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RESUMO — O emprego de camundon-
gos — Mus musSculus — permite o cal-
culo da DL50 do veneno de Crotalus du-

lor da DL50. A inoculacao previa de um
veneno altamente coagulante (B, moo-
jeni) em doses que levam a incoagula-

bilidade sangiiinea (2 pg), nao interfere
no valor da DL50 do veneno crotalico.

rissus terrificus (crotamino-positivo)
através de inoculagido por via intrave
nosa, A aplicacio de doses sub-letais,
duas horas antes, nao dessensibiliza o
animal, conforme demonstrado pelo va-

UNITERMOS — Veneno crotalico;
DL50 de veneno crotilico.

INTRODUCAO

Em trabalhos anteriores, em colaboracio com Furlanetto et al (1973b,
1973¢c), foi demonstrado que era possivel determinar a DL50 dos venenos
botrpicos altamente coagulantes, mediante a aplicagio prévia de pequena
dose do veneno em estudo, ou de outros produzidos por espécies diferentes,
porém, do mesmo género. A essa dose denominamos “dose preparatoria” ou
simplesmente D.P., demonstrando que a mesma provocava, em camundongos
de 18 a 22g, inoculados por via intravenosa, uma incoagulabilidade sangiiinea
que atingia 0 maximo em uma a duas horas apbs sua aplicagao, o que POSSi-
bilitava a determinacio da DL 50 desses venenos.

Propuzémo-nos, preliminarmente, a estudar, com a mesma metodologia
adotada nos trabalhos anteriores, a determinacio da DL530 do veneno de
Crotalus durissus terrificus (Laurenti, 1768). Trabalhamos com o veneno
crotamino-positivo, de uma subespécie do género Crotalus Linnaeus, 1758,
face A demonstracio de Rocha e Silva (1951) da possibilidade de dessensibi-
lizacio da musculatura lisa provocada por adigdes sucessivas, a curtos inter-
valos, de venenos de serpentes dos géneros Bothrops, Crotalus, Denisonia e
Naja os quais apresentariam intmeras atividades farmacol6gicas comuns;
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Cheymol et al (1966) e Cheymol (1969), trabalhando com crotamina e com
venenos crotalicos — crotamino-positivo e nio crotaminico — constataram que
a crotamina dessensibilizava, “in situ”, a musculatura estriada, enervada ou
nevrectomisada, e a musculatura lisa de orgaos isolados de ratos, a posterior
aplicagio do venens de C. d. terrificus crotamino-positivo, e vice-versa;
Rosenfeld et al (1970) demonstraram que nos acidentes muito graves provoca-
dos por envenenamentos crotilicos, ocorre, dentre outras manifestagoes, in-
coagulabilidade sangiiinea.

Em seguida a determinagas da DL530, propuzémo-nos a estudar os efeitos
sobre os valores obtidos de uma pequena dose prévia, usando o mesmo veneno
e um veneno botrépico de alto poder coagulante, tomando por base os indices
coagulantes encontrados por Rosenfeld et al (1959).

MATERIAL E METODOS
Venenos

Foram utilizadas amostras de venenos cristalizados a vicuo e mantidos a
0-4°C, obtidos de extragoes recentes efetuadas pela Sec¢io de Venenos do
Instituto Butantan, em dezenas de exemplares de C. d. terrificus (Laurenti,
1768) e de Bothrops moojeni Hoge, 1965° procedentes do interior do Estado
de Séo Paulo e dos Estados visinhos.

Solu¢coes de veneno

A solugiao do veneno boirdpico era preparada em solucao de NaCl a 0,85%,
contendo 400 ug/ml, enquanto que a crotalica, conforme técnica preconizada
por Vital Brazil (1911), era preparada em solugio de NaCl a 1,5%, contendo
200 pg/ml. Tais solugoes eram distribuidas em “flaconentes” os quais, uma
vez hermeticamente fechados, eram conservados em congelador a -25°C (Fur-
Janetto, R. S. 1965). No momento do uso, cada frasco era descongelado e ac
diluicbes necessarias eram providenciadas, desprezando-se as eventuais sobras.
Partindo das solu¢tes de veneno descritas e de conformidade com as doses
pretendidas, eram feitas as diluigoes em solugio de NaCl a 0,85%, em volumes
sempre um pouco além do estritamente necessario. A dose de veneno inoculada
em cada animal estava sempre contida em 0,5 ml.

As doses de veneno que deveriam ser aplicadas com o intuito de se obter
resultados com 0s quais fosse possvel determinar-se a DL50 do veneno crota-
lice, eram norteadas por uma prova preliminar efetuada mediante a ino-
culagio de quantidades varidveis do mesmo, segundo uma razio constante
igual a 2. Uma vez conhecidas as doses limites, isto é, a maior dose que nao
causava a morte de nenhum dos animais e a menor dose que matava todos,
eram calculadas as doses intermedidrias, sempre através do emprego da se-

- 1-11 F ’
guinte férmula: R = —— /x, em que n representa o niimero de doses e x a
razao entre as doses final e inicial.

E———

Clasgificada até 1965 como Bothrops atrox (Linnaeus, 1758).

¥
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Segundo Furlanetto, loc. cit., D.P. ¢ uma dose de veneno botrépico que,
contida em 0,5 ml e aplicada em camundengos de 18 a 22g, por via intravenosa,
prevoca uma incoagulabilidade sangiiinea que atinge o maximo efeito uma
a duas horas apos sua administracio. Para o caso da D.P. do veneno de
B. moojeni, essa dose corresponde a 2 ptg de v’a amostra cuja D.M.C. (dose
minima coagulante) seja igual a 0.4 ng.

Por D.M.C. ou U.C. (unidade coagulante), acima referida em relacio ao
veneno botropico, entende-se uma unidade arbitraria por nés utilizada como
referéncia de atividade coagulante, quer de venenos, quer de produtos coa-
gulantes deles derivados. O esquema técnico foi tomado de Houssay et al
(1918); essa unidade pode ser assim conceituada: chamamos D.M.C. ou U.C,,
a quantidade de produto coagulante ou de veneno, dissolvido depois de seco
que, no volume de 0,2 ml ¢ capaz de promsver a coagulacio, entre § a 10
minutos e a 37°C, de 1,0 ml de plasma normal de cavalo, adicionado de 2%,
de oxalato de potissio (¢ plasma deve ser colhido no dia do ensaio). O teste
para essa determinacio deve ser cenduzido em tubos de ensaio de 14 mm
X 14 cm, imersos em banho-maria a 37°C e considera-se coagulado o plasma
quando se forma um bloco de fibrina capaz de escorregar pela parede do
tubo, quando este ¢é inclinado.

Animais utilizados

Todos os ensaios foram realizados em c}nmundtmgns — Mus musculus
Linnaeus, 1758 — sem distin¢iao de sexo, pesando de 18 a 22 g, fornecidos pelo
Biotério Geral do Instituto Butantan.

Via de inoculacao

A via intravenosa foi utilizada em todas as provas.

Tempo de observagao: 1/2, 1, 2, 24 e 48 horas.
Convencdo adotada

Todos os ensaios expressam resultados através de uma relagio numérica
onde sempre o numerador representa o niimero de animais mortos e o denomi-
nador o total de animais inoculados em cada dose.

Cdlculo da DLS50O

Todos 05 ensaios apresentam DL30 que foram calculadas com os resul-
tados apresentados apds 24 e 48 horas, das inoculacoes, pelo método de Reed
& Miiench (1938).
Prova para a Deteccao da Crotamina

Fei enipregada a técnica adotada por Schenberg (1939) que consiste em

inocular, por via sub-cutinea, 0,5 mg de veneno crotilico contido em 1,0 ml
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de solucao de NaCl a 0,85% em cada um de dois camundongos de peso entre
23 a 25 g. A presenga de crotamina serda denunciada pelo aparecimento, nos
dois animais, de uma paralisia dos membros posteriores, dentro do prazo de
30 minutos.

RESULTADOS

TABELA I

Determinagdo da DL50 do veneno de C, d. terrificus, erotamino-positivo, de colora¢do
branca. Cada dose estava contida em 0,5 ml e era inoculada, por via intravenosa, em
camundongos de 18 a 22 g.

Deoses em microgramas

Tempo de - - DI.S
~ - — - — 450
observagao 2,00 2,40 2,88 3,46 4,15 5,00 6,00
1/2 hora 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
1 hora 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
2 horas 0/6 0/6 0/6 1/6 1/6 3/6 3/6
24 horas 0/6 2/6 4/6 a5/6 6/6 6/6 6/06 2,70 nug
48 horas 0/6 2/6 4/6 o,/6 —— —_ - 270 ny

Como se pode verificar, a determinaciao da DL530 do veneno de C. d. terri-
ficus pode ser conseguida mediante a aplicagio direta do mesmo, em camun-
dongos, isto ¢é, prescindindo de qualquer tratamento prévio, vislo ndo ocor-
rerem mortes imediatas e, principalmente, nao haver incoeréncias entre a pro-
gressao das doses e o numero de mortes, como soe acontecer com venenos
botropicos. Nio obstante, decidimos estudar a influéncia que uma dose pre-
liminar, infra-letal, do préprio veneno exerceria sobre a DL50, a semelhanca
da D.P. anteriormente feita com venenos botropicos (Furlanetto et al, 1973a e
1973b).

Provas preliminares demonstraram que 1.0 pg do mesmo veneno utilizado
na Tabela I, era a dose maxima tolerada pelos animais utilizados, sem mani-
festagbes aparentes de intoxicacio.

TABELA II

Determinacdo da DL50 do veneno de e, . terrificus, crotamino-positivoe, de coloragio

branca, em camundongos de 18 a 22 g, tratados, duas horas antes com 1,0 ng do proprio

veneno, Foi usado v mesmo veneno do ensaio anterior, Cada dose estava sempre
contida em 05 ml e era inoculada por via intravenosa,

@ oM mMicrogramas
Tempo de Doses crog as

s — — - - —— ol
observagao 200 2,40 2 88 3,46 415 5,00 6,00 e
1/2 hora 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 1/6G
1 hora 0/6 0/6 0/6 0/6 1/6 2,/6 3/6
2 horas 0/6 0/6 0/6 0/6 2/6 5/6 6/6G
24 horas 4/6 4/6 5/6 5/6 6/6 6/6 B/6 2,15 pg
48 horas 4/6 4/6 6/6 6/6 — — e 2,00 ng
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Comparando-se a DL30 da Tabela 1 (2, 70 ppg) com a Tabela II, nota-se
que houve um nitido agravamento do quadro toxico, pois o valor da DL50
baixou a 2,0 pg em 48 horas de observagio. Nao houve, pois, a dessen-
sibilizagio induzida pela dose prévia de veneno e sim, ao contrario, pode-
riamos pensar numa somatoria de efeitos.

Face aos resultados obtidos, decidimos verificar se a incoagulabilidade san-
giiinea conseguida por D.P. de um veneno botropico altamente coagulante,
alteraria a DL50 do veneno crotidlico, visto Rosenfeld et al (1970) referirem
que nos acidentes muito graves provocados por envenenamentos crotalicos
ocorre, dentre outras manifestagoes, incoagulabilidade sangiiinea. Ademais,
Furlanetto et al (1973b) demonstraram haver prote¢io cruzada entre os
venenos dos crotalideos do género Bothrops.

TABELA 1III

Determina¢do da DL50O do veneno de C, d. terrificus, crotamino-positivo, de coloracdo

branca, em camundongos de 18 a 22 g, tratados, duas horas antes, com 2 pg e

veneno de B. moojeni. Cadn dose estava sempre contida em 05 ml e era inoculadua
por via intravenosa.

Tempo de Doses em microgramas

observagio = 500 240 2,88 346 415 2500 6,00 b
1/2 hora 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 D/6
1 hora 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 D/6
2 horas 0/6 /6 0/6 0/6 0/6 1/6 2/6
24 horss 1/6 2/6 1/6 5/6  6/6 6/6 8/6 2,64 g
48 horas 1/6 2/6 4/6 0/6 b == — 264 no

Os resultados da Tabela 111, confrontados com os da Tabela I, levam-nos
a acreditar que a D.P. do veneno de B. moojeni nao interfere, em qualquer
sentide, na determinacio da DL50 do veneno de C.d.terrificus.

DISCUSSAO

A andlise dos dados contidos na Tabela I, demonstra a possibilidade do
calculo da DL50 de venenos crotalicos, crotamino-positivos, através do em-
prego de camundongos, visto que, a inoculagio por via intravenosa de doses
escalonadas do veneno, apresenta resultados que guardam intima relaciio entre
a progressio das mesmas e seus efeitos.

Tais resultados foram por nds repetidamente confirmados, embora dei-
xemos de apresentar os rvspm:ti\'uz-: pl‘{)tﬂ-cnlnﬁ, por acreditarmos serem os mes-
mos dispensaveis.

A inoculagio prévia de 1,0 pg do proprio veneno crotilico, por via in-
travenosa (Tabela II), surpreendentemente nio exerceu qualquer dessensibi-
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lizaciio as doses maiores, conforme poderia ser esperado diante dos resultados
encontrados por Rocha e Silva (1951) que, trabalhando “in vitro”, mostrou
a possibilidade de dessensibilizagao da musculatura lisa provocada pelo pro-
prio veneno. Contraria, também, o que poderia ser esperado pelos resultados
de Cheymol et al (1966) e Cheymol (1969) que, trabalhando “in situ”
constataram que a crotamina dessensibilizava a musculatura estriada, enervada
ou nevrectomisada, do rato.

Os nossos resultados mostram que nao houve dessensibilizagio “in vivo’,
pela inoculagio prévia de dose infra-letal do mesmo veneno, mas, ao contrario,
parece haver, realmente, um efeito somatorio entre a dose prévia de 1,0 pg e
as doses necessarias para a determinagiao da DL50 do veneno crotalico, crota-
mino-positivo, por nés utilizado.

Por outro lado, a inje¢io de doses infra-letais (D.P.) de veneno de B.
moojeni que, segundo Furlanetto et al (1973a e 1973b) leva a uma protecio
cruzada marcante a inoculacio de doses elevadas de venenos das serpentes
do mesmo género, nao interfere, em qualquer sentido, no valor da DL50 do
veneno crotalico, apezar da incoagulabilidade sangiiinea provocada pela ci-

tada D. P.

CONCLUSOES

1. A DL50 do veneno de Crotalus durissus terrificus (Laurenti, 1768),
de coloracao branca, crotamino-positivo, pode ser determinada através de ino-
culagoes, por via intravenosa, em camundongos Mus musculus Linnaeus, 1758
— de 18 a 22 g, sem distin¢do de sexo.

2. A inoculagio de 1,0 g de veneno crotalico, crotamino-positivo, em
camundongos, por via intravenosa, duas horas antes das doses escalonadas
do mesmo venenc, suficientes para a determinagio de sua DL50, induz a uma
baixa do valor desta., Trata-se, ao que parece, de uma somatéria de efeitos
entre a dose prévia e as doses finais.

3. Camundongos tratados com “dose preparatoria” (D.P.), do veneno
de Bothrops moojeni Hoje, 1965, nao apresentam sensibilidade maior ou menor

ao veneno de C. d. terrificus, de coloracao branca, crotamino-positivo, inocu-
lados com doses escalonadas suficientes para propiciar o caleulo de sua DL50.

SUMMARY — The utilization of mice The previous inoculation of a highly
— Mus musculus — permits the calcula- coagulant venom (Bothrops moojeni) in
tion of the LD530 of Crotalus duris- such doses that are enough to impede
Sus terrificns venom (with crotamin) by the blood coagulation (2,0 ug), does not
intravenous route. interfere with the LD50 value of Cro-
The inoculation of sublethal doses, talus durissus terrificus.

two hours before, does not desensitize

the animal, as demonstrated by the UNITERMS — Crotalus venom; LDG30
LD50 value. of Crotalus venom,
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