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RESUMO — 0Os autores demonstraram caracterizar outros dois mecanismos de

que a inoculacao de determinadas doses
infra-letais (D.P.) de wveneno botroépico
por via venosa em camundongos leva
a uma incoagulabilidade sangilinea cujo
apice é alingido duas horas apos. Os
animais assim tratados suportam ele-
vadas doses do mesmo veneno sem gue
ocorram fenomenos de mortes imedia-
tas, atribuiveis a coagulacao intravas-
cular, permitindo a avaliacao da DLS0
do veneno, com satisfatéria reproduti-
bilidade, A mesma tecnicologia permitiu

morte pela acio de elevadas doses de
veneno: ‘“‘chogue proteotoxico”™ ou ana-
filactoide e, intoxicacdo tardia indepen-
dentemente dos deis primeiros meca-
nismaos.

UNITERMOS — Veneno botrépico; de-
terminacio da DL50 do veneno botro-
pico; incoagulabilidade sangilinea pelo
veneno botrépico; mecanismos de meor-
te pelo envenenamento botrépico.

INTRODUCAO

Em trabalho anterior (Furlanetto et al, 1973), confirmaram a imposs:bilida-
de da utilizagio de camundongos para a determinacio da DL50 de venenos
botrépicos e formularam a hipéteze de que as dificuldades inerentes encon-
tradas estivessem ligadas a fatores inherentes ao proprio veneno e nao fossem
devidas a diferengas de resisténcia individual do animal conforme acredita
Schottler (1951, 1954 e 1955). Comentando seus resultados destacaram com
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grande énfase um fenémeno que passara até entdo praticamente desapercebido
chamando a ateng@o para a ocorréncia de mortes imediatas, geralmente dentro
de 10 minutos, quando o veneno ¢ injetado por via venosa, podendo vitimar
até a totalidade dos animais com uma dada dose mas sem guardar evidente
correlacio com as doses visinhas. Tal observacao levou-os a formular a hipo-
tese de que tais mortes imediatas fossem devidas ao poder coagulante dos
venenos botropicos e conseqiientes a formacgao de codagulos intravasculares; se-
gundo o tamanho do coagulo formado, e, sobretudo a localizacio desses
codgulos que necessariamente nao precisariam ser de grande volume, poderia
haver ou nao a morte do animal, sem que a variagao da resisténcia individual
assumisse papel preponderante nesse fato.

Fontana (1781) parece ter sido o primeiro autor a classificar o efeito de
varios venenos sobre a coagulagao sangiiinea, tendo distinguido sob esse as-
pecto dois grupos, um, de venenos coagulantes e outro, de venenos anticoagu-
lantes, conforme os géneros ou espécies de serpentes de que provinham,

Apos esses trabalhos uma série muito grande de observagoes contraditorias
aparecem e Noc (1804), propos-se a esclarecer porque alguns autores clas-
sificavam certos venenos como coagulantes, ao passo que outros classificavam
0S Mesmos venenos como nnticungu]antﬂs_

No Brasil, os primeiros pesquisadores que se ocuparam com o assunto
(Lacerda Filho 1877; Brazil e Pestana 1909), ou entdo, autores estrangeiros
trabalhando com os venenos de serpentes brasileiras, como Samartino (1917),
consideraram os venenos de Bothrops (na época-classificadas como Lachesis)
como anticoagulantes “in vivo™.

Sem duivida, foram os trabalhos de Houssay & Sordelli (1917/18) e de
Houssay, Sordelli & Negrete (1917/1918) que vieram lancar alguma luz sobre
o mecanismo da coagulagio sangiiinea “in vivo” e “in vitro” com venenos botro-
picos. Tendo esses autores estudado a acio do veneno de numerosas espécies,
“in vitre”, sobre plasma oxalatado, classificaram os venenos em coagulantes e
incoagulantes segundo aquele teste; chamam ainda a atengao para que,
quando se falar em agio coagulante ou incoagulante de um veneno, deve-se
sempre declarar bem distintamente se a experiéncia é feita “in vivo” ou “in
vitro”, pois que, neste ultimo caso, “atuariam os venenos por sua agdo propria
sobre o sangue”, ao passo que no primeiro caso, “deve-se acrescentar sobre
essa agdo, os processos reacionais do organismo vivo”. Referem ainda que:
Os venenos que sdao coagulantes “in vitro” produzem “in vivo” efeitos diferen-
tes segundo a dose ¢ a via de administragio. Se a dose ¢ alta e a absorcio ¢
rapida (por exemplo: inje¢io venosa) produz-se a coagulagio intravascular do
sangue em massa ou parcialmente, isto é, a mesma a¢ao que “in vitro”. Porém
quando a dose nio é tao alta, ou que ¢ mais importante, a absorc¢io mais lenta
(injecdo sub-cutinea), observa-se que apos 2 1/2 a 10 minutos, o sangue se
torna incoagulivel e permanece definitivamente liquido.

Houssay & Sordelli, loc. cit. demonstraram ainda que a capacidade coa-
gulante “in vitro” dos venenos botropicos, niao atua por intermédio de uma
ativagdo da trombina, sobre a qual sio inativos, mas sim por uma aciio direta
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sobre o fibrinogénio; demonstraram ainda que “in vitro”, atuando sobre o
fibrinogénio, os venenos botropicos tém uma acio variavel segundo a dose,
isto ¢, transformando-o em fibrina nas doses coagulantes, e destruindo-o pela
capacidade proteolitica em doses altas, exatamente aquelas que apresentam
atividade incoagulante “in vitro”.

Ainda Houssay & Sordelli (1920) trouxeram valioso subsidio ao esclareci-
mento da atividade da fragio coagulante dos venenos botrépicos “in vivo”, ao
estabelecerem com maior precisao, a seqiiéncia de efeitos que se pode”obter
no animal, na dependéncia da dose e da via de administragéo.

Arthus (1912) havia ja mostrado que coelhos inoculados com venenos
botrépicos, por via sub-cutinea, suportavam horas depois, a inocula¢io endo-
venosa de dose que provocariam a trombose macica em animais normais.
Para Houssay & Sordelli loc. cit. a absorgao lenta do veneno inoculado por via
sub-cutinea, provocaria a diminui¢io ou o desaparecimento do fibrinogénio
sangiiineo.

Vellard (1938), trabalhando com o veneno de Bothrops atrox da Vene-
zuela, confirma os achados de Houssay et al (locs. cits.); chama a atenciio
para o fato de que para o cio e o coelho o veneno por via venosa produz fase
extremamente curta de elevagao da coagulabilidade sangiiinea exatamente no
instante da injegdo; logo apos, o sangue torna-se incoagulivel pelo desapare-
cimento do fibrinogénio (no cdo pudemos pelo estudo dos dados do autor cal-
cular em cerca de 0,18 mg/Kg a dose produtora de tal efeito).

Rosenfeld et al (1958) titularam o fibrinogénio no envenenamento botré-
pico experimental em ciies e também, pela primeira vez na literatura, em casos
humanos de picadas acidentais; em todos os casos, no cio e no homem, havia
uma incoagulabilidade sangiiinea e, simultaneamente, grande decréscimo dos
ralores do fibrinogénio. Na fase experimental, em cies, 0.2 mg/Kg de veneno
de Bothrops jararaca constituiu a dose encontrada para se obter a “eliminacio
experimental do fibrinogénio”.

O conhecimento do fato de se obter a incoagulabilidade sangiiinea “in
vivo™ com pequenas doses de venenos coagulantes ¢ de suma importincia para
o nosso trabalho atual, pois que poderiamos determinar as condicdes em que
o fenémeno pudesse ser obtido no camundongo e nos utilizariamos dele como
artificio para a determinagio da DL50 a fim .de confirmar a nossa hipéteses,
preliminar (Furlanetto et al, 1973).

Tais consideragées levaram-nos, pois, i suposicao de que deveria ser pos-
sivel o encontro de dose de veneno botrdpico capaz de, quando injetado por
via venosa em todos os camundongos de um lote a ser ensaiado, produzir efeito
protetor contra as mortes imediatas por doses mais elevadas de veneno, inje-
tadas numa segunda fase.

A dose prévia procurada, segundo essa concepgio, deveria nio apenas
ser capaz de suprimir a coagulabilidade sangiiinea, supostamente a principal
causa de morte imediata, como também, obviamente, ser razoavelmente tole-
rada pelo camundongo.

Para abordar esse problema deveriamos determinar, inicialmente, o tem-
po normal de coagulagio sangiiinea na linhagem de camundongos mantida pelo
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Instituto Butantan. Isto feito, poderiamos injetar doses variaveis de um veneno
altamente coagulante, a fim de procurar aquela que, nio causands morte, tor-
nasse o sangue incoagulavel.

Encontrada essa dose preparatoria, o problema seguinte seria o de veri-
ficar sua aplicabilidade ao problema da determinagio da DL30 a fim de reve-
lar outros fatores t6xicos do veneno. Siles Villarroel et al (1973) mostraram a
ccorréncia de 9 a 15 componentes eletroforétices nos venenos de varias
espeécies de Bothrops.

MATERIAL E METODOS

Veneneos utilizados:

Os venenos com os quais trabalhamos bem como seu méado de con-
cervacio e utilizagio foram aqueles descritos em trabalho anterior (Furlanetto

et al, 1973).

Veneno de Bothrops meojeni: B. moojeni (I7)

No desenvolvimento deste trabalho smgiu a conveniéncia de se eleger
pela poténcia coagulante um veneno botr6pico, para ser utilizado em repetidos
ensaios. A seleciao recaiu em determinada amostra de veneno de B. moojeni
cuja Dose Minima Coagulante (D.M.C.) era de (4 pg. Com esse veneno foi
entio preparada uma soluciio contendo 400 prg/ml que depois de distribuida
em “flaconetes” que foram hermeticamente fechados, foi conservada no con-
gelador a -25°C. Esse material passou a ser designado como veneno de
H. moojeni (F). No momento do uso era descongelado um “flaconete” sob
dgua corrente e entio preparadas as dilui¢oes necessarias em solugio fisiolo-
gica (0,85% de NaCl); os eventuais excedentes eram desprezados.

Animais

Foram utilizados camundongos de 18 a 22g, sem distingio de sexo, todos
provenientes do Biotério Geral do Instituto Butantan; as inoculagbes eram
feitas por via venosa.

Determinacido da Dose Minima Coagulante (D. M. C.) ou Unidade Coagulante
(U; G.)

A Dose Minima Coagulante ¢ uma unidade arbiiriria por nos introduzida
para ponto de IL[UILIII.'H'"L de atividade coagulante. quer de venenos, quer de
produtos coagulantes deles derivados. O esquema técnico foi tomado de Hous-
say et al (1917/1918); essa unidade pode ser assim conceituada: chamamos
D.M.C. ou U.C. a quantidade de veneno d'ssolvido depois de seco que, no
volume de 0,2 ml é capaz de promover a coagulaciio, entre § a 10 minutos e a
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37°C, de 1,0 ml de plasma normal de cavalo, adicionado de 2% de oxalato de
potassio (o plasma deve ser colhido no dia do ensalo),

O teste para essa determinacao era conduzido em tubos de ensalo de
14 mm X 14 cm, imersos em banho-maria a 37°C e considerava-se o plasma
coagulado quando se formava bloco de fibrma capaz de escorregar pela pa-
rede do tubo quando este era inclinado.

Determinacdo da Dese Minima Mortal (D.M.M.)

A expressao .MM, convenciona-se como dose “certamente” letal para o
pombo de 280 a 320 g, por insculagio endovenosa segundo o método do
Vital Brazil (1907).

Determinagio de tempo de coagulacdo do sangue de camundongos

Com te:oura bem aliada, cortava-se de golpe, cerca de 1,5 a 2,0 ecm da
extremidade da cauda; sem espremer, colhia-se a gota de sangue que fluia
normalmente, sobre limina quimicamente limpa e iniciava-se a contagem do
tempo pondo-se a funcionar um cronometro. Decorrido o tempo de 1,0, 1,5 e 2,0
minutos e, a seguir, cada 15 segundos, praticava-se o teste de coagulagio da-
gota de sangue. Tal teste era feito com o biséu de agulha hipedérmica bem
fm:i. procurava-se levantar cuidadosamente parte da gota; quando aparecesse
um nitido fio de fibrina ligande a gota ao bitél da agulha, considerava-se o
sangue coagulado e marcava-se o tempo.

Outras determinacoes

Sempre que trabalhdavamos com outro mater’al, as téen’cas util'zadas fo-
ram rigorosamente aquelas citadas pelos autores respectivos e cuja referéncia
se encontra no texto.

Em dadas experimenta¢does onde eram introduzidas pequenas alteragdes
téenicas, estas constam de anotagdes em separado.

RESULTADOS

Para a seqiiéncia experimental havia a necessidade da determipagao prévia
do tempo de coagulacio do sangue de camundongos normais e também da-
queles que recebessem uma dose sub-letal do venum em questao. Para isso
tomaram-se 190 camundongos normais de 18 a 22 g de peso, os quais foram
separados ac acaso em 19 lotes.

Um desses lotes constituiu o testemunho, isto é, servin para determinacio
do tempo médio normal de coagulagio sangiiinea,

Os 18 lotes restantes foram submetidos a incculacoes endovenosas com o
venena de B, moojeni (F), cujas especificagdes se encontram no capitulo
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Material e Métodos. Esses lotes foram assim destinados: seis deles, para ino-
culacio com 1 g de veneno; outros seis lotes com 2 tg e os restantes, com
4 pe.

Para cada uma dessas doses de veneno havia, portanto, seis lotes de 10
animais, permitindo a determinac¢iao do tempo de coagulagao em seis tempos
diferentes, a contar do momento da inoculacio. Na Tabela I estio sumariados
os resultados, que representam valores médios do tempo de coagulagio em
cada um dos lotes.

TABELA I

Determinacio do tempo de coagulacdo do sangue de camundongos normais € procura

da dose de veneno que inoculadae por via venosa determinasse a incoagulabilidade,

Cada dose estava contida em 0.5 ml e era inoculada por via venosa em animais de
I8 a 22 g. Veneno de B, moojeni (F).

Tempo, em minu-

S T
Ei?ﬂn{;e tﬂ?‘ -:lccnrrid_n gieiljagu{}gqgﬁmgﬁ Observacgoes
apés aplicagio 2
em ng A minutos
0 0 150 Lote testemunha
5 1,40
15 1,30
30 2,20
1,0 60 2,15
120 2,20
240 1,50
5 1,30
15 3,30
30 3.15
60 5,15 Dois animais com sangue
nio coagulavel **
2,0 120 4,10 Oito animais com sangue
nao coagulavel **
240 o gy
5] Tempo de coagulagido nao
15 determinado neste lote, vis-
ol to terem ocorrido 209 de
4,0 60 mortes imediatas,
120
240
.

Média computada apenas entre os animais em que o0 sangue permanecia coagu-
lavel.

O lﬂI‘f‘lPﬂ de observacao se extendia até o inicio de dessecacio do material, o que
ocorria geralmente ao redor de 10 minutos.

L
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O exame da Tabela I demonstra que a dose de 41g é excessiva, uma vez
que produziu cerca de 20% de mortes imediatas.

No que diz respeito a dose de 2 pg, ja4 a partir de 15 minutos apds a
inoculagao, observa-se elevagao do tempo de coagulagio, que atingiu valor
maximo no lote testado duas horas apds a inoculagao do veneno, quando oito
dos dez animais inoculados permaneceram mais de 10 minutos com sangue
incoagulivel; quatro horas apds a inoculagdo observou-se nitida tendéncia de
volta ao tempo normal de coagulacio. E de se notar ainda a nido ocorréncia de
mortes com esta dose.

Finalmente, em relagio a dose de 1 pg observou-se ligeiro aumento do
tempo de coagulagio desde meia até duas horas apds a inoculagio; nio se
registraram mortes.

Os dados apresentados (Tabela I) indicam, pois, que a dose procurada
encontra-se entre 2 e 4 11g, uma vez que esta iltima dose levou alguns animais
i morte e que com a primeira, nas observagdes feitas uma e duas horas apés a
inoculagdo, muitas amostras de sangue secavam sem coagular.

O fato de que determinada dose do veneno B. moojeni (F), produzia a
incoagulabilidade do sangue de camundongos e niio tivesse provocado mortes
imediatas ou tardias levou-nos a ensaid-la experimentalmente como dose prepa-
atoria (D. P.), isto ¢, dose que, causando fase de incoagulabilidade sangiiinea
tempordria, pudesse eventualmente proteger camundongos de mortes imediatas,
frente a elevadas doses do mesmo veneno. Por essa razio, 2 g de veneno
B. moojeni (F), foi ensaiada por via venosa na experiéncia constante da Ta-
bela IT, e duas horas apds, tempo no qual o lote de camundongos assim trata-
dos deveria estar em fase de incoagulabilidade sangiiinea, foram aplicadas
L]DHES} de veneno capazes de provocar a morte imediata de animais nio
tratados.

TABELA 1II

Determinacdo da zona de toxicidade do veneno de B. moojeni em animais tratados

com a dose preparatéria prévia (D.P.) dwuas horas antes da inoculacdo das doses

toxicas. Cada dose estava contida em 05 ml e era inoculada por via venosa em

camundongos de 18 a 22 ¢. Como D. P, foram usados 2ng do préprio veneno de
B. moojeni (FJ.

Animais normais — sem D.P Animais tratados — com D.P.
Dose de ve- Tempo de observacio Tempo de observagdio
neno em g b
10min. 60min. 24h 18h 10min. 60min. 24h 18h
5 3/10 6/10 6/10 6/10 0/10 0/10 0/10 0,/10
10 8/10 &/10 8/10 &/10 0/10 0/10 0/10 0/10
20 8/10 10/10 — - 0/10 0/10 0/10 0/10
40 9/10 10/10 - —- 0/10 0/10 0/10 0/10
80 10/10 - - —_ 0/10 0/10 0/10 0/10
160 10/10 -— — - 7/10 8/10 10/10 - -
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TABELA III

doses infra-letais do proprio veneno.

Determinagdo da DL50 pelos limites de doses fornecidos pelo experimento constante
dae Tabela II com D.P, do mesmo veneno de B. moojeni aplicado 2 hroas antes da

Dose de ve- —
nenoc em png

inoculacdo das doses toricas.

Animais tratados

Animas normais — sem D.P.

Tempo de observacao

Tempo de observagao

— com D.P.

10min,  60min. 24h 481 10min.  60min. 24h  48h

£0,0 13/10 0/10 0/10 1/10 1/10
86,6 10/10 0/10 1/10 3/10 a/10
100,8 10/10 0/10 2/10 4/10 4/10
1128 ntiee 0/10 1/10 7/10 7/10
126,4 n.i. 0/10 4/10 T/10 7/10
1424 n.i. 2/10 5/10 10/10 - -
160,0 n.i. 4/10 D/10 10/10 -

* n.i. — nao inoculado por ser consi- DL50 — 104 ng em 24 horas (calculada

derado desnecessario.

TABELA IV

Determinagdo da DL50 do veneno de B. moojeni pelos limi-
tes das doses fornecidos pelos experimentos constantes
da Tabela II com D.P, do mesmo veneno de B. mocjeni
aplicado 4 horas antes da inoculacdo das doses toxicas.

Dose de ve- Tempo de observacio

Lsteith it 18 10min. 60min. 24h 48h
80,0 1/10 1/10 4/10 4/10
89,6 2/10 2/10 4/10 4/10
100,8 1/10 5/10 6/10 6/10
112,8 2/10 7/10 8/10 9/10
1264 1/10 4/10 8/10 8,/10
142,4 2/10 8/10 8/10 8/10
160,0 5/10 9/10 10/10 o

DL50 em 24 horas = 9Tug.

pelo método de Reed & Miiench, 1938).

Todo método de avaliagio de atividade deve, como condicio fundamental,
fornecer resultados coerentes em ensaios repetidos. Por essa razio, resolvemos
repetir o ensaio da Tabela I1I em dias diferentes; tivemos o cuidado de partir
sempre da mesma solu¢as de venenc de B. moojeni (F) (400 jug/ml) guardada
no congelador em vérios “flaconetes”, sendo sempre descongelado um, no dia

do ensaio.
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R., SILES VILLARROEL,

TABELA V

M.

& ZELANTE, F. —

Repeticdo da determina¢do da DL50 pelos limites de doses
fornecidos pelo experimento constante
D. P. do préprio veneno de B. moojeni (2 ng) aplicado

da

Tabela II com

duas horas antes da inoculacdo das doses toricas. Ensdio
repetido cerca de wm més apos.

Dosetds ve: Tempo de observacao

neno em g 10min. 60min. 24h 48h
&0,0 0/10 0/10 1/10 1/10
89,6 0/10 1/10 2/10 2/10
100,8 0/10 2/10 6/10 6,/10
1128 0/10 3/10 9/10 9/10
1264 0/10 1/10 T7/10 7/10
1424 1/10 3/10 9/10 10/10
160,0 3/10 3/10 10/10 —

DL50 = 100,8 png em 24 horas,

TABELA VI

Repeti¢do da determinag¢do da DL50 com D. P. do préprio
veneno de B, moojeni (2 ng) aplicado duas horas antes du
inoculagdo das doses towicas. Ensaio realizado cerca de 60
dias apdés a realizacdo

tfo ensaio constante

da Tabela [IIJ.

Dose de Tempo de pbservacio

VENneno -
em ng 10min. 60min. 24h 48h
80,0 0/7 1/7 2/7 217
89,6 0/7 1/7 2/7 2/7
100,8 0/7 B g 2/7 2/7
112.8 0/7 0/7 2/ 2/7
126,4 1/7 3/7 T/ ——-
142,4 0/7 3/7 /7 - -
160,0 4/7 o/7 T/7 -

DL50 = 107,05

ILE

em 24 horas

DISCUSSAO

Os ensaios constantes das Tabelas II, 111, V e VI mostram tlagrante des-
locamento dos niveis letais para valores muito mais altos nos animais tratados
com D.P. Podertamos estimar a DL50 nos animais normais como sendo pro-
xima de 5 pg, enquanto que nos animais tratados oscilou entre os valores de
104, 100 e 107 pg. Tendo-se em mente que os tres ensaios foram feitos em
datas diferentes, ¢ evidente a coeréncia entre elas,
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As mortes imediatas, consistentemente observadas nos lotes sem D.P., com
todas as doses de veneno, desapareceram nos animais com D.P., para reapa-
recerem somente com doses de veneno muito elevadas e muito acima da DL530
calculada. Ademais, pela analise das Tabelas III, V e VI verifica-se nitida
elevacio do niimero de mortes, em fun¢io do prolongamento do tempo de
observacio, nos animais tratados com D. P.

A Tabela IV sugere que o efeito da D.P. tenha diminuido apds quatro
horas, coerentemente com os dados constantes da Tabela I, pois reapareceram
as mortes imediatas.

Nao hd duavida, pois, que uma unica dose adequada de veneno, aplicada
duas horas antes, pode proteger contra morte imediata por doses de veneno
capazes de matar todos os animais nao tratados, e, possibilita o cdlculo da
DL50 com consistente reprodutibilidade.

Se admitirmos que as mortes dos animais normais, observaveis nos 10
minutos seguintes a inoculacao de pequenas doses de veneno, ocorrerem por
conta da formagao de microcoagulos, parece evidente que este mecanismo de
morte é prevenido pela D.P.

Quando o intervalo entre a D.P. e a aplicagio das doses toxicas foi de
quatro horas (Tabela IV) a D.P. ja ndo forneceu a mesma protecao o que
pode ser interpretado como conseqiiéncia da tendéncia do tempo de coagu-
lacio voltar a se normalizar conforme demonstra os dados constantes da
Tabela 1.

Particular mencio deve ser feita as mortes imediatas em 10 minutos que
podem ocorrer nos animais tratados com D.P. apés a inoculagio de doses
muito elevadas de veneno, maiores que 142 pg (Tabelas III, V e VI). Especial
atencio merece também o registro do fato que, a partir de doses ndo tio
elevadas de veneno (89,6 jvg), aparecem mortes em 60 minutos. Ora, as mortes
com elevadas doses de venéno quer em 10 minutos quer em 60 minutos, niao
mais parecem ser atribuiveis a coagula¢io intravascular. Realmente, como de-
monstrou Rosenfeld et al (1958) o sangue, tornado incoagulavel por inoculagio
de veneno botrépico por via venosa, leva mais de quatro horas para recuperar a
coagulabilidade. Tal resultado parece ser confirmado pelos dados constantes
da Tabela I. Parece, pois, que a D.P, permite evidenciar, nesta altura, dois
mecanismos de morte do animal:

1.°) animais nao tratados que morrem provavelmente por coagulacio in-
travascular que seria evitavel pela D.P.;

2.°) animais que receberam a D.P. e ficaram, portanto, pela incoa-
gulabilidade sangiiinea protegidos contra aquele primeiro mecanis-
mo de morte, mas nao ficaram protegidos contra o segundo me-
canismo de morte riapida que se verifica com altas doses de veneno
e somente evidencidvel de modo nitido por intermédio da D.P.

Tal concepgao encontra apoio nos trabalhos de Arthus (1913) que, tendo
imunizado coelhos contra o fator coagulante de alguns venenos, veriticou que

118



FURLANETTO, R, 8, ROLIM ROSA, R. SILES VILLARROEL, M. & ZELANTE, F. —
Contribuigiio ao estudo da determinag¢iio da DL50 de venenos botrépicos inoculados por via
venosa em camundongos — Mus musculng Linnaeus, 17568. 11 — Possibilidade de determinaciio
da DL50 através da inoculaciio prévia de doses infra-letais do préprio veneno.

Mem. Inst. Butantan, 37: 109-122, 1973.

—— e e ———— — = = ———— o

animais assim tratados, quando inoculados por via venosa com altas doses de
veneno, nao sofriam coagulacdo intravascular maciga mas sim um choque,
denominado pelo autor de “choque proteotoxico™; este se caracterizava, es-
sencialmente, pela queda abrupta da pressao arterial, taquipnéia e morte; tal
fenomenologia foi atribuida a uma substincia incoagulante que seria liberada
pela agio do veneno sobre o figado.

A evidéncia de que os animais que recebem veneno botropico por via
venosa podem sofrer choque tipo anatilactéide, por libera¢io de varias subs-
tancias farmacologicamente ativas, tem sido mencionada insistentemente na li-
teratura. Assim, Houssay et al (1922), trabalhando com os venenos botropicos
por via venosa em caes e utilizando doses incapazes de produzir morte imedia-
ta, observaram forte abaixamento da pressio arterial, acompanhada de taquip-
néia, que chamaram também de “choque proteotoxico™. Vellard et al (1941)
reestudaram o assunto e, no coelho, obtiveram com doses apropriadas de
veneno de Bothrops atrox (hoje classificada como B. moojeni) um choque
caracterizado por queda brusca da pressio arterial, taquipnéia, coma e con-
gestio pulmonar e intestinal; tais fendmenos poderiam provocar a morte do
animal ou entio desaparecer rapida e completamente.

Schéttler (1955/1956) descreveu também um choque no camundongo com
“altas doses” de veneno botrépico; esse choque poderia provocar a morte
em “poucos minutos” ou produzir um “coma profundo” que também poderia
levar a morte, ou entdao permitir a recuperagao total dos animais.

Tais choques anafilactéides sio normalmente interpretados pela liberacio
de substincias farmacologicamente ativas pelos enzimas do veneno (Feldberg
& Kellaway, 1937 e 1938; Zeller, 1948; Rocha e Silva, Beraldo & Rosenfeld,
1949; Essex & Markowitz, 1930; Werle, Kehl e Koebke, 1950).

Os resultados por nés obtidos, relacionados aos dados da literatura men-
cionados, levaram-nos a admitir que a D.P. protege contra a morte imediata
por coagulagio intravascular, mas nio protege contra a morte pelo “choque
proteotoxico”, de Arthus, de Houssay e outros. Com altas doses de veneno,
pode-se mesmo obter o segundo mecanismo de morte “choque anafilactéide”
ou “proteotdxico” com maior evidéncia, evitando-se o primeiro mecanismo
através da D.P. Os animais que nio sucumbem ao choque anafilactéide po-
deriio apresentar intoxicacio tardia (24 horas), como terceiro mecanismo de
morte.

Para o objetivo precipuo deste trabalho, isto é, o encontro de um método
pratico para avaliar a DL50 de venenos botropicos, o segundo mecanismo de
morte nio influencia substancialmente os resultados, pois ocorre de modo mais
freqiiente somente com doses de veneno mais elevadas do que a DL50 cal-
culada (Tabelas III, V e VI).

CONCLUSOES

1. A inoculacio de doses relativamente pequenas de veneno de B.
moojeni, por via venosa em camundongos, provocam mortes dentro de 10
minutos (mortes imediatas), sendo impossivel avaliar sua DL50.
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2. A inoculagao por via venosa em camundongos de determinadas doses
infra-letais (D.P.) de veneno de B. moojeni, leva a uma incoagulabilidade
suugijin&u que atinge o seu maximo efeito duas horas apos. A partir desse tempo,
parece haver uma tendéncia a normalizacao do tempo de coagulagio.

3. Camundongos tratados com a D.P. do proprio veneno suportam duas
horas apos, elevadas doses do mesmo veneno sem que ocorram fenomenos
de “mortes imediatas”, o que sugere que estas mortes imediatas ocorram por
c{;ngu]ﬂgﬁu intravascular.

4. Doses preparatorias de veneno (D.P.) capazes de proteger os camun-
dongos contra as mortes imediatas (dentro de dez minutos) conseqiientes a
inoculacio endovenosa de outras doses maiores, tem esse poder correlacionado
com 0 aumento do tempo de coagulagio ou com a fase de incoagulabilidade
sangiiinea por elas provocadas.

5. Camundongos tratados com D.P. inocculados com doses macigas do
mesmo veneno, acima dos valores da DL50, podem sucumbir em 10 minutos o
que leva a pressupor que neste caso, tais mortes ocorram por um mecanismo
diferente da coagulacio intravascular, tratando-se possivelmente de um “cho-
que proteotoxico” ou “anafilactoide”.

6. Os animais escapos da morte imediata através da protecio conferida
pela D.P. e que sobrevivam também ao “choque proteotoxico”, ao receberem
elevadas doses de veneno, poderdao apresentar intoxicacio tardia (24 horas)
como terceiro mecanismo de morte pelo veneno botrépico.

7. Doses escalonadas de veneno de B. moojeni, inoculadas em camun-

dcmgns previamente tratados com D.P. do mesmo veneno, permitem avaliar
com reprodutibilidade altamente satisfatoria sua DLS0,

SUMMARY — The authors demonstrat-
ed that the inoculation of determinate
sublethal doses (P.D) of Bothrops ve-
nom by intravenous route in mice
brings the blood to a non-coagulation
whose apex is reached two hours later.

Animals treated in this way tolerate
high doses of the same venom without
the occurrence of immediate death
attributable to intravascular coagula-
tion. This permits the estimation of
the LD50 of the venom, in condition of

satisfactory reproduchbility. The same
technology has allowed the characteri-
zation of two other death mechanisms
due to the action of high doses of ve-
nom: ‘‘proteotoxic shock' or anaphy-
lactoid, and delayed intoxication, inde-
pendently of the two first mechanisms.

UNITERMS — Bothrops venom: LDS30
determination of Bothrops venom,
blood non-coagulation by Bothrops ve-
nom: death mechanisms due to the ac-
tion of Bothrops venom.
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