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RESUMO: Os autores comprovaram que a inoculagio intraperi-
toneal em camundongos é também adequada para evidenciar as
reagoes de soroneutralizagao paraecspecificas, entre venenos e anti-
venenos botrépiccs. Os untivenenos de B. jararaca, B. moojeni e B,
neuwwiedi foram estudados frente aos venenos das espécies B. jara-
reca, B. alternatus, B. cotiara, B. newwiedi, B. pradoi, B. jara-
racussu e B. moojeni. Conforme os resultados obtidos e cenfirmando
trabalhos anteriores, fica comprovado que a mensuracao da atividade
dos componentes toxicos, ao invés dos coagulantes, é a conduta mais
adequada para o estudo dos venenos botropicos, pois possibilita a
adogiio de um modelo satisfatorio que permite a quantificacao,
com elevada reprodutibilidade, dos fatores responsdveis pela con-
seqliencias mais graves, inerentes aos acidentes botrépicos.

UNITEERMOS: Soroneutralizacao paraespecifica de venenos botré-
picos; reagoes cruzadas entre venenos e antivenenos botropicos;
emprego de camundongos na soroneutralizagido eruzada de venenos
botrépicos.

INTRODUCAO

A neutralizacio cruzada entre venenos botrépicos e os antivenenos

especificos e paraespecificos mono e polivalentes, tem sido investigada
desde ha m1_1ito tempo. Brazil e Rangel Pestana?® (1909) e Vellard 1°
(1930) realizaram tais observacdes “in vivo”, utilizando pombos nos
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quais promoviam inoculacoes por via intravenosa; os animais eram obser-
vados durante 20 a 30 minutos® % Nestas condicdes eram analisadas
somente as manifestacoes devidas & atividade coagulante desses venenos
e nao as devidas aos seus componentes toxicos.

Césari e Boquet* (1937), utilizando o método de Calmette, estuda-
ram as reacoes cruzadas entre venenos e antivenenos ofidicos. Conclui-
ram que os antivenenos neutralizaram, satisfatoriamente, os venenos
especificos e eram total ou parcialmente destituidos de capacidade
neutralizante para outros venenos nio especificos.

Schottler % 11 Christensen ® (1966) e Puranananda e col.? (1966),
por outro lado, empregaram as vias intravenosa e subcutinea de camun-
dongos. Bolafios e col.! (1975), mais recentemente, utilizaram a via
intraperitoneal desses animais para a titulacio de antivenenos monova-
lentes e polivalentes correspondentes ao género Micrurus.

Rosenfeld e col.® (1962) e Rosenfeld e Kelen® (1966), demons-
trando “in vitro” a neutralizacido do fator coagulante através de reacoes
cruzadas entre os venenos e antivenenos ofidicos, concluiram que o
veneno de B. cotiara possui antigenos comuns a todos os venenos ofidicos
por eles estudados.

Siles Villarroel e col. * (1976/77), através de técnicas de imunodi-
fusdo, demonstraram a existéncia de varios componentes comuns entre
sels venenos botropicos, o que lhes possibilitou separar essas pegonhas
em dols grupos, com caracteristicas distintas.

Conforme demonstramos em trabalhos anteriores !* * 15, a inoculacao
intraperitoneal em camundongos se constitui num recurso satisfatorio e
adequado para a titulaciao de venenos e para o doseamento de antivenenos
botrépicos. Aplicando a metodologia entio desenvolvida, nos propusemos,
agora, a verificar a neutralizacio dos componentes téxicos de sete venenos
botropicos, através de reacdes paraespecificas, utilizando antivenenos
monovalentes.

MATERIAL E METODOS

1. Venenos botropicos

A origem e o processamento técnico dos sete venenos utilizados
(B. jararaca, B. alternatus, B. cotiara, B. neuwiedi, B. jararacussu e
B. moojent) foram descritos em trabalhos anteriores '+ 1,

2. Anlivenenos botrdpicos

Utilizamos os antivenenos de B. jararaca, B. moojeni e B. neuwiedi,
monovalentes, fornecidos pelo Instituto Butantan e apresentando os
titulos 10,0 mg/ml, 4,0 mg/ml e 2,0 mg/ml, respectivamente.

3. Animais utilizados e vias de inoculagdo

Utilizamos camundongos adultos jovens, de 18 a 22 g, sem distincio
de sexo, nos quais as inoculac¢des eram realizadas por via intraperitoneal ;
o periodo de observacao foi de 48 horas.
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4. Neutralizacido eruzada dos antivenenos botriopicos

Devido i sensibilidade dos animais ao fenol (agente preservativo),
todos os antivenenos foram diluidos a 1/2. Para a realizacio das raacdes,
tanto as especificas como as cruzadas, foi mantido constante o volume
dos antivenenos (0,5 ml), sendo a eles adicionadas doses variadas do
veneno e completado o volume para 1,0 ml, com a adicio de solucio
salina (solucio de cloreto de siédio a 0,85%). A mistura era, entio,
incubada a 37°C durante 30 minutos e integralmente inoculada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés antivenenos botrdpicos monovalentes foram titulados, através

de. reacoes especificas e paraespecificas, frente aos sete venenos
utilizados. Os resultados constam das tabelas 1 a 10,

TABELA 1

Doseamento do antiveneno de B. jararaca (0,5ml), colocade frente ao veneno de B, jararaca
(DL50 = 44,58 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 e.

Veneno de B, jararaca Sol. salina Tempos de observacio
Incubacio
mg ml ml 24 h 48 h
2,50 0,250 0,250 37°C 0/G 0/6
2,70 0,275 0,225 0/G 0/6
3,00 0,300 0,200 X 0/6 0fG*
3,25 0,325 0,175 0/6 bf8
3,50 0,350 0,150 30 min. /6 GG

* Titulo: 1ml de antiveneno de B. jararaca neutraliza 12 mg de veneno especifico.

TABELA 2

Doseamento do antiveneno de B, jararanca (0,5ml), colocado frente ao veneno de B, alternatus
(DL50 = 64,14 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de . alternatus Sol. salina Tempos de observacio
Incubacio
mg ml ml 24 h 48 h
1,50 0,150 0,350 a7°C 0/G 0/6
1,75 0,175 0,325 0/G 0/G*
2,00 0,200 0,300 X 0/G 1/6
2.25 0,225 0,275 2/G 36
2 50 0,250 0,250 30 min. 3/6 6/6

* Titulo: 1ml de antiveneno de B. jararaca neutraliza Tmg de veneno de B. alternatus.
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TABELA 3

Doseamento do antiveneno de B. jeraraca (0,5 ml), colocado frente ao veneno de B. cotiara
(DL50 = 106,86 pg) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 ¢

Veneno de B. cotiara Sol. salina Tempos de observacio
Incubacgio
mg ml ml 24 h 48 h
1,00 0,100 0,400 37°C 0/6 0/6
1,25 0,125 0,375 0/6 0/6
1,50 0,150 0350 X 0/6 0fG*
1,75 0,175 0,325 1/6 2/6
2,00 0,200 0,300 30 min. 3/6 G/6

* Titulo: 1ml de antiveneno de B. jararaca ncutraliza 6mg de veneno de B. cotiara.

TABELA 4

Doseamento do antiveneno de B. jararaca (0,5ml), colocado frente ao veneno de B. nenwiedi
(DL50 = 54,17 pe) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 £.

Veneno de B. newwiedi Sol. salina Tempos de observacio
Incubacio
meg ml ml 24 h 48 h
0,756 0,075 0,425 37°C 0/6 0/6*
1,00 0,100 0,400 0/6 2/6
1,26 0,125 0,375 X 1/6 3/6
1,50 0,150 0,350 2/6 4/6
1,75 0,175 0,325 30 min, 4/6 g/6

* Titulo: 1ml de antiveneno de B. jararaca neutraliza 3 mg de veneno de B. neuwiedi,

TABELA b

Doseamento do antiveneno de B. jararace (0,5ml), colocado frente ao veneno de B. pradoi
(DL50 = 95,41 pg) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em eamundongos de 18 a 22 e,

Veneno de 8. pradoi Sol. salina Tempos de observacio
Incubacio

mg ml ml 24 h 48 h
0,50 0,050 0,450 37°C 0/6 0/6
0,756 0,075 0,425 0/6 0/6*
1,00 0,100 0,400 X 2/6 3/6
1,25 0,125 0,375 a/6 1/6
1,50 0,150 0,350 30 min. 6/6 —

* Titulo: 1ml de antiveneno de B. jararaca neutraliza 3mg de veneno de B. pradoi.
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TABELA 6

Doseamento do antiveneno de L. jararaca (0,5 ml), colocado frente 2o veneno de B. jararacussu
(DL50 = 103 79 ug) e inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de DB, jararacussu Sol. s=alina Tempos de observagio
Incubagiio
mir ml ml 24 h 48 h
0,50 0,050 0,250 37°C 0/6 0/6
0,75 0,075 0,425 0/6 0/a
1,00 0,100 0,400 X 0/6G 0/G*
1,25 0,125 0,375 o/ oG
1,50 0,150 0,350 30 min. Gf6 —_

* Titule: 1ml de antiveneno de P. jararaca neutraliza 4 mg de veneno de B. jararacussu.

TABELA 7

Doseamento do antiveneno de B. jararaca (0,5ml), colocado frente ao veneno de B. moojeni
(DL50 = 105,50 ug) ¢ inoculado, por via intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Venenoe de B. moojeni Sol. salina Tempos de observagio
Incubagiio
mg ml ml 24 h 48 h
0,75 0,075 0,425 37°C 0/6 0/6
1,00 0,100 0,400 0/6 0/a
1,20 0,125 0,375 X 0/6 0/6*
1,60 0,150 0,350 1/6 1/6
1,76 0,175 0,325 30 min. 5/6 6/6

* Titulo: 1ml de antiveneno de B. jararaca neutraliza 5mg de veneno de B. moojeni.

Visando propiciar uma andlise global, incluimos a tabela 8, que
sumariza todos o0s resultados das reacoes de neutralizacdo realizadas
entre o antiveneno de B. jararaca e os sete venenos.

TABELA B

Titulos apresentados pelo antiveneno de B, jararaca quandoe colocado frente nos sete venenos
botrépicos; o poder neutralizante esti expresso em mg/ml e em DL50/ml.

Titulos do antiveneno de B. jararaca
Venenos

mg/ml DL50/ml
B. jararaca 12,0 269,18
B, alternatus 7.0 109,14
B. cotiara 6,0 bE,16
B. newwiedi 3,0 655,38
B. pradoi 3,0 31,44
B. jararccussu 4,0 38,54
B, moojeni 6,0 47,39
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A andlise dos dados expostos permite constatar que, quando da
reacio especifica, 1 ml do antiveneno de B. jararace neutraliza 12,0 mg
ou 269,18 DL50 do veneno e quantidades variaveis das demais peconhas,
conforme o nuimero de componentes imunogénicos comuns. Assim, as
quantidades de veneno de B. alfternatus e B. cotiara neutralizadas
(7,0mg'ml e 6,0 mg/ml, respectivamente) demonstram que estes
venenos poderiam ser considerados antigenicamente préximos ao veneno
de B, jararvaca. Alias, este fato ja tinha sido por nods anteriormente
demonstrado, através de técnicas imunoquimicas ,

As tabelas 9 e 10 expressam os resultados observados quando dos
testes de soroneutralizacio entre os antivenenos especificos de B. moojeni
e B. neunwiedi frente aos venenos estudados.

TABELA 9

Titulos apresentados pelo antiveneno de B. meejeni quando colocado frente aos sete venenos
botrépicos: o poder neutralizante estd expresse em mgeg/ml e em DL50/ml.

Titulos do antiveneno de B. moojeni
Venenos

mg/ml DL50/ml
B. moojeni 0,0 47,39
B. jararaca 5,0 112,16
B. alternatus 2,0 77.95
B. cotiara 3,0 28,07
B. neuwiedi 3,0 6038
B. pradoi 3,0 31,44
B. jararacuseu 3,0 28,90

A atividade do antiveneno de B. moojeni é a mesma para oS8
venenos de B. moojeni, de B. jararaca e de B. alternatus, quando
expressas em mg de veneno neutralizado. Todavia, quando comparadas
as atividades em DLH0 neutralizadas, o antiveneno de B. moojeni, ¢
mais ativo para os venenos de B. jararaca, de B. alternatus e de B.
newwiedi, que para o veneno especifico.

TABELA 10

Titulos apresentados pelo antiveneno de B. neuwiedi quando colocado frente nos sete venenos
botrdpicos; o poder neutralizante esti expresso em mg/ml ¢ em DL50/ml.

Titulos do antiveneno de B, newwiedi
Venenos

mg /ml DL50/ml
B. newwiedi 3,0 55,38
B. jararaca 2,0 44,86
B. alternatus 1,0 15,60
B. cotiara 1,0 9,36
B. pradei 3,0 31,44
B. jararocussu 2,0 19,27
B. moojeni 2.4 22 75
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Quanto ao antiveneno de B, neuwiedi, verificamos igual eficiéncia
de neutralizacdo cruzada para o veneno da espécie B. pradoi, seguida
pelas espécies B. moojeni, B. jararaca e B. jararacussu, quando analisados
em termos de mg de venenuv neutralizados por ml.

Assim, além de demonstrar, satisfatoriamente, a ocorréncia de rea-
¢oes cruzadas entre os varios venenos e antivenenos botrdpicos, através
de inoculaciao intraperitoneal em camundongos, confirmamos, também, a
conveniéncia de que a titulacio dessas substincias biolégicas se relacione
a soroneutralizacio dos componentes toxicos desses venenos.

Os nossos resultados nio podem ser cotejados com os de outros auto-
res, que utilizaram critérios diferentes quanto aos animais de experimen-
tacdo e as vias de inoculacio. Como exemplos, Brazil e Rangel Pestana?
(1909) e Vellard * (1930) usaram pombos, enquanto que Césari e Boquet *
(1937) empregaram coelhos; por outro lado, Schittler * !, empregou as
vias intravenosa ¢ subcutinea de camundongos. No entanto, nossos resul-
tados permitiram o estabelecimento de um modelo experimental que se
presta, satisfatoriamente, para as finalidades as quais nos propusemos.
A demonstracio da importancia da quantificacido dos componentes toxicos,
ao invés dos coagulantes, quando da titulacio de venenos e antivenenos
botrdpicos e a comprovagido da existéncia de neutralizacio cruzada, quer
nos parecer terem aberto novas perspectivas para o estudo do ofidismo,
permitindo-nos recomendar este método como o mais condizente com as
propriedades farmacologicas desses venenos.

CONCLUSOES

1. O emprego da via intraperitoneal de camundongos nos possibilitou
demonstrar, satisfatoriamente, a soroneutralizacio paraespecifica,
com a utilizacio dos antivenenos de B. jararaca, B. moojeni e B.
neuwiedi, colocados frente aos venenos botrdpicos estudados;

2. o antiveneno de B. jararaca neutraliza, com maior eficiéncia o veneno
especifico, seguindo-se dos venenos das espécies B. alternatus e B.
cotiara;

3. o antiveneno de B. moojeni neutraliza, com igual eficiéncia, os vene-
nos das espécies B. jararaca, B. alternatus e o especifico;

4. o antiveneno de B. neuwiedi neutraliza, com igual eficiéncia, os vene-
nos das espécies B. pradoi e B. neuwiedi, seguindo-se dos venenos
de B. moojeni, B, jararaca e B. jararacussu.

ABSTRACT: The authors demonstrate that the intraperitoneal
inoculation in mice is also appropriate to evidence the reactions of
paraspecific neutralization between sera of bothropie venoms and
antivenins. The antivenins of B. jararaca, B. moojeni, and B. neu-
wiedi were studied in relation to the venoms from the species B. ja-
raraca, B. alternatus, B. cotiara, B. neuwiedi, B. pradoi, B. jara-
racussu and B. moojeni. According to the obtained results, and
confirmed by prior studies, it is proven that in measuring the
activity of the toxic instead of the coagulant components would be
more adequate for the study of bothropic venoms, since this proce-
dure facilitates the adurtiun of a highly reproductive quantification
of the factors responsible for the more serious consequences inherent
to ophidic accidents.
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