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Poucos e contraditérios sio os trabalhos que se referem a possibilidade de
medir o valor antitoxico dos antivenenos ofidicos tomando como indice a precipi-
tagao que eles produzem quando misturados ao veneno homologo.

LauB, em 1904, foi o primeiro a se ocupar do assunto e, trabalhando com o
sistema veneno-antiveneno cobra, chegou 4 conclusio de que se obtém precipitagio
com 0s soros preparados em coelho, mas nio com os anti-soros de cavalo.

Em 1909, CaLmeTTE & MAsson (1) verificam, todavia, também com o anti-
veneno cobra, uma correlagio bastante aproximada entre a formagio de precipitado
¢ o valor neutralizante (em camundongos) de soros preparados em cavalo, che-
gando a conclusio de que, ao contririo do que afirmava Lams, podia o antiveneno
cobra ser dosado in vifro com razodvel aproximagio

VitaL Brazir (2) manifesta-se discretamente sobre o assunto e, embora
assinale que a turvaciio observada nas misturas de antiveneno (crotilico e botro-
pico) e veneno homélogo s6 se desenvolve numa zona estreita vizinha do ponto de
neutralizagio (comprovado mediante injecio venosa no pombo), conclui que a
concordancia nio é perfeita e que, por isso, a verificagdo de precipitinas nio
pode ser utilizada para a dosagem exata dos soros antiofidicos. Do mesmo modo,
Houssay & Necrete (3), afirmam ndo haver relagio entre o poder precipitante
¢ o poder neutralizante trabalhando com soro antiofidico polivalente (anti- C.
terrificus - B, alternata - B. newsviedii) e veneno de B. alternata.

Mais recentemente (1935), MALLICK (4), com o sistema soro anti-cobra-J’ .-
russellis mais veneno de cobra, chega também a conclusio de que a floculagio,
segundo RAameN, nio pode ser usada para a aferi¢io do antiveneno, embora nio
seja aparente, dos protocolos de suas experiéncias, porque se manifesta ele tio
pessimisticamente acérca daquela possibilidade.

A mesma conclusio chegam Grosa & Kuxpa, em 1940 (5), havendo, porém,
estes autores, encontrado valores bastante proximos nas titulagbes feitas in vivo
(no pombo) e in witro (floculagio) do antiveneno Fipera russellii.
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Nos iltimos quatro anos, no Instituto Butantan, um de nés (J.B.A.), vem
acumulando dados comparativos das dosagens in wivo (por injecio venosa no
pombo, segundo VrirAL Brazin) e in vitro (misturas de 1 em3 de s6ro com quan-
tidades variaveis de veneno) de numerosos antivenenos ofidicos preparados em
cavalo, tendo chegado a definida impressio de que a precipitagio especifica pode
servir de guia seguro na aferi¢gio do soro contra o veneno da cascavel neotropica
(Crotalus terrificus terrificus), embora nio o seja no caso do antiveneno botro-
pico-

No presente trabalho tais resultados sio consubstanciados, estabelecendo-se
com maior precisio as condicdes técnicas favoraveis 3 evidenciagio do otimo de
precipitacio, quer usando-se o método dito @ (Deax & WEess), no qual dife-
rentes quantidades de antigeno sio adicionadas a uma dose fixa de anticorpo, quer
o método inverso (B), segundo Ramox, tal como se usa para a dosagem in vitro
da antitoxina diftérica e outras.

MATERIAL E METODOS

Antivenenos — Foram usados soros crotilicos monovalentes ou soros antiofi-
dicos mistos (crotdlico-botrépico), quer de sangria direta, quer purificados e con-
centrados.

Solugdo de veneno — As solugies de veneno foram preparadas a partir do
veneno-padrio do Instituto (dessecado 5 dias a 37°C) e geralmente na concen-
tragio de 1 mg por ml. Como solvente (e também como diluente no preparo
de solugGes menos concentradas) usou-se soluto de cloreto de sédio a 0.85% tam-

ponado com fosfatos a pH 7.4 e adicionado de mertiolato na proporgio de
1:10 000.

Conservadas na geladeira a 4°C, tais solucbes de veneno mantém o seu titulo
inalterivel durante 15 dias, ap6s o que comegam a enfraquecer progressivamente.

Técnica das reagoes de precipitagdo — A precipitagio das misturas veneno-
antiveneno foi estudada quer variando o antigeno, segundo Deax & WEss (método
a), quer variando o anticorpo (método P), de acordo com o método de Raxox.

Em ambos os casos fot o volume final completado a 3 ml com agua fisiolégica
e os tubos imersos em banho-maria a 50°, até 1/3 da coluna liquida neles contida,
de maneira a provocar a formagio de correntes de convencio, que aceleram a
formagio de particulas e facilitam-lhes a visibilidade. O tempo total de obser-
vacio foi de 4-5 horas. Reproduzimos abaixo o protocolo seguido na pesquisa
do 6timo de floculagio, segundo Ramox e que permite a titulagio de soros capazes
de neutralizar por ml desde 0.1 até 2.5 mg de veneno (tab. 1).
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TaserLa 1

Protocolo de dossgem pelo métode B (Ramon)

Sl Quantidade de wveneno
l- Tﬂ.“m Séro NaCQl 0.85% neutralizads por 1 ml

mg/ml de sdro

ml ml ml mg
1 0.25 2.5 0.25 0 10
2 0.25 2.1 0.65 0.12
3 0.25 1.8 0.95 0.14
4 0.25 1.6 1.15 0.16
S5 0.25 1.4 1.35 0.18
6 0.25 1.2 1.55 0.21
T 0.25 1.0 1.75 0.25
8 0.25 0.9 1.85 0.27
1 0.25 0.8 1.95 0.31
- 0.25 0.7 2.05 0.35
4 0.25 0.6 2.15 0.41
3 0.25 0.5 2.25 0.50
5 0.25 0.45 2.30 0.55
i 0.25 0.40 2.30 0 62
i 0.25 0.35 2.40 0.71
= 0.25 0,30 2.45 0,83
1 0.25 0.26 2.49 0.92
2 0.25 0.23 2.52 1.09
3 0.25 0.20 2.55 1.25
4 0.25 0.17 2.08 1.47
5 0.25 0.15 2.60 1.66
6 0.25 0.13 2.02 1.92
i 0.25 0.11 2,64 2.27
8 0.25 0,10 2. 65 2.90

Técnica das dosagens in vivo — Para as dosagens in vivo foi usado o método
da njegio venosa em pombos de 300 g, segundo ViTaL BraziL (2).

RESULTADOS E COMENTARIOS

A fim de estabelecer a melhor técnica a seguir na determinagio do otimo de
precipitaciio fizemos uma série de ensdios de tipo “checkerboard”, usando um
tnico séro para determinar os 6timos a e P.

Na tabela 2 (a,b) vém expressos os resultados obtidos.
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Tasera 2

a) Determinagdo do dtimo de precipitagdo pelo método de Dean & Webb

Quantidade de vememo, mg.

QOuantidades

1.90]1.60]1.30|1.10]0.90}0.75 n.ﬁul_o.su 0.40]0.35| Ratio "?r

de sdro, ml 2.30
0.32 105] 27 | 45| 145|220 1.87
0.39 104] 15] 25} 95 | 130 1.92
0.47 113| 40| 10} 25| 75| 95 | 108 125 1.91
0.57 10| 30| 10§ 15| 40 1.92
0.70 57| 37| 10| 12| 42]1%0 1.86
0.85 65| 50| 10| 34| 42| 45| 60 1.88
1.00 101 13| 15] 40 50) 270 1.90

b) Determinagdo do dtimo de precipilagdo pelo método de Ramon

Quantidade de sbro, mi

Quantidades 3 N ) G

de veneno [2.30]1.90]1.00]0 85]0.70]0.57]0.47]0.39]0.32]0.27]0.22;0.19]0.16] Ratic e
mg
0.35 280|120 65| 50| 70 | 1.84
0.40 200| 68| 50100 1.81
0.50 130! 45| 40140 1.85
0 60 232|115 | 42| 28| 50 1.87
0.75 137| 55| 25| 20246 1.02
0.90 260 | 240 | 140 | 102 38| 16 _l_i 42] 120 1.91
1.10 90| 45] 156] 10 81 30]135 1.92
1.30 135{ 10| 95 1 86
1.60 250 | 180 | 10| 60 1.88
1 90 22| 38135 1.90

Vé-se na tabela 2 que o antiveneno estudado se comporta como um soro
do tipo H no sentido de Bayp (6) e que os seus 6timos a e [} praticamente coinci-
dem, as ratios G/A em ambos os casos variando apenas de 1.86 a 1.92 para o
otimo a e de 1.81 a 1.92, no caso do o6timo P. Este resultado, alias baseado
em floculagGes feitas com um tunico antiveneno, esti em oposiGio ao ponto de
vista expendido recentemente (1944) por Boyp & TurNEeLL (7) de que os 6timos
a e f jamais podem coincidir. °
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Conhecido o fato que os 6timos a e [ frequentemente ciem na zona de
equivaléncia, fizemos algumas verificagdes dos sobrenadantes correspondentes a
tais precipitados e pudemos realmente comprovar, mediante injegio venosa em
camundongos, a inexisténcia de veneno livre. Esta verificagio é consubstanciada
pela concordincia entre as dosagens in vivo e in vitro de diferentes antivenenos
crotalicos, tal como se pode ver na tabela 3.
S
TApELA 3

Concordéncia enire oy dosagens in vivo (pombo) e in vitro (flocwlagdo) de
diferentes antivencnos crotdlicos

Dosagem im tico: Dosagem in tifro: 4 )
e quantidade de veneno | quantidade de veneno Rati st
el b neutralizada por 1 ml | que flocula Stimamente = in vitre
de antiveneno com 1 ml de antiveneno
mg meg
C 30 0.10 0.92(*) 0.93
0.92
0.92
(.96 0.94
1.09 0.82
C2 2.10 1.78(%) 1.2
1.64 1.3
C 178 0.50 0.50 1.0
C 103 0.30 0.27(°) 1.1
0.27
C in 0.40 0.35 1.1
C 016 0.45 0.41 3l
C 006 0.30 0.20 15
C 014 0.25 0.27 0.93
C 015 0 45 0.41 1.1
324 0.50 0.41 1 2
424 (**) 0.60 0 62 0.97

(*) Dosagens repetidas com diferentes solugles de veneno.
(**) Siro antiofidico misto capaz de neutralizar por ml, 0.6 de veneno crotilico e 1.2 de veneno bo-
trbpico.

A relagio .: :’; foi, na maioria das vezes, muito proximo de 1, so tendo
havido um afastamento aprecidvel no caso dos soros C29 e C006. Tais desvios,
que alids sio muito pequenos quando comparados, p. ex® com os observados na
dosagem do’ soro antidiftérico, nio invadem o valor da floculagio na dosagem
dos soros anti-ofidicos, uma vez que esta indica a dose justamente neutralizada

3
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por um certo volume de soro (Lo), ao passo que a dosagem in vivo indica um
valor frequentemente intermediirio entre Lo e L+ (dai ser a ratio ::::'ﬂ

quase sempre superior a 1.0).

CONCLUSOES

1. A reacio de floculagio especifica observada entre o veneno e o anti-
veneno crotalico mostra 6timos a e P praticamente coincidentes e que correspon-
dem a zona de neutralizagio.

2. Comparando-se os resultados das dosagens in z7vo (método de VitaL
BraziL) e in vitro (floculagio) de uma série de antivenenos crotalicos, obteve-se
uma ratio i® “F:“ muito proxima de 1. Dai a conclusio de que a floculagio
especifica p(l:cl;}: Servir como um guia seguro na aferigao do antiveneno crotalico.

ABSTRACT

1. The optimal proportions ratios are very close for the system Crotalus
terrificus venom-antivenin, when determined either by the alpha (Deax & WEees)
or the beta methods (Ramox).

2. The comparative titration of a series of Crofalus antivenins, by using
the flocculation and pigeon methods, showed a 2 ¥™  ratio very near to 1.0.
in wvitro
3. The conclusion is drawn that the flocculation reaction is a reliable index
for the tiration of the neutralizing potency of Crofalus antivenins.
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