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ABSTRACT. The determination of the LDBO of bothropic reference ven-
om and the evaluation of the respective antivenin potency were stan-
dardized by intraperitoneal inoculation in mice. The computer program
was developed for the calculations of the LD50 and the potency (ED50)
by probit analysis. The final results were consistent and reproducibles.
The weight obtained in independent assays was between 374 and 1762,
The precision index was A < 0,10.
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INTRODUCAO

O método de Vital Brazil ? foi empregado durante muitos anos para a titula-
cdo da atividade toxica de venenos de serpentes do género Bothrops, e para a
determinacdo da poténcia dos antivenenos botrdpicos. Para a avaliagdo da po-
téncia o procedimento fundamenta-se na incubacdo da mistura veneno-antiveneno
a 37°C, durante 30 minutos e inoculacdo por via endovenosa em pombos. O pe-
riodo de observacédo, de 20 a 30 minutos, ndo possibilita quantificar os anticor-
pos antitoxicos, mas aqueles especificos a atividade coagulante.'*'®, O ndmero
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de respostas para cada nivel de diluicdo & pequeno e a andlise estatistica dos
dados é restrita, influenciando assim a precisdo das estimativas de poténcia. A
Farmacopéia Brasileira’ preconiza esta metodologia.

Em 1937, Slotta e Syszka'® realizaram ensaios com a finalidade de padroni-
zar a utilizagdo de camundongos para o estudo da atividade tdxica de venenos
ofidios. Kocholaty e cols.!? testaram diferentes vias de administracdo demons-
trando que as vias intravenosa e intraperitoneal propiciavam procedimentos ade-
quados e reprodutiveis para o doseamento de antivenenos. Observaram, inclusive,
que a via de inoculacado teria importancia decisiva na demonstracdo do efeito pro-
tetor na interacao veneno-antiveneno, que por sua vez variaria de acordo com
o tipo de veneno. Furlaneto e cols.'": ' destacaram as vantagens deste animal
e realizaram experimentos empregando a via endovenosa e doses preparatérias
de veneno para a determinacdo da DL50 de venenos botrépicos. Siles Vilarroel
e cols.'® obtiveram bons resultados efetuando a titulacdo da atividade téxica de
venenos botropicos pela via intraperitoneal em camundongos. Concluiram tam-
bém gue o0 método preenchia os requisitos necessarios a quantificacdo, em ter-
mos de DLBO, dos fatores responsdveis pela toxicidade com alto grau de
sensibilidade e de reprodutividade, isento dos inconvenientes devidos ao fator coa-
gulante. Os mesmos autores''® numa etapa seqguinte, padronizaram a metodo-
logia para a avaliacdo da poténcia de antivenenos botrdpicos, comprovando a
eficiéncia do modelo experimental e demonstrando que a inoculacédo intraperito-
neal era um processo plenamente satisfatério, e perfeitamente reprodutivel.

Ao verificar as metodologias preconizadas pelos autores'® 7. 19. 20 narg 3 de-
terminacdo da capacidade neutralizante dos soros anti-ofidicos, encontra-se en-
saios biologicos fundamentados nas atividades: letal, hemorragica, edemaciante,
coagulante, miotoxica, necrosante, desfibrinante e enzimaticas. Por sua vez, as
Farmacopéias Européia® e Britdnica® recomendam a utilizagdo do camundongo
como animal de prova para a determinacdo da Dose Letal 50 do veneno e, a se-
guir, a avaliacdo da poténcia do antiveneno respectivo em relacdo a toxicidade
encontrada.

Para o ensaio biolégico que se fundamenta na determinacdo da atividade letal
ha dois procedimentos: 1°%) mistura de quantidades fixas de veneno com dilui-
ches varidveis do antiveneno® 4 % e 2°) mistura de doses diferentes de veneno
e quantidades constantes de soro* 3. ¥, Em ambos os casos realiza-se incuba-
cdo prévia a 37°C durante 30 minutos, antes da inoculacéo.

Este trabalho tem por finalidade padronizar a metodologia para a avaliacdo da
poténcia do antiveneno botrdpico pela via intraperitoneal em camundongos. Efe-
tuar a analise estatistica dos dados pelos métodos de probitos demonstrando a
validade, a exatiddo e a reprodutibilidade dos ensaios.

MATERIAL E METODOS

1. Veneno de Referéncia

Foi utilizado o veneno de Bothrops jararaca como veneno de referéncia, lote
BRA/Bot/001., cedido pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sau-
de — INCQS. Cada frasco contém 30mg de veneno — 900 DL50 — e foi conser-
vado a -20°C. Foram preparadas soluges de veneno na concentragdo de 10mg/mi
em solucdo fisioldgica estéril.
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2. Antivenenos Botrépicos

Foram utilizados trés lotes de antivenenos botropicos fornecidos pelo Instituto
Butantan de Sdo Paulo e Instituto Vital Brazil do Rio de Janeiro e identificados
como antiveneno A,B.C.

3. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, de ambos os sexos, com
peso entre 18 e 20g. Os animais foram mantidos em jejum de 10 a 15 horas com
acesso a glicose a 10%. Para o ensaio, foram distribuidos aleatoriamente em gru-
pos de 6 a 10 animais cada um, e identificados segundo a dose a ser injetada.

4. Determinacdo da Dose Letal 50 (DL50)

Foram preparadas 4 doses de veneno de B. jararaca diluido em solucdo fisiol6-
gica estéril sequndo uma progressdo geométrica com espacamento logaritmico
constante igual a 0,1.

Injetou-se 0,5ml por camundongo pela via intraperitoneal. Os animais foram
observados durante 48 horas, registrando-se nimero de mortes para cada dose.

5. Avaliacdo da poténcia do antiveneno botrépico.

Preparou-se a solucdo do veneno de referéncia de B. jararaca em solugdo fi-
sioldgica estéril, de modo a conter 20 DL50 de veneno por ml.

Segundo a poténcia suposta de cada soro antibotrépico foram preparadas qua-
tro diluicdes em solucdo fisiolégica estéril formando uma progressdo geométrica
com espacamento logaritimo igual a 0,097.

Transferiu-se 3ml de cada uma das diluicBes do antiveneno para tubos de en-
saio com tampa, aos iguais adicionou-se 3ml da solucdo do veneno. Homoge-
neizou-se. Os tubos foram incubados a 37°C, emm banho-maria, durante 30
minutos.

Administrou-se 0,5ml da respectiva dose, pela via intraperitoneal, em camun-
dongos. Os animais foram observados durante 48 horas, registrando-se o nime-
ro de mortes para cada dose.

6. Analise estatistica

Os resultados experimentais foram submetidos a andlise estatistica por probi-
tos segundo Finney?. A combinagdo de estimativas de poténcia, a ponderacdo
para cada ensaio e o indice de precisdo foram calculados conforme a litera-
tura3. 8 9,

RESULTADOS

Para cada ensaio foi registrado o ndmero de animais mortos para a respectiva
dose. Estes dados submetidos a anélise estatistica forneceram os valores de DL50
apresentados nas tabelas 1 e b e de poténcia nas tabelas 2 a 4 e 6 a 8, incluindo
as combinacdes de estimativas dos ensaios independentes.

O primeiro grupo de resultados corresponde as tabelas 1 a 4, onde os valores
experimentais de DL50 serviram de base para o planejamento dos ensaios de po-
téncia.
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TABELA 1

Estimativas de DL50 e limites de confianga (P=0,95) em microgramas de veneno
de Bothrops jararaca por camundongo. Ponderacdo de cada ensaio independente.
Combinacdo das estimativas e respectivo indice de precisdo (A).

Ensaio n® DL50 Limites de confianca (P=0,95) Ponderacido
01 34,72 30,71 — 39,37 1317
02 35,77 31,31 — 41,41 1039
03 33,95 29,32 — 39,95 851

Poténcia

média 34,84 31,18 — 37,74
A=0.07 Homogeneidade X2=0,23 p > 0,05
TABELA 2

ANTIVENENO A. Estimativas de poténcia (DE50) e limites de confianca (P=0,95),
em mg de veneno de B. jararaca neutralizados por ml de antiveneno.
Ponderacdo de cada ensaio independente. Combinacdo das estimativas
e respectivo indice de precisdo (A).

Ensaio n® DESO Limites de confianga (P=0,95) Ponderacdo
(ma/ml) (mg/ml) % da poténcia
04 7,42 6,54 — 8,38 |88,14 — 112,94 1320
05 732 5,61 — 8,95 |76,64 — 122,27 374
06 7,20 6,31 — 8,26 |B7,64 — 114,68 1136
Poténcia
Média TP 6,72 — 7,97 |91,80 — 108,88
A=0,07 Homogeneidade X2=0,10 p > 0,056
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TABELA 3

ANTIVENENO B. Estimativas de poténcia (DE50) e limites de confianca (P=0,95),
em mg de veneno de B.jararaca neutralizados por ml de antiveneno.
Ponderacdo de cada ensaio independente. Combinagdo das estimativas e
respectivo indice de precisdo (A).

Ensaio n? DESO Limites de confianca (P=0,95) Ponderacéo
(mg/ml) (mg/mil) % da poténcia
07 5,88 5,26 — 6,65 |89,28 — 113,09 1443
08 6,08 5,31 — 6,97 |87,33 — 114,64 1101
09 hih5 488 — 6,33 87,93 — 114,05 1201
Poténcia
Média 5,83 5,41 — 6,27 |92,79 — 107,565
A=0.06 Homogeneidade X2=0,91 p > 0,05
TABELA 4

ANTIVENENO C. Estimativa de poténcia (DE50) e limites de confianca (P=0,95),
em mg de veneno de B. jararaca neutralizados por ml de antiveneno.
Ponderacdo do ensaio.

Ensaio n? DES0 Limites de confianca (P=0,95) | Ponderagéo
(mg/ml) (mg/mil) % da poténcia
10 5,89 5,21 — 6,69 |88,45—113,58 1299

Para as avaliacdes de poténcia dos antivenenos botrépicos apresentadas nas
tabelas 6, 7 e 8, foram empregados os valores de DL50 determinados experi-
mentalmente conforme a Tabela 5.
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TABELA 5

Estimativas de DL50 e limites de confianca (P = 0,95) em microgramas de
veneno de Bothrops jararaca por camundongo.
Ponderacdo de cada ensaio independente.
Combinacdo das estimativas e respectivo indice de precisdo (A).

Ensaio n® DL50 Limites de confianca (P = 0,95) Ponderacio
11 44,51 35,63 — 55,04 431
12 43,30 37,66 — 50,01 993
Poténcia
média 43,65 38,74 — 49,21
A=0,10 Homogeneidade X2=0,04 p > 0,05
TABELA 6

ANTIVENENO A. Estimativas de poténcia (DE50) e limites de confianca (P=0,95),
em mg de veneno de B. jararaca neutralizados por ml de antiveneno.
Ponderacdo de cada ensaio independente.

Combinacdo das estimativas e respectivo indice de precisédo (A).

Ensaio n® DESO Limites de confianca (P = 0,95) Ponderacgéo
(mgfmil) (mg/mil) % da poténcia
13 7,76 5,69 - 8,72 72,03 - 112,37 414
14 7,38 6,48 - 8,28 87,80-112,19 1367
15 6,73 5,38 -7,71 79,94 - 114,56 633
Poténcia
média Ty 6,63 - 7,97 91,20 - 109,63
A=0,08 Homogeneidade X2=1,10 p > 0,05
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TABELA 7

ANTIVENENO B. Estimativas de poténcia (DE50) e limites de confianca (P=0,95),
em mg de veneno de B. jararaca neutralizados por ml de antiveneno.
Ponderacédo de cada ensaio independente.

Combinacdo das estimativas e respectivo indice de precisdo (A).

Ensaio n* DESO Limites de confianca (P=0,9b) Ponderacdo
(mg/mil) (mg/mil) % da poténcia
16 5,88 4,53 - 6,46 77,04 - 109,86 651
17 5,96 5,30 - 6,57 88,92 - 110,23 1762
Poténcia
média 5,94 5,42 - 6,51 91,24 - 109,60
A=0,08 Homogeneidade X2=0,02 p > 0,05

TABELA 8

ANTIVENENO C. Estimativa de poténcia (DEBO0) e limites de confianga (P = 0,95),
em mg de veneno de B. jararaca neutralizados por ml do antiveneno.
Ponderacdo do ensaio.

Ensaio n® DESO Limites de confianca (P = 0,95) Ponderacgdo
(mg/mil) (mg/ml) % da poténcia
18 5,34 4,69 - 5,98 87,83- 111,98 1386
DISCUSSAO

Os resultados experimentais encontrados sdo classificados em dois grupos cor-
respondentes as tabelas 1 a 4 e b a 8, respectivamente. Estes valores foram ob-
tidos com intervalos de tempo, aproximado de 15 meses entre as andlises.

Para o primeiro grupo de dados composto pelas tabelas 1 a 4, foi inicialmente
determinada a Dose Letal 50 (DL50) do Veneno de Referéncia de Bothrops jarara-
caque, pela combinacéo de trés ensaios independentes, forneceu um valor médio
de 34,84 microgramas por camundongo, tabela 1 (A=0,07). Este valor foi utiliza-
do para o planejamento dos ensaios de avaliacdo de poténcia dos antivenenos.
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Para a realizacdo das analises cujos resultados se encontram nas tabelas b
a 8 foi procedido de modo similar. O mesmo lote de veneno de referéncia apre-
sentou uma DL50 igual a 43,65 microgramas por camundongo conforme a ta-
bela 5 (A\=0,10). Este valor serviu de base para o planejamento das reavaliagfes
de poténcia dos mesmos antivenenos.

Detectou-se uma variacdo na toxicidade do veneno de B. jararaca que poderia
invalidar o ensaio bioldgico '+ 29, Entdo, procedeu-se a repeticdo dos ensaios de
DL50 a fim de utilizar sempre o verdadeiro valor de letalidade no planejamento
dos experimentos e no célculo da poténcia. Conforme se pode observar nas ta-
belas 2 a 4 e 6 a 8, a metodologia proporcionou avaliacdes de poténcia precisas
com estreitos intervalos de confianga e uma variacdo de, no maximo, 8% em
torno da média para um nivel de significAncia @ =0,05. A reprodutibilidade e
a confiabilidade podem ser notadas nos ensaios completamente independentes,
mas principalmente na combinacio destas estimativas. O indice de precisdo foi
calculado pelo lambda de Gaddum obtendo-se valores A < 0,10. A ponderacéo
calculada para cada ensaio como a reciproca da varidncia do log da poténcia®
variou entre 374 e 1762. A homogeneidade das estimativas independentes de
poténcia foi calculada pelo teste do x 2.

Optou-se pela padronizacio da presente metodologia de acordo com literatu-
ra 3.6.12,13, 20 determinando-se inicialmente a DL50 do veneno de B. jararaca
e entdo, com base neste resultado, foi avaliada a poténcia do antiveneno. Adotou-
-se a mistura de quantidades fixas de veneno na proporcdo de 5 DL50 e diferen-
tes diluicbes do antiveneno. De acordo com a curva dose-resposta foram
selecionadas 4 a 5 doses em progressdo geométrica de modo que um grupo pro-
piciasse 10 — 20% de mortalidade, outro 80 — 90% e, pelo menos um outro,
respostas intermediarias. O espacamento logaritmico foi de 0,097. Embora a pré-
-incubacdo da mistura veneno-antiveneno ndo reproduza as caracteristicas do
envenenamento ofidico, este procedimento é adequado para estudar a presenca
e a poténcia de anticorpos neutralizantes nos antivenenos.

A utilizacdo do camundongo como animal de prova em substituicdo ao pom-
bo, possibilitou a realizacdo de ensaios bioldgicos reprodutiveis, com maior nu-
mero de respostas para cada nivel de dosagem. Os animais foram deixados em
jejum com acesso a glicose a 10% pelo periodo de 10 a 15 horas, encontrando-
-se assim maior exatiddo nas respostas. Escolheu-se a via intraperitoneal pela
sua conveniéncia e reprodutibilidade, mesmo contrastando com as vias intrave-
nosas e intradérmica que mais de assemelhariam ao processo de acidente ofidi-
co. Os animais foram observados durante 48 horas pois somente neste periodo
os efeitos bioldgicos sdo integrais, concordando com as observagdes de outros
autores 5. 14,

Os resultados foram submetidos a analise estatistica por probitos segundo Fin-
ney 8 9 Este procedimento possibilita uma analise mais completa, maiores in-
formacdes a partir dos dados experimentais, apresentando assim vantagens sobre
os métodos simplificados de Spearman-Karber, Reed-Muench, médias mdveis®:
20 g putros. O desenvolvimento de programas de computacg&o contribui para eco-
nomia e simplicidade dos trabalhos.

A poténcia das amostras analisadas segundo esta metodologia é representa-
da pela Dose Efetiva 50 (DEbO) e foi expressa em miligramas de veneno neutrali-
zados por mililitro de soro antibotrépico. Este também é o procedimento adotado
pelos laboratérios produtores e preconizado pela literatura 2. 14. 20,

Recentemente, o Programa Nacional de Ofidismo da Secretaria Nacional de
Acbes Basicas de Salde, do Ministério da Sadde, contribuiu diretamente para
aprimorar e aumentar a producdo de soros antiofidicos no Brasil, bem como pa-
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ra uma revisdo dos bioensaios empregados para estimar sua poténcia, buscando
adaptar esses metodos as recomendacdes da Organizacdo Mundial da Salde °®-
20_ Deste modo, foi estabelecido o Veneno de Referéncia empregado neste es-
tudo, e os laboratorios produtores nacionais passaram a avaliar a poténcia dos
soros antiofidicos em fungdo de sua capacidade neutralizante em camundongos.

E importante que se continue a desenvolver procedimentos que contribuam
para ampliar os conhecimentos dos fendmenos que caracterizam o complexo qua-
dro fisiopatolégico do envenenamento ofidico e, ao mesmo tempo acrescentem
informacdes sobre a neutralizagdo de outros efeitos farmacolégicos, ndo sé a le-
talidade. Neste sentido, seria recomendével o estabelecimento do antiveneno pa-
drédo e a padronizagdo do ensaio de retas paralelas. Enquanto isto, metodologias
como a presente, se destacam pela sua importancia e validade na dosagem de
poténcia dos antivenenos botrépicos.
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RESUMO: As metodologias para a determinacdo da Dose Letal 50 (DL
50) do veneno de Referéncia de Bothrops jararaca e para a avaliacdo
de poténcia do antiveneno botrépico, foram padronizados pela inocu-
lagdo intraperitoneal em camundongos. Elaborou-se programa de com-
putacdo que foi utilizado para a andlise estatistica dos dados pelo método
de probitos, encontrando-se uma reprodutibilidade significativa para «
= 0,05. A ponderacdo calculada para cada ensaio variou entre 374
e 1762. O indice de precisdo foi A < 0,10.

UNITERMOS: Antiveneno botrépico, avaliagdo de poténcia de antive-
neno botropico, DLB0 de veneno botrépico.
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