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RESUMO: Apns a comprovagao de que a cobaia (Cavia parceliu&'ﬁ
dentre os animais usuais de laboratério, é o que apresenta maior
sensibilidade local aos venenos botrdépicos em estudo, os autores
verificaram a atividade necrosante local dos venenos de B. jararaca,
B. alternatus, B. cotiara, B. neuwiedi, B. pradoi, B. jararacussu e
B. moojeni, padronizando-a em termos de Dose Minima Necrosante
(DMN) ou Unidade Necrosante (UN). Constataram que o veneno
da espécie B. moojeni é o que apresenta maior atividade local, ao
passo que os venenos de B. alternatus e B. jararacussu demonstraram
ser menos ativos. Foi possivel o estabelecimento do conceito de
Unidade Antinecrosante (UAN) do antiveneno de B. jararaca, em
relagio ao veneno especifico. Constataram, também, que o efeito
neutralizante de uma UAN do antiveneno de B. jararaca somente
exerce plena atividade quando administrada por via intravenosa.
imediatamente apés a inoculagio de uma DMN do veneno especifico.

UNITERMOS: Acao local dos venenos botrépicos; quantificacao
da atividade necrosante de venenos botrépicos; quantificagio da ati-
vidade antinecrosante do antiveneno de B. jararaca.

INTRODUCAO

As observagdes de Brazil e Rangel Pestana® (1909) e de outros

pesqmsadnres que os seguiram » 2 4 & 7.8 8 11 somprovaram que os venenos
botréopicos possuem, além de suas atwldadea toxica e coagulante, uma acéo
p
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local responsiavel pela necrose do tecido afetado, cuja intensidade é
varidvel de acordo com a espécie de serpente e com a dose de veneno
inoculada.

Esta atividade, responsavel pelas seqiielas dos acidentes botroépicos,
nio tem merecido a devida atencdo dos pesquisadores, sendo poucos os
trabalhos experimentais em que é analisada.

Eichbaum* (1947) verificou que a inoculacdo intravenosa de anti-
venenos botrépicos mono e polivalentes, apés a administracio do veneno
de B. jararaca por via intradérmica em cides e em coelhos, nio impedia
a acdo necrosante do veneno, mesmo quando o imunessoro era inoculado
em altas doses.

Schottler * (1955/56), através de inoculacoes subcutineas em camun-
dongos, verificou que a severidade das reacdes locais dependia da dose
do veneno botrépico inoculado e nao da sua real toxicidade. Estes efeitos
eram neutralizados, até determinado grau, pelos antivenenos especificos,
mesmo quando aplicados em doses adequadas.

Aratjo e Belluomini?® (1960/62) verificaram, em varias espécies de
animais domésticos e de laboratorio, a sensibilidade local a venenos de
serpentes do género Bothrops. A cobaia demonstrou ser mais sensivel
principalmente aos venenos das espécies B. neuwiedi, B. jararaca, B. atrox
e B. jararacussu.

Homma e Tu® (1970), estudando a acdo de antivenenos sobre o
efeito local conseqiiente & inoculacdo de venenos de serpentes do sudeste
da Asia, demonstraram, em camundongos, que o antiveneno, inoculado por
via intravenosa, exerce atividade neutralizadora, principalmente quando
administrado imediatamente apés a inoculagio do veneno. Quando ino-
culado 10 a 30 minutos apds, o antiveneno tem sua atividade neutraliza-
dora diminuida em relacdo ao efeito local. Por outro lado, quando inocu-
lado por via intramuscular, deixa de exercer qualquer efeito protetor.

Baseados nessas consideragdes, nos propusemos a quantificar a acéo
local de sete venenos botrépicos mais comuns e a verificar a quantidade
do antiveneno especifico necessario para impedir essa acdo local, quando
inoculado imediatamente e quando inoculado em tempos variados, apés
a aplicacdo do veneno necrosante,

MATERIAL E METODOS

1. Venenos utilizados

Utilizamos venenos das espécies B. jararaca, B. alternatus, B. cotiara,
B. neuwiedi, B. pradot, B. jararacussu e B. moojent, obtidos, processados
e conservados de acordo com o descrito em trabalhos anteriores ! ¥

2. Animais utilizados

Baseados nos resultados de testes preliminares realizados em camun-
dongos, hamsters, cobaias e coelhos, padronizamos o emprego de cobaia
branca (Cavia porcellus) de 300 a 350 g de peso, sem distingdo de sexo,
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por ter este animal apresentado maior sensibilidade loecal aos venenos
em estudo.

3. Determinacdo da Dose Minima Necrosante (DMN) ou Unidade
Necrosante (UN) de venenos botropicos

Convencionamos como DM N ou UN a menor quantidade de veneno
botropico, contido num volume de 0,1 ml, necessaria para provocar uma
area de necrose de 6 a 8 mm? .1um periodo de observaciao de 72 horas,
quando inoculada por via intradérmica no abdémen depilado de cobaias
de 300 a 350 g de peso. Eram inoculadas doses correspondentes a 40,
80, 160 e 320 pg de cada um dos venenos, em quatro pontos eqiiidistan-
tes da regido ventral depilada da cobaia, segundo um escantilhdo previa-
mente determinado. O veneno de B. jararaca foi considerado como padrio.

4. Antwveneno botripico empregado

Utilizamos o antiveneno de B. jararaca, fornecido pelo Instituto
Butantan e por nés titulado em camundongos (1 ml neutralizava 12 mg
de veneno especifico).

5. Atividade neutralizante do antiveneno de B. jararaca para uma DMN
do veneno especifico

Imediatamente apés a inoculagdo de uma DMN do veneno de B. jara-
raca, eram administradas, por via intravenosa (veia digital de uma das
patas), quantidades variaveis do antiveneno. A leitura, baseada no desen-
volvimento de lesoes na 4rea inoculada, era realizada até 72 horas apés.
Complementando esta verificacido, outras cobaias inoculadas com a mesma
quantidade de veneno, receberam o antiveneno em tempos diferentes (15
minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas e 8 horas), a fim de se
verificar até quanto tempo a inocula¢io do antiveneno especifico poderia
interferir na acio de uma DMN do veneno.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A cobaia, demonstrando ser o animal mais sensivel, prestou-se satis-
fatoriamente para a quantificacdo de atividade necrosante dos venenos
botropicos. Esta verificagio vem de encontro as observacdes de Araitijo
e Belluomini? (1960/62). A quantificacio em termos de Dose Minima
Necrosante (DMN) ou Unidade Necrosante (UN) por nés estabelecida,
teve a finalidade de aferir a atividade local dos venenos botrépicos e de
servir, também, de base para a afericio do titulo antinecrosante dos
antivenenos especificos. Nossa conduta se baseou nas observacdes de
Furlanetto ® (1961) relativas aos venenos aranéicos do género Lozxosceles.
A tabela 1 apresenta os resultados dos testes para a determinacio da
Dose Minima Necrosante (DMN) dos sete venencs ensaiados.
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TABELA 1

Determinag¢do da Dose Minima Necrosante (DMN) de sete venenos botrépicos, inoculados intradermicamente em

cobaias
OBSERVACOES
Venenos em pg 2 h 24 h 48 h 72 h
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TABELA 1 (Continuacio)

OBSERVACOES
Venenos em pg 2 h 24 h 48 h 72 h
E-Eq. ELHIPE. Eq.oF-iH iN:|SE-Eq-FiHe N| - EFfEqi-IN+H N
40 Rl R R R | e B Ll R e e
Bothrops 80 4+ 4+ - -4+ 4+ - - 4+|- 4+ - — F+|- - - - —
pradoi 160 R g b B8 T SR B R R S Sk = i = 0,9X00,0
320 + 4+ — -4+ + + + +|+ 4+ - - 4|+ + - — 12x09
40 + 4+ — —| = = = = m = = = = |- = = - -
Bothrops 80 4+ 4+ - -4+ + = - |- = - - —|= = = = -
jararacussu 160 Ll L P e e e LR e = = | e — 0 — 94),8%0,6
40 e e | — [ i
Bothrops 80 AT Lo LSS | TS B e e S ] P B B e S (I B et Hr e
moojeni 160 4+ + = —=| 4+ 4+ + + <1+ + - - F+|+ + = = 11x0,9
320 + + - -4+ + + + 4+ + - - 4|+ + — — 16x13
Legenda:
Bl =etdema’ v e i (4+) presente; (—) ausente
Eqg — 8Quimose |\ .:oo i e (4+) presente; (—) ausente
T = PO AN e R s (4+) presente; (—) ausente
H = hemorragia .......... (4) presente; (—) ausente
N =L TiSeToHe S 5, o6 O o expressa em (-4) positivo ou (—) negativo, nas primeiras 48 horas.

Com 72 horas, expressa em cm.
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Verificamos que a DMN dos venenos de B. jararaca, B. cotiara,
B. neuwiedi e B. pradoi, esta ao redor de 160 pg; para os venenos de
B. alternatus e de B. jararacussu esti na ordem de 320 pg e, finalmente,
para o veneno de B. moojent esta compreendida entre 80 e 160 pg.
Baseados nestes resultados e em nossas condi¢oes experimentais, ressal-
tamos que o veneno de B. moojeni induziu a uma acdo necrotica mais
intensa do que a apresentada pelos outros seis venenos. Por outro lado,
0s venenos de B. alternatus e de B. jararacussu mostraram-se menos
ativos quanto a este aspecto. Assim, considerando-se cada um dos venenos
isoladamente, o seu efeito local é proporcional a dose inoculada intrader-
micamente. De uma forma constante, até duas horas apos a inoculacéo,
0s primeiros sinais caracterizaram-se pelo aparecimento de edema e de
equimose; 24 horas apoés, seguiam-se flictena e hemorragia, principal-
mente nos animais que receberam 160 a 320 pg do veneno e, para a
maioria das peconhas, a necrose tornou-se evidente a partir de 80 pg.
Em 48 horas ji niao eram constatados flictena e hemorragia; porém, o
edema e a equimose persistiram, embora em fase de regressio. Obvia-
mente, a necrose tornou-se mais evidente nos animais que receberam
maiores doses de veneno, sendo melhor caracterizada na leitura de 72
horas.

A determinacio da DMN dos venenos estudados, nos permitiu verifi-
car a quantidade do antiveneno de B. jararaca capaz de impedir, completa-
mente, a atividade necrosante do veneno especifico. Inicialmente, inocula-
mos intradermicamente uma DMN (160 pg) do veneno de B. jararaca no
abdomen depilado de cobaias. imediatamente apos, era inoculado, por via
intravenosa, 1 ml de cada diluicio do antiveneno especifico (1/10, 1/20,
1/40, 1/80 e 1/160), cujo titulo antitéxico, por nos determinado, neutra-
lizava 12 mg,/ml. As leituras eram realizadas até um periodo maximo de
72 horas. A tabela 2 sumariza os resultados obtidos.

Os dados expostos na tabela 2 demonstraram que uma DMN do
veneno de B. jararaca, em nossas condicoes experimentais, foi neutrali-
zada, completamente, por 1 ml de antiveneno especifico diluido a 1/10.
Um mililitro da diluicio a 1/20 reduziu consideravelmente a necrose
provocada por uma DMN do veneno. Por outro lado, os animais controles,
inoculados s6 com o veneno, apresentaram, em meédia, uma necrose de
6,3 mm® Quando comparados com este valor, os resultados da protecgao
parcial de 1 ml do antiveneno diluido a 1,/20, 1/40 e 1/80, apresentaram
as seguintes Areas de necrose: 0,9, 3,0 e 4,8 mm?-, respectivamente. No
entanto, 1 ml do antiveneno diluido a 1/160, nio revelou nenhuma acao
protetora, pois a necrose era praticamente igual ao controle. Estas consta-
tacoes nos possibilitaram estabelecer a unidade de medida antinecrosante.
Assim, conceituamos Unidade Antinecrosante (UAN) como a menor
quantidade de antiveneno que, imediatamente apos a aplica¢do do veneno,
¢ inoculada intravenosamente em cobaia de 300 a 350 g, € capaz de
neutralizar integralmente o efeito local de uma DMN, administrada por
via intradérmica. No caso presente, o titulo do antiveneno de B. jararaca
corresponde a 10 UAN/ml, apresentando, por outro lado, um titulo
antitoxico correspondente a 12 mg/ml.

Uma vez determinadas a DMN e a UAN, restaria saber até quanto
tempo apods a inoculacio do veneno, o antiveneno teria capacidade de
impedir ou diminuir a necrose. Partindo desta premissa, realizamos nossas
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TABELA 2

Determinacdo do efeito neutralizante do antiveneno de B. jararaca (1 ml/12 mg) _aplicadn, iint‘ravenn’san}ente,
em cobaias anteriormente inoculadas com uma DMN (160 ug) do veneno especifico, por via intradérmica.

T F I S

- OBSERVACAO
Antiveneno
diluido 2 h 24 h 48 h 2
a ESEge RIS HELE S Eql B H NalsEfGREgq SES “HeEN Eq F N
1:10 - 4+ - —|=- 4+ = = —|= - = —— —
1:20 g L S e | WL T Ko S P — R B e — 4 i 0,3x0,3
1:40 4+ 4+ - — = 4+ = — 4| = 4 — + — — 0,6x0,5
1:80 + + - = |- 4+ 4+ = +|=-+ - = + e Z808x06
1:160 4+ 4+ = —|= + 4+ - 4 gl — 4+ —_ — 1,0x0,7
Controle do veneno 4+ 4 - —-|4+ + = — 4 s, SR - 1 - 0,9x0,7
Legenda:
e adami, e S N . (4) presente; (—) ausente
B = equimose r= G oine e ool (+) presenle; (—) ausente
Bl o= Jlictenart. o s o (4+) presente; (—) ausente
H'™ — hemorragias . b s.a /oo (+) presente; (—) ausente
N = Neerose s oo dovs expressa em (-) positivo ou (—) negativo, nas primeiras 48 horas.

Com 72 horas, expressa em cm.
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experiéncias, inoculando intradermicamente uma DMN (160 pg) do
veneno de B. jararaca em cobaias; em seguida era inoculada, intraveno-
samente, uma UAN (1 ml da diluicio a 1/10) do mesmo antiveneno
especifico, em varios intervalos de tempo (15 min., 30 min., 1h, 2h, 4h
e Bh). Os resultados estio expostos na tabela 3.

Pelos resultados constantes na tabela 3, pode-se verificar que uma
UAN do antiveneno de B. jararaca, aplicada a partir de 15 minutos apos,
nao neutralizou completamente o efeito local de uma DMN do veneno
especifico. As areas de necrose, observadas até 72 horas, aumentaram
progressivamente, de acordo com o aumento do intervalo de tempo em
que era administrado o antiveneno. O antiveneno, quando inoculado em
intervalos de 15, 30 e 60 minutos, promoveu uma reducao consideravel
das areas de necrose, equivalentes a 0,6, 1,2 e 2,4 mm?®, respectivamente.
Em compensacio, quando inoculado com intervalos de 2 a 4 horas, os
resultados parecem pouco significativos, pois as respectivas Areas de
necrose correspondem a 4,2 e 5,6 mm®. Finalmente, o antiveneno, quando
injetado apds 8 horas, ndo protegeu absolutamente contra a acio de uma
DMN, tendo a drea de necrose a mesma magnitude que a apresentada
pelo controle. Estes nossos resultados nio concordam plenamente com
os apresentados por Eichbaum* (1947), possivelmente por ter o autor
observado os animais somente nas primeiras 24 horas o que, segundo

nossas observacoes, é tempo insuficiente para uma caracterizacio satis-
fatoria da area de necrose.

Alias, Rosenfeld e De Langlada® (1964) ja haviam verificado, em
camundongos, que a inoculacio do antiveneno por via subcutidnea, 15
minutos apos a aplicacio do veneno especifico, nio diminui, praticamente,
a atividade necrosante.

Por outro lado, quando os nossos atuais resultados sao confrontados
com o8 de Homma e Tu® (1970), verificamos serem concordantes,
embora os autores tivessem trabalhado com venenos de serpentes da Asia.

Devido a inexisténcia, na literatura, de outros trabalhos relacio-
nados a atividade necrosante experimental dos venenos botropicos, espe-
ramos que estas nossas verificacoes possam colaborar para um melhor
conhecimento e entendimento da atividade desses wvenenos, trazendo
subsidios a terapéutica do ofidismo, bem como colaborar para que, num
futuro préximo, seja introduzida, na avaliacido da poténcia neutralizante
dos antivenenos botropicos, uma metodologia que permita quantificar a
neutralizacio da atividade necrosante desses venenos.

CONCLUSOES

1. O emprego de cobaias inoculadas intradermicamente com os
venenos botrépicos, possibilitou-nos determinar e definir “Dose

Minima Necrosante” (DMN) ou “Unidade Necrosante” (UN)
desses venenos:

2. a acdo local devida a inoculacio intradérmica de uma Dose
Minima Necrosante (DMN) do veneno de B. jararaca é
neutralizada, integralmente, por uma ‘“Unidade Antinecrosante”
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TABELA 3

Determinacéo do efeito neutralizante de uma Unidade Antinecrosante do antiveneno de B. jararaca aplicada,
em tempos diferentes, por via intravenosa em cobaias anteriormente inoculadss com uma DMN do veneno
especifico, por via intradérmica

Observacido em horas apds a

aplicacao do antiveneno

Intervalo de tempo entre a

inoculagcao do veneno e a do 24 h 48 h 72 h
antiveneno E Eq F H N E EQ FH N EZEVFH N
1 minuto 4 — | e e ) ) e —
15 minutos + + — + + + — — + + - - — 0,3x0,2
30 minutos + 4+ — + + 4+ - - 4+ + 4+ - - 0,4x0,3
1 hora 4+ 4+ — + i 4+ 4 - — 0,604
2 horas 4 bl ik — 4+ + 4+ - - + bl e R () (.8
4 horas 4 F - 4 + 4+ = = 4+ + 4+ — — 0,8x0,7
8 horas 4+ -+ — + e el T —at 4+ 4+ — 0,9x0,7
Controle do veneno 4+ + i SR EE S + 4 — 0,8x0,8
Legenda:
| O P e A e N (+) positivo; (—) negativo
B —Sequimose_ .2 5.2 .o, (+) positivo; (—) negativo
P i=2thetena: = b ek i mraas (4+) positivo; (—) negativo
H =— hemorragia .......... (+) positivo; (—) negativo
N = NOCTOBL. v svrssviiins expressa em (-}) positivo ou (—) negativo, nas primeiras 48 horas.

Com 72 horas, expressa em cm.
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(UAN) do antiveneno especifico quando administrada por via
intravenosa, imediatamente apdés o veneno;

3. a administracio de uma UAN em tempos posteriores, tende a
diminuir a sua capacidade neutralizante, de sorte que, quando
aplicada apos 8 horas da inoculacao do veneno, niao se verifica
qualquer atividade protetora.

ABSTRACT: After the confirmation that the guinea-pig (Cavia
porcellus) presents the highest local sensibility to the bothropic
venoms under study, the authors measured the local activity of the
venoms from B. jararaca, B. alternatus, B. cotiara, B. neuwwiedi,
B. pradoi, B. jararacussu and E. moojeni, standardizing it in
terms of minimum necrotising dosis (MND) or Necrotizing Unit
(NU). They verified that venoms from the species I. moojent
presents the highest local activity, where as the venoms from B.
alternatus and D. jeraracussu proved less active. It was possible
to establish the concept of an antinecrotizing unit (ANU) of the
E. jararaea antivenom in relation to the specific venom. They
confirmed also that the neutralizing effect of one ANU from the
B. jararaca antivenin exerts only full activity when applied by
intravenous route immediately after the inoculation of a MND of
the specific venom.

KEYWORDS: Local action of bothropic venoms; quantification
of the necrotizing activity of bothropic venoms; quantification of
the antinecrotizing activity of B. jararaca antivenin.
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