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INEFICACIA DO ANTIVENENO BOTROPICO NA NEUTRALIZAGAO DA ATIVIDADE

COAGULANTE DO VENENO DE LACHESIS MUTA MUTA. RELATO DE CASO E
CONMPROVAGCAO EXPERIMENTAL

Ramza BARD (1), José Carlos R. de LIMA (1), Raymundo Pereira de SA NETO (2), Silas Guedes de OLIVEIRA (3,4)
& Maria Cristina dos SANTOS (4).

RESUMO

No Estado do Amazonas, nas regides circunvizinhas & cidade de Manaus, as principais espécies
de serpentes causadoras de acidentes sdo Bothrops atrox e Lachesis muta muta comum percentual de
ocorréncia, dos acidentes confirmados, de 76% e 1 7%, respectivamente. Rotineiramente, na auséncia
dos soros antilaquético e antibotropico-laquético o Instituto de Medicina Tropical de Manaus (IMTM),
utiliza-se do soro antibotrépico no tratamento do acidente laquético. Neste trabalho relatamos um caso
de acidente por L. m. muta, onde o paciente foi tratado com 20 ampolas do soro antibotrépico e
permaneceu com o sangue incoagulavel até o 13° dia apds o acidente. Experimentos foram realizados
para obtengdo das poténcias do soro antibotrépico para as atividades coagulante e hemorragica dos
venenos de L. m. muta e de B. atrox. Os resultados mostram que as poténcias do soro para a atividade
hemorragica dos venenos de L. m. muta € de B. atrox foram similares enquanto que a poténcia, para
a atividade coagulante do veneno de L. m. muta, foi 9,2 vezes menor. Os titulos de anticorpos de trés
difercntes lotes de soro antibotrépico variaram para o veneno de L. m. muta e foram constantes para
o veneno de B. atrox. Devido a ineficacia do soro antibotrépico em neutralizar, principalmente, a
atividade coagulante do veneno de L. m. muta, sugerimos a nio utilizagio do antibotrépico no

tratamento dos acidentes por L. m. muta.

UNITERMOS: Lachesis muta muta: Soroterapia; Acidente ofidico humano.

INTRODUCAO

Os envenenamentos causados por serpentes do gé-
nero Bothrops e Lachesis, apresentam pronunciado efei-
to local como: dor, edema, equimose, flictenas
hemorragicos e necrose tissular ocasionando, frequente-
mente, seqiiclas como perda de tecidos ou amputagio da
extremidade afetada '> '3, além de alteragio da coagula-
¢ao sangiiinea devida, principalmente, a desf{ibri-

nogenagdo >*. Nos acidentes laquéticos podem ainda
ocorrer sintomas como: nauseas, vomitos, diarréia e
dores abdominais ‘.

No estado do Amazonas, nas regides circunvizinhas
a cidade de Manaus, as principais espécies de serpentes
causadoras de acidentes sdo Bothrops atrox (jararaca,
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jararaca de rabo branco ou surucucurana) e Lachesis
muta muta (Surucucu ou surucucu pico-de-jaca), com
percentual de ocorréncia, dos acidentes confirmados, de
76% e 17%, respectivamente °.

Com relagdo ao veneno de Lachesis muta muta,
algumas proteinas ja foram isoladas e caracterizadas,
dentre as quais podemos destacar: a “trombina-simile”
18.21. dois fatores homorrdgicos - LIIF-I1 e LHF-II * ¢

"¢ a cininogenina *.

a giroxina

Os centros produtores de soros antiofidicos, Funda-
¢do Ezequiel Dias e Instituto Butantan, produzem
antivenenos especificos para os acidentes causados por
Lachesis muta muta. Rotineiramente, no Instituto de
Medicina Tropical de Manaus - IMTM (AM), utiliza-se
o soro antibotrdpico no tratamento desses pacientes na
auséncia dos soros antilaquético ou antibotrdpico-
laquético. O soro antibotrépico € produzido a partir da
hiperimunizagio de eqiiideos com misturas de venenos
de espécies do género Bothrops.

No presente trabalho, relatamos um caso de aciden-
te por serpente Lachesis muta muta, onde foi utilizado
para o tratamento, o soro antibotrépico. A partir da
evolucio clinica desse paciente verificamos, experimen-
talmente, a poténcia deste soro em neutralizar as ativi-
dades coagulante e hemorrdgica do veneno de Lachesis
muta muta, como também, o titulo de anticorpos dec trés
lotes diferentes de soro antibotrépico frente a este vene-
no. O veneno de Bothrops atrox foi utilizado em todos
os experimentos como controle.

Relato do caso: F. G. M., 44 anos, sexo masculino,
solteiro, pardo, agricultor, procedente da Penitencidria
Anisio Jobim, estrada Manaus - Boa Vista km 8, foi
picado por uma serpenfc pegonhenta, Lachesis muta
muta (Surucucu pico-de-jaca) - identificada pela Biolo-
ga Maria Ermelinda de Oliveira, do Nucleo de Animais
Pegonhentos do IMTM - as 09:30h do dia 20.03.1993,
quando trabalhava em mata fechada. A picada ocorreu
no tornozelo dircito (maléolo lateral), quando passou
perto do animal e, apds cerca de 20 minutos, comegou
a apresentar dor intensa, edema e hemorragia de peque-
no volume no local, visdo turva, lipotimia e perda de
consciéncia. Deu entrada no IMTM 1 hora e 30 minutos
apds o acidente, com incisfio em cruz no local da picada
e garroteamento na regifio da panturrilha. Exame Fisico:
apresentava-se torporoso, pulso fino; freqiiéncia respira-
toria: 32 irpm,; ritmo cardiaco irregular com hipofonese
de bulhas e freqiiéncia cardiaca: 64bpm. O estado de
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choque (PA 70X0 mmHg) foi revertido com Dopamina
e. v. ¢ Adrenalina s. ¢.. Apds 4 horas houve restabe-
lecimento do nivel de consciéncia e da PA (100X70
mmlg), sem outras alteragdes. O sangue apresentava-se
incoagulavel, ap6s 30 minutos (TC>30 min). Por ndo
estar disponivel, naquele momento, o soro antilaquético
¢/ou antibotrépico-laquético, foram administradas 10
ampolas do soro antibotrépico, endovenoso, 30 gts/min,
sem diluigdo. Ao término deste, o paciente apresentou
vérios episédios de vomitos alimentares e dor retro-
esternal, que regrediram com medicagio sintomética
(Plasil, 2ml e. v.). Evolugdo: Apds 12 horas da adminis-
tracio da soroterapia, o sangue permanecia incoa-
guldvel. No segundo dia de internagdo novo TC foi
realizado, constatando que ainda permanecia a incoa-
gulabilidade sanguinea. Mantido o quadro no terceiro
dia, foram administradas mais 10 ampolas do soro
antibotrépico e. v., 30 gts/min sem diluigfo, nfio apre-
sentando qualquer efeito colateral. Além da incoagu-
labilidade sangliinea, do edema ¢ do eritema local, per-
sistiu a hemorragia local, de pequeno volume, que ces-
sou no terceiro dia de internagdo apds sutura. A
incoagulabilidade sangiiinea manteve-se até o 13° dia a
partir da internag@o hospitalar, normalizando-se em tor-
no do 15° dia (8' 24") e 16° dia (10' 30"). As dosagens
de uréia e creatinina mostraram-se normais ao 11° dia
(29,8 mg% e 0,8 mg%, respectivamente).

A alta hospitalar ocorreu no 16° dia de internagao.
Neste periodo, ndo se verificou manifestagdo clinica
sistémica importante, complicagdes locais ou hipersen-
sibilidade tardia a sorolerapia.

METODOLOGIA

Venenos - Os venenos de Lachesis muta muta ¢
Bothrops atrox foram extraidos de serpentes adul-
tas, previamente imobilizadas com gas carbdnico,
mantidas no Nuicleo de Animais Pegonhentos do
IMTM. Os venenos foram filtrados em filtro de
0,45um (MILLIPORE), liofilizados ¢ estocados a
-20°C.

Animais - Camundongos nfo isogénicos, pesando entre
18 e 22 gramas, procedentes do Biotério do Insti-
tuto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
foram utilizados nos experimentos. Os animais fo-
ram mantidos a temperatura ambicnte, em gaiolas
de plastico, recebendo ragio e dgua ad libitum.

Plasma humano normal - Amostras de sangue humano
normal foram coletadas de trés voluntarios do sexo
masculino, na presenga de anticoagulante, citrato
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de sédio a 5.2%. As amostras de plasma foram
misturadas e estocadas a -20°C até o momento do
uso.

Determinagio da Dose Minima Coagulante (DMC) -
Para a determinacdo da DMC foi utilizado o méto-
do de THEAKSTON & REID (1983) *. A DMC
corresponde a dose de veneno capaz de coagular o
plasma em 60" a 37°C.

Determinagio da Dose Minima Hemorrdgica (DMH)
- Para a determinagio da DMII foi utilizado o
método de GUTIERREZ et al. (1985) ®. Utilizaram-
se cinco camundongos para cada dose dos venenos,
a injegdo foi feita pela via intradérmica no ventre
do animal e o periodo de observagio foi de duas
horas.

Soro antibotrépico - Os soros antibotrépicos utilizados
foram os produzidos pelo Instituto Butantan a partir
da hiperimunizag@o de cavalos com venenos de sete
espécies do género Bothrops (B. alternatus, B.
cotiara, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B.
neuwiedi e B. pradoi), lotes 8911290, 9207171,
9203049.

Determinacgoes dos titulos de anticorpos para os soros
antibotrépico do Instituto Butantan - Os titulos de
anticorpos foram obtidos frente aos venenos de B.
atrox ¢ L. m. muta para os trés lotes de soros
antibotrépico. Os titulos foram determinados pelo
método de ELISA segundo THEAKSTON et al.
(1977) " modificado por DOS SANTOS et al
(1988) 5.

Teste de Soroneutralizagio - Doses fixas dos venenos
foram incubadas com diferentes concentragdes do
antiveneno, mantendo sempre o mesmo volume
final, durante 30 minutos, a 37°C.

Soroneutralizagio da atividade coagulante - Para
avaliagiio da neutralizagfio da atividade coagulante
utilizou-se 0 método de GENE et al. (1989) 7. A
dose de veneno usada correspondeu a duas DMC.
A neutralizagdio foi expressa como Dose Lfetiva
50% (DE,), a qual é definida como a relagdo
antiveneno/vencno, onde o tempo dc coagulagdo
aumenta em trés vezes quando comparado ao tempo
de coagulagio do plasma incubado somente com o
veneno.

Soroneutraliza¢do da atividade hemorrigica - Para
avaliagdo da neutralizagio da atividade hemor-
ragica utilizou-se o método de GUTIERREZ ct al.,
(1985) °. As doses dos venenos utilizadas corres-
ponderam a 5 DMII. A mistura de veneno/
antiveneno foi injetada por via intradérmica no

ventre do animal. A dose efetiva 50% (DESO),
corresponde a dose de soro que neutraliza 50% da
agdo hemorragica do veneno em relagdo aos ani-
mais controle.

Obtengio das poténcias do soro antibotrépico - As
poténcias do soro, para as duas atividades testadas,
foram obtidas a partir da Dose Efetiva 50%.
Poténcia = a quantidade de veneno (mg) neutrali-
zada por ampola de soro (10 mililitros).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados obtidos nas determinagdes das doses
minimas coagulantes sobre o plasma e das minimas
hemorragicas para os venenos de Lachesis muta muta e
de Bothrops atrox, estdo expressos na Tabela 1. O ve-
neno de Lachesis muta muta apresentou atividade
coagulante maior do que o veneno de Bothrops atrox e
estes resultados confirmam os obtidos por SANCHEZ et
al. (1992) ¥. O veneno de Lachesis muta muta, de todos
os venenos estudados, € o que apresenta maior atividade
coagulanic 3.

Tabela 1

Dose Minima Coagulante sobre Plasma Humano (DMC-P) e
Dose Minima Iemorrigica (DMII) dos venenos de
Lachesis muta muta e Bothrops atrox.

Doses Lachesis muta muta Bothrops atrox
DMC-P 12,5ug/t 43,8ug/l
DMH 16,25ug* 7,7ug*

pg/l  quantidade de veneno (ug) necessario para coagutar um litro de plasma
humano.

*-  quantidade de veneno (ug) que induz lesio hemorragica, em camun-

dongo, de 10mun de didmetro (n=5).

A atividade hemorrdgica foi mais potente no vene-
no de B. atrox. Resultados semelhantes, também foram
encontrados por SANCHEZ et al. (1992) » através do
método de KONDO et al. (1960) '

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos no teste de
ELISA para a determinagfio dos titulos de anticorpos
para os diferentes lotes de soro antibotrépico, produzi-
dos pelo Instituto Butantan.

Quanto aos titulos de anticorpos verificamos que os
lotes de soro antibolrdpico apresentaram titulos varia-
veis para o veneno de L. m. muta. Esses soros sdo
testados frente a atividade letal do veneno referéncia
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Tabela 2

Titulos de anticorpos, determinados pelo método de ELISA,
para os lotes do antiveneno botrépico frente aos venenos de
Lachesis muta muta ¢ Bothrops atrox.

Lotes Lachesis muta muta Bothrops atrox
8911290 64.000 > 256.000
9207171 128.000 >256.000
9203049+ > 256.000 > 256.000

Os antivenenos foram produzidos no Instituto Butantan e eram, naquele
momento, os lotes disponiveis para o atendimento dos acidentes ofidicos.
* lote utilizado nos experimentos de soroncutralizagio

nacional de Bothrops jararaca, antes de serem langados
no mercado, garantindo assim a sua eficdcia apenas para
os venenos dessa espécie.

De todos os lotes testados, o lote 9203049, foi o
Unico que apresentou titulos similares para os venenos
de L. m. muta e de B. atrox por este motivo, foi utilizado
nos experimentos de neutralizagdo das atividades coa-
gulantes e hemorragica.

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram as
poténcias do soro antibotrépico (lote 9203049) frente as
atividades hemorrdgica e coagulante dos venenos de L.
m. muta e B. atrox.

O antibotrépico apresentou maior poder neutra-
lizante para a atividade hemorragica dos venenos de B.
atrox e de L. m. muta, sendo mais eficaz para o veneno
de B. atrox. Os fatores hemorragicos ou as hemorraginas
sio geralmente bons imundgenos, resultando em
antivenenos com titulos elevados de anticorpos frente a
essa atividade &°.

Quanto a soroncutralizagio da atividade coagulante
verificamos que o soro antibotrépico foi mais eficaz em
neutralizar o veneno de B. atrox. Para obter a
neutralizagdo da atividade coagulante do veneno de
Lachesis muta muta seria necessario utilizar cerca de 9,2

Tabela 3

Poténcias* do antiveneno botrdpico (lote 9203049) frente as
atividades coagulante e hemorrigica dos venenos de
Lachesis muta muta e Bothrops atrox.

Atividade Lachesis muta muta Bothrops atrox
Coagulante 0,8mg 73mg
Hemorrigica 17,9mg 29,6mg

* Potdnciz = quantidade de veneno (mg) neutralizada por ampola de

antiveneno (10ml).
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vezes mais soro antibotropico do que a dose (10 am-
polas) rotinciramente utilizada para o acidente com ser-
pentes do género Bothrops. No caso relatado neste tra-
balho, foram utilizadas vinte ampolas de soro
antibotrépico e a atividade coagulante ndo foi neutrali-
zada. O sangue s6 voltou a ser coaguldvel no 15° dia apds
o acidente (TC = 8°24™).

Segundo AMARAL et al. (1986) !, uma das hipé-
teses para a insuficiéncia renal aguda, nos acidentes
botrdpicos, seria a coagulagdo intravascular dissemina-
da provocada pelo veneno ndo neutralizado. Devido a
ineficicia do soro antibotrépico em neutralizar, princi-
palmente, a agio coagulante do veneno de L. m. muta,
sugerimos a nfo utilizagdo do antibotrépico nos aciden-
tes causados por serpentes do género Lachesis.

SUMMARY

Inefficacy of bothropic antivenom on the
neutralization of the coagulant activity of
Lachesis muta muta venom. Case report and
experimental evidence,

In the State of Amazonas and in areas nearby
Manaus, the snakes responsable for the majority of ac-
cidents are Bothrops atrox and Lachesis muta muta, with
a percentage of confirmed species of 76% and 17%,
respectively. Frequently, in the absence of the laquetic
and bothropic-laquetic antivenoms, the Instituto de
Medicina Tropical de Manaus (IMTM) has been using
bothropic antivenom in the treatment of laquetic acci-
dent. In this paper is related a case of accident caused
by L. muta muta; the patient was treated with bothropic
antivenom, and after received twenty ampoules of this
antivenom, mantained blood incoagulability until the
13™ day after the accident. Experiments to obtain the
potency of the bothropic antivenom for the coagulant
and hemorrhagic activitics has been done, using
Bothrops atrox venom as control. The results showed
that the potency of the antivenom for the hemorrhagic
activity was similar, and the potency for the coagulant
activity for the L. m. muta venom was 9.2 times minor
than that for B. atrox. The antibodies titles from three
different lots of bothropic antivenom varied for the L.
m. muta venom, and were constant for the B. atrox
venom. Due to the inefficiency of the bothropic
antivenom on the neutralization of the coagulant activ-
ity for the L. m. muta venom, the use of bothropic
antivenom is not recomended in the treatment of
Lachesis muta muta accidents.
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