em 3.89/100g de verde?! e favorece a secrecgdo lactea'®.

Além de sua utilizacdo como fonte de proteina na alimentacdo humana e em
fins industriais, os coelhos também sdo usados como animais de laboratério con-
vencionais, na producdo e controle de imunobiolégicos, em ensaios biomedicos,
no controle de qualidade de farmacos, assim como modelo animal em estudos
de medicina, cirurgia comparada e como meio auxiliar de diagnéstico
laboratorial®, 9, 19,23,

Sendo, portanto, maiores as exigéncias sanitarias, geneticas e nutricionais na
producdo desta espécie em biotérios, este trabalho teve Como objetivo estudar
o aspecto nutricional em criagdo de coelhos, analisando resultados de ganhos
ponderais e mortalidade, comparando-se os dados obtidos de racdes com dife-
rentes valores protéicos, suplementadas ou ndo com forragem verde.

MATERIAL E METODOS

De uma colénia de coelhos fechada, da raca Branco Nova Zelandia (BNZ), fo-
ram aleatoriamente formados 4 grupos experimentais de 5 reprodutoras primiparas.

Para alimentacdo, ficou estabelecida como ragao normoprotéica, a formulada
com 21,85% de proteina, suficiente para assegurar crescimento maximo, de acor-
do com o descrito por outros autores?,4,6,13,16, 177 Como ragdo hipoprotéica, a
formulacdo continha 9,7% de proteina.

Desde um més antes do acasalamento, dois grupos de reprodutoras recebe-
ram racdo normoprotéica e dois grupos hipoprotéica, sendo que nas duas formu-
lacBes um dos grupos foi suplementado com forragem rami (Boehmeria nivea,
var. Murakami) em torno de 100g por dia até 21 dias apos o parto; a partir de
entdo, foram fornecidos mais 50g por ldparo até a sexta semana de idade e a
seguir aumentada para 100g diem/capita ate o desmame. A racao foi fornecida
ad libitum e diariamente pesada a guantidade ingerida. As reprodutoras e as ni-
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nhadas eram pesadas individualmente no dia do parto e uma vez por semana até
o desmame, feito aos 60 dias?".
Os quatro grupos estiveram sujeitos as mesmas condicdes ambientais e de
manejo, exceto no que se refere ao teor de proteina e suplementagdo com rami.
Foram utilizados para anélise estatistica os testes de Tukey e de qui quadrado®,
com nivel de rejeicdo adotado de 5%.

RESULTADOS

O comportamento do peso das reprodutoras e laparos, mantidos durante o pe-
riodo de aleitamento em racdo normoprotéica e hipoprotéica suplementados ou
ndo com forragem verde, esta representado nas Figs. 1 e 2.

Peso em gramas
5.2 0]

5 o

4.8

4.6 -

4.4

4.2 -

4-

Inicial

Numero em dias

M rorm c/ver L] Norm s/ver [ Hipo c¢/ver B Hipo s/ver

FIG. 1: Peso das reprodutoras durante o periodo de aleitamento
Peso em gramas
2 Eon
|

100

0.5

Nasc

Numero em dias

Bl rorm c/ver Norm s/ver [“=a] Hipo c/ver 3 Hipo s/ver

FIG. 2: Peso dos laparos em diferente alimentacdo durante os dois meses de aleitamento
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Na Tabela 1 estdo representados os valores ponderais, indicando a media do
peso inicial, a média do peso final e a taxa de mortalidade.

TABELA 1

PESO CORPORAL E MORTALIDADE, DE REPRODUTORAS E LAPAROS
EM DIFERENTE ALIMENTACAO DURANTE OS DOIS MESES DE ALEITAMENTO

; MEDIA PESQ REPRODUTORA (G) MEDIA PESO LAPAROS (G) MORTALIDILAPAROS
ALIMENTACAO wicia | 150ias | 6ooies | variac | nascim | 150ias | sooias [ canro | soias | soias
| normociver | 4892 | 5047 | 4915 | +0023 | 0072 | 0243 | 1874 | 1802 | 0% | 0%
i Inoamosiver | 4700 | 484a | 2430 |=0270 | 0075 | oom | 1413 | 1338 | 28% | 83%
i | HPociveR | 4774 | 4753 | 4208 | 0830 | o065 | oma | 1e3 | uzs | s | 378%
v | weosiver | 4921 | 4864 | 4350 | —0664 | 0062 | 0169 | 0ga | 0827 | 7% | 535%

A mortakidade das reprodutoras no periodo foi nula.

NORMO = normoprotéica
HIPO = hipoprotéica

Aplicando-se o teste de Tukey para comparacdo das médias finais de ganho
de peso dos laparos e das reprodutoras entre 0s 4 grupos, obteve-se que diferem
significativamente os grupos I-lll e -1V de reprodutoras, e os grupos |-ll, I-lll e
-1V de ldparos ao nivel de rejeicdo adotado de 5%. O teste de qui quadrado foi
aplicado para comparacdo da taxa de mortalidade entre os grupos, concluindo-
-se que diferem nos quatro tratamentos.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A importancia do teor de proteina na formulacdo da racdo, conforme descrito
por diversos autores',®,22 23 bem como a necessidade de suplementacdo com
forragens3,10,1 19 23 40 confirmados pelos nossos resultados.

A andélise dos resultados obtidos indicam gue mesmo alimentando-se as re-
produtoras com niveis adequados de proteina, a suplementacdo com forragem
verde favoreceu o aleitamento, uma vez que o ganho de peso dos laparos deste
grupo foi superior aos demais.

Como os ldparos comecam a alimentar-se com sélidos a partir da terceira se-
mana de idade, a necessidade de uma alimentacdo adequada no teor de proteina
e suplementacéo de forragem verde nesta fase deve ser considerado vital para
obtencdo de ninhadas com pesos dentro dos padrdes?, fato comprovado pelos

resultados da mortalidade, maior nos grupos que receberam racdo com baixo teor
de proteina.

ABSTRACT: The effect os diets with different levels of protein supple-
mented or not with green forage on growth and mortality of rabbits was
studied. The animals were observed during the periods of lactation and
growth. Two groups of ten pregnant rabbits received either a normopro-
teic or a hypoproteic diet containing 21,85 or 9,7% of protein, respecti-
vely. Each group was divided in two subgroups which were supplemented
or not with “‘rami’’ forage. Statistical analyses by Tukey and x tests re-
vealed that supplementation with green forage promoted higher weight
gain and lower mortality. This effect was particularly evident in the sub-
group which received a diet containing 21,85% protein and ‘‘rami’’ fo-
rage with a litter survival of 100%.

KEYWORDS: Rabbit, proteic level, lactation, weight gain.
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ESTUDO DA MICROBIOTA AEROBICA DE SERPENTES
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Aurelia A.P. MOULIN***
Ercilia M.B. CALIL***
Maria L. BARBOSA***

RESUMO: Pesquisou-se a microbiota oral, cloacal, pulmonar e intesti-
nal de 12 serpentes recém-capturadas e aparentemente sadias de 6 es-
pécies do género Bothrops. Os principais achados foram: Staphylococcus
coagulase negativa, Corynebacterium sp, Aeromonas salmonicida, Strep-
tococcus sp, Pseudomaonas sp, Vibrio sp, Enterobacter sp e Achromo-
bacter sp nas amostras bucais. Nas amostras de vias aéreas
identificou-se Escherichia coli, Staphylococcus coagulase negativa, Pseu-
domonas sp e Shigella sp. Nas amostras intestinais foram isoladas E.
coli, Edwardsiella tarda, Salmonella sp, Pseudomonas sp, A. salmonici-
da e A. hydrophila. Nas coletas cloacais verificou-se Salmonella sp, E.
tarda e Citrobacter freundii. Estes resultados revelam que ha predomi-
ndncia de bactérias Gram-positivas na microbiota bucal e de vias aé-
reas e de bactérias Gram-negativas na cloacal e fecal.

UNITERMOS: Serpente, Bothrops sp, microbiota aerdbica.
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** Secdo de Febre Aftosa, Instituto Bioclogico, CP 7119 — CEP 01064-870
*** Secio de Bacteniologia Animal, Instituto Biolégico

Recebido para publicaco em 13.11.92 e aceito em 22.07.93.

08



MAVRIDIS, SC. et al. Estudo da microbiota aerdbica de serpentes Bothrops sp. (Serpente, Viperidae),
recém-capturadas. Mem. Inst. Butantan, v. 55, n.2, p. 59-64, 1993.

INTRODUCAO

O tratamento dos acidentes ofidicos s6 atinge seus objetivos quando se lanca
mdo de soros antiofidicos especificos. A producdo destes, porém, esta ligada,
entre outros fatores, a qualidade e quantidade de venenos disponiveis para tal fim.

Os venenos sdo obtidos por extracdes periodicas de serpentes mantidas em
cativeiro, cujas condictes de manutencdo devem se aproximar as naturais de vi-
da livre. A primeira extracdo de veneno deve ser feita somente quando o animal
ja estiver adaptado, caso contrério, devido a influéncia de diversos fatores, have-
ra a queda de resisténcia organica, que ira favorecer a instalacao de varias doen-
cas, entre elas 0s processos bacterianos, podendo com isto alterar a producéo
de venenos2.9.13.14,20

Estudos da microbiota fecal®!7, oral de venenos extraidos34.6.7.101219.21 g yjasg
aéreas superiores® de vdrias espécies de serpentes demonstram gue grande parte
dos agentes bacterianos responsaveis por infeccées em répteis comportam-se
como oportunistas®®, além de constatar que estes, na natureza, se apresentam
como reservatorios de zoonoses'10.16,

O presente trabalho objetiva contribuir para o conhecimento da microbiota ae-
robica de serpentes do género Bothrops, do nosso meio, recem-capturadas.

MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas, escolhendo-se, ao acaso, doze serpentes do género Both-
rops, recém-capturadas, que chegaram em um mesmo lote para permanecerem
em cativeiro. Todos os especimes apresentavam-se aparentemente sadios, e 0
grupo foi assim constituido: duas B. alternatus; uma B. cotiara; quatro B. jarara-
ca, uma B. jararacussu; trés B. moojeni e uma B. neuwied!.

Os animais eram imobilizados manualmente e com auxilio de zaragatoas este-
rilizadas era coletado material da cavidade bucal e mantido em meio conserva-
dor. O contetudo cloacal era obtido através de massagens na regido ventral
correspondente ao terco final do intestino, enquanto que fragmentos de pulméo,
incluindo partes de brénquios e traquéia e porcdes da alca intestinal eram obti-
dos apds o sacrificio dos animais.

Os contelidos cloacais e os fragmentos de érgdos eram acondicionados indi-
vidualmente em frascos esterilizados. Todos os materiais eram processados logo
apos a coleta, semeando-se os de origem bucal e das vias respiratorias, em cal-
do simples, dgar sangue e dgar Mac Conkey, os conteudos cloacal e intestinal
em caldo simples e caldo tetrationato, sendo todos eles incubados aerobicamen-
te a 37°C por 24 a 48 horas. Os caldos simples, com crescimento, eram repica-
dos em agar sangue e dgar Mac Conkey e os caldos tetrationato em 4gar verde
brilhante e incubados nas mesmas condicdes anteriores. Dos crescimentos em
meios sélidos, colénias eram isoladas e identificadas de acordo com as caracte-
risticas bacterioscépicas apresentadas na coloragdo de Gram e perfil
bioguimico®!2.

RESULTADOS

Os agentes bacterianos encontrados e suas frequéncias, nos guatro tipos de
materiais examinados, sdo vistos na Tabela 1.
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DISCUSSAQ

O estudo da microbiota oral de serpentes apresenta, como é relatado, resulta-
dos variados e conflitantes34.6.7.101219.21  Estes dados sdo aparentemente desi-
guais por estarem sujeitos a uma gama muito grande de variaveis gue podem
interferir na flora bacteriana, tais como a espécie, o local geografico de origem
da serpente, seu estado de nutrigdo, tipo de alimento consumido e sua higidez,
entre outros®71219.21 Qutra causa de variacdo provém das técnicas laboratoriais
empregadas, que também contribuem para a variabilidade dos resultados®12.19,
além do numero de animais examinados®,

Os resultados encontrados no presente trabalho estdo de acordo com os de
outros autores onde é citada a predominancia de bactérias Gram-negativas, co-
mo as Pseudomonas sp, Enterobacter sp e Aeromonas sp, sobre as Gram-positivas,
na cavidade oral de animais clinicamente sadios, seja para serpentes cativas®518,
seja para espécimes recém-capturadas'219.21. QOutros estudos revelam a inversdo
destes dados, com maior ocorréncia de cocos, seqguida pelos difterdides34.7.10,

Entre as bactérias Gram-negativas isoladas da cavidade bucal, algumas podem
tornar-se agentes de conhecidas patologias de répteis, sendo apresentadas co-
mo agentes invasores oportunistas®'3, situagdo particularmente vélida para as
Pseudomonas sp, que aparecem como (inicos'*, ou em associacdo com outros
agentes causando infeccdes®. A auséncia de Aeromonas hydrophifa nos mate-
riais de origem oral das serpentes estudadas, confirma o status deste microorga-
nismo como agente de estomatite necrosante em animais mantidos em
cativeiro'®, auséncia também observada por outros autores em trabalhos com
serpentes recém-capturadas*191219  Qutras bactérias Gram-negativas isoladas
destes materiais como Escherichia coli, Edwardsiella tarda, Salmonella sp, Provi-
dencia sp, sdo também relatadas em achados anteriores/.10.12,19,

Com relacdo ao isolamento de bactérias Gram-positivas, 0 observado é coinci-
dente com outras citagdes quanto a uma predominancia de Staphylococcus sp
coagulase negativa®46.7.1219.21  Foj também verificada baixa freqliéncia de Strep-
tococcus sp, 0 que se soma as observacdes de alguns autores®619 em detrimento
daquelas gque apresentam o0s estreptococos como a especie de maior frequéncia
de isolamento?1912 Aspecto também comentado em outras referéncias3.6.7.21 g
o isolamento de difterdides (Corynebacterium sp) e Bacillus sp.

A presenca de levedura na cavidade bucal em serpentes brasileiras?® é relata-
da, e uma unica vez, como Monilia sp®, sendo no presente trabalho identificada
como Candida sp. Na literatura estrangeira ndo ha citacGes sobre o isolamento
deste agente.

As microbiotas de vias aéreas e oral apresentaram os mesmos agentes, Staphy-
lococcus coagulase negativa e Bacillus sp, entre os Gram-positivos e E. coli, Pseu-
domonas sp, Shigella sp, Aeromonas salmonicida, Vibrio sp e Enterobacter sp,
para os Gram-negativos, e isto provavelmente tenha ocorrido por técnica de ne-
cropsia que incluiu a retirada de brénquios e traquéia juntamente com os pul-
mdes, achado este coincidente quanto a presenca de estafilococus coagulase
negativa, E. coli e Pseudomonas sp em vias aéreas superiores®. Esta presenca
de mesmos agentes a nivel de boca e de orofaringe (e ndo especificamente pul-
monar) também é relatada’'®. A presenca bacteriana nas vias aéreas é quase
uma constante em animais sadios®.

A flora cloacal foi motivo de estudos |a relatados, estes, porém, ndo contem-
plam a flora intestinal, o que foi realizado no presente trabalho. A microbiota da
cloaca, com a predominancia de bactérias Gram-negativas é fato também j&
observado®!’.
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TABELA 1

Agentes aerdbios e suas frequéncias em quatro materiais oriundos de

serpentes do género Bothrops, Sdo Paulo, 1986.

Materiais
Bactérias

O

C

A

Total

Gram-positivas
Staphylococcus (c. neg.)
Corynebacterium sp
Bacillus sp
Streptococcus sp

Gram-negativas
Escherichia coli
Edwardsiella tarda
Salmonella sp
Aeromonas salmonicida
Aeromonas hydrophila
Citrobacter freundii
Pseudomonas sp
Shigella sp

Vibrio sp

Enterobacter sp
Providencia stuartii
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella sp
Achromobacter sp
Proteus mirabilis
Acinetobacter sp
Pectobacterium sp
Proteus vulgaris
Providencia rettigeri
Pseudomonas diminuta
Pseudomonas putida

Levedura
Candida sp

R [ e hy e py |

| — B ot ot (T (W) —

b=l &
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Total

28

16

28

57 129

(—) ndo encontrado
0O — oral

C — cloacal

A — vias aéreas

| — intestinal

A flora intestinal apresentou, como era esperado, uma alta variedade de agen-
tes bacterianos Gram-negativos, com a grande maioria constituida por Entero-
bacteriaceae, como E.coli, Edwardsiella tarda, Salmonella sp, Citrobacter sp, 317
entre outras, além de Aeromonas sp e Pseudomonas sp, situacdo ja comentada

em estudos de amostras de material cloacal 2.

A presenca de Salmonella sp nas amostras de cloaca e intestino evidencia,
mais uma vez, a condicdo dos répteis se comportarem como reservatorios natu-
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rais e veiculos destes agentes para outras espécies animais, incluindo o homem
151617 0O grupo Salmonella é raramente incluido como flora normal em serpen-
tes & pois nem todos 0s animais apresentam coprocultura positiva, indicando,
sequndo MORENO e cols.'® ndo se tratar de flora constante. Fica dificil relacio-
nar a presenca de Enterobactérias em animais de sangue frio pelo fator restritivo
de temperatura?, porém por sua ampla distribuicdo na natureza estas também
podem ser encontradas em répteis'?.

Um baixo indice de isolamento de determinados agentes bacterianos deixa a
impressdc que existe discreta presenca bacteriana em animais recem-
-capturados4<!,

Novos estudos e monitoramento rotineiro se fazerm necesséarios para que a mi-
crobiota deste grupo de ofideos seja plenamente conhecida e para que se avalie
as alteracOes da flora bucal, em suas variacdes regionais, nos animais de vida
livre e sobretudo nagueles mantidos em cativeiro. Isto podera auxiliar na obten-
cdo de venenos de melhor qualidade e também nos tratamentos pos-acidentes
ofidicos, pois geralmente 0s agentes presentes na flora bucal, encontrando con-
dicBes para sua proliferacdo, sdo responsaveis por infeccbes baterianas secun-
darias 46101119,

ABSTRACT. The research was a study of the oral, airways, intestinal and
cloacal microbiota of twelve aparently healthy snakes of Bothrops ge-
nus. It was found coagulase negative Staphylococcus, Corynebacteri-
um sp, Aeromonas salmonicida, Streptococcus sp, Pseudomonas sp,
Vibrio sp, Enterobacter sp and Achromobacter sp in oral samples. Es-
cherichia coli, coagulase negative Staphylococcus, Pseudomonas sp and
Shigella sp in the airways. From intestines it was isclated: E. coli, Ed-
wardsiella tarda, Salmonella sp, Pseudomonas sp, A. salmonicida and
A. hydrophila and in cloacal samples Salmonella sp, E. tarda and Citrobac-
ter freundii. These results show that the great quantity of Gram-positive
bacteria is in the mouth and airways, and the Gram-negative ones are
predominant in other materials.

KEYWORDS: Snake, Bothrops sp, aerobic microbiota.
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ACIDENTE POR MICRURUS FRONTALIS: PRIMEIRO RELATO
DE ENVENENAMENTO ELAPIDICO NO RIO GRANDE DO SUL.

Renato SELIGMAN

RESUMO: O presente artigo apresenta o primeiro relato de envenena-
mento elapidico no Rio Grande do Sul, Brasil. Trata-se da picada de uma
serpente Micrurus frontalis em uma menina de 12 anos, a qual veio a
apresentar sinais e sintomas locais e sistémicos leves. Foram utilizados
soro anti-elapidico e anti-colinesterasico. Sdo sumarizadas algumas ca-
racteristicas deste tipo de acidente por serpentes brasileiras.

UMNITERMOS: Acidente ofidico, Elapidae, Micrurus

INTRODUCAO

0 acidente elapidico é pouco freqiente no Brasil, havendo raros relatos clini-
cos na literatura. As estatisticas apontam cerca de 1% destes acidentes dentre
todos os casos de ofidismo no Brasil 410, Esse artigo € o primeiro relato de ca-
so de envenenamento elapidico no Rio Grande do Sul.

CASO CLINICO

JS, 12 anos, sexo feminino, branca, solteira

Queixa principal: picada de cobra coral

HDA: Paciente foi picada no pé esquerdo por cobra identificada como coral quando
caminhava em gramado rocado e limpo, no jardim de sua casa na praia de Arroio
do Sal, litoral norte do Rio Grande do Sul, a uma quadra do mar, longe de rio ou

Médico do Setor de Clinica Médica do Hospital de Pronto-Socorro da Prefeitura Municipal de Porto Alegre.
Endereco para correspondéncia: Rua Cel. Lucas de Oliveira, 1831/503, Forto Alegre, RS-Brasil, CEP 90460-001
Recebido para publicacio em 29.04.93 e aceito em 20.09.93
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cérrego. O acidente ocorreu as 17h40min do dia 17.01.93. A cobra ficou enrola-
da na perna da menina, mordendo seu pé por cerca de 3 minutos, quando seus
familiares consequiram afasta-la com um pau e captura-la. Procurou atendimen-
to no Posto de Salde local e foi transferida para Tramandal, municipio a cerca
de B0 Km de distancia. Durante o trajeto queixou-se de diplopia, tonturas, dimi-
nuicdo de sensibilidade no local da picada. Foi observada ptose palpebral bilate-
ral. Em Tramandai recebeu soro anti-elapidico 10 ampolas EV, prostigmine 4
ampolas e atropina, ja tendo decorridos cerca de 90 minutos desde a picada.
Apds o soro apresentou reacdo urticariforme, tendo recebido hidrocortisona 1 g
EV durante o transporte a Porto Alegre. Chegou ao Hospital de Pronto Socorro
as 22h. Na admissdo ndo apresentava ptose ou diplopia. Tinha eritema de mem-
bros inferiores, tremores, vomitos, Tax= 37,3°C, PA=110/70, FC=82, FR=22.
Durante a internacdo o quadro clinico evoluiu bem, sem o reaparecimento de si-
nais ou sintomas neurclégicos.

A serpente foi identificada como Micrurus frontalis pelas equipes do Centro
de Informacdes Toxicoldgicas da Secretaria da Saude e Meio Ambiente do Esta-
do do Rio Grande do Sul e da Fundacdo Zoobotanica.

A paciente foi contactada 50 dias apds o acidente. Referia dores epigéstricas,
nauseas e vomitos hé cerca de 20 dias. O local da picada permanecia sem sensi-
bilidade, mas os orificios de inoculacdo cicatrizaram completamente.

CARACTERISTICAS DO GENERO MICRURUS E DA ESPECIE M. FRONTALIS

As serpentes do género Micrurus, pertencentes a familia Elapidae, sdo encon-
tradas nas trés Américas. Podem habitar florestas ou matas densas. Seu compri-
mento varia de 700mm a 1,5m. A maioria das espécies possui um padrdo de
coloracdo com alguma combinacéo de anéis vermelhos, amarelos, brancos e pre-
tos. A cabeca é arredondada. Os olhos sdo relativamente pequenos, com pupilas
subcirculares. Ndo apresentam fosseta loreal. Tem boca pequena e os dentes ino-
culadores ndo sdo articulados. 4. Sdo classificadas como proterdglifas (presas
que se situam anteriormente no maxilar superior, providas de sulco profundo por
onde passa o veneno) 7.

As corais sdo descritas como tendo habitos predominantemente noturnos °.
Vivem entocadas. Ndo sdo serpentes agressivas, s6 atacando quando ha muito
estimulo 3.

A M. frontalis é simpétrica com a M. corallinus e a M. decoratus. Apresenta
comprimento entre 700 a 900 mm em média, maximo de 1350 mm. E espécie
tricolor com 5 a 19 triades de anéis pretos no corpoe 1 a 1 e 2/3 triades na cau-
da. A cabeca é predominantemente preta, com manchas, ou listras palidas ou
vermelhas 4.

MECANISMO DE ACAO DO VENENOQ

A toxina elapidica é composta de polipeptidios basicos, de baixo peso mole-
cular, destituidos de atividade enziméatica, sendo absorvidos rapidamente quan-
do inoculados. A composicdo varia entre as espécies. A toxicidade &
exclusivamente periférica, produzindo bloqueio da transmissdo neuromuscular,
Provavelmente em virtude do seu baixo peso molecular, o surgimento da sinto-
matologia costuma ocorrer em minutos. Todas as serpentes elapidicas brasileiras
apresentam neurotoxinas pés-sindpticas, as quais se ligam com grande afinidade
aos sitios receptores de acetilcolina na placa motora terminal. A paralisia muscu-
lar & consequente a competicdo da toxina com 0 neurotransmissor pelo receptor

66



SELIGMAN, R. Acidente por Micrurus frontalis: primeiro relato de envenenamento elapidico no Rio
Grande do Sul. Mem. Inst. Butantan, v. 55, n. 2, p. 65-68, 1993

nicotinico da placa terminal. A peconha da M. corallinus apresenta também ativi-
dade pré-sindptica, sendo a excecdo conhecida 1213,

SINTOMATOLOGIA

Os efeitos costumam iniciar minutos apods a picada, podendo levar algumas
horas para o efeito maximo ser alcancado. No local da picada ndo é frequente
ocorrerem edema ou outros sinais inflamatdérios, mas parestesia ou anestesia. O
primeiro sintoma € a diplopia e o primeiro sinal a ptose palpebral. Esses sdo se-
guidos de paralisia da musculatura facial, dificuldade de acomodacdo visual, ocu-
loplegia, anisocoria, disartria, disfagia, sialorréia e fraqueza muscular generalizada
612 Em envenenamentos severos, parada respiratéria e morte podem ocorrer, a
menos que o paciente seja ventilado artificialmente 2/, Casos leves ou mesmo
assintomaticos foram descritos “.

DISCUSSAQD

As serpentes da especie Micrurus frontalis sdo encontradas habitualmente no
Rio Grande do Sul ##. No entanto, até o presente ndo havia notificacdo de ca-
sos de envenenamento por picada de Micrurus de qualquer espécie nesse esta-
do. Ha relato de trés acidentes em humanos ocorridos em Santa Catarina, estado
vizinho 2. De fato, os casos de acidentes elapidicos sdo pouco freglientes no Bra-
sil, especialmente se 0s numeros forem comparados aos dos acidentes botrépi-
cos e crotélicos 12310

No caso aqui descrito a serpente foi molestada, houve a mordedura por um
perfodo suficiente para a inoculacdo do veneno, os orificios de inoculacéo fica-
ram visiveis e a sintomatologia surgiu no tempo esperado. A ptose palpebral e
a diplopia costumam ser descritas como as primeiras manifestacées de neuroto-
xicidade sistémica nestes acidentes %12, Nos casos leves a ptose pode ser um
dos poucos sinais presentes 9. A perda de sensibilidade no local da picada, ape-
sar de esperada no inicio do quadro, surpreende por permanecer apdos 50 dias.
Fato semelhante foi observado no envenenamento por Crotalus durissus ©.

O desaparecimento precoce dos sintomas dificilmente pode ser atribuido ao
antiveneno aplicado. Sabe-se que o veneno da M. frontalis tem acdo exclusiva-
mente pds-sindptica %13, Portanto, é possivel que a pouca quantidade de vene-
no inoculada tenha perdido a competicdo pelos receptores da juncdo
neuromuscular devido ao anticolinesterdsico.

Pode ser questionada a validade de aplicacdo do anticolinesterasico, uma vez
que se apresentava um caso de acidente leve. De fato, este procedimento pode-
ria ter sido reservado para uma possivel deterioracdo da funcéo respiratéria. No
entanto, a auséncia de recursos para ventilacdo mecanica no local do atendimento
inicial e o iminente transporte para Porto Alegre, a cerca de 120 Km de distancia,
talvez expliquem esta conduta.

ABSTRACT: The present article presents the first description of an ela-
pidic envenomation in Rio Grande do Sul, Brasil. It describes the effects
of a Micrurus frontalis bite in a 12 years old girl. She developed minor
local and sistemic signs and symptoms. Elapidic antivenin and an-
ticholinesterasic were used. The author summarizes some features of
this kind of accident caused by Brazilian snakes.

KEYWORDS: Snake bite, Elapidae, Micrurus.
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1. ALBAS, A., MOURADO FUCHES, R. M., FRAZATTI GALLINA, N. M., MENDONCA, R. M. Z., WOE FANG, F. L.,
GHIURO VALENTINI, E. J.
Termoestabilidade da vacina contra a raiva, tipo Fuenzalida & Palacios, uso humano.
Rev. Inst. Med. trop. S8o FPaulo, v 34, n. 1, p. 27-31, 1992,

Abstract: Ten lots of Fuenzalida & Palacios type antirabies vaccine for human use, produced at the Instituto
Butantan (S3o0 Paulo, Brazil) were stored at temperatures of 45, 37, 28 and 2-8°C. The potency of each lot
was determined in samples taken at varied time intervals using the NIH method and lots presenting antigenic
values = 0,3 were considered satisfactory for use. After 2 hours at 45°C the antigenic value of one out of
10 lots tested was found to be less than the minimum required value. At 37°C all lots mantained satisfactory
antigenic values until the third day of storage, whilst at 28 and 2-8°C the potency was fully maintained, respec-
tivelly for 10 and 360 days. At the ideal temperature of 2-8°C, 100% of the tested vaccines maintained the
minimum required antigenicity for a longer period (16 months) than the expiry time of 6-12 months usually re-
commended for this type of biclogical produced in Latin American and Caribbean countries. Thus, the obtained
data suggested that in countries still producing Fuenzalida & Palacios type vaccine, the expiry time could be
extended to 16 months, what could prevent the unnecessary discarding of products still in useful condition.

Resumo: Dez lotes de vacina contra a Raiva, tipo Fuenzalida & Palacios, liquida, uso humano, produzidos no
Instituto Butantan, foram estocados as temperaturas de 45, 37, 28 e 2-8°C. Amostras de cada lote, colhidas
a intervalos de tempo que variavam com a temperatura de estocagem, tiveram sua poténcia lvalor antigénico)
determinada pelo metodo do NIH Foram consideradas satisfatdrias vacinas portadoras de um valor antigénico
(VA) = 0,3. Foi verificado que apenas um dos lotes apresentou VA inferior ao minimo requerido, apds 2 h de
exposicdo a 45°C. Todos os lotes mantiveram VA satisfatdrio até 3 dias de armazenamento de 37°C, enguanto
que, a 28 e 2-8°C, o mesmo ocorreu com 10 e 360 dias, respectivamente. A temperatura ideal de armazena-
mento (2-8°C), 100% dos lotes retiveram a poténcia minima por periodo de tempo mais longo (16 meses)
do que o prazo de validade (12 meses), o que permite sugerir que a validade da vacina contra a Raiva, que
nos paises da America Latina e Caribe é de 6 a 12 meses, poderia ser ampliada para 16 meses, de modo a
evitar o descarte de produto em condices de uso.

2. ASSAKURA, M. T., FURTADO, M. de F, MANDELBAUM, F R.
Biochemical and biological differentiation of the wvenoms of the lancehead vipers Bothrops atrox, Bothrops as-
per, Bothrops marajoensis and Bothrops moojeni.
Comp. Biochem. Physiol, v 1028, n. 4, p. 727-732, 1992.

Abstract: Venoms of B. asper, B atrox, B. marajoensis and B. moojeni collected in different regions were analy-
zed by their enzymatic activity and polyacrylamide gel electrophoreses (acidic, basic and SDS). These species
can be recognized and distinguished by their characteristic protein electrophoretic patterns. The venoms of 8
atrox from different localities, although having similar protein electrophoretic distribution, display distinct protei-
nase patterns, indicating the presence of possible subspecies. By the composition of the venom, the snake
B moojeni must be classified as a species distinct from 8 atrox. The B aspervenoms, from Atlantic and Pacific
coasts, have not only different enzymatic activities but also different electrophoretic patterns. The classification
of this species must be revised.

Resuma: Venenos de B asper, B. atrox, B. marajoensis e B. moojeni foram coletados em diferentes regifies e
analisadas suas atividades enzimaticas e seus perfis por eletroforeses em gel de poliacrilamida (4cida, bésica
e SDS). Essas espécies podem ser reconhecidas e diferenciadas por seus padrdes eletroforéticos caracteristi-
cos. Os venenos de B atrox de diferentes localidades, embora apresentando distribuicdo eletroforética de pro-
teinas similar, mostram padrdes de proteinases distintas, indicando a presenca de possiveis subespécies. Pela
composicdo do veneno, a serpente B. moojeni deve ser classificada como uma espécie distinta da B atrox.
Os venenos de B asper das costas Atlantica e Pacifica, além das atividades enzimaticas distintas, possuem
também perfis eletroforéticos diferentes. A classificacdo dessas espécies deve ser revista.

3. ASSAKURA, M. T., SJ"—"tLﬂM-F'nQ M. G., PUORTO, G., MANDELBAUM , F R.
Hemaorrhagic, fibrinogenolytic and edema-forming activities of the venom of the colubrid snake Philodryas olfer-

si (green snake).
Toxicon, v 30, n. 4, p. 427-438, 1992,

Abstract: The venom of F offersit has high hemorrhagic, edema-inducing and fibrinfogenlolytic activities. It is
devoid of thrombin-like, procoagulant, phospholipase A-, and platelet aggregating enzymes. The main activities
are metalloproteinases inhibited by metal chelators (EDTA and 1,10-phenanthraline) and sulthydryl compounds
{DTT and cysteine). The hemorrhagic and fibrinogenolytic enzymes were partially purified by gel filtration on
HPLC. The hemorrhagic activity of the venom was neutralized by commercial horse antivenoms to Bothrops
species, as well as by rabbit antisera specific for hemorrhagic factors isolated from these Bothrops venoms.
No immunoprecipitin reactions were obtained, indicating that the few epitopes of the P olfersii hemorrhagin
are involved in these neutralization reactions. The fibrinogenolytic enzyme cleaves A a-chain more quickly than
the B-8-chain of human fibrinogen. The venom also solubilizes fibrin. This solubilization appears to occur from
the hydrolysis of unpolymerized er)-chain and cross-linked - 4 dimer. The fibrin peptide products are distinct
from those produced by plasmim.

Resumo: O veneno de P olfersii possui altas atividades hemorrdgica, edematogénica e fibrinlogen)olitica. Ele
ndo contém enzimas tipo trombina, procoagulante, fosfolipase A, e agregante de plaquetas. As principais ativi-
dades sdo metaloproteinases inibidas por metalo-complexantes lEDTA e 1,10-fenantrolina) e compostos sulfidri-
la (OTT e cisteina). As enzimas hemorragica e fibrinogenolitica foram parcialmente purificadas por gel filtracio
em HPLC. A atividade hemorrégica do veneno foi neutralizada pelos antivenenos comerciais de cavalo para as
espécies Bothrops, assim como pelo anti-soro especifico de coelho para fatores hemorrdgicos isolados desses
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venenos de Bothrops. Ndo foram obtidas reagdes de imunoprecipitagio, indicando que os poucos epitopos
da hemorragina de P offersii estdo envolvidos nas reagdes de neutralizagdo. A enzima fibrinogenolitica corta
a cadeia Ace do fibrinogénio humano mais rapidamente que a cadeia B3, O veneno solubiliza também a fibrina.
Esta solubilizagdo parece ocorrer pela hidrolise da cadeia a ndo polimerizada e do dimero y- . Os peptideos
produtos da fibrina sdo distintos daqueles produzidos pela plasmina.

4. BARBAROQ, K. C., CARDOSO, J. L. C., EICKSTEDT, V. R. D. von, MOTA, |.
Dermonecrotic and lethal components of Loxosceles gaucho spider venom.
Toxicon, v 30, n. 3, p. 331-338, 1992.

Abstract: Loxosceles gaucho spider venom causes a typical dermonecrotic lesion in bitten patients and rarely
causes lethal systemic effects. Gel filtration on Sephadex G 100 of L. gaucho spider venom resulted in three
fractions: fraction A, containing the higher mol. wt components (approximately 35,000); fraction B, containing
lower mol. wt components (approximately 15,000); and fraction C, containing very low mol. wt components
(probably small peptides). The dermonecrotic and lethal activities were detected exclusively in fraction A. The
venom and fraction A produced large dermonecrotic lesions in rabbits with necrosis spreading by gravity to
the skin of the lateral body wall. Analysis by SDS-PAGE showed that the proteins contained in fraction A are
approximately 35,000 and 33,000 mol. wt. Immunoblotting analysis showed that the proteins responsible for
the dermoneacrotic and lethal activity are very immunogenic and the first to be detected by antibodies during
the course of immunization.

Resumo: O veneno da Loxosceles gaucho causa uma tipica lesdo dermonecratica nos pacientes picados sd
raramente causando efeitos sistémicos letais. Filtragdo em gel de Sephadex G 100 do veneno da L. gaucho,
resultou em trés fragOes: fracdo A contendo componentes de peso molecular elevado (aproximadamente 35.000);
fracdo B, contendo componentes de peso molecular menor (aproximadamente 15.000) e fracdo C, contendo
componente de peso maolecular muito baixo (provavelmente pequenos peptidios). As atividades dermonecrdéti-
ca e letal foram detectadas exclusivamente na fracdo A. O veneno e a fragdo A produziram grandes leses
dermonecroticas em coelhos com a necrose espalhando-se por gravidade para a pele da parede lateral do cor-
po. Analise por SDS-PAGE, mostrou que as protelinas contidas na fracio A tém aproximadamente entre 35.000
e 33.000 de peso molecular. Analise por immunoblatting, mostrou que as proteinas responsaveis pelas ativida-
des dermonecrotica e letal 530 muito imunogénicas sendo as primeiras a serem detectadas pelos anticorpos
no curso da imunizacdo.

5. BARBARO, K.C., CARDOSO, JLC., EICKSTEDT, V.R. D. von, MOTA, |
Short communications IgG antibodies to Loxosceles sp. spider venom in human envenoming.
Toxicon, v30, n.9, p1117-1121, 1992,

Abstract: The presence and specificity of IgG antibodies produced by patients with loxoscelism were studied.
The loxoscelism diagnosis was supported mainly by clinical parameters. A search for lgG antibodies anti Loxos-
celes gaucho venom in patients with loxoscelism submitted to serumtherapy showed antibodies in four out of
20 patients. The IgG antibodies were detected as early as 9 days and as late as 120 days after bite. The highest
lgG antibody titer was 1:640 and the lowest was 1:80. Immunoblotting tests showed that human anti-L. gaucho
IgG antibodies recognize preferentially the components responsible for the dermonecrotic and lethal activities
of the venom. A comparison of the clinical picture, the level of serum IgG antibodies and the dose of antivenom
administered suggest that there i1s no relationship between these parameters.

Resumo: Estudou-se a presenca e a especificidade de anticorpos IgG produzidos por pacientes com Loxoscelis-
mo. O diagndstico de loxoscelismo foi feito baseado em pardmetros clinicos. Uma pesquisa mostrou anticorpos
lgG antiveneno de L. gaucho em 4 pacientes de um total de 20 pacientes examinados. Os anticorpos IgG foram
detectados tdo cedo quanto 9 dias e tdo tarde quanto 120 dias apds a picada. O titulo (ELISA) mais elevado
foi de 1:640 e o mais baixo de 1:80. O immunoblotting mostrou que os anticorpos IgG antiveneno reconhecem
preferencialmente os componentes responsaveis pelas atividades dermonecroticas e letal. Uma comparacio
do quadro clinico, do nivel de anticorpos IgG e da dose de anti-soro administrado sugere que ndo parece haver
relagdo entra estes pardmetros.

6. BRENO, M.C., PICARELLI, Z.P
The vasopressor action of angiotensin in the snake Bothrops jararaca.
Com. Biochem. Physiol, v1014, n.4, p. 819-825, 1992.

Abstract: Carotid blood pressure from anesthetized B jararaca snakes was recorded in order to study antiotesin
action in this reptile. Whereas [Asn', Val®] All and Alll were less potent than [Asp?, lle®] All and [Asp!, Val®)
All, [Sar?, lle®] All was slightly more potent. Captopril abolished the responses ta Al (0.01-3pug/kg). [Sar! Ala®)
All was uneffective but [Sar! Leu®] All or phenoxybenzamine were able to reduce All vasopressor responses.
These results led to the conclusion that the vasopressor response of All in B jararaca is due to an interaction
with its own receptor but, part of the All receptor population seems to be coupled to the sympatho-adrenal
system. Moreover, structural requirements seem to be necessary for the All response in B jararaca.

Resumo: O registro da pressdo arterial carotideana de serpentes Bothrops jararaca anestesiadas foi obtido, para
estudar a agdo de angiotensina neste réptil. Enquanto [Asn' Val®] All e Alll forarn menos potentes do que [Asp!,
lie®] All e [Asp! Val®] All, [Sar!, lle®] All foi ligeiramente mais potente. Captopril aboliu as respostas de Al (0,01
— 3pglKg) [Sar!, Ala®] All ndo foi ativa mas [Sar!, Leu®] All ou fenoxibenzamina foram capazes de reduzir a
resposta vasopressora de All. Esses resultados levam a concluir que a resposta vasopressora de All na B jarara-
ca é devida a interacdo com seu proprio receptor mas, parte desta populacio de receptores parece estar ligada
ao sistema simpato-adrenal. Além disso, alguns requisitos estruturais parecem ser necessarios para a resposta
de All na B jararaca.
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. CARNEIRO, S.M., TANAKA, H., KISIELIUS, J.J,, SESSO, A.

Occurrence of retrovirus-like particles in various cellular and intercellular compartments of the vemom glands
from Bothrops fararacussu.

Res. Viet. Sci, vb3, p.399-401, 1992,

Abstract: Retrovirus-like particles were detected in venom glands from Bothrops jararacussu during electron
microscopy. Type C-like particles were found inter-and intracellularly in gland and vessel lumina and scattered
in the connective tissue. They were about 100 m in diameter, with an electron dense core and bilaminar exter-
nal membrane. Shapes suggestive of a budding process from the plasma membrane were also observed. Less
frequently, type A-like particles, about B0 m diameter with an electronlucent corre, appeared in association
with the membranes of the endoplasmic reticulum of the secretory cells.

AResumo: Particulas semelhantes a retrovirus foram detectadas em glandulas de veneno de B jararacussu, ao
microscopio eletrdnico. As particulas semelhantes ao tipo-C foram observadas inter e intracelularmente, nas
luzes da glandula e de vasos sanglineos e dispersas no tecido conjuntivo. Apresentavam 100 nm de didmetro,
nucledide eletrodenso e membrana externa bilaminar. Observaram-se também particulas em brotamento a par-
tir do plasmalema. Particulas tipo-A, com 80nm de diametro, nucledide elétron transparente foram vistas em
associacdo com membranas do reticulo endoplasmético de células secraetoras.

. COSTA ROSA, LEB.P, CURY, Y., CURI, R.

Effects of insulin, glucocorticoids and thyroid hormones on the activities of key enzymes of glycolysis, glutami-
nolysis, the pentose-phosphate pathway and the krebes cycle in rat macrophages.

J. Endocrinol, w135, p.213-219, 1992,

Abstract: In the present study the effects of insulin, glucocorticoids and thyroid hormones on macrophage me-
tabolism and function were investigated. The maximum activities of hexokinase, glucose-6-phosphate dehydro-
genase, glutaminase and citrate synthase were determined in macrophages obtained from hormone-theated
rats and those cultured for a period of 48 h in the presence of hormones. Macrophage plagocytosis was mar-
kedly inhibited by dexamethasone and thyroid hormones, remaining unchanged when insulin was added to
the culture medium, howaver. The changes in the enzyme activities caused by hormone treatments of the rats
were very similar to those found in culture. Insulin enhanced citrate synthase and hexokinase activities and
diminished those of glutaminase and glucose-6-phosphate dehydrogenase. Dexame thasone had a similar ef-
fect except on glucose-6-phosphate dehydrogenase. The addition of thyroid hormones to the culture medium
raised the activities of glutaminase and hexokinase and reduced that of citrate synthase. The results presented
support the suggestion that the effects of insulin, glucocorticoids and thyroid hormones of immune and inflam-
matory responses could well mediated through changes in macrophage metabolism.

Resumo: Efeito da insulina, dos glicocorticéides e dos hormdnios tiroidianos na atividade de enzimas chaves
da glicdlise, glutamindlise, via das pentoses e ciclo de Krebs de macréfagos de ratos. No presente trabalho,
investigou-se a influéncia da insulina, dos glicorticdides e dos horménios tiroidianos sobre o metabolismo e
a fungio de macrofagos. A atividade maxima das enzimas hexoquinase, glicose-6-fosfato desidrogenase, glu-
taminase e citrato-sintase foi determinada em macréfagos obtidos de ratos submetidos a disfungdes hormo-
nais ou em células cultivadas, durante 48 horas, na presenca de hormdnios. Dexametasona e hormdnios
tiroidianos inibiram marcadamente a capacidade de fagocitose destes macrdfagos. A insulina aumentou as
atividades da hexoquinase e da citrato sintase e diminuiu a da glutaminase e da glicose-6-fosfato desidrogena-
se, Dexametasona, com excecdo da glicose-6-fosfato desidrogenase induziu alteragdes das atividades enzima-
ticas, de maneira analoga a insulina. Estas alteragdes foram semelhantes as observadas quando os macréfagos
eram cultivados com estes hormonios. A adicio de hormbnios tiroidianos ao meio de cultura das células au-
mentou as atividades da glutaminase e hexoquinase, e reduziu a da citrato sintase. Estes resultados sugerem
que os efeitos da insulina, dos glicocorticdides e dos hormdnios tiroidianos na resposta inflamatéria e imunold-
gica podem ser decorrentes de alteragdes no metabolismo de macrdfagos.

. COSTA ROSA, L. F. B. P, SAFI, D. A, CURY, Y., CURI, R.
Effect of epinephrine on glucose metabolism and hydrogen peroxide content in incubated rat macrophages.
Biochem. Pharmacol, v 44 , n. 11, p. 2235-2241, 1992,

Abstract: The effects of epinephrine on glucose metabolism and hydrogen peroxide content were examined
in incubated rat macrophages. An increase in the activities of hexokinase and citrate synthase and a reduction
in that of glucose-6-phosphate dehydrogenase was found in resident, inflammatory and activated macropha-
ges incubated for 1 hr in the presence of epinephrine. Glucose utilization by incubated resident, inflammatory
and activated macrophages was augmented markedly by the addition of epinephrine, whereas lactate forma-
tion was depressed. Under the same conditions, there was a 2 6-fold increment of hydrogen peroxide content
and of [U-"C] glucose decarboxylation in activated macrophages incubated for 40 min. Similar results were
obtained when pyruvate and oxoglutarate was substituted for glucose. These findings suggest that epinephrine
may increase hydrogen peroxide production in activated macrophages possibly through a mitochondrial me-
chanism other than the pentose-phosphate pathway. Between 40 and 90 min of incubation, the content of
hydrogen peroxide decreased markedly, and there was no detectable glucose utilization in the presence of epi-
nephrine. These observations are consistent with the idea that this catecholamine stimulates both hydrogen
peroxide production and metabaolism, the first process being dependent on mitochondrial fuels.

Resumo: Efeito da adrenalina no metabolismo de glicose e no conteddo de perdxido de hidrogénio de macrdfa-
gos incubados de ratos. Macréfagos residentes, inflamatdrios e ativados, incubados durante 1 hora na presen-
¢a adrenalina, apresentaram um aumento na atividade das enzimas hexoguinase e citrato sintase e diminuicio
da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase. A adrenalina incrementou também a utilizag3o de glicose e
reduziu a formac8o de lactato por estas células. Em algumas condigdes, ocorreu aumento (2,6 vezes) do con-
teddo de perdxido de hidrogénio e da taxa de descarboxilacio da [U-'C] glicose nos macréfagos ativados.
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Resultados semelhantes foram obtidos apds a substituicdo de piruvato e oxoglutarato por glicose. Estes dados
sugerem que a adrenalina aumenta a produgio de perdxido de hidrogénio em macréfagos ativados, possivel-
mente por um mecanismo mitocondrial, Entre 40 & 90 minutos de incubacio, hd uma queda do conteddo de
H,0, e da utilizagdo de glicose. Estas observacdes sugerem que a adrenalina estimula tanto a sintese como
o metabolismo de peréxido de hidrogénio.

DAMY, S. B, VASSAQ, R. C., LUCCHIARI, M. A., PEREIRA, C. A., SANT'ANNA, O. A.

A comparative study of resistance to MHV3 infection in genetically homogenecus and heterogeneaous mouse
populations.

Brazilian J. Med. Biol. Res., v 25, p. 1025-1027, 1992,

Abstract: Resistance to MHV3 infection was investigated in genetically homogenaous inbred (AlJ, BALB/c) and
genetically selected (High, Low) mouse lines. The AlJ and L lines are resistant and the BALB/c and H mice are
susceplible. The genetic analysis was performed on the F, hybrids, as well as on the genetically heterogeneous
F, populations and backcrosses bred from HxL and AlJxBALE/c lines. The mortality rates of the F, hybrids sho-
wed codominance of susceptibility and resistance characters. The results indicate that the same MHV3 suscep-
tibility genes are present in isogenic and selected lines and corroborate previous results showing that at least
two major genes are involved in the control of this response.

Resumo: Resisténcia 4 infecgdo por MHV 3 foi analisada em linhagens de camundongos isogenicos (AL, BALB/c)
e linhagens selecionadas geneticamente (HIIl, L. As linhagens AlJ e LIl se mostraram resistentes e as linha-
gens BALB/c e HIll susceptiveis. A andlise genética foi realizada nos hibridos F,, segregantes F; e retrocruza-
dos das linhagens Hill x LIl e AlJ x BALB/c. As taxas de mortalidade dos hibridos F, mostraram codomindncia
dos caracteres resisténcialsusceptibilidade. Os resultados indicaram que os mesmaos genes de susceptibilidade
ao MHV3 estdo presentes nas linhagens isogénicas e selecionadas e corroboram resultados prévios, mostran-
do que pelo menos 2 genes estido envolvidos no controle desta resposta.

DORCE, V. A. C., PALEBMO-NETO, J.
Lithiumn effects on estrogen-induced dopaminergic supersansilivity in rats.
Brain. res. Bul, v 29, p. 239-241, 1992,

Abstract: The effect of lithium (2.0 mEg/kg. IP) on dopaminergic supersensitivity induced by long-term estro-
gen treatment (0.25 mg/day, SC) was investigated. Ovariectomized rats were treated for 28 days with estrogen
andior lithium and 6 days after the last administration all animals were observed for apomorphing-induced ste-
reotyped behavior (1.0 mg/kg, SC). The abrupt withdrawal from long-term strogen treatment increased rats sen-
sitivity to apomorphing but lithium administration was able to prevent this increase. Lithium alone produced
no effect on stereotyped behavior. It was suggested that lithium may antagonize the estrogen effect on the
nigrostriatal dopamine system.

Resurmo: Foi estudado o efeito do litio (2mEq/Kg, IP) sobre a supersensibilidade dopaminérgica induzida pelo
tratamento prolongado com estrogeno (0,25mgldia, SC). Ratas castradas foram tratadas por 28 dias com es-
trégeno efou litio e 6 dias apds a dltima administragdo todos os animais foram observados quanto ao comporta-
mento estereotipado induzido pela apomorfina (1.0mg/Kg, SC). A retirada abrupta do tratamento prolongado
com estrégens aumentou a sensibilidade dos ratos & apomorfina mas a administragdo do litio preveniu este
aumento. O litio isoladamente ndo produziu efeito sobre o comportamento estereotipado. Foi sugerido que o
litio pode antagonizar o efeito do estrégeno sobre o sistema dopaminérgico nigroestriatal.

DORCE, V. A. C., SANDOVAL, M. R. L.
Brazilian scorpion venom: pharmacological aspects.
Ciénc. Cult, v 44, n. 2/3, p. 187-191, 1892.

Abstract: This review focuses on clinical, epidemiological and therapeutic aspects of envenomation caused by
scorpions in Brazil. In addition, it presents studies with the erude venom and neurotoxins isolated from Tityus
serrulatus scorpion venom. Such studies show the pharmacological effects of the venom and isolated toxins
in experiments that use the scorpion venom and neurotoxing as neurobiological tools to study receptor sites
in sodium channels and neurotransmitler release.

Resumo: A presente revisdo aborda inicialmente aspectos clinicos, epidemioldgicos e terap@uticos do envene-
namento causado por escorpites no Brasil. Em seguida, mostra estudos feitos com o veneno bruto como neu-
rotoxinas isoladas do veneno do escorpifio Tityus serrulatus, S3o abordadas pesquisas mostrando os efeitos
farmacoldgicos do veneno e experimentos que utilizam o veneno escorpidnico e suas fracdes isoladas como
ferramenta neurobioldgica para estudar os sitios receptores de canais de sidio e liberacio de neurotransmissores.

DOS-SANTOS, MC., GONCALVES, L.RC., FORTES-DIAS, C.L., CURY, Y, GUTIERREZ, JM., FURTADO, M. de F.
A eficdcia do antiveneno botrépico-crotalico na neutralizagdo das principais atividades do veneno de Bothrops
jararacussu.

Rev Inst. Med. Trop. S50 Paulo, v 34, n. 2, p.77-83, 1992.

Resumo: A mionecrose é um dos efeitos causados pelo veneno de Bothrops jararacussu. Uma miotoxina com
homologia estrutural & fosfolipase A, (PLA,), mas sem atividade enzimdtica, foi isolada desse veneno. O vene-
no de Crotalus durissus terrificus apresenta também atividade miotdxica, que vemn sendo atribuida 3 crotoxina
e 4 PLA, (crotoxina B), o componente basico do complexo crotoxina. O veneno de Bothrops jararacussu apre-
senta tr%s proteinas, que tém identidade imunoldgica com a PLA, da crotoxina. O presente trabalho compa-
rou a eficiéncia dos antivenenos polivalentes comerciais produzidos pelo Instituto Butantan — o antiveneno
botrépico (AB) & o antiveneno botrdpico-crotdlico (ABIC), na neutralizagio das atividades letal, hemorragica,
coagulante e miotdxica do veneno de B. jararacussu. Os dois antivenenos neutralizaram de maneira semelhante
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a atividade hemaorragica, mas o ABIC foi trés vezes mais potente que o AB em neutralizar a a¢co miotdxica
e duas vezes mais potente na neutralizagdo da letalidade e na acio coagulante do veneno de B jararacussu.
0s dados sugerem que a utilizagdo do AB/C pode ser vantajosa no tratamento de pacientes picados por serpen-
tes dessa espécie.

Abstract: The efficacy of the Bothropic/Crotalic antivenom on the neutralization of the main Bothrops jararacus-
su venom activities. Myonecrosis is one of the effects of Bothrops jararacussu venom, from which a myotoxin
was isolated showing structural homology to phospholipase A, (PLA, ), but without enzymatic activity.Such
myotoxic activity is also present in the Crotalus durissus terrificus venom, and is atributed to crotoxin and to
PLA, (crotoxin Bl, the basic component of the crotoxin complex. The Bothrops jararacussu venom showed three
proteins with immunologic identity do PLA,, from crotoxin. The bothropic (AB) and the bothropicicrotalic (ABIC)
antivenoms, two commercial polyvalent antivenoms produced at Instituto Butantan, were compared in order
to assess their capacity for neutralization of the lethal, hemorrhagic, coagulant and myotoxic activities of Both-
rops jararacussu venom, Both antivenoms showed the same level of hemorrhagic activity neutralization. Howe-
ver, AB/C was about three times more efficient than AB in neutralizing the myotoxic activity, and two times
more potent for neutralization of lethality and coagulant activity of Bothrops jararacussu venom. These data
suggest that the use of AB/C could be of value in the treatment of patients bitten by snakes of this species.

FERREIRA, L.A.F., HENRIQUES, OB.
Isolation of a bradykinin-potentiating factor from scorpion Tityus serrulatus venom.
Recent Prog. Kinins, v 38, n. 1, p. 462-468, 1992

Abstract: A bradykinin-potentiating factor was isolated and characterized from the scorpion Tityus serrulatus
venom by chromatographic techniques and reverse phase followed by bioclogical assaysThis factor showed to
be able to potentiate the contractile activity of the isolated guinea-pig ileurn, inhibited the angiotensin-converting
enzyme and potentiated the bradykinin-induced lowering of the arterial blood pressure in the rat.

Resumo: Um fator potenciador de bradicinina foi isolado e caracterizado do veneno de escorpido Tityus serrula-
tus por técnicas cromatograficas e fase reversa seguida por ensaios bioldgicos. Este fator mostrou ser capaz
de potenciar a atividade contratil do lleo isolado de cobaia, inibiu a enzima-conversora de angiotensina e poten-
ciou o efeito da bradicinina no abaixamento da pressdo arterial de rato.

FERREIRA, L.A.F, HENRIQUES, OB, LEBRUN, I, BATISTA, M.BC., PREZOTO, BC., ANDREONI, A.S.5., ZELNIK,
R., HABERMEHL, G.

A new bradykinin-potentiating peptide (peptide p) isolated from the venom of Bothrops jararacussu (jararacucu
tapete, urutu dourado).

Toxicon, v. 30, n. 1, p.33-40, 1992,

Abstract: Several bradykinin potentiators were identified in the venom of Bothrops jararacussu by crhomatogra-
phic techniques and biological assays. One of them wich was isolated inhibited the angiotensin-converting enzyme
in vitro and potentiated the bradykinin-induced lowering of the arterial pressure in the rat.

Resumao: Varios potenciadores foram idan?ificadns no veneno de Bothrops jararacussu por técnicas cromato-
graficas e ensaios biolégicos. Um deles foi isolado e inibiu a enzima-conversora de angiotensina in vitro e po-
tenciou o efeito da bradicinina no abaixamento da press3o arterial de rato.

FERREIRA, LA.F, HENRIQUES, O.B., LEBRUN, |, BATISTA, M.BC., PREZOTO, BC., ANDREONI, A.S.5., ZELNIK,
R., HABERMEHL, G.

Biclogically active peptides from Bothrops jararacussu venom.

Contrib. Autacoid Pharm., v 36, p. 209-214, 1992.

Abstract: The venom of the Brasilian snake Bothrops jararacussu, was found to contain peptides capable of
potentiating the smooth muscle contracting activity of bradykinin (BK). Chromatographic separation on Sepha-
dex G-25 and Sephadex G-10, respectively, yielded an active peptide which at a concentration of 0.6xmg/mi
doubled the effect of a single dose of BK on the isolated guinea-pig ileurn. HPLC chromatography showed this
material to contain one major and 4 minor components. The active peptide was 2-3 times more active than
Captopril in the potentiation of the effects of BK on rat arterial blood pressure and on the isolated guinea pig
ileum. It also showed marked capacity to inhibit angiotensin | — converting enzyme.

Resumo: O veneno da serpente brasileira, Bothrops jararacussu, contém peptidios capazes de potenciar a ativi-
dade de bradicinina (BK) na contragio da musculatura lisa, Separagdo cromatografica em Sephadex G-25 e
Sephadex G-10, separcu um peptidio, o qual com 600 ng/ml dobrou o efeito de uma Unica dose de bradicinina
da contratura de ileo isolado de cobaia. Cromatografia em HPLC mostrou que no veneno contém um compo-
nente mais ativo e quatro componentes menos ativos. O componente mais ativo, foi 2-3 vezes mais potente
do que o captopnl, na potenciagdo dos efeitos da bradicinina na pressdo arterial de rato e no fleo isolado de
cobaia. Este mostrou tambem grande capacidade para inibir a enzima-conversora de angiotensina,

FERREIRA, L.AF, HENRIQUES, O.B.,, ANDREONI, A.AS., VITAL, G.R.F, CAMPOS, M.M.C., HABERMEHL, GG.,
MORAES, V.LG. de.

Antivenom and biological effects of ar-turmerone isolated from Curcuma fonga (Zingiberaceae),

Toxicon, v30, n. 10, p1211-1218, 1992,

Abstract; A potent antivenom against snakebite was isolated from Curcuma longa, a plant commonly used in
tradicional Brazilian medicine. The fraction consisting of ar-turmerone neutralized both the hemorrha gic activity
present in Bothrops jararaca venom, and the lethal effect of Crotalus durissus terrificus venom in mice. Immu-
nological studies demonstrated that this fraction also inhibited the proliferation and the natural killer activity
of human lymphocytes.
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Resumo: Um potente antiveneno contra picada de serpente foi isolado de Curcurna longa, uma planta comu-
rmente usada na medicina tradicional brasileira. A fracdo consiste de ar-lurmerona a qual neutraliza a atividade
hemorragica do veneno de Bothrops jararaca e o efeito letal do veneno de Crotalus durissus ferrificus em ca-
mundongo. Estudos imunolégicos demonstraram que esta fracdo inibiu também a proliferacdo e a atividade
de células NK "'natural killer'® de limpd&citos humanos.

FERREIRA, M.L., MOURA-DA-SILVA, AM., FRANCA, FOS., CARDOSO, JL., MOTA, |I.
Toxic activities of venoms from nine Bothrops species and their correlation with lethality and necrosis.
Toxicon, v30, n. 12, p.1603-1608, 1992,

Abstract: The comparison of seven toxic activities contained in venoms from nine different species of Bothrops
and the correlation of each activity with lethality and necrosis was the subject of this study. The haemorrhagic,
coagulant, necrotizing, myotoxic, proteolytic and phospholipase activities were not equally distributed among
the venoms studied except for the oedema-inducing activity which was almost equally distributed among them.
The correlation coefficient was estimated for each activity in relation to lethality and necrosis induced by the
venom. Lethality was significantly related to haemorragic and oedema-inducing activities, whereas the necroti-
zing activity showed significant correlation with phospholipase and coagulant activities. Proteclytic activity pre-
sented a significant inverse correlation with lethality.

Resumo: A comparacio de sete atividades tdxicas contidas no veneno de nove diferentes espécies de Bothrops
e a correlacdo de cada atividade com a letalidade e a necrose, foi o assunto deste estudo. As atividades hemor-
ragica, coagulante, necrosante, miotoxica, proteolitica e fosfolipasica ndo estdo distribuidas de modo igual nos
venenos estudados, exceto a atividade edematogénica que esta quase igualmente distnibuida entre eles. O coe-
ficiente de correlacdo foi calculado para cada atividade em relacio a letalidade e 4 necrose induzidas pelo vene-
no. A letalidade estava significantemente relacionada com a atividade hemorragica e edematogénica enquanto
a atividade necrosante mostrava correlacdo positiva com as atividades fosfolipasica e coagulante. A atividade
protaclitica apresentou uma correlacdo inversa com a letalidade.

FERREIRA, M.L., MOURA-DA-SILVA, AM., MOTA, |
Neutralization of different activities of venoms from nine species of Bothrops snakes by Bothrops jararaca an-

tivenom.
Toxicon, v.30, n12, p1591-1602, 1992.

Abstract: Antivenoms are the usual treatment in cases of systemic envenoming by Bothrops snakes. However,
the neutralization of each venom component by the antivenom is not well established. Bothrops jararaca antive-
nom, produced in rabbits, recognizes the venoms of nine diferente Bothrops species with high ELISA antibody
titres. Western blot analysis showed that almost all antigens present on both homologous and heterologous
venoms are recognized. Neutralization tests were performed using whole antivenom or its IgG fraction. The
antivenom was able to neutralize the haemorrhagic, coagulant and necrotizing activities of the heterologous
venoms in the same antivenom/venom proportion as for the homologous venom. Myotoxic activity was only
partially neutralized. Neutralization of the proteclyct activity of heterologous venoms required higher amounts
of antivenom than for the homologous venom. Phospholipase and cedema-inducing activities were completely
neutralized only in the homologous system.

Resumao: O tratamento comum nos casos de envenenamento por serpentes Bothrops é a soroterapia. Entrétan-
to, a neutralizacdo de cada componente do veneno pelo antiveneno ndo @ bem conhecida. Antissoro anti-B.
jararaca produzido em coelhos, reconhece o veneno de 9 espécies diferentes de Bothrops com alto titulo de
anticorpos (ELISA). Anélises por Western blotting mostraram que quase todos 0s antigenos presentes nos ve-
nenos homologos e heterologos sdo reconhecidos. Os testes de neutralizagdo foram feitos usando-se o soro
total ou sua fragdo IgG. O antissoro foi capaz de neutralizar as atividades hemorragicas, coagulante e necrosan-
te dos venenos heterologos na mesma porporcio antissoro/veneno do soro homaologo, A atividade miotdxica
foi neutralizada parcialmente. A neutralizacdo da atividade proteolitica dos venenos heterologos requereu maio-
res quantidades de antissoro do que necessdrio para o veneno homologo. As atividades fosfolipasica e edema-
togénica foram neutralizadas completamente apenas no sistema homaologo.

GERVITZ, R.K., BRANDI, CMW., MONTEROC, S.HC., PICARELLI, ZP.
Active and inactive renin in the plasma of the snake Bothrops jararaca.
Comp. Biochem. Physiol, w1024, nl, p.27-31, 18992.

Abstract: Complementing the work of Gervitz R. K., Hiraich. E., Fichman M. and Lavras A AC. Comp. Biochemi
Physiol. 86A. 503-507 (1987), conditions have been established for measuring plasma renin activity (PRA) of
the venomous snake Bothrops jararaca (Bj). It correspond to 115.9 £ 11.6 ng equivalents of angiotensin I (All)
per ml of plasma (N = 13). PRA did not increase when Bj plasma was submitted to acid-cryo-trypsin Bitis arie-
fans venom activation of inactive renin. This may indicate either absence of inactive renin in this plasma or
lack of its activation, due to the already demonstrated (Nahas L., Kamiguti A. 5., Betti F, Martins |, 5.5. and
Rodrigues M, |, Comp. Biochem Physiol. 694, 739-743, 1981; Prezoto B. C. Hiraichi E., Abdalla F. M. F. and
Picarelli Z. P, Comp. Biochem. Physiol.99C, 135-139, 1991) absence of factor XII.

AResumo: Complementando o trabalho de Gervitz R.K., Hiraichi, E., Fichman, M. e Lavras A.AC. Comp. Bio-
chem. Physiol. B6A, 503-507, (1987), foram estabelecidas condigdes para medir atividade de renina plasmati-
ca (PRA) da serpente venenosa Bothrops jararaca (Bj). Essa atividade correspondeu a 115,9 £ 11,6ng e
equivalentes de angiotensina Il (All) por ml de plasma (N=13). PRA ndo aumentou quando o plasma de Bj foi
submetido a ativagdo por dcido, pelo frio, por tripsina e pelo veneno da Bitis arietans. Isso pode indicar a ausén-
cia de renina inativa no plasma ou a sua nio-ativacdo devido a ja demonstrada auséncia de fator Xl nesse
plasrma. (Nahas L., Kamiguti, A.S., Betti, F Martins 1.5.S. e Rodrigues ML, Comp. Biochem. Physiol. 69A, 739-743,
1981: Prezoto BC., Hiraichi. E., Abdalla FM.F. e Picarelli Z.P, Comp. Biochem. Physiol. 89C: 135-139, 1991).
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HIRAICHI, E., SCHIRIPA, L. N., YAMANOUYE, N., ABDALLA, F. M. F, PICARELLI, Z. P.
Effect of chymotrypsin on rat blood pressure.
Gen. Pharmac., v 23. n. 4, p. 585-5689, 1992,

Abstract: Chymotrypsin (Cht) administration {14 mgfkg, iv) to rats always caused hypertension; hypotension
preceded this effect in 64% of the observations (n = 11). A 68% reduction of circulating kininogen but not
of angiotensinogen was observed after Cht administration. Cht effects were not affected by captopril, [Sar'-Leu®]-
-angiotensin |l and alpha-adrenoceptor antagonists. In 70% of the observations (n = 10) hypotension was abo-
lished by a mixture of histamine H,; and H,-antagonists. Therefore histamine release may explain hypotension,
Cht released in vitro from rat plasma, a substance producing hypertension in the rat and contraction of the
guinea-pig ileum. Both effects were antagonized by [Sar!-Leuf]-angiotensin Il. In spite of this angiotensin re-
lease in vitro, the hypertensive component of the in vivo response to Cht seems 1o be due to some other substance,

Resumao: A administracio de guimotripsina (01, 14mg/Kg iv.) emn ratos sempre provocou hipertensdo: em 64%
das observactes (n = 11) este efeito foi precedido por hipotensio. Apds a administragdo de Qt foi observada
uma reducdo de 68% do cininogénio circulante, mas ndo do angiotensinogénio. Os efeitos da Ot ndo foram
afetados por captopril, Sar'-Leu®-angiotensina Il e antagonistas de adrenoceptores alfa. Em 70% das obser-
vaces (n = 10) a hipotensdo foi abolida por uma mistura de antagonistas H, e H, da histamina. Desta for-
ma, a liberacdo de histamina pode explicar a hipotensdo. /n vitro Qt liberou do plasma de rato, uma substancia
que produz hipertensdo em ralos e contracdo do ileo de cobaia. Ambos os efeitos foram antagonizados por
Sarl-Leu®-angiotensina Il. Apesar desta liberagdo de angiotensina in vitro, o componente hipertensor da res-
posta da Ot in vivo parece ser devido a alguma outra substincia.

HO, P L., RAW. I.
Cyclic AMP Potentiates bFGF-induced neurite outgrowth in PC12 Cells.
Journal Cell. Physiol,, v 150, p. 647-656, 1992.

Abstract: We report here that basic fibroblast growth factor (bFGF)-elicited neurite outgrowth in PC12 cells is
potentiated by dibutyryl cyclic adenosine monophosphate (dbcAMP) or forskolin. This property was also descri-
bed for nerve growth factor (NGF), suggesting that both NGF and bFGF may share cornmon intracellular events
leading to neurite outgrowth and synergism with dbcAMP and forskolin. The synergistic effect of dbcAMP and
forskolin is specific, since treatment of PC12 cells with bFGF and dibutyryl cyclic guanosine monophosphate
{dbeGMP) or phorbol ester did not change the neurite outgrowth response of cells treated with bFGF alone.
Furthermore, neurite cutgrowth depends on cellular adhesion. Increasing adhasion by plate treatment with poly-
-d-lysine increases the neurite outgrowth elicited by bFGF alone or bFGF plus dbcAMP. On the other hand, de-
creasing cellular adhesiveness by plating PC12 cells in semi-solid agarose renders the cells unable to develop
neuritic processes. In addition, “H-methylthymidine incorporation studies showed that bFGF-treated PC12 cells
cease growth only when they become fully differentiated after 3-5 days of treatment. In contrast, dbcAMP, which
is a poor differentiation factor, is able to block cellular growth after 24 hour treatment. These results suggest
that when PC12 cells become differentiated, they stop growing. However, growth inhibition does not necessa-
rily lead to differentiation.

Resumo: Mostramos neste trabalho que indugdio do crescimento de neuritos em células PC12 pelo fator de
crescimento de fibroblasto de carater basico [bFGF) é potencializado por monofosfato de adenosina ciclico di-
butirato (dbcAMP) ou forskolina. Esta propriedade foi descrita também para o fator de crescimento de nervo
(NGF), sugerindo que ambos os fatores devern desencadear eventos intracelulares comuns gue levam ao cres-
cimento de neuritos e sinergismo com dbcAMP ou forskolina. O efeito sinergistico do dbcAMP ou forskolina
é especifico, pois o tratamento das células PC12 com bFGF ¢ monofosfato de guanosina ciclico dibutirato
(dbcGMP) ou éster de forbol ndao modificou a resposta das células quando comparadas com aquelas tratadas
apenas com o bFGF. Além disso, o crescimento de neuritos depende da ades&o celular. O aumento da adesio
celular tratando-se as placas com paolid-lisina aumenta o crescimento de neuritos induzidos por bFGF efou dbcAMP.
Par autro lado, diminuindo-se a adesdo celular plagueando-se as células em agarose semi-sélida impede o de-
senvolvimento dos processos neuriticos. Também mostramos através de experimentos de incorporagio de 3H-
-metil-timidina que as células PC12 tratadas com bFGF param de crescer quando estdo totalmente diferenciadas
apds 3-5 dias de tratamento. Contudo, dbcAMF, que é um fator neurotrdfico fraco, € capaz de bloguear o cres-
cimento celular apds 24 horas de tratamento. Estes resultados sugerem que quando as células PC12 tornam-se
diferenciadas, elas param de se dividir. Entretanto, a inibicdo da proliferagdo celular ndo necessariamente leva
4 diferenciacdo celular.

IBANEZ, O. M., STIFFEL, C., RIBEIRO, O. G., CABRERA, W. K., MASSA, 5., FRANCO, M. de, SANT'ANNA, O
A. DECREUSEFOND, C., MOUTON, D., SIQUEIRA, M., BIOZZI, G.

Genetics of nonspecific immunity. |. Bidirectional selective breeding of lines of mice endowed with maximal
or minimal inflammatory responsiveness.

Eur. J Immunol, v. 22, p. 2655-2563, 1992,

Abstract: The genetic regulation of acute inflammatory reaction (AIR) was studied by the method of bidirectio-
hal selective breeding, used to produce a line of mice giving the maximal and a line of mice giving the minimal
inflammatory reaction (AIR max and AIR min, respectively). The AIR was triggered by subcutaneous injection
of a neutral substrate {suspension of polyacrylamide microbeads), and measured by the leukocyte and serum
protein accumulation in the exudate. The two parameters are positively correlated and present a normal fre-
quency distribution. The highly genetically heterogeneous foundation population was produced by the equipoi-
sed intercrossing of eight inbred strains of mice, and selective breeding carried out by assortative matings of
extreme phenotypes. The response to selection in 11 consecutive generations was highly asymmetrical: a mar-
ked AIR increase in the AIR max and no change in the AIR min line occurred. The mean value of realized herita-
bility in the AIR max line was 0.26 and 0.18 for cell and protein concentrations, respectively. The response to
celection must have resulted from the interaction of seven to nine independent gene loci endowed with additive
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effects. The lack of response to selection of the AIR min line is discussed. The large inter-line difference opens
new possibilities for studying the biochemistry and molecular genetics of inflammation, and also for investiga-
ting the beneficial or detrimental effect of inflammatory responses.

Resumo: A regulagio genética da reagdo inflamatoria aguda (AlIR) foi estudada através da utilizagdo do método
de Selecdo Genética Bidirecional para obtlencdo de linhagens de camundongos dotados de reatividade maxima
[AIRmax) ou minima [AIRmin). A reaclo inflamatdria local foi desencadeada por injecdo subcutdnea de um
substrato neutro (suspensdo de microesferas de poliacrilamida) e medida pela acumulagio de leucécitos e pro-
teinas séricas no exudato. Os dois parametros sdo correlacionados e apresentam frequéncia normal de distri-
buicdo. A populagdo original, dotada de grande heterogeneidade genética, foi obtida através de cruzamento
balanceado de 8 linhagens isogénicas de camundongos e o processo seletivo realizado através de cruzamentos
escolhidos entre os fendtipos extremos. A resposta a selecdo em 11 geracdes consecutivas foi altamente assi-
métrica: houve aumento marcante de reatividade na linhagem AIRméax enguanto a intensidade de reacio ndo
se modificou em AlRmin. O valor medio da herdabilidade realizada na linhagem AlRmax foi de 0,26 e de 0,18
para a concentracio celular e protéica, respectivamente. A resposta a selecdo deve ter resultado da interacio
de 7 a 9 locigénicos independentes dotados de efeito aditivo. A auséncia da resposta a selecdo da linhagem
AlRmin é discutida. A grande diferenca interlinhagens abre novas possibilidades para o estudo da bioquimica
e da genética molecular da inflamacdo e também para investigacéo dos efeitos benéficos ou deletérios da res-
posta inflamatdria.

JORGE, MT., RIBEIRO, L.A.
Emdemiologia e quadro clinico do acidente por cascavel sul-americana (Crotalus durissus).
Rev. Inst. Med. trop. So Paula, v 34, n.4, p. 347-354, 1992.

AResumo: Foram estudados 249 casos de acidentes por cascavel sul-americana (Crotalus durissus) atendidos
no HVB-IB, S3o Paulo, Brasil, de 1974 a 1990. Os acidentes foram mais comuns no periodo da tarde, nos meses
de janeiro a abril e de outubro a dezembro. Dentre cem serpentes classificadas quanto a subespécie 99 eram
€. d. terrificus. Pertenciam ao sexo masculino 80,7% dos pacientes. Os membros inferiores e superiores foram
picados em, respectivamente, 66,4% e 29,2% dos casos. As manifestagdes clinicas mais frequentes foram
dor (61,0%) e edema (55,0%) no local da picada, ptose palpebral (75,9%), escurecimento da urina atribuivel
4 mioglobindria (38,6%) e mialgia (36,1%). Nove pacientes foram submetidos & didlise devido a insuficiéncia
renal aguda (3,6%), trés apresentavam insuficiéncia respiratdria que motivou intubacgdo elou traqueostomia
& urn apresentou acidente vascular cerebral isquémico. A alteracdo da coagulacdo sanguinea ocorreu em 48,1%
dos pacientes. Oito amostras de sangue colhidas horas apds a picada mostraram leucocitose, sendo seis com
desvio a esquerda e, nos dias subseqdentes, tendéncia 4 normalizacio do nimero de leucocilos e aparecimen-
to de eosinofilia. Atividade sérica da creatinoquinase apresentou-se aumentada em 20 dentre 21 pacientes,
sendo maior no final das primeiras 24 horas apds a picada, chegando a 2.377 vezes o valor de referéncia.
A letalidade foi de 0,8%. -

Abstract: Under study were two hundred and forty nine cases of accidents caused by South American rattles-
nakes (Crotalus durissus) admitted to the Vital Brasil Hospital, S3o Paulo, Brasil, from 1974 to 1990. The acci-
dents were more common in the afterncon, from January to April and from October to December. Ninety nine
out of 100 snakes classified as subspecies were C. d. terrificus. Most of the patients were males (80.7%), The
inferior and superior limbs were bitten in 66.4% and 29.2% of the cases, respectively. The more frequent clini-
cal manifestations were pain (61.0%) and edema (55.0%) at side of the bite, palpebral ptosis (75.9%), darke-
ning of the urine due to myoglobinuria (38.6%) and myalgia (36.1% ). Nine (3.6%) out of 32 patients with acute
renal failure were submitted to dialysis, three presented respiratory failure treated with intubation and/or tra-
cheotomy and one presented an ischemic cerebral stroke. Alteration of the blood coagulation was present in
48.1% of the patients. The blood picture of some patients several hours after the accident showed leucocytosis
with a left shift and a tendency to normal values with eosinophilia. Serum creatinekinase activily was increased
in 20 of 21 patients, with higher values 24 hours after the bite reaching 2,377 times the reference value. Letha-
lity was 0.89%.

KAMIGUTI, AS., RUGMAN, FP, THEAKSTON, R.DG., FRANCA, FOS., ISHII, H., HAY, C.H.M.‘ BIASG,
The role of venom haemorrhagin in spontaneous bleeding in Bothrops jararaca envenoming.
Thromb. Haemostasis, v 67, n. 4, p. 484-488, 1992,

Abstract: Thirty-eight patients bitten by Bothrops jararaca were investigated. Twenty-six had signs of local or
systemic haemorrhage. Twenty-two of these had incoagulable blood, and thase patients were found to have
low fibrinogen levels (mean 0.17 £ 0.03 g/l), thrombocytopenia, very high thrombin-antithrombin Il complex
(B50 X 184 pgll) and D-dimer (170 X 44 pgiml) antigen levels. Serum venom haemorrhagin levels were signi-
ficantly higher in patients with clinical signs of haemorrhage (36.4 £ 6.4 ng/ml} than those without (11.7 *
3.7 ng/ml: p < 0.002). Twelve out of 13 patients with thrombocytopenia were bleeding. High levels of thrombo-
modulin (22.3 £ 1.5 ng/ml) and haemorrhagin (35.7 £ 7.7 ng/ml) were detected in these 12 patients, sugges-
ting vascular endothelial damage. Haemorrhagin levels also correlated inversely with platelet count in these
patients. It was concluded the thombocytopenia is one of the main causes of bleeding in B. jararaca victims,
possibly as a result of venom haemaorrhagin activity.

Resumo: Trinta e oito pacientes picados por Bothrops fararaca foram investigados sendo que 26 apresentaram
sinais de hemorragia local ou sistémica. Vinte e dois tiveram sangue incoaguldvel tendo estes pacientes niveis
baixos de fibrinogénio (017 £ 0.03 g/l), trombocitopenia, e elevagdo acentuada dos niveis do complexo trombina-
-antitrombina [Il (850 £ 184 ug/l) e do antigeno D-dimero (170 X 44 pgiml). Niveis séricos de hemorragina
foram significantemente maiores em pacientes com sinais clinicos de hemaorragia (36.4 + 64 ng/ml) quando
comparados com aqueles serm sangramento (11.7 = 3.7 ngfml; p<0.002). Doze dos 13 pacientes com trom-
bocitopenia tiveram sangramento. Niveis altos de trombomodulina (22.3 £ 1.5 ng/ml) e hemorragina (35.7
+ 7.7 ng/ml) foram detectados nestes 12 individuos, sugerindo lesdo do endotélio vascular. Os niveis de he-
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morragina tiveram, ainda, correlagio inversa com a contagem de plaguetas nestes pacientes. Conclui-se que
a trombocitopenia representa uma das principals causas de sangramento em picados por B jararaca possivel-
mente como resultado da atividade da hemorragina.

LAING, G.D.,, THEAKSTON, R.D. G., LEITE, R.E, DIAS DA SILVA, W.D., WARRELL, D.A., BIASG.
Comparison of the potency of three Brazilian Bothrops antivenoms using in vive rodenta and in vitro assays.
Toxicon, v 30, n10, p. 1219-1225, 1992.

Abstraci:Three Brazilian polyspecific Bothrops antivenoms were compared using standard W.H.O. rodent in vivo
and in vitro assays of their ability to neutralize the principal venom activities of pooled whole Bothrops jararaca
venom. On a volume basis, the antivenoms were equally effective in neutralizing lethal activity in mice, and
there were only minor differences in their ability to neutralize venom-induced haemorrhage, necrosis and pro-
coagulant activity. Antivenom efficacy in neutralizing defibrinogenation varied. However, when equal amounts
of antivenom IgG were compared, it was found that the FUNED antivenom best neutralized lethality, haemorr-
hage, necrosis and fibrinogen clotting activity. Vital Brazil and FUNED antivenoms were equally effective in neu-
tralizing plasma coagulant activity but Vital Brazil antivenom was the more effective in neutralizing
defibrinogenation.

Resumo; Os trés sorps poliespecificos produzidos no Brasil contra veneno de serpentes do género Bothrops
foram comparados in vivo, utihizando-se metodologia padronizada pela OMS, e em ensaios in vitro quanto &
capacidade de neutralizagdo das principais atividades do veneno a partir de um pool de veneno total de Both-
rops jararaca. Em um determinado volume, os antivenenos foram igualmente eficazes na neutralizagdo da ativi-
dade letal em ratos, e houve apenas diferencas minimas na capacidade de neutralizar a hemorragia, a necrose
@ a atividade procoagulante induzidas pelo veneno. A eficicia do antiveneno na neutralizagdo da atividade des-
fibrinogenante variou. Entretanto, quando quantidades iguais de IgG no antiveneno foram comparadas, observou-
se que o antiveneno FUNED neutralizou melhor a atividade letal, hemorrdgica, necrotizante e coagulante. Os
antivenenos FUNED e Vital Brazil foram igualmente eficazes na neutralizagio da atividade coagulante no plas-
ma, porém o soro Vital Brazil foi mais efetivo em neutralizar a desfibrinogenag3o.

LUCCHIARI, M.A., MODOLELL, M., EICHMANN, K., PEREIRA, C.A.
In vivo depletion of interferon-gamma leads to susceptibility of ALJ mice to mouse hepatitis virus 3 infection.
Immunobiology, v 185, p. 475-482, 1882,

Abstract: The possible role of interferon-gamma (IFN-y in the resistance of AlJ mice to MHV3 infection was
investigated. Monoclonal antibodies specific for IFN-y, CD4 and CD8 molecules were administered in vivo to
deplete selectively the IFN-y synthesized or the appropriate subset of T cells. The animals were then infected
with MHV2 and the course of infection was followed by studying different parameters, such as, the mortality,
the virus growth in the tissues and the IFN-y synthesis in sera and peritoneal exudates. After MHV3 infection,
a full resistance of control AlJ mice was observed, in contrast to the high mortality rate observed among the
depleted animals, where higher virus titers were found in different tissues. The IFN-y systhesis in sera and peri-
toneal exudates of depleted mice, after MHV 3 infection, drastically decreased when compared to that detected
in control mice. The data presented are consistent with the hypothesis that IFN-y plays an essential role in the
resistance of AlJ mice to MHV3 infection.

Resurno: O possivel papel do interferon (IFN-gama) na resisténcia de camundongos Al 4 infecclo por MHV3
foi investigada. Anticorpos monoclonais especificos para IFN-gama, moléculas CD4 e CD8 foram administra-
das ''in vivo'" para deplecdo seletiva do IFN-gama sintetizado ou das subpopulacSes de células T. Os animais
faram infectados com MHV3 e o curso da infeccdo foi avaliado por estudos de diferentes parfimetros, tal como,
a mortalidade, o crescimeanto do virus nos tecidos e a sintese do IFN-gama no soro e no exudato peritoneal.
Apts infeccdo por MHV3, uma resisténcia total foi observada nos camundongos Al controle, em contraste
com o alto indice de mortalidade observado entre animais depletados, onde elevados titulos de virus foram
encontrados em diferentes tecidos. A sintese do IFN-gama no soro e exudato peritoneal de camundongos de-
pletados diminuiu drasticamente em comparacdo com aquela observada nos animais controle. Os dados apre-
sentados sdo compativeis com a hipétese do papel essencial do IFN-gama na resisténcia de camundongos
AlJ & infeccdo por MHV3.

LUCCHIARI. M.A., PEREIRA, C.A., KUHN, L., LEFKOVITS, I.
The pattern of proteins synthesized in the liver is profundly modified upon infection of susceptible mice with

mouse hepatitis virus 3.
Res. Virol, v. 143, p. 231-240, 1992.

Abstract: Susceptible BALB/c mice, after experimental infection with mouse hepatitis virus 3 (IMHV3), revealed
virus titres in the liver that increased gradually to a peak of 8 x 10% PFU/g of tissue after 3 days’ infection, when
the mice died of acute hepatitis. BALB/c mice were infected with MHV 3, subsequently labelled in vivo with
355.methionine, and then the liver preparations from both infected and non-infected animals were subjected
to two-dimensional gel electrophoresis. Comparisons of the patterns by computer image analysis revealed 17
gene products which increased, and B gene products which decreased, upon virus infection in their two-
-dimensional gel spot intensity. We conclude that during MHV3 infection of a susceptible strain of mice, a major
modification in protein synthesis occurs. The pattern alterations were not related to the virus gene products
but were mostly endogenous mouse proteins. Whether these proteins are a result of a defence attempt by the
animal, or are dictated by the virus in order 1o prevent a protective response from happening, remains to be shown.

Resumo: Camundongos BALBIc susceptiveis, apds infecgdo com virus da hepatite murina 3 (MHV3), apresen-
tam titulos virais que aumentam gradualmente até um pico de 8x10% PFU/g de tecido, apds 3 dias de infec-
¢do, quando os camundongos morrem de hepatite aguda. Camundongos BALB/c foram infectados com MHV3,
@ posteriormente marcados *‘in vivo" com *°5-metionina, e entdo as preparagdes do figado de animais infec-
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tados e ndo infectados foram submetidos a uma eletroforese em gel de duas dimens8es. Comparacdes das
amostras por analise de imagem computadorizada revelaram 17 produtos génicos que aumentaram e 8 produ-
tos genicos que diminuiram, apds infecgdo pelo virus. Nos concluimos que, durante a infecgdo por MHV3 em
camundongos susceptiveis, uma importante modificagcdo na sintese de proteinas ocorreu. As alteragbes ndo
foram relacionadas com produtos génicos virais. Se aquelas proteinas sdo um resultado da defesa empreendi-
da pelo animal, ou se sdo impostas pelo virus para prevenir uma resposta protetora, resta a ser determinado.

MARUYAMA, M., KAMIGUTI, AS., TOMY, SC., ANTONIO, LC., SUGIKI, M., MIHARA,
H. Prothrombin and Factor X activating properties of Bothrops erythromelas venom.
Ann. Trop. Med. FParasitol, v 86, n. 5, p. 549-556, 1992.

Abstract: The enzymatic properties of Factor Il (Fll} and Factor X (FX) activators from Bothrops erythromelas
venom were investigaled. Both activators were inhibited by ethylenediaminetetraacetate (EDTA) and
1,10-phenanthroline, and are thought to be metalloproteinases with molecular weights of 90 kDa and 70-90
kDa, respectively. The activity of the Fll activator in the crude venom was about 30 times greater than that
in Oxyuranus scutellattus venom and level of FX activator activity, which was CA#* ion dependent, was simi-
lar to that in Daboia russelli venom. The venom also had two haemorrhagic factors (58 and 105 kDa) and two
fibrinolytic enzymes (18 and 58 kDal).

Resumo: Propriedades ativantes de protrombina e fator X do veneno de Bothrops erythromelas. As proprieda-
des enzimaticas dos ativadores de fator Il (Fil) e fator X (FX) foram investigadas no veneno de Bothrops ery-
thromelas. Ambos os ativadores sdo inibidos pelo etilenodiamina tetreacetato de sodio (EDTA), pela 1,10 fenan-
trolina e sdo metalo proleinases com pesos moleculares de 90 kDa e 70-90 kDa, respectivamente. No veneno
bruto, a atividade do ativador de Fll foi cerca de 30 vezes maior do que a do veneno de Oxyuranus scutellatus
e o nivel de atividade do ativador de FX, que foi Ca?* dependente, foi semelhante 4 do veneno de Daboia russeili.
0 veneno também tem dois fatores hemorrdgicos (58 e 105 kDa) e duas enzimas fibrinoliticas (18 e 58 kDa).

MEIRELLES, M.N.L., JULIANGQ, L., CARMONA, E., SILVA, SG., COSTA, E.M., MURTA, ACM., SCHARFSTEIN, J.
Inhibitors of the major cysteinyl proteinase (GP 57/51) impair host cell invasion and arrest the intracelular deve-
lopment of rypanosoma cruzi in vitro.

Meal. Biochem. Farasitol, v 52, p. 175-184, 1992.

Abstract: Peptidyl diazomethane (PDAM) derivatives, a class of irreversible inhibitors for cysteine proteinase,
were screenad for the ability to impair Trypanosoma cruzi invasion and intracellular development in primary cul-
tures of heart muscle cells (HMC). T. cruzi GP 57181, a purified cysteinyl proteinase, and the substrate Z-Phe-
-Arg-NHMec were used to determine inhibition rate constants (k' , ;) by continuous kinetic assays. The k',
values ranged from 25400 to 2800. The best inhibitors of GP 5?!%1 had bulky hydrophobic residues in the
P1 position (in addition to P2], the 51 sub-site specificity of the enzyme being thus similar to mammalian ca-
thepsin L. The effects of these PDAM on parasite infectivity were then investigated. The ability to invade HMC
was markedly impaired when trypomastigotes were briefly exposed to 10 uM of Z-(5-Bzl} Cys-Phe-CHN,. Stri-
king effects were observed when PDAM were added to HMC cultures that had been previously infected with
trypomastigotes: Z-1S-Bzl) Cys-Phe-CHN, with an ICg, of 0.4 pM, and less markedly Z-Phe-Phe-CHN, and Z-
Tyr-Phe-CHN,, (or Z-Phe-Tyr-CHN,,), h!ﬂcﬁed amastigote replication as well as their transformation into trypo-
mastigotes, thereby arresting intracellular development. Bz-Phe-Gly-CHN,, in contrast, failed to display
antiparasite activity. Direct characterization of the target cysteinyl proteinase was sought, by incubating viable
amastigotes or infected HMC with Z-['25 |] Tyr-Phe-CHN,,. Affinity labeling implicated GP 57/51 as the major
cysteinyl proteinase target for this probe. We propose that ¥T. cruzi intracellular development is critically depen-
dent on GP 57/51 (cruzipain). Selective inhibitors for this cysteinyl proteinase may have therapeutic potential.

Resumo: Derivados peptidildiazometanicos (PDAM), uma classe de inibidores irreversiveis de cisteino-proteinases,
foram testados quanto a sua capacidade de diminuir a invasdo e o desenvolvimento intracelular de Trypanoso-
ma cruzi em culturas primdrias de células musculares cardlacas (HMC). T. cruzi GP 57151, uma cisteinil-proteinase
purificada, e o substrato Z-Phe-Arg-NHMec foram usados para determinagdo das constantes de inibigdo (k' , )
em ensaios de cinética continuos. Os valores de k' , 5 variaram de 25400 a 2800. Os melhores inibidores de
GP 57151 possuiam residuos hidrofdbicos grandes na posicdo P1 (além de P2), sendo, portanto, a especificida-
de do subsitio 51 da enzima semelhante a da catepsina L de mamiferos. Os efeitos desses PDAM na infectivida-
de do parasita foram, entdo, estudados. A capacidade de invadir HMC foi grandemente diminuida quando
trypomastigotas eram expostas rapidamente a Z-(S-Bzl) Cys-Phe-CHN, 10 M. Efeitos muito interessantes fo-
ram observados quando PDAM eram adicionados a culturas de HMC previamente infectadas com trypomasti-
gotas: Z-(5-Bzl) Cys-Phe CHN, bloqueou tanto a replicacdo de amastigotas como sua transformacio em
trypomastigotas, parando, portanto, o desenvolvimento intracelular (ICg; de 0,4 M), Z-Phe-Phe-CHN, & Z-Tyr-
-Phe-CHN, {ou Z-Phe-Tyr-CHN,) agiram menos acentuadamente. Bz-Phe-Gly-CHN,, ao contrério, ndo mostrou
atividade antiparasitica. Foi procurada a caracterizagio da cisteinil-proteinase alvo, através de incubacio de
Z-[125 1] Tyr-Phe-CHN, com amastigatas vidveis ou HMC infectadas. Marcacdo por afinidade implicou GP 57/51
como a principal cisteinil-proteinase alvo desta sonda. Propomos que o desenvolvimento intracelular do T, cruzi
depende criticamente de GF 57/51 (cruzipaina). Inibidores seletivos desta cisteinil-proteinase poderfo ter apli-
cagdo terapgutica.

MELARAGNO, M.L, BRUNONI, D., PATRICIO, FR. das S., CORBANI, M., MUSTACCHI, Z., SANTOS, R. de CS.
dos, LEDERMAN, H.M.

A patient with tetrasomy 9p, Dandy-Walker cyst and Hirschsprung disease.

Ann. Genet., v 35, n. 2, p. 79-84, 1992,

Abstract: The authors report on a patient with tetrasomy 9p and 9gh due a karyotype 47 XY, +dic(9) (q12) in
lymphocytes and a normal karyotype in fibroblasts. Clinical and complementary investigation revealed a malfor-
mation syndrome with many anomalies like those of trisomy 9p as well as Dandy-Walker cyst and Hirschsprung
disease not previously described in tetrasomy 9p.
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Resumo: Os autores descrevem ocorréncia em um paciente de tetrassomia 9p e 9qgh devido a caridtipo
47 XY, +dicl9) (g12) em linfécitos circulantes, com caridtipo normal nos fibroblastos. O quadro clinico do afeta-
do apresentou varias anomalias similares aquelas descritas na trissomia 9p, assim como anomalia de Hirschs-
prung, cisto de Dandy-Walker ndo descritos na tretrassomia 9p.

OLIVEIRA, E.P. de, TANISAKI, M.M.

Effect of proteinase inhibitor from the plasma of Bothrops jaracaca on coagulant and myotaxic activities of Both-
rops venoms.

Toxicon, v 30, n. 2, p. 123-128, 1992,

Abstract: A proteinase inhibitor purified from the plasma of Bothrops jararaca was tested for the neutralization
of total blood cloting activity, prothrombin activating factor and thrombin-like activity of B jararaca venom and
also myotoxic activity of B jararacussu venom. This inhibitor was also tested for neutralization of the lethality
induced by the venom of B jararaca and B. jararacussu. The inhibitor markedly reduced the total blood clotting
activity (95%) and the prothrombin activating factor (98%), and partially decreased the thrombin-like activity
of B. jararaca venom. The proteinase inhibitor failed to neutralize the myotoxic activity of B. jararacussu. Letha-
lity induced by the venom of B jararaca in mice was inhibited by the proteinase inhibitor, whereas the protection
on B jararacussu venom was only partial. These results show that the proteinase inhibitor purified from the
plasma of B jararaca inhibits different proteinases but not myotoxins of Bothrops venoms, and consequently
neutralizes the toxic effect due to these proteins.

Resumo: Um inibidor de protease purificado do plasma da Bothrops jararaca foi testado para a neutralizacio
da atividade coagulante total, lator ativador da protrombina atividade ‘‘thrombin like'’, e atividade miotdxica.
Testou-se também a neutralizacdo do efeito letal do veneno da Bothrops jararaca e Bothrops jararacacussu,
0 inibidor reduziu 95% a atividade coagulante total, 98% a atividade de ativac3o da protrombina e parcialmen-
te a atividade ““thrombin like". O inibidor ndo neutralizou a atividade miotdxica do veneno da B. jararacussu.
A letalidade induzida pelo veneno da B jararaca foi inibida enquanto a protec3o contra o veneno da B jarara-
cussu foi apenas parcial. Esses resultados mostram gue o inibidor inibe diferentes proteases mas nfio as mioto-
xinas e consequentemente neutraliza os efeitos tdxicos dessas proteinas.

PICARELLI, Z.F, PREZOTO, BC., HIRAICHI, E., ABDALLA, FM.F.
Kallikrein-kinin system in the plasma of snakes.
Agents Actions, Suppl., v. 36, p. 271-281, 1992,

Abstract: Using pharmacological preparations suitable for assay of mammalian kinins, it was shown that Both-
rops jararaca |Bj) venom and other kininogenases were unable to release kinins from snake plasma. The kallikrein-
-kinin system presents species-especificity in birds. In order to detect such a specificity in snakes, the effects
of Bj venom on snake blood pressure and the effect of incubates of snake plasma with trypsin, on snake blood
pressure and snake uterus, were studied. The possibility of activating snake plasma kallokrein with ellagic acid,
glass beads or kaolin was also investigated. Whereas plasma of the snakes Waglerophis merremii (Wn) and
Crotalus durissus (Cd), were shown 10 contain factor Xll, prekallikrein, kininogen, Kininases and to present a
low but definite activation rate of the kinin system, the plasmas of Bj. Bothrops moojeni (Bm) and Oxyrophus
trigeminus (O1), yielded only kininogen and kininases. Activation of the system was not even detected by the
sensitive substrate Ac-Phe-Arg-Nan (aceptyl-phenylalanyl-arginyl-4nitro-anilide), indicating that the plasma of
thesa species does not posses either factor Xl and/or prekallikrein. Snake plasma may constitute an interesting
modal for the study of blood clotting, fibrinolytic and complement systems.

Resumo: Usando preparacdes farmacoldgicas apropriadas para o ensaio de cininas de mamiferos, foi verifica-
do que o veneno de Bothrops jararaca (Bj) e outras cininogenases foram incapazes de liberar cininas do plasma
de serpentes. O sistema calicreina-cininas apresenta especificidade de espécie em aves. Na tentativa de se de-
tectar esta especificidade em serpentes, foram estudados o efeito do veneno de Bj na pressdo arterial de ser-
pentes e o efeito de incubados do plasma de serpentes com tripsina na pressdo arterial e no ultero de serpentes.
A possibilidade de ativagdo de calicreina no plasma de serpentes com acido elagico, perolas de vidro e caolim
foi também investigada. Enquanto o plasma das serpentes Waglerophis merremii (\Wm) & Crotalus durissus (Cd)
menstraram atividades atribuidas a fator Xll, pre-calicreina, cininogénio, cininases e um baixo, mas significativo
padrdo de ativagdo do sistema calicreinacininas, os plasmas de Bj, Bothrops moojeni (Bm) e Oxyrophus Irige-
minus |O1), apresentaram atividades atribuidas apenas a cininases. Ativagao do sistema nio foi detectada nem
com o substrato Ac-Phe-Arg-Nan (acetil-fenil-alanil-arginil-4 nitro-anilida) indicando que o plasma destas ser-
pentes nio contém nem Fator All nem pré-calicreina. O plasma de serpentes pode-se constituir num modelo
interessante para o estudo dos sistemas de coagulagdo sanguinea, fibrinolitico e do complementao.

REIS, M.H., IBANEZ, O.M., CABRERA, WH., RIBEIRO, OG., MOUTON, D, SIQUEIRA, M., COUDERC, J.

T — helper functions in lines of mice selected for high or low antibody production (Selection IIl): modulation
by anti-CD4+ monoclonal antibody.

Immunology, v 75, p. 80-85, 1992

Abstract: T — helper function was evaluated in mice genetically selected for higt (H) or low antibody (Ab) res-
ponsiveness to Salmonella flagellar antigen (Ag) (Selection Ill}. In this Selection as opposed to what was de-
monstrated in Selections |, Il and IV A. the interline difference was not proven to be based upon the modification
of Ag processing and presentation at macriphage level. CD4 — CDB lymph node ratio is similar in Hill and LIl
mice, both lines being equally susceptible to in vivo depletion of CD4 Teells by GK 1-5 monoclonal antibody
(mAb) treatment. Nevertheless, the Ab responsiveness of the two lines was differently modulated by GK 1-5
mAb: the inhibition of Ab responses to various Ag required lower mAb doses and was long lasting in Lill-as
compared to the transient effect of higher mAb doses observed in HIIl. LIl mice were also refractory to Salmoneila-
-induced reversion of GK 1-5 mAb inhibition. Moreover, in vitro specific T proliferation was constantly lower
in LIll, though its IL-2 production was unexpectedly similar to that of HIll T cells. Results of in vivo and
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in vitro experiments are thus consistent with a defective response of T — helper cells to immunogenic challeng
in LI mice.

Resumo: A atividade linfocitéaria foi avaliada em camundongos geneticamente selecionados de acordo com a
alta (H) ou baixa (L) resposta humoral a antigenos flagelares (agf) de Salmonella. Nesta selecio ao contrério
do que ocorreu nas selegdes |, Il e IV, a diferenca interlinhagens ndo decorreu de modificaces do processa-
mento e apresentacdo de antigeno pelos macrifagos. A frequéncia de linfocitos CD* , e CD* g é similar nos
camundongos H, e L, e ambas as linhagens sio igualmente susceptiveis a deplecio de células CD*, "'in vi-
vo'', por tratamento com o anticorpo monoclonal GK 1.5 (anti CD,). Entretanto a resposta de anticorpos & di-
ferenternente modulada pelo monoclonal: A inibig3o da resposta a varios antigenos requereu doses menores
e foi mais duradoura em L, quando comparada ao efeito transitdrio de doses maiores de anti CL, em H,,. Ca-
mundongos L, também se mostraram refratérios ao efeito reversivo do tratamento com Salmonella sobre a
inibicdo causada por GK 1.5. Além disso, a proliferac3o T especifica “'in vitro"’ foi constantemente menor em
L, embora a sua producdo de IL-2 tenha sido inesperadamente similar a aquela das células T da linhagem H,,.
Resultado dos experimentos ""in vitro™* e “'in vivo™" sio consistentes com a resposta deficiente das células T
auxiliares dos camundongos L; a estimulagdo antigénica.

RODRIGUES, M.T.A., GIOQIELLI, M.L.R., FRATELLI, F., SAITO, T.
Estabelecimento da concentracdo antimicrobiana eficaz de tiomersal em toxdide tetanico.
Rev Farm. Bioguim. Univ 580 Paula, v 28, n. 1, p. 43-50, 1992

Resumo: Amostras de toxdide tetanico, contendo quatro concentracdes de tiomersal (0,005; 0,010; 0,015 e
0,020%) dentro dos limites recomendados oficialmente, foram submetidos ao teste de eficdcia antimicrobiana
do conservante. Com relacdo as exigéncias da Farmacopéia Americana XX, apenas Staphylococcus aureus
se mostrou resistente s quatro concentragbes, enquanto que para Pseudomonas aeruginosa, Candida abicans
e Aspegillus niger o sistemna conservador atendeu as exigéncias oficiais, mesmo na menor concentragio. O
teor de tiomersal em toxdide tetanico poderd ser de 0,005%.

Abstract: Samples of tetanus toxoid containing four concentrations of thimerosal (0,005; 0,010; 0,015 and
0,020%]) chosen between the official limits were submitted to the antimicrobial effectiveness test. Regarding
the USP XXl requirements, only S. aureus was resistant to the four concentrations, while other three microor-
ganisms were sensitive even to 0,005%. This one can be the concentration in tetanus toxoid.

SANO-MARTINS, 1.S., DAIMON, T.

Electron microscopic cytochemistry on the distribution of wheat germ agglutinin receptor on the platelet plas-
ma membrane after treatment with convulxin isolated from Crotalus durissus terrificus venom.

Toxicon, v30, n.2, p. 141-150, 1992.

Abstract: The effects of convulxin, isolated from the venom of Crotalus durissus ferrificus, on the localization
and distribution of wheat germ agglutinin (WGA) binding sites on platelet surfaces havee been investigated at
an ultrastructural level. A post-embedding cytochemical technique using WGA-gold complexes was used and
the quantitative intensity of WGA-labeling on the surface membrane of platelets after convulxin stimulation was
determined. In the presence of Ca*, convulxin induced platelet release and aggregation, while in its absence,
the platelets formed pseudopodia and showed release reaction, but whithout aggregation. After treatment with
convulxin, WGA-labeling on the surface membrane decreased compared with intact washed (control) platelets.
In the presence of Ca?t, clusters of gold label were often found on the surface membrane. However, the WGA-
-labeling intensity of the membrane of the open canalicular system increased significantly compared with that
of platelets stimulated by convulxin in the absence of CaZ*. Direct morphological evidence demonstrates qua-
litative and quantitative alterations of WGA-labeling on the surface membrane of platelets, after convulxin sti-
mulation. The possibility is considered that WGA-binding glycoproteins on the surface membrane are involved
in the aggregation response after convulxin stimulation.

Resumo: Os efeitos da convulxina sobre a localizaco e a distribuicio dos receptores da lectina WGA na mem-
brana plaquetdria foram estudados a nivel ultra-estrutural, utiizando a técnica do ouro coloidal acoplado a WGA.
A convulxina induziu secrecio e agregacio plaquetdria na presenca de Ca?* enquanto que na auséncia da
mesma, as plaquetas humanas lavadas formaram pseuddpodos e induziram a secrecdo, porem, sem a agrega-
¢do plagquetéria. Quando comparadas com as plaquetas lavadas (controle) a quantidade de ligacdo do comple-
x0 WGA-ouro coloidal diminuiu significativamente na 5UpErleiE da membrana apds tratamento com a convulxina,
As plaguetas tratadas por convulxina, na presenca de Ca o apresentaram agrupamentos de outro coloidal
na membrana; a intensidade de marcacdo no sistema de canaisgabenus também estd significativamente au-
mentada em relacdo &s plaguetas estimuladas na auséncia de Ca* " | Essas evidéncias demonstram alteracfes
qualitativa e quantitativa dos receptores de WGA na membrana plaquetéria apds a estimulacdo por convulxina.
A possibilidade dos receptores de WGA presente na membrana das plagquetas humanas estarem envolvidas
na agregacao induzida por convulxina foi também considerada.

SANTOS, R. de C.S. dos, CASTRO, N.H.C., FERRAZ, O.P, WALTER-MOURA, J., MUSTACHI, Z., PAGNAN, N.AB.,
GOLLOP, T.R,

Ophthalmological, skeletal, and cardiac abnormalities in sibs born to consanguineous parents: a new syndrome?
Am. J Med. Genet, v43, p. 946-948, 1992,

Abstract: We report on a sibship from a consanguineous couple consisting of one boy with anophthalmia, one
boy with buphthalmos and multiple congenital skeletal, muscle, and cardiac abnormalities, and a stillborn girl
with anophthalmia and cardiac and skelelal abnormalities. A possible new syndrome of autosomal recessive
inheritance and variable expressivity is discussed, comparing this report with others.
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Aesumo: O presente trabalho descreve a prole de casal consanguineo, com um irmdo com anoftalmia, um ir-
méo com buftalmia, anomalias multiplas esqueléticas, musculares e cardiacas @ uma irmd natimorta com anof-
talmia acompanhada por anomalias esqueléticas e cardiacas. Discute-se a possibilidade de se tratar de uma
nova sindrome com heranca autossomica recessiva e expressividade varidvel.

SHERMAN, S.L., BARBI, G., BRONDUM-MNIELSEN, K., BROWN, WT., CARPENTER, N.J., CHUDLEY, A.E., FER-
RAZ, O.P, FERREIRA, F, GUSTAVSON, K-H., HALLIDAY, J., HOCKEY, A.,, HOWARD-PEEBLES, PN., JENKINS,
E., KENNERKNECHT, I, KAHKONEN, M., LADAIQUE, P, LEISTI, J., MADDALENA, A., MAZURCZAK, T, MAT-
TEIl, J-F, MATTINA, T., MCKINLEY, M.J., MURPHY, P, PELLISSIER, M.C., PURVIS-SMITH, S., ROBINSON, H.,
SCAPAGNINI, L., SCHAAP, T., SHAPIRO, L.R., SMITS, A.PT.,, STEINBACH, P, TURNER, G., UCHIDA, LA., OOST,
B.A. von, VOELCKEL, M-A., WEAVER, D.D.,, WEEB, T.

Collaborative prospective study of the fragile X syndrome: One-yer progress report.

Am. J Med Genet.,, v43, p. 365-360, 1992,

Abstract. A prospective study of the fragile X syndrome [fra(X)] was initiated one year ago to refine the estima-
tes of recurrence risks based on the phnotype of the mother and the family history of the syndrome. The basic
unit of data consists of the description of the conceptus of women known to carry the fra(X) gene or of mothers
of a isolated case. To date, information on 261 women and their conceptuses was ascertained primarily through
prenatal diagnosis; these data are summarized here. Although tests of significance were limited due to small
sample sizes in subgroups, the following trends were observed: 1) the penetrance of fralX) site expression was
80% in both male and female conceptuses suggesting that fraiX) site expression is equally penetrant early
in development; 2) the sex ratio at the time of prenatal diagnosis did not differ from one, indicating that selec-
tion against fra(X) fetuses, if any, does not differ among sexes; 3) the recurrence risk among offspring of border-
line/mildly retarded mothers was higher than that among offspring of intellectually normal mothers; 4) the
recurrence risk in offspring did not differ based on the mother’s fralX) site expression; and 5) the recurrence
risk in offspring of mothers with isolated cases was slightly less (34%) than that of obligate carrier mothers
(41%) although this was not significant. The potential use of these prospective data on the fra(X) syndrome
is emphasized.

Resumo: Este é umn estudo prospectivo da sindrome de FRA X iniciado em 1991 para apurar as estimativas
de riscos de recorréncia, baseados no fendtipo da m3e e histdrico familiar da sindrome. A unidade basica de
pesquisa consiste da descricdo da prole de mulheres sabidamente portadoras do gene do [FRA X] ou de mies
de casos isolados. Até o momento, descrevemos 261 mulheres e seus filhos, com informac3o verificadas pri-
mariamente através de diagnosticos pré-natais. Apesar dos testes de significincia terem sido limitados devido
ao tamanho pequeno das amostras nos subgrupos, algumas tendéncias puderam ser observadas: 1) penetran-
cia de 80% do sitio FRAX em nascidos de ambos os sexos, sugerindo igual penetrincia no desenvolvimento
precoce; 2) distribuigdo entre 0s sexos ao diagndstico pré-natal ndo difere de 1.1, indicando que a seleclo con-
tra fetos [FRA X], se existe, ndo difere entre 0s sexos; 3) o risco de recorréncia entre a descendéncia de mies
limitrofes ou moderadamente retardadas foi verificada maior que entre aqueles descendentes de mulheres inte-
lectualmente normais; 4) o pequeno risco de recorréncia na descendéncia ndo diferiu de acordo com a expres-
s8o do sitio [FRA X] da mae; 5} o risco de recorréncia na descendéncia de mies de casos isolados fol verificada
como discretamente menor (34%] que aquela verificada nas maes portadoras obrigatérias (41%), embora nfo
significante. O estudo enfatiza o uso potencial destes dados prospectivos.

SILVEIRA, PF, SCHIRIPA, L.N., CARMONA, E., PICARELLI, Z.P
Circulating vasotocin in the snake Bothrops jararaca.
Comp. Biochem. Physiol., w103A, nl, p. 59-64, 1992

Abstract: There is biochemical and pharmacological evidence to suggest the presence of vasotocin in the blood
and plasma of the snake Bothrops jararaca (Bj). XE-64 extracts from Bj blood showed antidiuretic and hypoten-
sive activities in rats and a contractile effect on rat isolated uterus, which was totally dialysable and inhibited
by thioglycollate. Extracts from Bj whole plasma presented an antidiuretic activity which was only partially dialy-
sable. The plasma extracts also showed oxytocic properties. When EDTA and Sep-Pak C18 extraction were used,
a better recovery and characterization of vasotocin by HPLC was obtained. These results indicate the occurren-
ce of free and bound circulating vasotocin in Bj, in an equilibrium dependent of its enzymatic hydrolysis.

Resumo: Evidéncias bioquimicas e farmacolégicas sugerem a presenca de vasotocina no sangue e plasma da
serpente Bothrops jararaca (Bj). Extratos em colunas XE-64 do sangue de Bj apresentaram atividades antidiuré-
tica e hipotensora em ratos @ um efeito contratil sobre o Utero isolado de rata, o qual foi totalmente dialisével
& inibido pelo tioglicolato. Extratos do plasma total de Bj apresentaram atividade antidiurética apenas parcial-
mente dialisdvel. Os extratos plasmaticos também apresentaram propriedades ocitécicas. Melhor recuperacio
e caracterizacio da vasotocina por HPLC foram obtidas empregando-se EDTA e extragiio em coluna de Sep-Pak
C18. Estes resultados indicam a ocorréncia de vasotocina livre e ligada na circulagdo de Bj, num equilibrio de-
pendente de sua hidrdlise enzimatica.

SIWVEIRA, PF, SCHRIPA, L.N., PFICARELLI, Z.P.

Hydrolysis of L-cystine-di-8-naphthyllamide and neurohypophyseal peptides by the plasma of the snake Both-
rops jararaca.

Comp. Biochem. Physyol, v 1028 n. 1, p. 119-122, 1992,

Abstract: Bothrops jararaca plasma or serum hydrolysed L-cystine-di-g-naphthylamide (CNAase activity) at a
degree comparable to that of plasma or serum in pregnant women. In adult snakes, activity was less in males.
It was not altered in pregnancy but increased after delivery, being higher at pH 6.4 (unspecific enzymes) than
at pH 7.9 (true pregnant woman plasma oxytocinase). Its optimurn pH was b.9, different from that of other
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known enzymes that hydrolyse the same substrate. Bothrops jararaca plasma also hydrolysed vasopressin, oxy-
tocin and vasotocin. These hydrolysing activities were unexpected for an ovoviviparous reptile,

Resumo: Plasma ou soro de Bothrops jararaca hidrolisaram L-cistina-di-g-naftilamida (atividade CNAase) num
grau comparavel aguele do plasma ou soro de mulheres gravidas. Em serpentes adultas, a atividade foi menor
em machos. Ela ndo foi alterada na prenhez mas aumentou apas o parto, sendo mais elevada em pH 6,4 (enzi-
mas inaspecificas) do que em pH 7.9 (ocitocinase plasmadtica verdadeira de mulheres gravidas). Seu pH &timo
foi 5,9, diferente daquele de outras enzimas conhecidas que hidrolisam o mesmo substrato. O plasma de Both-
rops jararaca também hidrolisou vasopressina, ocitocina e vasotocina. Estas atividades hidroliticas foram ines-
peradas num réptil ovoviparo.

SOARES, M.FM., MOTA, 1.
Effect of purified componentes of Ascans suum extracts on IgE antibody response in guinea pigs
Brazifian J. Med. Biol. Res., v 25, p. 1137-1140, 1992,

Abstract: The effect of components P530 and P29, isolated from Ascans suum adult worm extract (ASC), on
the heterologous IgE antibody response was studied in guinea pigs. Groups of 7 guinea pigs were immunized
ip with 50 pg of ovalbumin (OA) alone or mixed with 200 ug of each component precipitated in an alum gel.
The primary and secondary IgE antibodoy response was evaluated by passive cutaneous anaphylaxis reaction
(PCA). Immunization of guinea pigs with P29 plus ovalbumin (OA) resulted in a significant increase in the level
of serum IgE anti-OA antibodies, especially in the secondary response (almost 8-fold higher when compared
with control group). This potentiated response was not observed when the animals received OA plus P530 or
the crude extract. Indeed, the P530 component, as well as the crude extract, induced a depression of the anti-
-0A IgE antibodoy reponse (2-3 fold decrease when compared with OA-immunized animals). It was also shown
that P29, but not P530 or ASC, was capable of eliciting a strong ati-ASC IgE antibody response. These results
demonstrate that in guin2a pigs these two Ascaris suum components have antagonic biological effects, one
inducing potentiation and the other suppression of the heterologous IgE antibody response.

Resumo: O efeito dos componentes P530 e P29 isolados do extrato de vermes adultos de Ascaris lumbricdides
sobre a resposta heterdloga de anticorpos IgE foi estudada em cobaias. Grupos de 7 cobaias foram imunizadas
via intraperitoneal com 50 pg de ovalbumina pura ou misturada com 200 ug de cada componente precipitado
com hidréxido de aluminio. A resposta priméria e secundaria de anticorpos IgE foi avaliada por PCA. Imuniza-
¢do de cobaias com P29 mais ovalbumina resultou em um aumento significante no nivel da IgE anti-ovalbumina
no soro, especialmente na resposta secunddria (quase 8 vezes maior que a do controle). Esta potenciacdo da
resposta ndo foi observada guando os animais receberam ovalbumina mais P530 ou extrato cru. De fato, o
componente P530, assim como o extrato cru, induziram uma depressdo da IgE anti-ovalbumina (diminuicdo
de 2 a 3 vezes quando comparado com os animais imunizados com ovalbumina). Verificou-se também que
o P29, porém ndo o P530 ou o extrato, é capaz de induzir uma forte resposta de anticorpos IgE anti-Ascaris.
Estes resultados demonstrarmn que na cobaia os dois componentes isolados do Ascaris suurn tém efeitos biold-
gicos antagbnicos, um induzindo potenciagdo e o outro supressdo da resposta de anticorpos IgE heterdlogos.

SOARES, M.FEM., MOTA, I, MACEDO, M.S.
Isolation of Ascaris suum components which suppress IgE antibody responses.
Int. Arch. Allergy Immunol, v 97, p. 37-43, 1992,

Abstract: An extract from adult Ascaris suum was fractionated on a Sephadex G-200 column and individual
elution fractions assessed for their ability to induce or suppress an IgE antibody response in mice immunized
simultaneously with a heterologous antigen {ovalbumin). The results showed that, whilst fractions eluted in the
first peak suppressed the anti-ovalbumin IgE antibody production, those eluted in the third peak induced a signi-
ficant anti-Ascaris |gE response. The mixture of the two kinds of fractions resulted in suppression of anti-Ascaris
IgE antibodies. The apparent molecular weight (MW) of the first and third peaks was 530,000 and 29,000 dal-
tons, respectively. After delipidation, the extract still retained most of its biological activities. SD5-PAGE of this
material showed selective loss of high-MW components when compared to the whole extract. No bands were
observed in SDS-PAGE of peak | in contrast to peak Ill, which displayed several bands. Immunoblots of all these
samples showed at least 3 bands above MW 150,000, which reacted with anti-peak | antiserum, in the unfrac-
tionated extracts and in peak |, but not in peak lll. When the extract was fractionated by affinity chromato-
graphy using anti-peak | antibodies as ligands, the immunogenic components were present in the effluent, whereas
the suppressive components were recovered in the eluate.

Resumo: Um extrato de Ascaris suum adulto foi fraccionado em uma coluna de Sephadex G-200 e as fragdes
individuais testadas quanto a sua capacidade de induzir ou suprimir uma resposta de IgE em camundongos
imunizados simultaneamente com um antigeno heterdlogo (ovalbumina). Os resultados mostraram que enquanto
as fracdes eluidas com o 1° pico suprimem a produgdo de IgE antiovalbumina, aquelas eluidas no 3° pico
induzermn a uma resposta significante de IgE anti-Ascaris. A mistura das duas fragdes resultou na supressio
dos anticorpos IgE anti-Ascaris. O peso molecular (PM) do 1?2 & 3° picos foi respectivamente de 530.000 e
29,000 Daltons. Apos delipidaco, o extrato reteve a maioria de suas atividades bioldgicas. SDS-PAGE deste
material mostrou uma perda seletiva dos componentes macromoleculares quando comparado com o extrato
total. Nenhuma banda foi observada no pico | por SD5-PAGE em contraste com o pico lll, que mostrou vérias
bandas. Immunoblots de todas estas amostras mostraram que pelo menos 3 bandas de peso molecular acima
de 150.000 reagiam com o antipico | no extrato total e no pico | porém ndo com o pico lll. Quando o extrato
foi fracionado por cromatografia de afinidade usando anticorpos antipico | como ligante, os componentes imu-
nogénicos foram recuperados no eluato.
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THEAKSTON, R.D. G., FAN, HW.,, WARRELL, D.A_, DIAS DA SILVA, W.D., WARD, S.A., HIGASHI, HG., BIASG.
Use of enzyme immunoassays to compare the effect and assess the dosage regimens of three Brazilian Both-
rops antivenoms.

Am. J Trop. Med. Hyvg., v 47, n. b, p. b93-604, 1992,

Abstract: The effect of the three main Brazilian polyspecific antivenoms on venom clearance was assessed in
118 moderately envenomed victims of bites by Bothrops species (mainly B jararacal in Sao Paulo State, Brazil.
Serum samples taken from patients at intervals during their stay in the hospital and at followup approximately
four weeks later were tested by enzyme immunoassay lor the presence of whole venom and therapeutic antive-
nom. Results indicated that in patients treated with the standard regimen of either four (40 mi) or eight (80
ml) ampules of each antivenom, venom was cleared from the circulation within four days of antivenom adminis-
tration. However, high concentrations of antivenom persisted for approximately 10 days and remained detecta-
ble until 30-60 days after administration. This suggests that patients may be being treated with excessive amounts
of antivenom in Brazil. This practice increases the national cost of antivenom theraphy and may contribute to
the high frequency of antivenom reactions. Clinically, there was no obvious difference in the efficacy between
the three antivenoms.

Resumo: O efeito dos trés antivenenos poliespecificos produzidos no Brasil no clareamento do veneno foi anali-
sado em 118 pacientes, classificados como de gravidade moderada, picados por serpentes do género Bothrops
(principalmente B. jararacal, no Estado de Sdo Paulo, Brazil. Amostras de soro foram obtidas de pacientes em
intervalos prestabelecidos durante a permanéncia no hospital, e no seguimento 4 semanas apds o acidente,
sendo testadas, pelo método imunoenzimatico (ELISA), para presenca de veneno total e antiveneno, Os resulta-
dos indicararn que, em pacientes tratados com © esquema padrdo de 4 (40 ml) ou 8 (80 ml) ampolas de cada
antiveneng, o clareamento do veneno na circulagdo ocorreu nos primeiros 4 dias da administracio do antivene-
no. Entretanto, concentracdes altas de antiveneno persistiram por aproximadamente 10 dias e permanaceram
detectaveis até 30-50 dias apds sva administragdo. Isto sugere gue os pacientes estdo sendo tratados com
quantidades excessivas de antiveneno no Brasil. Esta pratica aumenta o custo nacional de producio do antive-
neno e pode contribuir para a maior freqléncia de reagdes adversas. Clinicamente, ndo houve diferencas evi-
dentes na eficicia entre os trés antivenenos.

TIMENETSKY, J., MIYAKI, C., MENDES, LF, RIZZO, E. de

Identificacio de micoplasmas pela inibicdo de crescimento de amostras isoladas de culturas celulares.
Rev. Saude publ. S. Paulo, v 26, nl, p. 17-20, 1992.

Resumo: As culturas celulares devemn ser continuamente monitoradas quanto 3 presenca de micoplasmas, pois,
embora s vezes eles passem despercebidos, podemn causar alteractes cromossémicas, interferir na replicacio
viral, na producdo de anticorpos e interferon. A Organizacdo Internacional em Micoplasmologia (IOM) reco-
menda o isolamento e a identificacdo de micoplasmas, visando detectar as provédveis origens da infeccio e
melhorar a qualidade das culturas. Assim, foram analisadas pela inibicio de crescimento 37 amostras perten-
centes a 27 linhagens celulares contaminadas por micoplasmas. Em nenhuma amostra foi observada a ocor-
réncia de duas espécies. Foram identificados 18 (48,65%) Mycoplasma arginini, 15 (40,55%) Acholeplasma
laidiawii, dois (5,40%) Mycoplasma orale, sendo que duas amostras (5,40%) ndo foram identificadas. Consi-
derando as espécies caracterizadas na pesquisa, os autores sugerem: a) a adocio do teste de isolamento de
micoplasmas em carater de rotina; b) o aprimoramento das técnicas de assepsia e desinfeccio; ¢} a eliminacio
da pipetagem bucal; d) a utihzagdo de soros e de outros componentes de meios de cultura de qualidade certifi-
cada; e) o questionamento da presenca de micoplasmas quando linhagens celulares sdo permutadas pelas ins-
tituigBes; fl a avaliagio cautelosa de resultados obtidos quando se utilizam culturas infectadas por esse

Microrganismao.

Abstract: Cell cultures must be continuously screened for the presence of mycoplasma because, although the-
se microorganisms sometimes pass unoticed, they may cause chromosomic alterations and interfere with viral
replication, antibody and interferon praduction etc. The International Organization for Mycoplasmology (IOM)
recommends the isolation and identification of mycoplasma with a view to the detection of the origin of the
infection and the improvement of the quality of the cultures. In this paper, 37 samples belonging to 27 cell
lines contaminated with mycoplasma were assayed by the growt inhibition test. It is known that Mycoplasma
orale is the most common human mycoplasma contaminant of cell cultures, the major vehicle of contamination
being mouth pippeting, while commercial bovine serum in the main source for Mycoplasma arginini and Acho-
leplasra laidlawii. M. arginini was found in 18 (48.65%) of the cell samples tested, A. laidlawiiin 15 (40.55%),
and M. orale in two (5.40%). Two other samples could not be identified by the antisera used (antisera against
M. arginini, M. orale, Mycoplasma hyorhinis and A. laidlawii) their characteristics being *‘fried egg'* colonies,
digitonine sensitivity, Dienes stained, positive glucose catabolism, negative arginini hydrolysis, and negative te-
trazolium reduction. No more than one type of mycoplasma was found in each cell culture. In the light of the
results of the study, it is suggested that: a) cell cultures should be tested for mycoplasma on a routine basis:
b) microbial control techniques be improved; ¢} mouth pippeting be abolished; d) serum and cell culture media
components purchased be of certified quality; el the presence of mycoplasma when cell lines are exchanged
amaong institutions be investigated; f} data obtained when mycoplasma infected cell cultures are used be care-
fully evaluated.

VIEIRA, EG.J.,, HENRIQUES, S.B.
Comparison of the lowry and coomassie blue methods for the determination of protein concentration.
Brazilian J Med. Biol. Res., v25, p. 583-531, 1992,

Abstract: The Lowry and Coomassie Blue methods were compared for precision when applied to Schistosoma
mansoni proteins, using bovine serum albumin {BSA) as standard. The absorbance of five different concentra-
tions was measured and the experiments were run in parallel to reduce bias in the comparison. Thus, for a
given technigue, all photometric data were obtained from reaction mixtures (BSA and test solutions) prepared
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and analyzed as simultaneously as possible. To interpret the results, polynomial functions of different degrees
— up to the third — were calculated to fit the absorbance values to the respective protein concentrations of
BSA or worm protein present in the reaction mixtures, and the standard errors of all slopes were also calculated.
The protein concentration of worm extracts was calculated by two mathods: 1) the ratio of the first-degree slo-
pes of the polynomials applied to absorbance = f(x), with x being either mg BSA or ml worm extract, and 2}
the utilization of the BSA function parameters to convert any worm absorbance value to protein concentration.
The results obtained with the slope ratio method were variable. Howaver, the function method seemed to be
reliable, especially when applied to Coomassie Blue data. When the results were derived from the BSA cubic
function the concentration of soluble worm protein was calculated with a coefficient of variation of 1.20%.

Resumno: A precisio dos métodos de Lowry e Coomassie Blue foram comparadas utilizando proteinas de Schis-
tosoma mansoni e albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. A absorbéncia de cinco concentracdes dife-
rentes foi medida e os experimentos executados em paralelo para reduzir a inclinagdo na comparago. Desta
forma, para a referida técnica, todos os dados fotométricos foram obtidos a partir de misturas de reacdes (BSA
e soluclies testes) preparadas e analisadas simultaneamente quanto possivel. Para interpretar os resultados,
funcdes polinomiais de diferentes graus — até o terceiro — foram calculados para adaptar os valores das ab-
sorbincias para a respectiva concentracido de proteinas de BSA e proteina do verme presente na mistura de
reacdes, e os erros padrio de todas as inclinacdes foram também calculados. A concentracio de proteina dos
extratos de vermes foram calculados por dois métodos: 1) O emprego das inclinagies de primeiro grau das
polinomiais calculadas para absorbancia = f(x), com x sendo mg de BSA ou ml do extrato de verme, e 2) foram
utilizados os pardmetros da fungio BSA para converter o valor da absorbdncia do verme em concentragdo de
proteina. Os resultados obtidos com o método relagdo da inclinagdo foram varidveis. Contudo, o método fun-
¢do deu melhor precisdo, especialmente quando aplicados para os dados do Coomassie Blue. Quando os resul-
tados foram calculados a partir da fungio clbica para BSA a concentragdo das proteinas soldveis do verme
foi calculada com um coeficiente de variagcdo de 1,20%.

YAMANOUYE, M., PICARELLI, ZF
Characterization of postjunctional alpha-adrencceptors in the isolated aorta of the snake Bothrops fararaca.
Comp. Biochem. Physiol, v 103C, n.3, p. 615-618, 1992,

Abstract: To characterize the alpha-adrenoceptors present in Bothrops jararaca aorta, selective alpha-adrenoceptor
agonists and antagonists were used. The relative order of potency of the tested agonists was noradrenaline
> phenylephrine > clonidine. Prazosin was more potent than phentelamine and yohimbine in antagonizing
noradrenaline response, since the PA, values were 9.91, 7.59 and 7.33, respectively. Yohimbine was also able
to block the contraction produced by phenylephrine, an alpha-1 agonist. These results suggest the existence
of an alpha-1 subtype of adrenoceptor in this preparation which, however, presents some different characteris-
tics from those described for mammals.

Resumo: Para caracterizar os adrenoceptores alfa presentes na aorta de Bothrops jararaca foram utilizados ago-
nistas e antagonistas seletivos para adrenoceptores alfa. A ordem de poténcia dos agonistas foi: noradrenalina
> fenilefrina > clonidina. Prazosin foi mais potente que fentolamina e ioimbina em antagonizar a resposta de
noradrenalina, sendo que os valores de pA. foram 9,91; 7,69 e 7,33 respectivamente. loimbina foi também
capaz de bloquear a contragio produzida por fenilefrina, um agonista de adrenoceptores alfa-1. Esses resulta-
dos sugerem a presenca de um subtipo de adrenoceptor alfa-1 nesta prepara¢do, que, entretanto, apresenta
algumas caracteristicas diferentes daqueles descritos em mamiferos.

YAMANOUYE, N., SALOMAQ, LC., PICARELLI, Z.P .
Effects of catecholamines on the isolated aorta of the snake Bothrops jararaca.
Comp. Biochem. Physiol, w101C, n.2, p. 197-201, 1992.

Abstract: Effects of catecholamines in snakes have been examined using an aorta preparation isolated from
Bothrops jararaca. Adrenaline, noradrenaline and isoprenaline produced dose-dependent contractions on this
preparation. The relative potency was adrenaline > noradrenaline > isoprenaline. Phentolamine displaced, to
the right, the concentration-response curve of the three catecholamines tested, showing the presence of alpha-
-adrenoceptores in this preparation. Isoprenaline has never produced a relaxation, even when the aorta was
first contracted by BaCl, and pretreated with phentolamine, indicating that beta-adrenoceptors are absent in
this preparation. In this .émhmpsjﬂraraca preparation, exclusively neuronal uptake was found, thus demaonstra-
ting that is existence was preserved during evolution.

Resumo: Os efeitos de catecolaminas forarm verificados em aorta isolada de Bothrops jararaca. Adrenalina, no-
radrenalina e isoprenalina produziram contracdo dependente da dose nessa preparaco, sendo a poténcia rela-
tiva: adrenalina > noradrenalina > isoprenalina. Fentolamina deslocou para a direita as curvas
concentracao-resposta das trés catecolaminas testadas, mostrando a presenca de adrenoceplores alfa nessa
preparagdo. Isoprenalina ndo produziu relaxamento, mesmo em aortas pré-contraldas com Ba Cl, e pré-tratadas
com fentolamina, indicando a auséncia de adrenoceptores bela nessa preparacdo. Nessa preparacdo de Both-
rops jararaca, somente a captacdo neuronal foi detectada, mostrando que a sua existéncia foi preservada du-
rante a evolugdo
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TOXINA TETANICA: PRODUCAO E PURIFICACAO EM
ESCALA INDUSTRIAL

Fernando FRATELLI*

Sally Miiller Affonso PRADO*
Mary Dalva Caparroz VANCETTO*
José Marcos de OLIVEIRA®
Hisako Gondo HIGASHI**

RESUMO: A obtencdo de toxina tetanica purificada em grandes volu-
mes & um passo fundamental para a producdo de Toxdide Tetdnico. A
utilizagdo de vapor para a esterilizacdo do meio de cultura para a produ-
cdo desta toxina apresentava titulos baixos de toxina tetdnica. O em-
prego da filtracdo convencional teve como consequéncia indices
insatisfatérios de pureza (LffmgNFP) e de rendimento (%) do processo.
Com o objetivo de encontrar solu¢des para estas etapas do processo
produtivo, foi utilizada a esterilizacdo por cartuchos para o meio de cul-
tura e a filtracdo tangencial através de um sistema Prostak, associado
& ultrafiltracdo molecular em 30Kd para a toxina tetanica. A nova meto-
dologia trouxe aumentos significativos em pureza (LffmgNP) e em ren-
dimento (%). A tecnologia empregada e a comparacdo dos resultados
obtidos nos diferentes processos sdo apresentadas neste trabalho.

UNITERMOS: Filtracdo tangencial, esterilizacdo, toxina tetanica, toxdi-
de tetanico.

INTRODUCAO

O Instituto Butantan vem produzindo toxina tetdnica em larga escala para a
preparacdo de Toxdide Tetanico (TT) e vacinas associadas Diftérica-Tetanica adulto
(dT), Diftérica-Tetanica infantil (DT) e Difterica-Pertussis-Tetanica (DPT), como tam-
bém para a imunizacdo de equinos soroprodutores.

* Sechio de Vacinas Anaerdbicas do Instituto Butantan
** Divisio de Desenvolvimento Tecnoldgico e Produgdo do Instituto
Butantan, Av. Vital Brasil, 1.500, CEP 05503-900 — S&o Paulo, SP — Brasil.
Recebido para publicacio em 27.04.93 e aceito em 16.06.93.
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producdo e purificagdo em escala industnal. Bol. Biotecnol., v.4, p. 19-29, 1993.

A metodologia convencionalmente utilizada baseava-se na obtengdo de toxina
tetanica por processo fermentativo de Clostridium tetaniem meio de Mueller mo-
dificado por Latham!, esterilizado por vapor no préprio tanque de fermentacéo.
Apods o periodo de crescimento bacteriano, as celulas eram separadas por filtros
de profundidade e a toxina concentrada por ultrafiltracdo molecular em cartuchos
de 10.000 NMWL (Nominal Molecular Weight Limit), destoxificada pela acédo con-
junta de formaldeldo e calor e purificada por gel filtracdo.=.

Com esta metodologia, o titulo da toxina bem como os indices de pureza e
de rendimento ndo eram satisfatério, além de obrigar a um consumo de méao-de-
-obra relativamente elevado.

Face a esses resultados mencionados, foi desenvolvida uma metodologia pro-
dutiva de toxina tetdnica mais adequada que, basicamente, consistiu em: substi-
tuir a esterilizacdo a quente do meio de cultura por filtracdo, introducéo de sistema
tangencial de filtracdo para eliminagdo das células bacterianas e, concentracao
da toxina por ultrafiltracdo em membrana de 30.000 NMWL.

O objetivo deste trabalho é de relatar detalhadamente as técnicas utilizadas
e demonstrar, comparativamente, os resultados que podem ser obtidos.

MATERIAL E METODOS

Producédo de toxina tetdnica: lotes semanais de 360 litros em fermentador “'Bil-
thoven — Unit System — Tetano Paljas’’ empregando o meio de cultura Mueller
modificado por Latham ' e a cepa Clostridium tetani Harvard. Tempo de incuba-
cdo de 5 dias com temperatura de crescimento de 35°C e pH 7,0.

Processos de esterilizacdo do meio de cultura:

Esterilizacdo convencional: o meio de cultura era preparado no tangue do fermen-
tador, esterilizado por vapor a 118°C/35min. e resfriado com dgua corrente até
a temperatura de 36°C para posterior inoculacéo.

Esterilizacdo por filtracdo: 0 meio de cultura era preparado em um tanque auxiliar
e pressurizado para filtracdo através de cartuchos clarificante e esterilizante da
Millipore, catdlogo n® CP0O3 01 TP3 e CVGL 03 TP3, respectivamente. Este meio
era recolhido no tanque do fermentador previamente esterilizado (vazio) com va-
por e procedia-se entdo a semeadura.

Processos de filtragcdo da toxina tetdnica:

Filtracdo convencional: a toxina tetanica era separada da massa bacteriana atra-
vés do sistema de filtragdo CUNO, contendo 3 cartuchos clarificantes (Zeta-Plus
ZP 30S) e 3 cartuchos esterilizantes (Zeta-Plus ZP 90S), todos de 12 polegadas.
A toxina tetanica era em seguida recolhida em um tanque de 300 litros para ser
concentrada simultaneamente em cartuchos de 10.000 NMWL. Apos a filtracéo,
os cartuchos eram esterilizados por vapor a 120°C/60 min. e, desprezados (Fig. 1).

Filtracdo tangencial: utilizacdo de sistema Prostak Millipore Process System PSK
IMF — MSP005172, 67120 Molsheim-France, de 4,65m? de 4rea filtrante, com
mddulos de 0,22um, interligado ao fermentador. A suspensdo de células (360
litros) era concentrada no equipamento mencionado até um volume de 20 litros.
Esta massa celular era lavada 5 vezes com porcdes de 25 litros de solucdo fisio-
l6gica 0,85%. O filtrado, ou seja, a toxina teténica era recolhida em um tanque
intermediario para concentracdo por ultrafiltracdo molecular. Utilizavamos neste
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processo, cartuchos de 10.000 NMWL que posteriormente foram substituidos por
outros de 30.000 NMWL.

Apd6s a lavagem da massa celular, o sistema Prostak era drenado e lavado com
3 porcdes de 25 litros de solucéo fisioldgica 0,85% para a remocéo de residuos
de células do sistema.

Todo o material contaminado, apds a sua drenagem, era acondicionado em
recipientes de 40 litros e esterilizado por autoclavagem a 120°C/90 min.

O sistema Prostak era desinfectado com 5O litros de solucdo de hipoclorito
de sédio (1.000 ppm) durante 60 min. a temperatura ambiente. Apds a desinfec-
cdo e limpeza do sistemma, o hipoclorito de sédio era removido com aproximada-
mente 400 litros de dgua destilada.

A limpeza efetiva das membranas era comprovada através de medi¢cdo do ‘‘clean
water flux’* (*‘fluxo com agua limpa"’), restabelecendo-se o fluxo antes de cada
processo por passagem de agua limpa, até que o mesmo tenha a vazdo normal
(35,5 litros/m?/hora).

A integridade das membranas era comprovada apds cada processo através de
testes indicados pelo fabricante.

Apds os processos de filtracdo descritos acima, o tanque de fermentacéo era
esterilizado & 120°C/45min. para permitir seguranca na limpeza e preparo do mes-
mo para o préximo lote do processo de producéo (Fig. 2).
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I | — —
| 1-:\—-— |
| B / |
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i ”‘\ UF
o S —

10.000NMWL

BOMBA
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FIG. 1: Fluxograma do sistema de filtracdo convencional

Processos de concentracdo da toxina tetanica por ultrafiltracdo molecular (U.F.):
Cartuchos de 10.000 NMWL — descricdo do sistema de U.F.: equipado com 1
pré-filtro Millipore catdlogo n® CDPR 012 F4 e 3 cartuchos de U.F. Millipore caté-
logo CDUF 050 G1.

A toxina tetdnica era concentrada cerca de 10 vezes ao seu volume inicial (350
litros) e para o arraste do volume residual utilizavamos 20 litros de dgua destilada.

Apds este processo, a toxina era filtrada em cartuchos clarificantes Millipore
Gﬂtémgﬂ n® CP19 01 12 W3, CPO6 01 TP3 e CPO3 01 TP3 e em um cartucho
esterilizante Millipore catdlogo n? CVGL 01 TP1.

21



FRATELLI, F., PRADO, SM.A., VANCETTO, M.DC., OLIVEIRA, J.M. de, HIGASHI, HG. Toxina tetanica:
nroducdo e purificaco em escala industrial. Bol. Biotecnol., v.4, p. 19-29, 1993

RETIDO (CULTURA) CONCENTRADO
| [QO-CFoiy _‘
| ——— I
| | | |
| ! -
: -| I | | | 7 I
. . | . | TanauE |
- PARA
| ToxINA
: | B =
Ll DR st it
Feis J | . ,-- II.-*"""-..II S .,.-"
1 ﬂ_) R“,J
FERMENTADOR | ! |
| L T AR
l | | \ |
| siauid i | . eeniad -
| e BE; FILTRADO | Loy ] / i |
o S ) (TOXINA) | | L
A e \ !
| S PROSTAK ““‘-;,;*”’ stan-:ua LIF |
! / 0.22um / 30.000NMWL |
y
fea Ml LEa L £ e |
BOMBA BOMBA

DRENO

FIG. 2: Fluxograma do sistema de filtracdo tangencial

Cartuchos de 30.000 NMWL — descricdo do sistema de U.F.: equipamento com
1 pré-filtro Millipore catalogo n? CRO3 030 06 e 4 cartuchos de U.F. catélogo
Millipore n® CDUF 050 T1.

A toxina era concentrada cerca de 7 vezes do seu volume inicial (350 litros)
e, para o arraste do volume residual utilizavamos 20 litros de solugéo fisioldgica
tamponada pH 7.,4.

Apos este processo, a toxina tetanica era filtrada em cartucho clarificante Mil-
lipore catdlogo n® CPO3 01 TP3 e cartucho esterilizante Millipore catdlogo n®
CVGL 01 TP 1.

Controles do processo de producdo de toxina tetanica:
Teste de floculacdo: determinacdo do Lf (limite de floculacdo), conforme preco-
nizado pela WH.0.25,

Determinacdo do nitrogénio: avaliacdo quantitativa de nitrogénio protéico e do
nitrogénio ndo protéico pelo método Kjeldahl®.

Avaliacdo da pureza antigénica: é expressa atraves da relacdo do valor em Lf/ml
e a concentracdo em mg de nitrogénio protéico/ml®.

Andlise estatistica: conduzida através da Analise de Varidncia seqguida pela apli-

cacdo do teste "'F''4,

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

A metodologia de esterilizacdo do meio de cultura Latham-Mueller!, por fil-
tracdo em cartuchos, apresentou resultados em média de 52,5 Lf/ml contra os
28,5 Lf/ml obtidos quando o mesmo meio era esterilizado por vapor 4 118°C/35
min. (Tabela 1).
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TABELA 1

Valores de limite floculante (Lf) de toxina tetédnica segundo a utilizacdo de
vapor ou cartucho para esterilizacdo do meio de cultura Latham — Mueller

VAPOR FILTRACAO EM CARTUCHOS
118°C/35 min. ESTERILIZANTES

Ne LOTE Lf/ml Lf INICIAL | N° LOTE Lf/ml Lf INICIAL
TOXTET. INICIAL X 103 TOXTET. INICIAL X 103
91/44 35 12.600 92/23 50 18.000
91/45 30 10.800 92/24 50 18.000
91/46 25 9.000 92/25 50 18.000
91/47 30 10.800 92/26 55 19.800
91/48 35 12.600 92/27 55 19.800
92/02 20 7.200 92/37 60 21.600
92/09 25 9.000 92/38 50 18.000
92/11 30 10.800 92/41 55 19.800
92/15 30 10.800 92142 50 18.000
92/22 25 9.000 92/43 50 18.000
X 28.5 10.260 X 52,5 18.900

s 4,74 1.707,63 s 3,63 1.272,79
g2 22,5 2.916.000 52 12.5 1.620.000

A analise estatistica conduzida com base na Tabela 1, demonstrou ao nivel de
rejeicdo adotado (5%) para 1 e 18 graus de liberdade que os resultados obtidos
diferem entre si (Tabela 2).

TABELA 2

Anélise de Variancia para os dados apresentados na Tabela 1

CAUSA DE VARIACAO G.L. S Q.M. F
Tratamentos 1 2880 2880 164,57
Residuo 18 315 17,6

Total 19 3.195

A diferenca dos resultados obtidos quanto as metodologias empregadas para
a esterilizacdo do meio Latham-Mueller € demonstrada na Fig. 3.

O processo de produgédo de toxina tetanica em nosso laboratério, que consu-
mia no minimo 8 horas ininterruptas nos processos de filtracdo e concentracdo
deste produto, apresentava também resultados inferiores como: rendimento mé-
dio de 59,21% e pureza a niveis medios de 537,57 LfimgNP (Tabela 3).
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FIG. 3: Processos de esterilizagdo do meio de Mueller mod. por Latham

TABELA 3

Valores de rendimento (%) e pureza (Lf/mgNP) de toxina tetdnica segundo a
utilizacdo de filtragdo convencional e ultrafiltracdo molecular com cartuchos
de 10.000 NMWL

N° LOTE | Lf TOTAL |FILTRACAO CONVENCIONAL ULTRAFILTRAGAO MOLECULAR PUREZA | PROCESSO
TOXTET.| INICIAL " 7o7AL  [RENDIMENTO[ Lf TOTAL | RENDIMENTO | LIimgNP | TOTAL

a03 | x103 % X 103 % “E”D[}“{:‘E"m
90/22 {10.080 7.000 69 4 5.700 814 5565 | 509
90/31 [14.400 10.500 72.9 8.648 82 4 529.4 | 553
90/41 [14.400 12.250 85,1 11.000 80 8 3896 | 74,9
90/46 [10.800 8.750 81 7.600 86.8 1977 | 678
91/32 (10.800 7.000 64,8 6.580 94 7368 | 58,8
91/34 (14.400 10.500 729 9.072 86.4 5789 | 59,3
91/35 (10.800 8.750 81 7.452 85,2 828 66,2
91/36 | 9.000 5.250 58,3 5.040 96 2333 | 543
91/46 | 9.000 5.250 58,3 4.752 90,5 521 48,8
92/03 |14.400 10.500 72.9 8.700 82,9 8055 | 558
X [11.808 8.575 71,66 7.454.4 87,54 537,57| 59,21
s | 232565 239806 924 1.976.53 4,95 218,121 8,15
s2 [5.408.640| 5.750.6944| 8543 | 3.906.678 2446 |47.576.29| 66,38
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A introducdo do sistema Prostak para filtracdo tangencial da toxina tetanica
associado 4 U.F. com cartuchos de 10.000 NMWL elevou a média de rendimento
para 84,39% incrementando também os indices de pureza que alcancaram uma
média de 777,38 LffmgNP (Tabela 4).

TABELA 4

Valores de rendimento (%) e pureza (Lf/mgNP) de toxina tetdnica segundo a
utilizacdo de filtragdo tangencial e ultrafiltracdo molecular com cartuchos
de 10.000 NMWL

N° LOTE Lf TOTAL FITRACAO | ULTRAFILTRACAQ PROCESSO
TOXTET. INICIAL TANGENCIAL MOLECULAR TOTAL
x 103 Lf FINAL Lf TOTAL RENDIMENTO| PUREZA
x 103 x 102 % Lf/mgNP
92/06 14.400 14.400 12.300 84,4 1266
92/07 12.600 5.400 4.500 85,7 833,3
92/09 9.000 9.000 6.900 78.8 547 6
92/11 10.800 10.800 10.500 97 2 530,3
92/13 12.600 10.800 10.200 80,9 944 4
92/21 12.600 10.800 10.880 86,3 888
92/22 9.000 9.000 7.680 85,3 960
92/24 18.000 16.200 14.190 78 8 8958
92/25 18.000 18.000 15.600 86,7 525,2
92/26 19.800 18.000 15.600 78.8 382,3
X 13.680 12.240 10.835 84,39 777.38
S 3.813,66 4.225,64 3.725,30 5,60 271.44
52 14.544.000 17.856.000 13.877.850 31.4 73.679,18

As tabelas 5 e 6 demonstram os resultados de Analise de Variancia para os
itens rendimento (%) e pureza (Lf/mgNP), respectivamente, dos processos de fil-
tracdo convencional e tangencial, quando associados a ultrafiltracdo molecular
com cartuchos de 10.000 NMWL, comprovando, estatisticamente, gue os resul-

tados diferem entre si significativamente.

TABELA 5

Andlise de Varidncia para os dados referentes a rendimento (%) para os dados
apresentados nas Tabelas 3 e 4

CAUSA DE VARIACAO G.L. SQ. Q.M. F
Tratamentos 1 810,26 810,26 13,87
Residuo 18 1.051,44 58,41

Total 19 1.861,7
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TABELA 6

Anélise de Varidncia para os dados referentes a pureza (LffmgNP) para os
dados apresentados nas Tabelas 3 e 4.

CAUSA DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 287.544,1 287.544,1 4,74
Residuo 18 1.091.299,33 60.627,73

Total 19 1.378.843,43

A utilizacdo do sistema Prostak no processo de filtracdo da toxina tetdnica quan-
do a mesma era concentrada com cartuchos de 30.000 NMWL, apresentou um
rendimento médio de 90,62% (Tabela 7), resultado estatisticamente semelhante
ao encontrado quando utilizamos cartuchos de 10.000 NMWL (Tabela 8), como
se observa na Fig. 4. O tempo total consumido nesta etapa de producgédo é de
2 horas.

TABELA 7

Valores de rendimento (%) e pureza (LffmgNP) de toxina teténica segundo a
utilizacdo de filtracdo tangencial e ultrafiltracdo molecular com cartuchos
de 30.000 NMWL

N? LOTE Lf TOTAL FITRACAQ  |ULTRAFILTRACAQ PROCESSO TOTAL
TOX. TEL. INICIAL TANGENCIAL MOLECULAR
0= Lf FINAL Lf TOTAL RENDIMENTO PUREZA
X 10=2 x 10—3 %o LfimgNP
92/36 10.800 10.800 13.035 120,7 1.208,3
92/37 21.600 19.800 16.640 17 2.363,6
92/38 18.000 14.400 17.100 95 2.400
92139 10.800 9.000 9.450 87,5 1.333,3
92/40 10.800 10.800 9.900 1,7 1.375
92/41 19.800 16.200 18.400 92,9 1.111,1
92/42 18.000 12.600 14.850 82,5 1.222,2
92143 18.000 12.600 14.400 80 1.185,2
92144 16.200 12.600 14.400 88,9 969,7
92146 1.200 5.400 6.300 90 1.760
X 15.120 12.420 13.447 5 90,62 1.491,84
S 4.814,98 3.929,89 3.824,82 12,05 511,52
g2 23.184.000 15.444.000 14.629.251 145,29 261.652,78
TABELA 8

Andlise de Varidncia para os dados referentes a rendimento (%) para os dados
apresentados nas Tabelas 4 e 7

CAUSA DE VAHIAQ;&.D G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 194,06 194,06 2,18
Residuo 18 1.5690,23 88, 34

Total 19 1.784,29
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FIG. 4: Indices de Rendimento (%) dos diferentes processos de filtracédo

Todavia, observa-se estatisticamente que os indices de pureza (Lf/mgNP) obti-
dos quando utilizamos cartuchos de ultrafiltragdo molecular de 10.000 e 30.000
NMW.L, ou seja, 777,38 e 1.491,84 Li/mgNP (Tabelas 4 e 7) tém valores de F
significantes para o nivel de rejeicdo adotado (5%) e para 1 e 18 graus de liber-
dade (Tabela 9).

TABELA 9

Andlise de Variancia para os dados referentes a pureza (Lf/mgNP) para os dados
apresentados nas Tabelas 4 e 7

CAUSA DE VARIACAO G.L. Sl Q.M. E
Tratamentos 1 25.698.309,41 25.698.309,41 153,27
Residuo 18 3.017.980 167.665,63

Total 19 285716129713

A Fig. b evidencia que os melhores resultados quanto ao grau de pureza
(Lf/mgNP) foram obtidos quando a toxina foi filtrada pelo sisterna de filtrac&o tan-
gencial Prostak e posteriormente concentrada por ultrafiltracdo molecular com
cartuchos de 30.000 NMWL.
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ABSTRACT. The obtention of a large scale volumes of purified Tetanus
Toxin is a fundamental step in order to produce Tetanus Toxoid for hu-
man use. It has been shown that the culture medium sterilized by steam
under pressure provided insatisfactory results of purity degrees (Lf/mgPN)
and percentage yields (%). In order to solve these two problems in pro-
duction, the culture medium was sterilized by drauing it through a inert
membrane cartridge and the final toxin filtred in a Prostak system, con-
nected to a 30Kd molecular ultrafiltration equipment. The new metho-
dology applied had the merit to increase significantly the purity (Lf/mgPN)
and the yields (%). This paper presents the tecnology employed and
the comparisom of results obtained in the different process studied.

KEYWORDS: Tangencial filtration, esterilization, tetanus toxins, tetanus
toxoids.
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INSTRUCOES AOS AUTORES

. Somente serdo aceitos trabalhos inéditos e que se destinem exclusivamente 4 revista. E proibida

a reproducdo com fins lucrativos. Os artigos de revisdo serdo publicados a convite da Comissdo
Editorial.

. Os trabalhos deverdo ser redigidos em portugués, inglés ou francés, datilografados preferencial-

mente em maquina elétrica, em espaco duplo em 3 (trés) vias, em papel formato oficio & numera-
dos no angulo superior direito,

. No preparo do original sera observada, sempre que possivel, a seguinte estrutura: Pagina de ros-

to: titulo do artigo, nomels) dols) autor(es) e filiacdo cientifica. Texto: introducdo, material e méto-
dos, resultados, discussdo, conclusdes, agradecimentos e referéncia bibliografica. Material de
referéncia; resumos (em portugués e inglés); unitermos: palavras ou expressdes que identificam
o conteddo do artigo; devem ser incluidas até um limite maximo de trés, em portugués e inglés.

. As referéncias bibliograficas deverdo ser ordenadas alfabeticamente @ numeradas.

Exemplos:

Para livros: autor, titulo, edicdo, local de publicacdo, editor, ano, paginas.

7.BIER, O. Microbiologia e imunologia. 24. ed. Sdo Paulo: Melhoramentos, 1985, 1234 p.

Para artigos: autor, titulo do artigo, titulo do periodico, volume, pagina inicial e final, ano.

8. MACHADO, JC., SILVEIRA F?, JF. Obtencdo experimental da pancreatite hemorrdgica aguda
no cdo por veneno escorpionico. Mem. Inst. Butantan, v. 40/41, p. 1-9, 1976/77.

As citacOes no texto devemn ser por numeros-indices correspondentes as respectivas referéncias

bibliograficas.

Exemplos:

_.método derivado de simplificagdo de armadilha de Disney’

...segundo varios autores? >

As ilustracfies (fotos, tabelas, gréficos, etc.) deverdo ser originais @ acompanhadas de legendas

explicativas. As legendas serdo numeradas e reunidas em folha & parte. Os desenhos deverdo ser

a nanquim e as fotografias bem nitidas, trazendo no verso o nome do autor e a indicacdo numéri-

ca da ordem a ser obedecida no texto. As ilustracBes deverdo ser organizadas de modo a permitir

sua reproducio dentro da mancha da revista (22 x 12,5cm).

Os artigos deverdo conter no maximo 6 ( seis) ilustragdes (em branco e preto),

Qs textos originais nio serdo devolvidos e 0s originais das ilustracGes estardo a disposicdo dos

autores.

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Manuscripts submitted to the Editorial Board should be unpublished texts and should not be under

consideration for publication elsewhere. Reproduction for commercial purposes is not allowed. The

Editorial Board will plan the publication of revision articles.

The original and two copies of papers should be typewritten in Portuguese, English or French, dou-

ble spaced, on typing paper (31x21cm). Pages should be numbered consecutively at the upper

right corner,

The following structure should be considered in the preparation of the manuscript: Title page: with

article title, name of author(s), professional address. Text: with introduction, material and methods,

results, discussion, conclusions, acknowledgments, references, abstracts (in Portuguese and En-

glish), and keywords. A maximal number of 03 keywords should be included in Portuguese and

English.

References in alphabetical order should be numbered consecutively.

Examples:

Books:

7. BIER, 0. Microbiologia e imunologia. 24. ed. 5do Paulo: Melhoramentos, 1985, 1234 p.

Articles:

8. MACHADO,JC., SILVEIRA F?, JF. Obtencdo experimental da pancreatite hemorragica aguda no
cdo por veneno escorpidnico. Mem. Inst. Butantan, v. 40/41, p. 1-9, 1976/77.

Citations in the text should be identified by the reference number.

Examples: :

_método derivado de simplificacdo de armadilha de Disney’

_.sequndo vérios autores?

5. lllustrations (photographs, tables, figures etc.) should be the originals and legends should be

submitted typewritten on a separate sheet. Line-drawings should be with China ink and photo-

graphs must be of top quality. On the back of each figure of photograph the name of the author(s)

should be lightly written and the number indicating the sequence in the text. lllustrations should

fit in a page measuring 22 x 12,bcm.

No more than 6 ilustrations will be accepted and photographs should be black and white.

Submitted manuscripts will not be returned to the author(s) but the original illustrations are availa-

ble to author(s) by request.
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