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ACCIDENTS BY LOXOSCELES

Francisco O. S. Franca,, Hospital Vital Brazil, Instituto Butan-
tan, Sdo Paulo.

Spiders of the genus Loxosceles belonging to the subfamily Loxoscelinae, fa-
mily Scytodidae are distributed in America, Europe, Asia and Africa. In America
there exist at least 50 species, seven of them in Brazil: L. gaucho, L. laeta, L.
intermedia, L. adelaide, L. amazonica, L. similis*. Their body length is 1 to 1.b
cm, and with the legs extended up to 4 cm. The color varies from light brown
to dark brown. The spider is commonly known as brown spider or violin spider3.4.

In 1989, 403 accidentes were probably caused by spiders of the genus Lox-
osceles, according to data sent by 16 Brazilian States. At the Hospital Vital Brazil
(I.B.) approximately 50 suspected cases of Loxoscelism are treated per year?:3,
The spider is shy causing accidentes only when crushed against the skin, as gener-
ally occurs when the victim is dressing, or sleeping. Thus the most frequent sites
of lesions are on the thigh, arm and torso. Seventy percent of the patients seek
medical help 24 hours after the accident, which coincides with the onset of the
more florid symptoms. In at least 10% of the cases, the spider is recovered?,
The clinical response may vary from a slight local reaction to death. The syste-
mic reaction is not necessarily proportional to the local reaction and vice-versa
as the systemic symptoms may develop before any local reaction is noted. The
evolution of the symptoms is related to the amount of injected venom, the locali-
zation of the bite and the immunological condition of the patient. Loxoscelism
may present itself clinically as a cutaneous form (97% of the cases) or as
cutaneous-visceral form (3%)2. Up to now, routine tests for the diagnosis of Lox-
oscelism do not exist’.

The bite causes a slight transitory pain about 2 to 8 hours after the accident
and pruritus as well as formication, pain and local erythema may arise. Afterwards
a central ecchymosis appears and gradually expands. It is characterized by ir-
regular margins, surrounded by an aureola of paleness and erythema, that in 90%
of the cases evolves to a central necrosis’. This lesion called plaque, is of a vari-
able extention and lies on an edematous and infiltered layer. Usually the lesion
is painful and is not accompanied by enlargement of local lymph nodes®.
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The appearance of vesicles and blisters with a serous or serous hemorrhagic con-
tent and posterior ulceration is not uncommon. Cicatrization is slow, with a mum-
mified central area, generally occurring within the first 4 weeks. The wound may
develop a residual scab or cheloid. In 5% of the cases, mainly on the face, an
edematous form occurs that is not necrotic being characterized by an extense
phlogistic process. Some signs and/or systemic symptoms with fever, indisposi-
tion, migraine, headache, nausea, vomiting, myalgia, exanthema may occur in
variable percentage (25-75%) of the cases.

The cutaneous-visceral form is characterized by the presence of clinically evi-
dent hemolysis in addition to the cutaneous lesion and signs and systemic sym-
ptoms described earlier. The onset of the hemolytic process occurs within the
first two days in nearly all the cases. The patients develop hemolysis, hemolytic
anemia, icterus, hemoglobinuria, hematuria, that may evolve with acute insuffi-
ciency, DIC, convulsion and coma. This syndrome does not have any connec-
tion with sex and age of the patient, season, site and seriousness of the lesion®.’.
Specific serumtherapy using either antiloxoscelic serum (ALS) or antiarachnidic
serum (AAS) is recommended for both forms of Loxoscelism. For the cutaneous
forms, 5 ampoules of ALS or AAS are indicated, preferentially by the intravenous
route. Several authors recommend also the use of DDS (diamine-diphenyl-
sulphona) in an oral dosage of 50 to 200 mg/day. The use of antihistamines,
corticoids and early surgical excision have been disputed®’. In the case of residu-
al lesions, surgical correction may be necessary. For the cutaneous-visceral form,
10 ampoules of LAS or AAS are indicated. The use of corticotherapy is recom-
mended. Also, general rules of support are necessary, with special regard to the
evaluation of the renal function and the hematologic parameters.
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NOMENCLATURA EM TOXINOLOGIA: PECONHA OU VENENOS?

José Carlos de Freitas, Instituto de Biociéncias, USP. S3o Paulo.

Em todos os niveis da escala filogenética encontramos exemplos de ataque, defesa e outros com-
portamentos baseados em substancias repelentes, paralisantes ou de outras agfes bioldgicas.
Durante milh&es de anos de evolugdo os organismos desenvalveram um refinamento destas subs-
tancias para a captura de presas e defesa quimica e a nomenclatura adotada em toxinologia leva
em conta esses aspectos. RUSSELL (1967, 1971) enfatizou que animais venenosos ou peco-
nhentos sdo encontrados em cada filo, fazendo excecdo s Aves e as propriedades das toxinas
de peconhas diferermn muito das toxinas presentes nos venenos, Mesmo em representantes de
um mesmo filo. F.E. RUSSELL (comunica¢do pessoall ainda considerou o termo biotoxina um
pleonasmo, uma vez que o termo toxina ja denota sua origem bioldgica. VITAL-BRAZIL (1973)
empregou os termos peconhas e venenos considerando as propriedades farmacolégicas das to-
xinas integrantes. Nesta mesma data FREYVOGEL & PERRET conceituaram venenos (do inglés
“poisons’’), produtos metabdlicos produzidos ou estocados em 6rgdos, gue em condicdes na-
turais afetam por ingestdo e artificialmente podem atuar pela via parenteral. As peconhas (do
inglés “"Venoms'’) originam-se em glandulas especializadas dotadas de dutos secretores asso-
ciadas ou ndo a estruturas inoculadoras, atuam pela via parenteral e podem ser destruidas quan-
do ingeridas.

CROTOXIN, THE NEUROTOXIN FROM THE VENOM OF CROTALUS DURISSUS CASCAVELLA.
Barbara Excell Hawgood, Dep. Farmacologia, Unicamp, Campinas S.P.

Crotoxin is a complex of 2 polypeptide subunits (i) a basic phospholipase As and (ii) a modified
phospholipase Aj that lacks enzymic activity. The subunits can be readily separated but must
combine for high neurotoxic potency (Bon et al., 1989). Crotoxin produces respiratory paralysis
primarily by blocking the release of transmitter from motor nerve terminals in the diaphragm.
Unlike botulinum toxin, it does not cross the membrane to act internally (Trivedi et al.,, 1989).
Crotoxin produces a complex series of changes in both spontaneous and nerve-evoked transmit-
ter release prior to complete blockade of neurotransmission. Although phospholipase A5 activity
is involved in the neurotoxic action, there is no evidence that either production of prostaglandins
(Edwards et. al.,, 1990) or activation of protein kinase C (Rodrigues-Simioni et al, 1990) is en-
volved in any of the stages. It has been proposed that crotoxin acts by producing localized hydrolysis
of membrane phospholipids at transmitter release sites in the nerve terminal {(Hawgood, 1989).
In experimental animals, crotoxin can also produce focal lesions in skeletal muscle, kidneys and
lung.

Bon, C., Bouchier, C., Choumet, V., Faure, G., Jiang, M., Lambezat, M., Radvanyi, F., Saliou,
B. (1989) Acta Physiol. Pharmac. Lat. Americ. 39, 439,

Edwards, J., Hawgood, B.J., Smith, I.C.H. (1980) Toxicon in press.

Hawgood (Excell), B.J. (1989) Acta Physiol. Pharmac. Lat. Amer. 39, 397,
Rodrigues-Simioni, L., Hawgood, B.J., Smith, I.C.H. (1990} Toxicon in press.

Trivedi, 5., Kaiser, |., Tanaka, M., Simpson, L. (1989}, J. Pharmac. exp. Ther. 251, 490.

ESTUDO DA COAGULACAQ EM ACIDENTE CROTALICO EM REGIAO DE C. d. cascavella. Hui
W. Fan (1); José R.F. Oliveira (2); Francisco 0.5. Franca (1); Sandra C. B. Castro (3); Jodo L.
C. Cardoso (1); Aura S. Kamiguti (3).

(1) Hospital Vital Brazil e (3) Secdo de Hematologia do Inst. Butantan, S. Paulo, SP.

(2) Hospital Giselda Trigueiro da Universidade do Rio Grande do Norte, Natal, RN.

Dados sobre acidente crotélico no Brasil tém sido referidos para regifes de distribuicdo de C.
d. terrificus e C. d. collilineatus, correspondendo as regides sul, sudeste e centro oeste do Brasil.
No presente estudo sdo reportados dois acidentes humanos com diagndstico clinico de acidente
crotalico, ocorridos no Rio Grande do Norte, area de distribuicio geogréfica de C. d. cascavella.
Do ponto de vista clinico-laboratorial, foram observados nos dois pacientes fendmenos neuro-
paraliticos (ptose palpebral, oftalmoplegia, midriase, sialorréia), miotéxicos (mialgia generaliza-
da, urina de cor escura), e sangue incoaguldvel, quando na admissio hospitalar.

Ambos foram classificados como acidentes moderados, sendo efetuados os seguintes testes la-
boratoriais: ternpo de protombina; tempo de tromboplastina parcial ativado; dosagem de fibrino-
génio e dos produtos de degradacdo do fibrinogénio (e fibrina); teste de d-dimero e de mioglobina
monitorados de 6 em 6 horas ate a alta dos pacientes. Foram submetidos & terapéutica com
antiveneno especifico, cuja evolugdo ocorreu sem complicac@es e com normalizacio das altera-
cdes laboratoriais em 24 horas. Esta apresentacdo tem por objetivo fornecer subsidios ao me-
lhor conhecimento dos aspectos regionais do ofidismo no Brasil.
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ESTUDO DE VARIACOES CONFORMACIONAIS DA CROTOXINA, FOSFOLIPASE E CROTAPOTI-
NA EM SOLUCAQ POR SAXS. José Ramon Beltran(1); Carlos Julio Laurel2).

(1) Departamento de Fisica — IBILCE — UNESP — Sdo José do Rio Preto.

(2) Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Mediante a técnica de espalhamento de raios X a baixo dngulo, estudaram-se a forma e tama-
nho do complexo crotoxina, proteina neurotdxica extralda do veneno da Crotalus durissus terrifi-
cus, em diferentes condicdes de concentragéo (60, 50, 40, 30 e 20 mg/ml), pH 1,5 e temperatura
de 24°C, visando a determinacdo dos seguintes parametros estruturais: raio de giro Rg, volume
hidratado V, &rea da superficie da proteina S e maxima dimensio D da molécula. O estudo quali-
tativo das curvas da funcao/distribuicdo de distdncias Plr) confirma claramente a presenca no
complexo crotoxina de duas proteinas associadas (crotapotina e fosfolipase) se as comparar-
-mos com as funcdes Plr) calculadas usando modelos de agregados diméricos para elipsdides
de revolucdo prolatos (0. Glatter, J. Appl. Cryst., 12, 166, 1979). Um estudo similar das curvas
de espalhamento e as fungdes Plr) foi feito para a crotapotina e fosfolipase com o objetivo de
estabelecer o tipo de enlace dimérico no complexo crotoxina.

BIODISTRIBUICAQ DE CROTOXINA NATIVA E IRRADIADA EM ORGAQS DE CAMUNDONGOS
USANDO COMO TRACADOR O '?° |. Nanci do Nascimento (1); Miriam C. Guarnieri Cruz (1)
Ulysses Tomac Jr. (1); Heitor F. de Andrade Jr. (2); José Roberto Rogero (1).

(1) Div. de Radiobiologia, IPEN, Sdo Paulo, SP: (2) Lab. de Protozoologia, IMT, USP, S3o Paulo, SP.
A crotoxina, por ser o principal componente do veneno crotélico, tem sido alvo de estudos que
visam elucidar seus aspectos bioquimicos e farmacoldgicos. O presente trabalho tem como ob-
jetivo comparar a biodistribuicdo da crotoxina nativa e irradiada (2000 Gy) em drgdos de camun-
dongos, dado que essa proteina quando submetida & radiacdo ionizante tem sua toxicidade reduzida
preservando no entanto sua propriedade antigenica. Para esse ensaio, as amostras foram mar-
cadas com '“°| e inoculadas separadamente em grupos de 10 animais (-30g) por via endove-
nosa. Os animais foram sacrificados apds 0,25; 1; 2; 3: 5 e 24 horas, sendo retirados 0s seus
orgdos para posterior contagem em um contador Nuclear Chicago. A presenca de crotoxina irra-
diada ou ndo foi dada relacionando-se as contagens por minuto com o peso do drgdo (mg). Os
resultados mostraram um acamulo significativo da proteina marcada no figado, bago, misculo
& cerebro com pico na terceira hora tanto para crotoxina nativa quanto para a irradiada. Numa
analise inicial dos dados obtidos para o rim podemos verificar que ocorre uma concentracdo de
crotoxina nativa nas primeiras 3 horas nesse drgio, o que ndo & observado com a crotoxina sub-
metida a radiacdo. Sendo assim, aparentemente o rim funciona somente como 6rgao de elimi-
nacdo no caso da crotoxina irradiada.

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS SERPENTES CROTALUS DURISSUS VARIEDADE CROTAMI-
NA POSITIVO NOS ESTADOS DE MATO GROSSO E MATO GROSSO DO SUL. Silveira U.S. (1);
Diniz M.R.V. (2); Santos, S.M. (3).

(1) Departamento de Toxicologia e Farmacologia MS; (2,3) Fundacdo Ezequiel Dias MG.
Introdugdo — Schenberg (1959) determinou a distribuicdo geografica das serpentes Crotalus
durissus variedade crotamina positivo para o Estado de S3o Paulo, Diniz et al. (1988) determina-
ram esta distribuicdo para o Estado de Minas Gerais. Pretendemos concluir verificando até que
paralelo & possivel encontrar serpentes crotalus com esta propriedade.

Objetivo — Conhecer a distribuicdo de populacdes de serpentes Crotalus durissus variedade cro-
tamina positivo a ceste dos Estados de S3o0 Paulo e Minas Gerais.

Materiais e Métodos — Foram testados venenos de serpentes Crotalus durissus coletados indivi-
dualmente. Aplicou-se 0,5 mg de veneno em cada camundongo Mus musculus com peso entre
18 a 22 g, via subcutdnea e aguardou-se 30 min. para surgimento do sintoma de paralisia dos
membros traseiros. Foram utilizados 2 camundongos para cada veneno testado.

Resultados — Os mapas demonstram a distribuicdo dos dois Estados.

Mato Grosso

Conclustes — Verificou-se que as populacdes variedades crotamina positivo se encontram pro-
ximas ao Rio Parana e ao Sul do Estado de Mato Grosso do Sul. Para Oeste e Norte do Estado
e no Estado de Mato Grosso a Crotamina praticamente ndo é encontrada.
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MICRURUS NIGROCINCTUS VENOM INDUCED EFFECTS ON ISOLATED MOUSE PHRENIC NERVE
DIAPHRAGM AND CHICK BIVENTER CERVICIS PREPARATIONS. Léa Rodrigues Sa‘mfcrm", Josg
C. Cﬂgcﬂ. José Maria Gutierrez,<, Julia Prado Franceschi'. Departamento de Farmacologia,
FCMJETUNJCAMF' — Campinas (SP)!. Instituto Clodomiro Picado, Universidade Costa Rica, Costa
Rica<.

The effect of Micrurus nigrocinctus venom was studied in the isolated mouse phrenic nerve di-
aphragm and chick biventer cervicis preparations. A dose-dependent (5,10,20 and 40 ug/ml)
blockade was observed in the mouse phrenic nerve diaphragm in response to direct or indirect
stimulation. The addition of neostigmine (5-10 ug/ml) induced partial and rapid reversal followed
by progressive blockade. In the biventer cervicis, the blockade and contracture evoked by the
venom were more intense and faster than in the mouse phrenic nerve diaphragm preparation
and it was not reversed by several washings or by neostigmine. The response of curarised prepa-
rations, directed stimulated, were blocked by the venom. In the mouse diaphragm the venom
was able to diminish both frequency (within 15 minutes) and amplitude (after 45 minutes) of
the m.e.p.p.s. as well as the resting potential membrane. These results suggest that M. nigrocinctus
venom exerts a presynaptic action. In addition, creatinine kinase release was generally increased
by 9 fold above pre-venom values in both preparations according to the myonecrosis previously
described (Gutierrez et al., 1980). Gutierrez, J.M.; Chaves, F.; Rojas, E. and Bolafios, R. Toxi-
con 18: 633-639 1980.

PHILODRYAS OLFERSH: MORPHOLOGICAL, HISTOCHEMICAL STUDIES OF DUVERNOY'S
GLAND. VENOM EXTRACTION. M. Graca Salomdo®, G. Puorto®, Fdtima Furtado * *, Sawaya,
P.®** *Secdo de Herpetologia, * "Secdo de Venenos — Instituto Butantan, * ® *Depto. Fisiol.
IBUSPE.

Envenomations by the snake Philodryas olfersii cause serious local effects, mainly hernorrhage
and edema. P. olfersii, a Colubridae-Xenodontinae is an opisthoglyphous snake (Lichtenstein,
1823) with a well developed Duvernoy’s gland connected with a grooved tooth. These glands
are located in the postocular region, behind the supralabial glands. Comparing the size of the
Duvernoy’s gland of P. olfersii to Sibynomorphus mikani (aglyphous colubrid snake), Bothrops
jararaca and Micrurus frontalis (venomous viperid and elapid snakes), was found the value of
15 x 7 mm for P olfersii, 20 x 10 mm for B. jararaca and M. frontalis and only 1.0 x 1.5 mm
for &. mikani. The glandular duct is central in P. olfersii and S. mikani, resulting from the con-
fluence of the acinous ducts, while in the venomous snakes the tubules join to form an anterior
ejector canal. Histological studies of Duvernoy’'s gland showed a predominance of serous cells
in. P. olfersii (B0%). However, the mucous cells (70%) predominated in §. mikani. While in B.
jararaca and M. frontalis mucous cells are found only in the accessories glands. The ultra-structure
of Duvernoy’s gland cells showed strong eletro-dense secretion granules in P. olfersii, similar
to those of B. jararaca and M. frontalis. Histochemical analysis showed also differences in the
polysaccharides and amino-acids contents of the Duvernoy’s gland cells. While in P. olfersii was
found only neutral polysaccharides, in S. mikani were present neutral, acidic and sulphated ones.
No stain was obtained in B. jararaca. and M. frontalis. The detection of amino-acids showed
the presence of arginine, tryptophan, hystidine and lysine in all examined glands. Tyrosine was
absent only in B. jararaca.

Considering the position of the fangs at the end of the maxilla in P. olfersii, which makes difficult
to extract the venom, milking was achieved by introducing the fangs into 100 ul micropipettes.
As for the venom from &. mikan, this was obtained after trituration of the removed Duvernoy's
glands. When compared to the venom of. B. jararaca, the protein content of P. olfersii is 75%,
while of the S. mikani only 7.5%. The proteolytic activity of the venom of P. offersii was 208%
more than B. jararaca, and 5. mikaniwas 16% from that. Doses of 46 ugi.p. in mice (18-22g)
killed more than 50%.

BIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE VENOM OF PHILODRYAS OL-
FERSII. Marina T. Assakura (1); Maria da Graca Salomdo (2); Giuseppe Puorto (2); Fajga R. Man-
delbaum (1).

(1) Servico de Bioquimica e (2) Secgdo de Herpetologia, Instituto Butantan, Sdo Paulo, SP.
Accidents with the opistoglyphous colubrid snake Philodryas olfersii are rare, However, enveno-
mations are very serious. The local symptoms are extensive hemorrhage and edema. Analysis
of venom by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) showed a major band and a great num-
ber of protein bands with low concentrations. Biological and biochemical studies were performed
with venom. Hemorrhagic activity is very strong in this venom, the minimum hemorrhagic dose
(MHD} to produce a spot of 1 cm? was 0.5 ug, as tested by intradermal injection in mice. The
hemorrhagic principle of this venom is antigenically different from the hemorrhagic principles of
the Viperinae and Crotalinae subfamilies. This venom did not cross-react with antibodies to the
hemorrhagic factors isolated from the venoms of B. neuwiedi and B. jararaca. Also the venom
was not neutralized by these antisera. It has no thrombin-like activity, as no clotting was ob-
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served in horse plasma or human fibrinogen. Plasma or fibrinogen previously incubated with this
venom prolonged the clotting time of thrombin or bathroxobin. The clotting time increased with
the increasing of the incubation time of plasma or fibrinogen with the venom of P. olfersii. Hu-
man fibrinogen incubated with the venom at the proportion 20:1 (w/w) showed in SDS-PAGE
the destruction of A « and B g-chains after 3 min. The ¥-fibrogen chain remained unchanged
even after 2 h of hydrolysis. The enzyme has also a high collagenolytic activity. Collagen type
| was incubated with the venom at the proportion 20:1. Hydrolysis of all chains was observed
already in 30 min and total destruction of the collagen was achieved at 24 h.

CARACTERIZACAD EDEMATOGENICA DE VENENOS CROTALINEOS DA AMERICA DO SUL. An-
drade. 5.R.M.; Martins, M.M.; Sanchez, E.F. I[FUNED-MG); Diniz, C.R. e Ferreira-Alves, D.L.
(ICB-UFMG, Belo Horizonte-MG).

Embora o edema seja o indicador da severidade de muitos acidentes com viperideos @ mesmo
de alguns elapideos, o parametro foi desconsiderado na caracterizacio toxicologica laboratorial
proposta por Theakston e Reid (Bull. W.H.O. 61(6): 949-856, 1983). Camundongos albinos (Swiss,
18-22 q, FUNED) foram injetados por via intraplantar com 50 gl de solucdo de veneno ou 50
pl de salina, a pata contralateral permanecendo como controle - a resposta expressa com A %
do peso das patas. As curvas tempo-resposta indicaram A % maximo de 15 a 20 minutos, exce-
to B. moojeni, com 30 minutos e as curvas dose-resposta forneceram a EDS0 e edema maximo.

ESPECIE EDsgp 4 4 % Max. ESPECIE EDgq % Max.
B. jararaca-MG 18,4 71 B. castenaldi-PA 26,0 61
B. jararaca-FUNED 2151 67 B. jararacussu-MG 9,2 83
Bra - Bot 001 22,6 17 B. leveurus-BA 10,6 72
B. alternatus-RGS 24,2 68 B. moojeni-MG 7,0 828
B. alternatus-Arg. 45,2 17 B. altiplans 22,6 71
B. alternatus L3 13,1 64 B. asper 7.0 /9
B. atrox-Peru 30,0 11 C. d. terrificus-MG 32,0 56
B. atrox-PA 39,4 63 C. d. terrificus-Bol. 36,8 53
B. atrox L 24 8.0 75 C. d. collineatrus-GO 9,2 H8
B. newiedii-Arg. 13,0 /1 L. m. muta-Peru 15,0 76
B. newiedii Il 15,0 78 L. m. muta-PA 68

Apoio financeiro: FUNED-CNP4-FAPEMIG

EDEMA E PERMEABILIDADE VASCULAR INDUZIDOS PELO VENENO DA BOTHROPS NEUWIE-
DI PAULOENSIS: Ronilson A. Moreno; José E. Zambelli e Julia Prado-Franceschi.
Departamento de Farmacologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP Campinas, Sdo Paulo.
Acidentes botropicos caracterizam-se por induzir profundas alteracGes locais traduzidas por vo-
lumoso edema, hemorragia e necrose do tecido atingido (Vital Brazil, 1982). Na tentativa de
relacionar a atividade edematogénica com alteracdes na permeabilidade vascular, camundon-
gos Swiss, machos (20g * 2) foram submetidos a injecdo subplantar da peconha de Bothrops
neuwiedi pauloensis na pata posterior (doses de 0,1 a 2,7 ug/patal, sendo os animais previa-
mente tratados com azul de Evans (25 mglkg). O edema foi avaliado pelo aumento do peso da
pata, em diferentes intervalos de ternpo, nos quais também foi extraido o conteddo de corante
em formamida (48 h em banho-maria 37°C). A concentracdo de azul de Evans foi entdo deter-
minada por espectrofotometria (619 nm), comparando-se os valores obtidos com 0s da curva
padrao. Tanto edema quanto permeabilidade vascular mostraram-se aumentados com maior evi-
déncia entre os termpos de 30 a 60 minutos. A andlise estatistica dos dados mostrou forte corre-
lacdo entre os resultados obtidos para os dois eventos.

ESTUDO DA ATIVIDADE MIOTOXICA DE VENENOS BOTROPICOS. Ana M. Moura-da-Silva (1);
Diva F. Cardoso (1) e Martha M. Tanizaki (2).

(1) Centro de Pesq. e Form. em Imunologia e (2) Servico de Bioguimica, Instituto Butantan, Sao
Paulo-SP.

Demonstramos recentemente a existéncia de antigenos comuns nos venenos botropicos exceto
para uma banda localizada entre 14 e 18 kDa que se encontra presente apenas em 4 dos 9 ve-
nenos analisados. Do veneno de B. jararacussu foi isolado por gel filtragdo em Sephadex G-75
e SP-Sephadex C-25, um componente de baixo peso molecular e que apresenta intensa ativida-
de miotdxica. Anticorpos preparados contra esse componente purificado reconhecem apenas
uma banda de cerca de 18 kDa nos venenos de B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi e B.
pradoi fracionados ern SDS-PAGE. A atividade miotdxica do veneno de B. jararacussu é grande-
mente reduzida pela prévia incubagdo com os anticorpos obtidos contra o componente purifica-
do, assim como pelos soros antivenenos miotoxina +. Os venenos que ndo apresentam o
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componente restrito (miotoxina -) mostram uma baixa atividade miotdxica que ndo & reduzida
pela prévia incubacdo com anticorpos antimiotoxina. A letalidade do veneno de B. jararacussu
é reduzida pelos anticorpos antimiotoxina e pelos soros antivenenos miotoxina + & miotoxina
-. Porém os anticorpos antimiotoxina ndo sdo capazes de reduzir a letalidade do veneno de B.
cotiara (miotoxina -). Os dados apresentados sugerem gue a miotoxina é restrita a alguns vene-
nos botrdpicos; que ela participa na letalidade destes venenos e que os anticorpos especificos
sdo importantes para sua neutralizagao.

Auxflio CNPq (402.380/89-4/BM/FV/PQ)

ESTUDO COMPARATIVO DO EFEITO NEUTRALIZANTE DOS SOROS ANTIBOTROFPICO (SAB) E
ANTIBOTROPICO/CROTALICO (SAB-C) SOBRE A ATIVIDADE MIOTOXICA DO VENENO DE Both-
rops jararacussu (Bjssu) EM CAMUNDONGOS. M. Cristina dos Santos (1); Luis R. C. Gongalves
(2): Consuelo L. Fortes Dias (4); Yara Cury (2); José Mana Gutierrez (5); M. Fatima D. Furtado (3).
(1) Dept?®. Imunologia,ICB-USP, (2) Secdo de Fisiopatologia Experimental e (3) Secdo de Vene-
nos do Instituto Butantan, 5. Paulo-SP; (4) Fundacdo Ezequiel Dias, Belo Horizonte—MG; (5)
Instituto Clodomiro Picado, Costa Rica.

A mionecrose & um dos efeitos causados pelo veneno de Bjssu. Deste veneno, fol isolada uma
miotoxina com homologia estrutural a fosfolipase A2 (PLA2), mas sem atividade enzimatica. O
veneno de Crotalus durissus terrificus |Cdt) apresenta uma atividade miotdxica que vem sendo
atribuida & PLA2, o componente basico do complexo crotoxina. Camundongos imunizados com
PLAZ, isolada desse complexo, tornaram-se resistentes a acao letal e miotdxica do veneno de
Cdt. Pela técnica de W. Blotting, o veneno de Bjssu apresentou trés proteinas com identidade
imunoldgica 8 PLAZ2 da crotoxina. Com base nestes dados, foi comparada a eficiéncia dos soros
comerciais produzidos pelo Instituto Butantan, o SAB e o SAB-C, na neutralizacdo do veneno
de Bjssu. A neutralizacdo do veneno foi feita "'in vitro'’, incubando-se, por 30 min. a 37° C,
doses fixas de veneno com diferentes concentracdes de antivenenos. As misturas foram injeta-
das, pela via intraperitoneal para avaliaco da letalidade, e pela via intramuscular para a avalia-
cdo da mionecrose (dosagem de CK sérico) e hemorragia (dosagem da hemoglobina no tecido
muscular). O SAB e o SAB-C apresentaram a mesma eficiéncia em neutralizar a agdo hemorragi-
ca (EDB0 28.5 e 27ul avimg ven.). Para a acdo letal, o SAB apresentou uma poténcia de 2.4mg/ml,
enquanto que o SAB-C, uma poténcia de 3.4bmg/ml e para a agdo miotéxica, o SAB e 0 SAB-C
apresentaram, respectivamente, ED50 de 560 e 140gl avimg ven., demonstrando que o SAB-C
possul uma capacidade sensivelmente maior em neutralizar essas atividades. Esses dados suge-
rem que o tratamento com o SAB-C poderia ser vantajoso nos casos de acidentes causados por
B. jararacussu.

LESAQ MUSCULAR PRODUZIDA POR VENENO DE ABELHAS AFRICANIZADAS (VAA) EM RA-
TOS. Azevedo-Marques, M.M. (1), Ferreira, D.B. (2) & Costa, R. 5. (2).

(1) Dept? de Clinica Médica e (2) Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP.
Neste trabalho sdo descritas as alteracdes anatomo-patoldgicas observadas 4 microscopia opti-
ca em diferentes tipos de tecido muscular sob a aci3o de VAA.

Foram inoculados 80 ratos machos Wistar com 1,5 ul/100 g de peso de VAA por 4 vias. Colhido
sangue por puncao cardiaca, sob anestesia, até o sacrificio do animz™ pds 4, 7 e 24 h da ino-
culacdo, nos injetados por via subcutanea (SC), intramuscular (IM) e intraperitoneal (IP) e aos
2 minutos nos injetados por via endovenosa (EV). Os B0 ratos do grupo controle receberam igual
volume, pelas mesmas vias, de solucio O,15M de salina. As enzimas séricas creatinoguinase
(CK) e aspartato aminotransferase (AST) foram quantificadas, em U/l, em pool de soro de 8 ani-
mais, usando teste U/V optimizado. Os fragmentos de musculo cardiaco e esquelético colhidos
no local e a distancia, colocados em formol tamponado a 10%, incluidos em parafina, cortados
em espessura de 4y, foram analisados em ldminas coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e fos-
fotungstica (PTAH).

1) Valores das enzimas séricas em U/l. { ) grupos controle.

IM P SC EV (2 minutos)
4 h AST 476 | 75) 1740 ( 75) 200 (120) 440 ( 8b)
CK 1490 (423) 20060 (334) 520 (468) 1940 (386)
7h AST 487 ( 72) 1440 ( 75) 140 { 75)
CK 220 (149) 8460 (357) 423 (334)
24 h AST 391 ( 68) 520 ( b2) 140 ( 75)
CK 149 (125) 4563 (190) 423 (371)

(2) Microscopia: alteracfies observadas nos 3 horérios. Via SC - necrose litica adiposo-muscular,
infiltrado inflamatdrio agudo liia); IM - edema, hemaorragia, iia, mionecrose-miocitélise (m-mj;
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IP - iia,m-m da parede abdominal. Nestas 3 vias ndo foram encontradas lesfes musculares a
distancia. Via EV - iia, m-m em areas irregulares em diversos muisculos. Ndo houve lesdes mio-
cardicas em nenhum dos grupos.

Conclusdes: 1) O VAA apresenta atividade miotdxica local e sistémica, dependendo da via de
mc:t:ula:;ﬁo 2) As enzimas séricas traduzem a intensidade das lesGes musculares de acordo com
a via utilizada. Em ordem decrescente de valores IP, EV, IM e SC.

ESTUDO DA ATIVIDADE MIOTOXICA DA BOTHROPSTOXINA. P.A. Melo (1); M. I. Homsi - Bran-
deburgo (2); J. R. Giglio (3); G. Suarez-Kurtz (1).

(1) Dep. de Farmacologia, ICB, UFRJ; (2) Dep. Geociéncias, Inst. Biociéncias, UNESP, S. J. Rio
Preto, SP; (3) Dep. Bioguimica, USP, R. Preto, SP.

O veneno de B. jararacussu é veneno crotalideo que tem sido estudado em nosso meio e dele
foram extraidos vérios componentes com atividade miotdxica. O objetivo de nosso trabalho fo
de testar em nossos modelos expenimentais a atividade miotdxica de uma proteina isolada do
veneno de B. jararacussu por Homsi-Brandeburgo et al. (Toxicon 26, 1988) denominada Both-
ropstoxina (BthTx). Nos experimentos ““in vitro”" usamos o musculo extensor digitorum longus
de camundongos banhados em meio nutridor @ medimos o efluxo da enzima sarcoplasmatica
creatinofosfoquinase (CK). Este meio era renovado a cada 40 min, quando passamos entdo a
acrescentar as substénmas e estudo. A BthTx (25 ngmIJ aumenmu o efluxo basal de CK de
0,26 +0,03U.g'h"' (n = 18) para 7,18 *+ 2,564 U.g"'h"! (n = 9) apds 160 min de exposi-
cdo. Ao acrescentarmos simultaneamente a BthTx heparina {Eﬂpg!ml, n = 4) ou Wedelolacto-
na (10 pwg/ml, n = 4), a atividade miotdxica da BthTx foi completamente blogueada. Nos
experimentos ‘'in vivo'' camundongos receberam injecdo |.M. de BthTx (1 ug/g) e medimos o
aumento da atividade de CK no plasma ap6és a injecdo. Os animais pré-tratados com Wedelolac-
tona (1 ug/g) previamente ou associado a BthTx tiveram reduzidos em cerca de 40% a atividade
de CK no plasma. Heparina 5 pgl/g em mistura com a BthTx |.M. bloqueou a atividade miotdxica
da Bthlx.

Apoio: CNPq, FINEP, CEPG-UFRJ

PLATELET AGGREGATION AND HYDROLYSIS OF COLLAGEN, FIBRONECTIN, FIBRIN AND FI-
BRINOGEN BY TWO BASIC SERINE PROTEINASES ISOLATED FROM BOTHROFPS MOOJENI
VENOM. Solange M.T. Serrano (1); Maria F.C. Matos (2); Misako U. Sampaio (2); Claudio A.M.
Sampaio (2); Fajga R. Mandelbaum (1).

(1) Servico de Bioguimica, Instituto Butantan e (2) Departamento de Bioguimica, Escola Paulista
de Medicina.

The local effects and the disturbs in blood coagulation observed in the envenomation by Bothrops
moojeni are attributed to various proteinases present in this venom. It presents a high content
of basic components. Two proteinases with distinct specificities were purified from the basic fraction
by gel-filtration on Sephadex G-100, followed by adsorption of the acidic components to DEAE-
Sephacel [pH 7.5). Isolation was achieved by ion-exchange chromatography on SP-Sephadex
C-50 (pH 7.5). They are free of hemorrhagic, blood-clotting and phospholipase As activities, but
still present 15% of the caseinolytic activity present in the crude venom. Both proteinases hydro-
lyze natural substrates such as fibrinogen, fibronectin and type | collagen.Proteinase | is more
active on collagen than proteinase |l. Proteinase | hydrolyzes the v, 8, e 1 (I} and & 2 (I} chains
of the collagen giving a great number of peptides of M.W. ranging from 80,000 to 10,000. On
the other hand proteinase |l hydrolyzes only v and 8 chains very, slowly, producing peptides of
high molecular weight (100,000 to 80,000). Fibrinogen and fibronectin were similarly degraded
by both enzymes. The two proteinases are distinguished by the following properties:

A — Proteinase | not only causes platelet aggregation at a concentration of 107 M but also en-
hances the ADP aggregating activity. It does not hydrolyze fibrin and has low activity on TAME
(26 uMIminimg).

B — Proteinase Il hydrolyzes fibrin and has high activity on TAME (144 gM/min/mg).

EFEITO DO VENENO DE Bothrops erythromelas NA AGREGACAQ PLAQUETARIA. Aldete Zap-
pellini e Julia Prado-Franceschi.

Departamento de Farmacologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP Campinas, Sdo Paulo.
Investigou-se o efeito do veneno de B. erythromelas na agregacdo de plaquetas hurnanas lava-
das induzida por trombina (2,9 U/ml). O emprego de plaquetas lavadas justifica-se pela elevada
atividade coagulante deste veneno em plasma. Sangue de voluntarios adultos e sadios, que se
abstiveram de drogas antinflamatorias ndo esteroidais por pelo menos uma semana, foi coleta-
do em citrato de sodio 3,8% (9:1). O plasma rico em plaquetas foi centrifugado (2700 rpm por
12 min.) e o pellet, ressuspendido em solucdo de Tyrode sem cdlcio, na presenca de lloprost
(300 ngfml). Apés recentrifugacdo, o pellet foi ressuspendido em solugdo de Tyrode com calcio
12,5 mM). Verificou-se que o veneno, nas doses utilizadas (5 a 80 pg/ml), inibiu a agregacdo
plaquetaria de forma dose-dependente. Considerando-se a hipdtese de que fosfolipases presen-
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tes nos venenos botrdpicos parecem inibir o efeito agregante (Zingali et al., 1988), pesquisou-se
ainda a correlacdo entre as atividades fosfolipasica e antiagregante nas fracfes obtidas em Se-
phadex G-75. A possibilidade de que proteases presentes no veneno atuem degradando a trom-
bina também foi examinada.

PADRONIZACAO DOS METODOS DE ESTUDOS DA ATIVIDADE COAGULANTE DE VENENOS
(VEN.) OFIDICOS EM ANIMAIS DE LABORATORIO. Sadala, L. — Fundacio Ezequiel Dias (FU-
NED); Diniz, C. A.& Ferreira-Alves, D.L. — ICB-UFMG, Belo Horizonte.

No ven. das viperideas encontram-se enzimas “‘thrombin-like*’, que transformam fibrinogénio
em fibrina e procoagulantes, que ativam fator X. Visamos padronizar este estudo em plasma
de ratos (P) e camundongos, nos quais se determinam capacidade letal, hemorragica, necro-
sante, miotdxica, defibrinogenante, etc. dos ven. ofidicos. A 37°C, tubos de hemdlise recebe-
ram solugdes na ordem: substrato (S), fibrinogénio humano (F) 6% em salina (sal.) 0,15 M ou
P em citrato (cit) 4% ou cit + heparina (cit. hep) 4 U/ml; sal.; ven. C. d. terrificus (VC) e B.
jararaca (\VB) — FUNED; célcio (Ca) em tampéo Tris-HCI 0,04M, pH 8,0 ou 4gua. O tempo de
coagulacdo (TC, procedimento padrdo) minimo foi de 15 seg. Expressou-se a velocidade relati-
va de coagulacdo: VR = 15/TC. Para 100 ul F + 50 ul VC ou VB (125 ug/ml sal. 0,15M) +
50 pl sal. 0,15 M + 50 ul Ca 0,01 - 0.20 M em tampdo, a curva de ativacio pelo Ca foi em
V invertido e VR atingiu max. em Ca 0,05 M sequida de inibicdo pelo aumento da forca ibnica
(FI) emn alto Ca. Ja em meios de menor Fl: 200 ul P + 50 ul VC (500 g/ml) ou VB (250 pg/mi
sal. 0,16 M) + 100 ul Ca 0,01 - 0,20 M em &gua, a curva exibe platé em Ca 0,01 - 0,075
M para VC e 0,037 - 0,1 M para VB, seguido de inibicdo. Quanto a influéncia da Fl em 200
ul P+ 50 pl VC (500 pg/ml) ou VB (250pg/ml sal. 0,03 M) + 100 pl Ca 0,05 M em 4dqua +
100 wl sal. 0,0047 - 0,61 M, vimos que VR aumenta inversamente & salinidade. Nas curvas de
[S] : 10-200 pul P + O - 90pul sal. 0,02 M + 100 ul Ca 0,025 M em &gua + VC (500ug/mi)
ou VB (125 pg/ml sal. 0,03 M). VR foi max. entre 20 - 50 ul, ocorrendo aparente inibicdo por
excesso de P. Para P - cit, a VR para VB foi maior que a do P - cit. hep. diferenca n3o observada
para VC. Conclui-se que processo de colheita do P, FI, [S] , Ca e outras varidveis devem ser
controladas, e ndo apenas [ven.] como preconiza Theakston & Reid (Bulletin of the World Health
Organization, 61(6), 1983).

Apoio financeiro: CNPg, FUNED, UFMG.

BIOCHEMICAL AND BIOLOGICAL DIFFERENTIATION OF VENOMS FROM BOTHROPS SPECIES
(ATROX, ASPER, MARAJOENSIS AND MOOJENI). Marina T. Assakura (1): Maria F. D. Furtado
(2); Fajga R. Mandelbaum (1).

(1) Servico de Bioquimica e (2) Secdo de Venenos, Instituto Butantan, S3o Paulo, SP.

The snake Bothrops atrox is found in regions along the Central America to south of Brazil. Until
now there is no definitive zoological classification. Hoge (1965) based in the geographical distri-
bution and morphological differences divided this species in B. asper, B. atrox, B. pradoi, B.
marajoensis and B. moojeni. The venoms of these species compared to other Bothrops have
a high content of proteolytic enzymes with very specific activities, such as, thrombin-like and
pro-coagulant enzymes. To define the biological and biochemical differences inter and intra-species,
venoms were collected from different localities. PAGE showed that there is no similarity of the
protein distribution inter and intra-species, except B. moojeni which presented a similar compo-
sitions of the proteins with low mobility. Proteolytic activity on casein of these venoms are very
high but the variation is small, being B. atrox (Tucurui) the most active and B. asper (Atlantic
coast) the lowest one. However, the proteases were differently distributed intra and inter-species,
except in B. moojeni the venoms showed similar patterns. Hemaorrhagic activity of these venoms
are very low. The minimum hemorrhagic dose (MHD) in mice of B. atrox varied from 4-6 g,
B. moojeni from 3-8 ug and B. asper from 3-5.5 pg. Also the letality is low, LDgg in mice varied
90-145 ug B. moojeni), 70-110 ug (B. atrox) and 70-78 ug (B. asper). The clotting activities
were distinct inter and intra-species. Thrombin-like and pro-coagulant enzymes (activators of Fac-
tores Il and X) are differently distributed among these venoms. On the other hand, some venoms
have only thrombin-like enzyme, such as B. atrox (Tucurui) and B. atrox (Peru). Others, like B.
marajoensis, have apparently only pro-coagulant enzymes.

ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DE TOXINAS DOS VENENOS DE BOTHROPS INSULARISE BOTH-
ROPS JARARACUSSU, Heloisa §. Selistre (1), José Roberto Giglio (2); Marna Inés Homsi-
-Brandeburgo (3).

(1) Departamento de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, SP.
(2) Departamento de Biogquimica, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, Ribeirdo Preto,
SP: (3) Departamento de Quimica e Geociéncias, IBILCE-UNESP, Sdo José do Rio Preto, SP.
Foi estudado o efeito de diferentes toxinas sobre o tempo de recalcificacdo do plasma, utilizando-se
plasma citratado de rato. O sangue foi coletado da aorta abdominal de ratos machos de 250g
sob anestesia com éter. O tempo de coagulacéo (TC) foi determinado apds incubacao do plas-
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ma com salina ou fracdes isoladas dos venenos (100 ug) a 37°C por alguns minutos,
cronometrando-se o tempo a partir da adicdo de 0,1 ml de solugdo de cloreto de célcio 0,02M.
Das fragfes testadas do veneno de B. insularis, duas toxinas hemorragicas ( Toxicon 28: 261,
1990} de pesos moleculares préximos e provavelmente diméricas com subunidades diferentes
prolongaram sensivelmente o tempo de coagulacdo, o que ndo foi observado para a fosfolipase
4dcida mionecrdtica isolada do mesmo veneno. Por outro lado, as fosfolipases acidas e neutra
do veneno de B. jararacussu (Toxicon 26, 615, 1988), ndo alteraram o TC. No entanto, a Both-
ropstoxina e a Bothropstoxina ll, ambas toxinas mionecraticas basicas e ndo hemorragicas, sen-
do que somente a ultima apresenta atividade fosfolipdsica residual, tornaram o plasma incoagulavel
quando testadas. Os resultados obtidos sugerem que as diferentes toxinas dos venenos bothro-
picos provavelmente afetam o sisterna de coagulacdo em diferentes niveis, a exemplo do que
tem sido descrito na literatura para outros fatores anticoagulantes ja isolados dos venenos de
Vipera, Agkistrodom, Naja e Trimeresurus que podem ser classificados em 2 categorias. Na pri-
meira categoria estdo as proteinas diméricas, sern atividade enzimaética, que sao estruturalmen-
te semelhantes 4s toxinas isoladas do veneno de B. insularis, que possivelmente prolongam o
TC através de uma ligagdo reversivel com alguns fatores do plasma. Na segunda categoria estao
as fosfolipases bésicas, e estruturalmente semelhantes As toxinas de B. jararacussu que possi-
velmente aumentam o TC pela hidrdlise de fosfolipideos ou pela inibigdo da funcdo fostolipidica.
Apoio: CNPq

ESTUDO HEMATOLOGICO EM PACIENTES COM SANGUE INCOAGULAVEL DECORRENTE DE
ENVENENAMENTO BOTROPICO. Ida Sano-Martins (1), Aura 5. Kamiguti (1), Ana Marisa Chud-
zinski (2}, M.L.Santoro (1), Sandra C. Tomy (1), Sandra C.B. Castro (1), Eva M. A. Kelen (2).
Secdes de (1) Hematologia e de (2) Fisiopatologia Experimental, Instituto Butantan, Sao Paulo,
Brasil.

A leucocitose neutrofilica foi referida por Rosenfeld em 1950 como uma reacdo a inoculagio
rapida de pequenas quantidades de veneno de serpente (Cienc. Cult. 2:46). Entretanto, nao ha
dados numéricos relativos aoc hemograma de pacientes envenenados acidentalmente por ser-
pentes no Brasil. Também, sdo insuficientes os dados quanto a avaliagdo do sistema fibrinolitico
em pacientes picados por serpentes do género Bothrops cujo veneno possul atividade coagulan-
te bem conhecida, e que leva ao consumo do fibrinogénio do sangue e ativagdo secundaria da
fibrindlise (Rosenfeld, Sangre 9:352-4, 1964). Assim, foi feito um estudo hematologico em 29
pacientes admitidos no Mospital Vital Brazil como casos de envenenamento botrdpico (40 min
a 28h55min apds o acidente), e que apresentavam sangue incoaguldvel. O sangue foi colhido
imediatamente antes da soroterapia especifica e preparado para as seguintes investigacdes: he-
mograma e contagem de plagquetas no sangue com EDTA-Na; dosagem de fibrinogénio (Fl), de-
terminacdo de fragmentos cross-linked D da fibrina (D-dimero), de atividade de antiplasmina
{alfa-2AP) e de antitrombina Il (ATII) no plasma citratado; determinacdo de produtos de degra-
dacdo de fibrinogéniolfibrina (PDF/pdf) no soro. A andlise da média e do desvio padrao dos re-
sultados indicou as sequintes alteractes: 1) discreta leucocitose (n = 29; 125 £ 4.3 x 107/1)
com leve neutrofilia (n = 29: 8.954 + 4.474 x 107/1) e pequeno desvio a direita (n = 29;
8.611 +4.11 x 10°/I; 2) plaguetopenia discreta ‘n = 29;132 + 76 x 10%/1: 3) afibrinogene-
mia (n = 27; 0.12 £ 0.08 g/ll com altos niveis de PDF/pdf (n = 29; 621,4 £ 511,2ug/ml)
e de D-dimero (n = 27; 122 + 113 pg/ml); 4) niveis diminuidos de alfa-2AP (n = 26; 0.15
+ (.26 IU/ml). J4 apds 6 horas da soroterapia observou-se: normalizacio da contagem de leu-
cdcitos, da neutrofilia e de plaquetas; diminuicdo dos altos niveis de PDF/pdf e de D-dimero;
aumento dos niveis de alfa-2AP. Niveis normais de PDF/pdf e de D-dimero foram observados
apos 24 e 48 horas, respectivamente, enquanto os de alfa-2AP normalizaram em 18horas. Por-
tanto, as alteracdes descritas foram revertidas pela soroterapia especifica. No entanto, foi cons-
tatado o aparecimento de eosinofilia apds 24 horas do tratamento em 14 pacientes, que persistiu
até 20 dias do acidente. Este dado ndo se correlaciona com eventuais reagfes, precoce ou tar-
dia, a soroterapia, devendo, ainda, ser estudado.

(Parcialmente financiado pela Comunidade Econdmica Européia — CEE)

HEMATOMA EXTRADURAL FATAL APOS ACIDENTE OFIDICO BOTROPICO (Bothrops moojeni).
Dante Ranieri; Delcio G. Silva; Cristina Polizelli; Jodo A. Kouyoumdjian.

Centro de Controle de Intoxicacfes, Hospital de Base, Faculdade de Medicina, Sdo José do Rio
Preto, Sao Paulo.

Paciente ARF, masculino, 13 anos, foi picado no dorso do pé esquerdo por Bothrops moojeni
7/1em, em 1/10/89. Houve dor e edema local imediato. Na 22 hora foram administradas 5 am-
polas de soro antibotrépico (SAB), Instituto Butantan (IB), por via endovenosa (EV). Na 3% hora
iniciou quadro de agitacdo motora, evoluindo para deterioracdo do estado de consciéncia; na
5% hora, j4 em nosso servico, apresentava edema Iccal leve, boa diurese e tempo de coagula-
cdo (TC) normal; ndo havia evidéncia de hemorragia sistemica; 12 ampolas EV de SAB, 1B, fo-
ram administradas, porém o paciente j& exibia torpor e crises de descerebracdo, evoluindo
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rapidamente para coma apneico. Na 7? hora o TC estava incoagulédvel e a tomografia computa-
dorizada revelou hematoma extradural frontal direito. Ndo foi realizada cirurgia devido 4 evolu-
cdo do caso para morte cerebral. A complicacdo hemorragica fatal do caso & infreqiente e
provavelmente foi causada primariamente pela acdo de hemorraginas no endotélio dos peque-
nos vasos e posteriormente agravada pela incoagulabilidade sanguinea. Hemorragias intracra-
nianas devem ser suspeitadas nos acidentes botrépicos que evoluem com distarbio de consciéncia
elou deficits neuroldgicos focais.

RELATO DE UM CASO DE HEMORRAGIA INTRACRANIANA POR ACIDENTE BOTROPICO.
Keiko Teruya (1); Patricia Zomignani Maia |2); Roberto Cesar S. Zanin (3); Fabio R.S. Vinholy
Silva (4).

(1) Chefe da Enfermaria de Pediatria do Hospital Guilherme Alvaro-FCMS-Santos; (2) Residente
em Pediatria do HGA-FCMS-Santos; (3) e (4)Internos no servico de Pediatria do HGA-FCMS-5antos.
Os autores relatam um caso de hemorragia cerebral intraparengquimatosa, por acidente botrdpi-
co, com evolugdo favoravel.

Menor, seis anos, masculino, branco, procedente de Itanhaém, encaminhado com historia de
acidente ofidico ha 4 dias, sem prévia administracdo de soro antiofidico. Internado em nosso
servico em novembro de 1989 com o seguinte quadro clinico: cefaléia frontal, epistaxe, gengi-
vorragia, equimoses em abdome e membro inferior esquerdo, lesdes puntiformes em dorso de
pé esquerdo com edema moderado até o joelho e dor na imobilizagdo e palpacgdo local. Solicita-
do tempo de coagulacio que mostrou incoagulabilidade. Feito soro antibotrapico considerando-
-5 0 caso como grave. Houve normalizacdo do tempo de coagulagdo apos seis horas.
Durante a internaco, persistiu a cefaléia frontal, iniciando quadro de rigidez de nuca apos 48hs,
Suspeitou-se de hemorragia cerebral. Solicitada entéo Tomografia computadorizada, a qual cons-
tatou hematoma intraparenquimatoso frontal & direita. O paciente apresentou evolucdo satisfa-
téria com regressdo parcial do hematoma em 15 dias, sem sequelas clinicas.

0 presente relato justifica-se, pois a hemorragia cerebral é uma das complicacdes graves no aci-
dente botrdpico e, portanto, uma possivel causa de dbito. Nota-se que esta grave complicacéo
nao tem sido relatada em literatura.

ACIDENTES OFIDICOS CAUSADOS POR Bothrops moojeni. ALTERACOES DA FUNCAO COA-
GULANTE INDUZIDA POR Bothrops moojeni no HOMEM.
Edson Maria Torres

De 1986 a 1989, foram estudados e cadastrados em fichas especiais, (28] casos de acidentes
ofidicos causados por Bothrops moojeni, na regido de Araraquara, Sdo Paulo.

Foram constituidos para o estudo, (05} grupos, divididos por faixa etaria. A medida do compri-
mento das serpentes, indicou, se adultas ou filhotes. Os locais de picada, o emprego de soros,
o tempo entre picada e soroterapia, bem como o resultado do TC; Exame do Tempo de Coagula-

¢do, foram enfocados no trabalho. :
Os resultados preliminares, revelam que os efeitos locais, tais como: dor — edema — bolhas

— necrose de tecidos, etc. sdo severos.

Contudo, os problemas da coagulacdo, com efeitos distantes do local da picada, sdo menos in-
tensos, quando comparados aos demais Bothrops regionais, independente do tamanho da
serpente.

UNITERMOS: Acidente ofidico humano; Acidente botrépico humano: Bothrops moojeni.

NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE HEMORRAGICA DE VENENOS (VEN.) BOTROPICOS (). Do-
mingues, L.C.T. — Fundacio Ezequiel Dias (FUNED); Diniz, C.R. e Ferreira-Alves, D.L. — ICB-
-UFMG — Belo Horizonte.

Os fatores hemorragicos (HFs) sdo enzimas de baixa atividade proteolitica presentes no ven. de
Viperinae e Crotalinae que agem nos capilares destruindo a membrana basal facilitando a saida
de hemdcias (ntegras, uma a uma, através de pequenas fendas formadas nas juncGes endote-
liais (OHSAKA, Microv. Research: 10, 1975). Até o momento ja foi caracterizada a presenca
de trés HFs no ven. de B. jararaca e dois HFs no ven. de B. neuwiedi (IMANDELBAUM, Toxicon;
25: 4, 1988), Ratos wistar apds raspagem do dorso recebiam dose constante de ven. 53,7 ug/0, 1
ml} ou ven. + Antiveneno Botrdpico (AB) — FUNED (37°C, 30 min) por via intradérmica (KON-
DO. Japan, J. Med. Sci. Biol.: 13, 1960}, alternando-se o sitio de injecdo em quadrado latino
6 x 6. Apds 16 h media-se o didmetro das lesdes hemorragicas (Lh). Os ven. estudados e sua
representacdo percentual no ‘‘pool'’ antigénico, didmetro max. de Lh, dose para 100% de neu-
tralizacdo e perfil da curva respectivamente sdo: B jararaca 50%, 1,9 cm, 50 ul, trifdsica:

B. neuwiedi, 12,5%, 1,61 cm, 20 ul, bifasica; B. moojeni 12,5% 1,32 cm, 20 ul, bifdsica:
B. jararacussu 12,5%, 0,97 cm, 10 ul, bifasica; B. alternatus 12,6%, 1,57 cm 20 ul, mono-
fasica. As curvas mostraram-se caracteristicas para cada ven. e houve coincidéncia entre o
n® de HFs descritos e o n? de fases das curvas para B. jararaca e B. neuwiedi fato este que pos-

1D



26.

27

28.

/6

Mem. Inst. Butantan, 52 (supl.}, 1990

sivelmente serd de interesse para aqueles que intentarem a purificacédo de HFs. O AB mostrou
baixa poténcia anti-hermorragica para B. jararaca indicando que o critério usado para composi-
cdo do "'pool’’, a incidéncia dos acidentes ofidicos, deve ser revisto.

Apoio financeiro: FUNED-UFMG-CNPg-FAPEMIG

NEUTH#LIL&ﬁﬁD DA ATIVIDADE HEMORRAGICA DE VENENOS BOTROPICOS (lI).
Domingues do Carmo, L.C.T. — FUNED, Diniz, C.R. e Ferreira-Alves, D.L. — ICB-UFMG — Belo
Horizonte.
A poténcia de um antiveneno (AV) é em geral definida pela neutralizaco da atividade letal de
um veneno de referéncia em camundongos e dados em mg de ven./ml de AV, muito embora
tenha se proposto (WHO Offset Publication: 58, 1981) também a avaliacdo da capacidade em
neutralizar as demais atividades do veneno de referéncia, tais como: hemorragica, necrosante,
coagulante, defibrinogenante, etc. O veneno de referéncia brasileiro para o género Bothrops,
BRA-BOT 001, produzido pelo Instituto Butantan {1987) de acordo com as normas da OMS (WHO
Offset Pub.: 58, 1981) resultou de um ""pool’’ de venenos de B. jararaca |Bj.) de idades e proce-
déncias variadas. A presenca de uma sé espécie no veneno de referéncia visa certamente facili-
tar a reposicdo destes mantendo uniformidade quantitativa para as poténcias de antivenenos.
Em trabalho paralelo (Neutraliz. da Ativ. Hemorradgica de Ven. Botrépicos (1), deste mesmo Sim-
pdsio 1990) foi mostrado que o AB-FUNED tem boa capacidade neutralizante para 4 ven. de
“pool’” antigénico exceto para Bj. que corresponde a 50% do “‘pool’’ e constitui a referéncia
nacional. Estudou-se a capacidade do antiveneno botrépico-laquético (ABL) FUNED, 50% B. atrox
e 50% Lachesis muta muta no *‘pool’’ antigénico e o antiveneno laquético (AL) Butantan 100%
L.m. muta e AB-FUNED (“'pool’’ ja definido) em neutralizar a acdo hemorragica de Bj., B. atrox
e L.m.muta pela metodologia descrita no trabalho anterior. Para 100% neut. de 53,7 ug B;.
consumiu 50 ul AB-FUNED e 20 ul ABL-FUNED. para 100% de inativacdo de B. atrox, 25
ul ABL-FUNED e vols. > 40 ul de AB-FUNED, 53.7 ug de L.m.muta consumiram para 100%
neut., 8 ul de Al-Butantan e 4 ul de ABL-FUNED. Conclui-se que o critério de incidéncia de
acidentes é insuficiente. Sugere-se que a escolha do ven. de referéncia se baseie em estudos
quantitativos de neutralizacdo cruzada.
Apoio financeiro: CNPg-FUNED-UFMG-FAPEMIG

COMPARACAO ENTRE TRATAMENTOS DO ACIDENTE BOTROPICO COM DIFERENTES DOSES
DE ANTIVENENO. Sandra C.B. Castro (1); Ida S. Sano Martins (1); Aura &. Kamiguti (1) Adib
5. Bouabcei (2); Antonio M. Nagamachil2); Domingos M. Cillol2); Francisco 0.5, Francal2); Jodo
L.C. Cardosol2); José C.L. Pradol2); Lindioneza A. Ribeirol2); Miguel T. Jorgel2); Paulo A. Lei-
tdol2); Ronnei A. Ferraril2) Rosdlia P. Leitel2); Vera B.F. Gualtieri2) (1) Secdo de Hematologia
e (2) Hospital Vital Brazil, Instituto Butantan, Sio Paulo, SP.

O envenenamento por serpente do género Bathrops (acidente botrdpicol é responsavel pela maioria
dos acidentes por serpentes peconhentas no Brasil. As doses de antiveneno recomendadas no
seu tratamento, entretanto, ainda sdo baseadas principalmente na experiéncia clinica ndo con-
trolada. O objetivo do presente trabalho é avaliar o mais adequado entre dois esquemas terapeu-
ticos com doses diferentes de antiveneno. Foram selecionados 44 pacientes com envenenamento
botrépico leve e moderado e com sangue incoaguldvel na admissdo. Constituiram-se entdo de
forma aleatdria dois grupos que receberam antiveneno de ampolas com conteddo normal ou
com apenas a metade da dose (diluido um em dois), em sistema duplo cego: grupo A (n = 26)
e grupo B (n = 18). Cada paciente recebeu 4 ou oito ampolas de antiveneno dependendo de
0 envenenamento ser leve ou moderado, respectivamente. Foram realizados os testes, Tempo
de Coagulagdo, Tempo de Protrombina, Tempo de Trombosplastina Parcial Ativado, Dosagem
de Fibrinogénio e Dosagem do Produto da Degradacdo do Fibrinogénio e Fibrina, na admissao
(To) e 6, 12, 24 horas apds o término da administracdo do antiveneno. Os valores médios do
fibrinogénio nos tempos To, T6, T12 e T24 foram, respectivamente, 0,42; 0,76, 1,03 e 1,42
g/L no grupo A e 0,36; 0,61; 1,05 e 1,45 g/L no grupo B. Esses valores indicam que em ambos
0s grupos o fibrinogénio atingiu niveis hemostaticos apds 12 horas e niveis normais 24 horas
apos a administracdo do antiveneno. Os demais testes de coagulagdo também normalizaram
dentro desse periodo. Os resultados até agora obtidos indicam a eficdcia dos dois esquemas
terapéuticos aplicados.

FROTECTING PROPERTY OF DIDELPHIS ALBIVENTRIS SERUM AGAINST BOTHROFPS JARARACA
SNAKE VENOM

Elen C.T. Landucci (1); M. Fatima L. Farah (1); José R. Giglio (2); Gilberto B. Domont (3) and
Sérgio Marangoni (1)

(1) UNICAMP, Depto. Bioguimica, Inst. Biologia, 13081, Campinas, SP.

(2) Fac. Medicina Rib. Preto-USFP, Depto. Bioguimica, Rib. Preto, 14049, 5P

(3) UFRJ, Depto. Bioguimica, Inst. Quimica, Rio de Janeiro, 21910, RJ

Previous studies realized by Perales (An.Acad. Cienc., 58, 155, 1986) have shown that Didel-
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phis marsupialis possess a natural immunity against Bothrops jararaca venom. A heterogeneous
seric fraction of 50kDa (PAGE-SDS) from Didelphis serum was described as possessing an anti-
hemorragic activity. Three groups of six 20g-rmice of swiss strains were injectec by intraperitoneal
route with Bothrops jararaca venom (LDgp 3uglg) dissolved in PBS solution and mixed with Didel-
phis serum (ratio 1:1). Controls of Didelphis serum and PBS injections were used to compare
with the symptoms observed after 24 hours. Animals injected with Bothrops venom - PBS showed
characteristic hemorragic symptoms in internal organs as heart, lungs, mesentery, small intes-
tine and death after 24 hours. Mice injected with Bothrops venom preincubated with Didelphis
serum (30°) showed no hemorragic symptoms and all mice survived. These results have shown
that the marsupial Didelphis albiventris is resistent to the hemorragic action of Bothrops jararaca
venom in the same way as described in other marsupial species. The protection of mice by Didelphis
serum indicates that this seric factoris transferible among different species, permiting compari-
son of antihemorragic properties in two brazilian marsupial species, D.marsupialis and now D.al-
biventris,

Financial support: CNPqg, FAPESP, FIPEC, Instituto Butantan.

ATIVIDADE ANTIBOTROPICA DE SOROS DE VARIOS MARSUPIAIS BRASILEIROS. Perales, J.,
Domont, G.B., Ferreira, A.G.C.N., Rocha, 5.L.G., Villela, C.G. e Moussatche, H.
Departamento de Fisiologia e Farmacodinamica Fiocruz, Departamento de Bioguimica, 1.Q., UFRJ.
Rio de Janeiro, Brasil. Departamento de Bioguimica, UCLA, Barquisimeto, Venezuela.
Evidenciou-se a resisténcia de Didelphis marsupialis (80 LD100), Philander opossum (8 LD100),
e Lutreolina crassicaudata (3 LD100) ac veneno de Bothrops jararaca (LD100 5uq/q de camun-
dongo. i.p.). Mostrou-se também a protecdo exercida pelos soros destes marsupiais em camun-
dongos contra uma LD100 do veneno. Marmosa s.p. ndo resistiu a uma LD100 de veneno de
Bothrops jararaca. Qs soros de Marmosa s.p. e Metachirus nudicaudatus ndo exerceram acdo
protetora em camundongos. Por cromatografia em DEAE-Sephacel foi isolado do soro de Didel-
phis marsupialis um complexo proteico antibotrépico (ABF), que apds recromatografia (RABF)
apresentou, em SDS-PAGE, duas bandas principais de 48,5 e 42,6 KDa, além de duas bandas
fracas de 73 e 55 KDa. RABF foi fracionada por cromatografia hidrofébica em HPLC (TSK-5PW)
e em baixa pressdo (Phenyl-Sepharose CL-4B). Nos dois sistemas foram isoladas duas fracdes:
F1P e F2P. Por SDS-PAGE as duas F2P mostraram um perfil similar ao de RABF. A F1P obtida
por HPLC evidenciou a presenca de duas bandas (48,5 e 73 KDa), e a de baixa pressio uma
sé banda de 48,5 KDa. F1P ndo apresentou atividade protetora; F2P mostrou ter atividade anti-
botrépica. Estes resultados demonstram que a subunidade de 42,6 KDa é essencial para o exer-
cicio da protecdo. Soros de P. opossum e L. crassicaudata cromatografados em DEAE-Sephacel
evidenciaram a presenca de fragdes com atividade antibotrépica equivalentes a ABF de D. mar-
supialis. Por SDS-PAGE essas fracOes demonstraram possuir perfis semelhantes aos de ABF de
Didlelphis, com duas bandas principais de 49 e 43 KDa, além de contaminantes menaores. A SDS-
-PAGE da fracdo de soro de Metachirus nudicaudatus isolada por DEAE-Sephacel ndo possui
as subunidades de 43 e 49 KDa presentes nos marsupiais resistentes.

EFEITOS NA JUNCAQ NEUROMUSCULAR DO VENENO DE BOTHRM5S | ANCEOLATUS. Ldbo
de Aradjo, A.; Donato, J.L.; Leite, G.B.; Rodrigues-Simioni, L. & Pravo-Franceschi, J. — Depto.
de Farmacologia — FCM — UNICAMP — Campinas/SP.

Através de cromatografia de exclusdo e de troca idnica, foram obtidas duas fracdes com ativida-
de proteolitica sobre caseina e TAME a partir do veneno bruto de Bothrops lanceolatus. A fracio
principal, submetida & troca idnica, seguida de um gradiente linear de NaCl originou uma subfra-
cdo com intensa atividade caseinolitica, que se apresentou contaminada por bandas de menor
intensidade em eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. Esta subfracio, assim como o vene-
no total, mostrou-se muito pouco ativa na preparacdo nervo-diafragma de camundongo. Entre-
tanto, quando estudada em biventer cervicis de pintainho (20-40 ug/ml) determinou contratura
seguida de bloqueio das contracdes musculares e da resposta induzida pela acetilcolina. Estes
efeitos evoluiram para o blogueio da ordem de 90% ao fim de 120 minutos enquanto que a fra-
¢do fosfolipasica (Lébo de Araujo, 1990), causou uma reducdo da amplitude das respostas mus-
culares de, em média, 20% na dose de 50 pug/ml durante o mesmo periodo de tempo. O fato
da subfraco ativa ser capaz de induzir bloqueio das contracdes musculares e da contratura pela
acetilcolina mas ndo aquela devida ao potassio, sugere uma acdo a nivel pds-juncional envol-

vendo receptores colinérgicos.
Lébo de Aradjo, A. — Tese de Doutoramento, 1990

MUSCULAR-BLOCKING ACTIVITY OF BOTHROPS MOOJENI VENOM AND ITS ACTIVE FRAC-
TIONS. Lda Rodrigues- -Simioni'; José Carlos Cogo'; M.T. Assakuraz and Fajga R. Mandelbaum?.
Depto. Farmacologia — FEMIUN]C.ﬂMP — Campinas (SP)!. Depto. de Bioquimica — Instituto

Butantan — Sdo Paulo (SP)2.
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