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ASPECTOS METODOLOGICOS DA TITULAGAO DE SOROS
ANTIPECONHENTOS 2

W. H. A. SCHOTTLER?®

(Laboratério de Farmacobiologia, Instituto Butantan)

Ao contrario do que se passa com a titulagio de antitoxinas bacterianas,

-onde os métodos de afericio e os “padroes” comportaram efetiva estandartizagio
internacional, ainda ndo foi possivel chegar-se a acordo com referéncia aos
antivenenos (soros antipeconhentos). De facto, cada instituicio especializada
Tnesta matéria estd aplicando tipo diverso de prova e usando tipo diferente
de padrio para seus produtos. Desta maneira, é praticamente impossivel for-
mar-se opinido razoavel sobre a eficiencia desses soros, enfregues ao consumo
n0s varios paises ou contra as diferentes espécies de serpentes venencsas.

Por isso, parece oportuno apresentar as condigdes basicas a que um método
de titulacio de soros antipeconhentos deve obedecer para ser universalmente
aplicivel e examinar as dificuldades e fontes de erro inerentes i sua ex:cugio.

Comparando o problema dos antivenenos com o das antitoxinas, noti-se
uma série de diferengas caracteristicas, tais como:

(a) Trabalho apresentado mo “ Simpdsio sobre Venenos Animais”, realizado sob a
presidéncia do prof. Afrinio do Amaral, Director do Tnstituto Butantan, na sexta reuniio
anual da Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia, em Ribeirio Preto, S, P., de 8§ a
13 de Novembro de 1934,

(b) Contratado pela Secretaria de Sahde Piblica e Assisténcia Social do Govérno do
Estado de S3o Paulo (contrato registrado sob n® TC 47-53).

Recebido, para publicacio, em 18.XI.1954,



ASFECTOS METODOLAGICOS DA TITULACAO DE SOROS
ANTIPECONHEXNTOS

Nas doencgas provocadas por toxinas bacte-
rianas quanto i agio dos respsctivos soros

antitoxicos *

R p—

Nas mordeduras por serpentes venenosas-
quanto i acio dos respectivos soros anti--
peconhentos :

—

Ha poucas doencas deste género com se-
melhanga antigénica relativamente grande
dentro do typo, de maneira que, por exem-
plo, uma antitoxina diftérica fabricada na
Dinamarca tem o mesmo efeito terapéutico
em casos de difteria na Dinamarca como
na Sul-Africa, no Brasil ou na China.

e

A diferenga antigénica entre venenos até-
dentro do mesmo género de serpentes pode”
ser fundamental. Por exemplo, um anti-
veneno obtido pela imunizacio com veneno-
da cascavel norte-americana Crofalus eda-
mantcus é sem valor pritico no tratamento”
de uma picada p=la cascavel sul-americana
Crotalus terrificus.

=

A abundancia dos casos clinicos minudcio-
samente estudados permite a avaliagio es-
tatistica do wvalor curativo das antitoxinas
¢ 0 estabelecimento de um esquema de do-
seamento eficaz para a medcacio antitd-
xica bacteriana.

O nimero de casos de ofidismo que che-
gam a observagio critica de médicos es-
pecializados é tio limitado, que nenhuma
conclusio sobre a eficiéncia da soroterapia
antipeconhenta pode ser tirada da clinica.

Decorre, em geral, um longo intervalo de
tempo entre a manifestacio da doenca ¢ a
acumulagio de um nivel letal de toxina,
dando assim ampla margem para o inicio
da soroteripica antes de serem provoca-
dos danos irremediiveis no organismo do
paciente,

e

Numa mordedura por SCIPemie  venenosa,
a vitima recebe bruscamente toda a quan-
tidade de veneno. Desta mansira, sempre
existe a dose final (concentracio), ¢ mui-
tas wezes fatal, de veneno no corpo do*
picado antes da aplicacio do antisoro.

m—

A quantidade de toxina produzida no de-
correr de uma doenca bacteriana é sempre
desconhecida e, por consegiiéncia, tambem
O € a ne=cessiria dose da antitoxina.

n - A -
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E conhecida, ou pode ser apurada, a quan-=
tidade mixima de veneno, que uma ser-
pente de determinada espécie possa injetar
na pior das hipiteses, pelo peso das doses-
individuais obtidas na extracio da pego-
nha em grande nimero de exemplares
dessa espécie

=

E dificil reproduzir oy mesmo imitar a
doenca humana em animais de laboratério
sob condicdes controladas,

— e i T

A mordedura por cobra wvenenosa efe-
tua-se como simples injegio subcutinea ou
mtramuscular ficilmente reproductivel em’
animais de laboratério, pois o aparclho’
moculador é técnicamente idéntico a uma
agulha hipodérmica.

—

As toxinas bacterianas para fins de estudo
sdo produzidas por bactérias cultivadas em
meios de cultura artificiais, cja compo-
sicio pode alterar as qualidades das to-
xinas désses germes de maneira, tornan-
.do-as difsrentes do produto natural.

e p SRS

Podem-se obter os venenos ofidicos exacta~
mente em estado natural e inalterado.
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Baseando-se nos fatos relatados, pareceria 4 primeira vista bastante facil
estabelecer um método eficiente para a titulagio dos antivenenos. Seria somente-
necessirio determinar a dose mortal de um veneno em animais de laboratério:
uma vez, sem tratamento consecutivo; e, outra vez, com administracio da dose
do soro a ser aferido. A diferénga entre estas duas doses letais da peconha
devia representar a quantidade de veneno neutralizada pela acio de certo
vomume do antivereno. DBastaria entio, teoricamente, calcular a dose do soro
que corresponde a quantidade maxima de veneno injetivel pela espécie ofidica
em questao, para saber quanto soro seguramente protege a vitima mesmo na
pior eventualidade.

Na tentativa de por esle principio em pritica, surgem muitas dificuldades,
sendo a primeira destas a escolha do tipo de animal de laboratério a ser empregado.
Sabendo que a sensibilidade de cada animal a qualquer principio téxico é indi-
vidualmente diferente, é logico que quanto maior {6r o niimero de espécimes
utilizados, tanto mais certa seri a informaciio assim obtida. Deste ponto de
vista, apresenta-se como espécie mais apropriada o camundongo, pelo menor
custo de sua criagio, pela maior disponibilidade do nimero de exemplares e
pela facilidade de manipular grande nimero de individuos ao mesmo tempo
em lugar relativamente pequeno. Outra vantagem que recomenda o uso do
camundongo é a evidente economia do material a ser investigado devida ao-
baixo peso destes animais.

Mostra, porém, a pratica que o emprégo de grande numero de animais,
na deternuinagio da toxicidade de um veneno, em si nido garante a obtencio
de resultados numéricos satisfatérios. Assim, entre centenas de pesquisas con-
géneras, empregando mesmo cem e ainda mais animais para uma tnica titulacio,
a zona de erro do resultado numerico obtido, estatiscamente acertada, alcancou
até mais de 1009 do valor médio por via endovenosa e até 170% por via
subcutinea, com venenos botropicos (1). Foram excluidas, nestas investigacoes,
como fontes de erro conhecidas, a diferenca do sexo dos animais de laboratério
(2. 3), diferengas do ambiente, tais como temperatura (4. 3). estacio do ano
(1, 6), tipo de gaiola para contengio dos animais (7) e volume de liquido
injectado. Outros factores, porem, que podem influenciar a resisténcia de ani-
mais de laboratorio, nio eram controlaveis nas determinacdes acima referidas
devido a circunstiancias peculiares a prova. Neste caso, os animais usados nio
procediam de linhagem pura da mesma prole, nem havia entre eles homogeneidade
relativamente ao peso (8), e a idade (9), nem com referéncia & idade dos
seus progenitores no acto do acasalamento (10). Além disso, variava o espago-
a disposi¢io de cada animal no decorrer das pesquisas (7), pois, nio obstante o
nimero de animais por gaiola ser igual no inicio da titulagio, variagdes da
mortalidade nos diferentes lotes de animais provocavam desigualidades na den-
sidade de exemplares nas gaiolas durante a investigagio. Outrossim, nio foi
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[possivel — e, de facto, nunca o é — injetar varias doses de veneno no mesmo
volume e tambem na mesma concentracio (8). Nem podia ser efectuado o
cumprimento somente desta tltima exigéncia de nenhum jeito, pois, no men-
«cionado trabalho (1), a proporgio entre a dose de veneno mais baixa e a mais
alta chegou a ser de 1: 6.000.

Ademais, intervém ai outro factor que provivelmente contribuira para a
irregularidade da reacgio dos animais em face do veneno. Tal factor é a compo-
sigio complexa das peconhas, e isto, porque um venenc contém virios componen-
tes toxicos com propriedades farmacodinimicas bem diferentes. sem que haja
paralelismo nas sensibilidades individuais dos animais de laboratorio para com

- estes diversos principios activos. Por exemplo, um animal pode ter um sistema
Nervoso muito resistente contra a accio neurotéxica de um veneno, mas possuir
um endotélio capilar que facilmente sucumbe i accao chamada hemorrigica do
MEeSmo veneno, emquanto num outro animal da mesma espécie a situagiao €
cxactamente a oposta. Assumindo que mais de dois tais factores possam inter-
vir no eéxito letal pelo envenenamento ofidico, pode-se imaginar o grande
numero de combinacdes possiveis que determinam a sensibilidade global de um
animal individualmente e, assim, a grande margem de erro causada s6 por esta
complicagio.

Um dos problemas mais importantes na determinagio da toxicidade de
um veneno, alias em qualquer ensaio biclégico, é a necessidade de poder repro-
duzir os resultados na repeticio da prova. Pesquisas realizadas para esta
finalidade com seis venenos botropicos (1) ndo deram resultados muito satis-
factorios. Assim, em 43 pares de afericio da toxicidade, 14 vezes os resultados
mostraram-se estatisticamente diferentes, tendo sido de 1: 10 a maior discrepan-
<1a verificada entre dois resultados correspondentes.

Os factores responsiveis por esta falta de concordincia sio representados,
ora por diferencas do material animal relativamente 20s indices Ja enumerados,
ora por diversidades na alimentagio dos animais e em outras condigies externas
da pesquisa, tais como temperatura do ambiente. hora de injegio, etc.. Para
a explicagiao das discordincias na repeti¢io da mesma prova devem-se também
tomar em consideragio possiveis alteracdes nas propriedades farmacolégicas dos
venenos pela armazenagem (11), pois ainda nio se achou um metodo simples
que seja absolutamente satisfactério para a conservagao de venenos ofidicos. Que
este ultimo factor, porém, nio é sempre responsivel, é evidente pela observacao
de que em certos casos a dose letal da mesma amostra de veneno se revelou
menor ¢, portanto, aumentada a toxicidade, na repeticio da prova depois de
decorridos alguns meses.

Nio € surpreendente que, na maior parte dos venenos animais, a dose
fatal, para a mesma especie de animal de laboratorio e em fungio de seu peso,
dependa da via de inoculagio do material, no sentido de que consideravelmente
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menor quantidade de veneno é necessaria para provocar a morte pela injegio

‘endovenosa do que pela administragio subcutanea (1, 3). Nota-se como uma das

raras excepgoes o comportamento de certos venenos escorpionicos, cujas doses
letais correspondentes a estas duas vias de aplicagio ndo mostram diferenga
apreciavel (12). Todavia, um fenomeno bem embaragoso foi observado na
determinacio da aatitoxicidez de varias peconhas botropicas em camundongos (1).
Os resultados destas investigacoes indicam que niao ha paralelismo nas interrela-
Coes entre estes venenos, estabelecidas peles dois modos de inoculagio; ou, em
outras palavras, verifica-se que a ordem de toxicidade destes venenos revelada
pela injecao endovenosa € inversa a obtida na prova subcutanea. Assim, por
exemplo, a peconha mais toxica pela administragio na veila — neste caso um
veneno de Caicaca (Bothrops atrox) — era a mais fraca na prova por via
hipodérmica. Esta observagao reforca a hipitese de que o mecanismo farma-
codinimico da morte pelo envenenamento botropico é diferente nas duas vias de
aplicacio, embora se precisem de mais estudos sobre o assunto antes de se
poder generalizar tal opiniio.

A situacio torna-se ainda mais complicada quando se considera que a
diferenca da toxicidade entre varias amostras de veneno da mesma espécie ofidica,
cada uma escolhida de centenas de exemplares, pode ser extremamente grande.
Assim é que, por exemplo, cinco amostras de pegonha de Jararacugu (Bothrops
jararacussu) revelaram doses mortais médias, por via subcutinea em camundon-
gos, de 5, 20, 35, 39 mg/kg, ¢, em duas provas separadas, uma vez 38 e outra
vez 100 mg/kg (1, 13).

Se ¢ indiscutivel que todos estes factores tém papel importante dentro de uma
mesma espécie de animal de laboratério, a dificuldade cresce quando se faz
a comparagio de resultados obtidos em diferentes tipos de animais, dada a
diversa sensibilidade de cada espécie para com as varias peconhas. Por exemplo:
com relacio a serpentes da Austrilia, um veneno do Pseudeclts guttatus se
mostrou mais toxico do que um veneno da Denisonia superba para o rato,
mas menos toxico para o camundongo (14, 15).

As dificuldades e fontes de erro até agora relatadas referem-se somente a
determinacio pura e simples da dose mortal do veneno. Logicamente, elas se
revelam igualmente na determinag¢io da poténcia do antiveneno, quando o veneno
¢ combinado com soro anti-pegonhento, o que introduz novos factores (variantes)
na prova. Assim, nio hia conformidade entre a dose de veneno neutralizada
por certo volume de soro, aferida pela prova subcutinea e pela endovenosa (1, 3):
por exemplo, a mesma quantidade de um soro anti-jararaca neutralizou 15 mg de
um veneno de jararacussu na titulagio por via endovenosa, contra 195 mg na
titulacio por via subcutanea (1). Outra dificuldade impoe-se pelo facto de
a neutralizacio de veneno por antiveneno nio obedecer i regra das proporgdes
multiplas (3. 16, *17) e, assim, 2 ml de certo soro nio neutralizarem o dobro,
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mas algo menos do dobro, do mesmo peso de vaneno que é neutralizado por
1 ml. Pode-se até chegar a uma dose de veneno que nio seja mais possivel de
neutralizar por qualquer aumento da quantidade de séro (3).

Conforme nos parece, todos os institutos que se ocupam com a titulacio de
soros antipegonhentos, usam métodos baseados na neutralizagio do veneno pelo
antiveneno “in vitro”, feita antes da inoculagio da mistura em animais de labo-
ratorio. Admite-se que este proceder, executado com todas as cautelas para
diminuir as possibilidades de érro acima acusadas, permita a comparacio entre
dois, ou mais, soros. Infelizmente, os resultados numericos assim obtidos nio
fornecem informacgio segura sobre a dose de antiveneno a ser eficientemente
aplicada no tratamento de casos humanos de ofidismo.

Nio resta divida de que o valor terapéutico de um antiveneno s6 pode ser
comprovado mediante a perfeita imitacio do fenémeno natural, 1. e., aplicando-se
0 soro depois da inoculagio subcutinea ou intramuscular do veneno, e este
tipo de investigacio foi iniciado; em cies, no Instituto Butantan ja ha mais de
trinta anos (18). Ademais é indispensavel experimentar com as doses maximas
de peconha que uma serpente possa injectar, e isso exige o emprego de animais
de grande porte na pesquisa, quer dizer do cio para cima. Tal exigéncia nao
deve ser considerada como original ou mesmo irrisoria, pois ja foi por vezes
tentada em pritica. Por exemplo, com o gasto de mais de 120 carneiros:
foram executadas investigaces sobre o valor curativo do garrote (constrigio)
no tratamento do ofidismo experimental (19), e com o emprego até de cavalos
foram feitas outras pesquisas sobre venenos (14, 20).

Injectando a dose maxima de veneno que existe disponivel nas glindulas
de determinada espécie ofidica e aplicando o soro destinado ao tratamento de
tais casos apoés intervalo razoavel, talvez de meia hora, poder-se-ia verificar s€
volumes admissiveis de antiveneno exercem um efeito benéfico no envenenamento.
Um soro antipegonhento que, nestas condigoes, acusasse propriedades curativas
satisfactorias poderia servir como padrio, contra o qual novos produtos do mesmo
genero pudessem provivelmente ser titulados mediante o emprégo de animais
menores em condigdes experimentais semelhantes.

Por mais laboriosa e custosa que esta tarefa possa parecer, devia ser
atacada, com o objectivo de se transformar o atual mistério que cerca a titulagaor
de soros anti-peconhentos em método pratico, acessivel e cientificamente fun-
dado. Justificar-se-iam o trabalho e as despesas assim exigidas i luz dos alga-
rismos impressionantes obtidos num inquérito recem-realizado pela Organizagio
Mundial de Saide (21), o qual mostrou que, fora da Europa Central, da Unido"
Soviética e da China, cérca de 500.000 pessoas sio anualmente mordidas por
serpentes, com resuvltado fatal em 30.000 a 40.000 désses casos.
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RESUMO

Os metodos actualmente usados para a titulagio de soros antipeconhentos
sdo diferentes em cada pais e somente tém em comum nio permitirem a deter-
minagio do valor terapéutico de tais produtos. Além da necessidade de evitar
©s erros inerentes & determinagao da toxicidez de venenos e da afericio da sua
neutralizagdo por antivenenos, e de achar cs factores responsiveis para tais erros,
€ preciso estabelecer soros padroes para os antivenenos, de forma semelhante i
adoptada para as antitoxinas bacterianas. Para servir como padrio, um deter-
minado soro antipeconhento deve, em volume razodvel, ser capaz de salvar a vida
de um animal susceptivel, préviamente injectado com a quantidade maxima de
veneno que algum exemplar da espécie ofidica correspondente pode inocular
na picada.

SUMMARY

The methods now used in the titration of antivenins vary from country
to country. In common they only have the fact that they give no indication of
the therapeutic value of such serums. It is, therefore, necessary not only to
establish standards for antivenins like those adopted for antitoxins but also
to avoid the errors inherent to in the determination of the toxicity of venome
and of their neutralization by the specific antivenin as well as to trace the
factors responsible for such errors. In order for an antivenin to serve as
standard, it must, in a reassonable amount, be able to save the life of a susceptible
animal that has been previously inoculated with the maximum amount of venom
any specimen of the corresponding species of snake may inject on biting.
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