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RESUMO: Os autores compararam, em camundongos, a eficiéncia
das vias intraperitoneal e intravenosa na determinagio da atividade
toxica de venenos crotilicos crotamino-positivos e crotamino-negati-
vos. Verificaram a validade do uso de ambas as vias, tendo a intra-
peritoneal se revelado mais sensivel. O mesmo modelo experimental
demonstrou ser eficiente para o doseamento dos antivenenos especifi-
cos, nio sendo observadas diferencas relativas is vias de inoculagao.
Todavia, nas reacoes cruzadas, o antiveneno crotialico erotamino-posi-
tivo demonstrou maior capacidade neutralizante do que o crotamino-
-negativo. Este fato sugere o emprego do veneno crotamino-positivo
para o preparo e doseamento dos antivenenos de Crotalus durissus
terrificus do Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: Venenos e antivenenos crotalicos — Titula-
¢iao de venenos e antivenenos, em camundongos.

INTRODUCAO

A atividade do veneno crotilico, predominantemente neurotéxica e
nefrotoxica ' ™ ® ainda é determinada, segundo preconiza a Farmacopéia
Brasileira® (1977), pelo método de Vital Brazil? (1907). Consegiiente-
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mente, o mesmo critério é aplicado para a titulagdo do antiveneno
respectivo.

Siles Villarroel ¥ (1977), Siles Villarroel e cols. * 15 16 17 trabalhando
com venenos botrépicos e elapidicos, propuseram a substituicdo daquele
método, demonstrando as vantagens do emprego do camundongo e das
vias intraperitoneal e intravenosa, conforme o caso, para as inoculacoes.

Em relacio ao veneno crotilico, algumas observacdes ja foram
realizadas por Kocholaty e cols.® (1968) e Kocholaty e cols.” (1971),
que utilizaram camundongos e as vias intraperitoneal e intravenosa, para
a inoculacdo de venenos de C. durissus durissus e C. durissus terrificus.
Coneluiram que a via intravenosa revela melhor acio do veneno do que
a intraperitoneal. Por outro lado, Bolafos! (1972), verificando a
toxicidade do veneno de Crotalus durissus durissus da América Central,
também utilizou ecamundongos e aquelas duas vias de inoculacio.
Observou, ao contrario, que a via Intraperitoneal evidencia maior
suscetibilidade do animal ao veneno inoculado.

Aparentemente, existe uma discrepancia entre os dois resultados;
todavia, em seus trabalhos, esses autores ndo forneceram maiores
informacoes sobre a composicao do veneno empregado.

Rolim Rosa e cols.? (1973), entre nés, empregaram camundongos
que receberam veneno de Crotalus durissus terrificus, crotamino-positivo,
pela via intravenosa. A crotamina confere ao veneno crotilico crotamino-
-positivo, propriedades bioquimicas e farmacologicas diferentes daquele
negativo, estando esta diferenca de composicio diretamente relacionada
com a distribuicao geografica das serpentes.

Na auséncia de informacoes a respeito, procuramos verificar se
ocorrem variacoes na toxicidade dos dois tipos de venenos de Crotalus
durissus terrificus — crotamino-positivo e erotamino-negativo — segundo
as vias de inoculacio. Como observacdes complementares, aplicamos,
também, o mesmo modelo experimental para o doseamento dos antivenenos
especificos e nas reacoes de neutralizacio eruzada.

MATERIAL E METODOS

Veneno crotdalico

Foram utilizados venenos de serpentes Crotalus durissus terrificus
(Laurenti 1768), crotamino-positivos e crotamino-negativos, obtidos por
extracio manual de diversos animais adultos, dessecados a vicuo e
mantidos em geladeira a = 4°C. Quando de seu emprego, foram feitas
solucdes concentradas a 1% em solucéio de NaCl a 0,85% das duas espécies
de venenos. A partir destas, foram preparadas todas as demais diluicoes
utilizadas nos ensaios.

Prova para a delteccdo de crotamina

A crotamina foi verificada conforme Schenberg * (1959), através
de prova “in vivo”,
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Antiveneno crotilico

Os antivenenos especificos, obtidos em cavalos hiperimunizados pela
primeira vez, foram purificados e concentrados segundo o método de
Pope modificado* e utilizados obedecendo aos critérios adotados em
trabalhos anteriores 1% 15 17,

Animais utilizados

Foram utilizados camundongos brancos (Mus musculus Linnaeus,
1758), pesando 20,0 ¢ =+ 2,0 g, procedentes do Biotério do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP, que receberam inoculacoes pelas vias
intravenosa e intraperitoneal, num volume de 0,5 e 1,0 ml, respectivamente.
Em todos os ensaios, foram utilizados lotes de seis animais por dose,
sem distin¢gio de sexo. Apoés as inoculacbes, esses animais foram
observados aos 10, 30 e 60 minutos, as 24 e 48 horas. A toxicidade dos
venenos foi determinada em termos de DL, segundo o método de Reed
& Miiench ® (1938).

RESULTADOS

Para facilitar a realizacio dos ensaios, previamente foram deter-
minadas as zonas de toxicidade dos wvenenos crotamino-positivos e
crotamino-negativos, inoculados pelas vias intravenosa e intraperitoneal.
De posse desses informes, foram, entdo, determinadas as respectivas
DL;, As tabelas 1 e 2 apresentam os resultados observados com o veneno
crotamino-positivo, quando inoculado pelas vias intravenosa e intrape-
ritoneal, respectivamente.

TABELA 1

Determinagiio da DILs do veneno de Crotalus durissus terrificus (crotamino-positivo)
inoculado, pela via intravenosa (0,56 ml), em camundongos.

Tempos de Doses em micru:gramim

observaciao 2,40 2,88 3,46 4,15 5,00 6,00 DL,
30 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6G 0/6 0/6

60 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

24 horas 0/6 0/6 3/6 4/6 6/6 6/6 3,67 pg
48 horas 0/6 0/6 3/6 4/6 —— — 3,67 pug

TABELA 2

Determinagiio da DLs do veneno de Crotalus durissus terrificus (crotamino-positivo)
inoculado, por via intraperitoneal (0,5 ml), em camundongos.

Tempos de Dnsn_s__f,i@_mifrngr:.tmaﬁ 2
observacgio 2 00 2 G0 3,38 4,39 9,71 T l_-m
30 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

60 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

24 horas 1/6 1/6 4/6 6/6 6/6 3,01 pg
48 horas 1/6 1/6 4/6 i — 3,01 pug
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As tabelas 3 e 4 apresentam os resultados observados para o veneno
de Crotalus durissus terrificus, crotamino-negativo, também inoculado

pelas duas vias.
TABELA 3

Determinagio da DL. do veneno de Crotalus durissus terrificus (crotamino-negativo)
inoculado, pela via intravenosa (0,5 ml), em camundongos.

Tempos de ORI OGTAMAS. i

observagio 2,40 2,88 3,46 4,15 5,00 6,00 DL
a0 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

60 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

24 horas 0/6 1/6 2/6 5/6 6/6 6/6 3,63 ug
48 horas 0/6 1/6 2/6 5/6 —_ —_ 3,63 ug

TABELA 4

Determinacgio da DL, do veneno de Crotalus durissus terrificus (crotamino-negativo)
inoculado, pela via intraperitoneal (0,5 ml), em camundongos.

Tempos de ‘ Dﬂse_s_n_T mic_z_-ngf'nmas i

observagio 1,56 2,00 2,60 3,38 4,39 5,71 DLz
80 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

60 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

24 horas 0/6 a/6 3/6 4/6 5/6 6/6 2,60 pg
48 horas 0/6 3/6 3/6 4/6 b/6 o 2,60 pg

As tabelas 5 e 6 referem-se aos doseamentos dos antivenenos
crotamino-positivos e, as tabelas T e 8, aos antivenenos crotamino-nega-
tivos, inoculados pelas vias intravenosa e intraperitoneal, respectiva-
mente.

TABELA 5
Doseamento do antiveneno erotamino-positivo de Crotalus durissus terrificus (0,25 ml),
aferido frente ao veneno especifico (DLs = 3,67 pg); mistura inoculada, pela via
intravenosa (0,5ml), em eamundongos.

Veneno de C. d. terrificus | gyl salina Tempos de observacio

e [ il GEDTT Y A e

mg ml 24 h 48 h

0,1 0,01 0,24 aTe0 0/6 0/6

0,2 0,02 0,23 0/6 0/6 *

0,3 0,03 0,22 X 2/6 2/6

0,4 0,04 0,21 - a/6 3/6

0.5 0,05 0,20 80 min, 4/6 5/6

* Titulo: 1 ml de antiveneno crotamino-positivo de C. d. terrificus neutraliza
completamente 1,6 mg ou 436,0 DL do veneno especifico.
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TABELA 6

Doseamento do antiveneno erotamino-positive de Crotalus durissus terrificus (0,5 ml),

aferido frente ao wveneno especifico (DLx= 3,01 pg); mistura inoculada pela via
intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos.

Veneno de C. d. terrificus Sol. salina Tempos de observagio
— : 1 Incubacio = it mmmee
mg ml i 24 h 48 h
0,3 0,03 0,47 e 0/6 0/6
0,4 0,04 0,46 0/6 0/6 *
0.5 0,056 0,45 X 2/6 2/6
0,6 0,06 0,44 . 3/6 3/6
0.7 0.07 0.43 S0 min. 4/6 4/6

* Titulo: 1ml de antiveneno crotamino-positive de C. d. terrificus neutraliza
completamente 1,6 mg ou 531,5 DL do veneno especifico

TABELA 7

Doseamento do antiveneno crotamino-negativo de Crotalus durissus terrificus (0,25 ml),
aferido frente ao veneno especifico (DLw= 3,63 pg); mistura inoculada, pela via
intravenosa (0,6 ml), em camundongos.

Veneno de C. d. terrificus | gg1. salina Tempos de observacgio
: - Incubagi -
mg ml ml it 24 h 48 h
0,2 0,02 0,23 o 0/6 0/6
0.3 0.03 0.22 37°C 0/6 0/6 *
0,4 0,04 0,21 X 5/6 6/6
0,5 0,05 0,210 : 6/6 —
0,6 0,06 0,19 o0 min. 6/6 —

* Titulo: 1ml de antiveneno crotamino negativo de C. d. terrificus neutraliza
completamente 2,4 mg ou 661,2 DLw do veneno especifico.

TABELA 8

Doseamento do antiveneno ecrotamino-positivo de Crotalus durissus terrificus (0,5 ml),
aferido frente ao veneno especifico (DLw.= 2,60 pg); mistura inoculada, pela via
intraperitoneal (1,0 ml), em camundongos.

Veneno de C. d. terrificus Sol. salina Tempos de observagao
Incubacgi ———
mg ml ml T 24 h 48 h
0,5 0,056 0,45 370C 0/6 0/6
0,6 0,06 0,44 : 0/6 0/6 *
0,7 0,07 0,43 X 1/6 2/6
0,8 0,08 0,42 30 mi o/b b/6
0,9 0,09 0,41 AUl 5/6 6/6

* Titulo: 1ml de antiveneno crotamino-negativo de C. d. terrificus neutraliza
completamente 24 mg ou 923,0 DL., do veneno especifico.
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Com o objetivo de estabelecer andlises comparativas entre as
capacidades neutralizantes dos dois antivenenos, foram conduzidos os
ensaios de neutralizacao cruzada constantes das tabelas 9 e 10.

TABELA 9

Doseamento do antiveneno ecrotamino-positivo de Crotalus durissus terrificus (0,25 ml),
aferido frente ao veneno crotamino-negativo de C. d. terrificus (DLn—= 3,63 pg);:
mistura inoculada, pela via intravenosa (0,5ml), em camundongos.

Veneno de C. d. terrificus | gol. salina Tempos de observacio
ey Incubacio
mg ml 24 h 48 h
0,4 0,04 0,21 0/6 0/6
0.5 0.05 0.20 S78C 0/6 0/6
0,6 0,06 0,19 X 0/6 0/6 *
0,7 0,07 0,18 3 6/6 —
0.8 0,08 0,17 30 min. 6/6 =

* Titulo: 1ml de antiveneno crotamino-positivo de C. d. terrificus neutraliza
completamente 4,8mg ou 1.322,3 DL. do wveneno crotamino-negativo

de C. d. terrificus

TABELA 10

Doseamento do antiveneno crotamino-negativo de Crotalus durissus terrificus (0,25 ml)
aferido frente ao veneno crotamino-positivo de C. d. terrificus (DLw= 3,67 ug);
mistura inoculada pela via intravenosa (0,5 ml), em camundongos.

Veneno de C. d. terrificus | gol. salina Tempos de observagio
. Incubacio
mg ml 24 h 48 h
0,1 0,01 0,24 3700 0/6 0/6
0,2 0,02 0,23 0/6 0/6 *
0,3 0,03 0,22 X 1/6 1/6
0,4 0,04 0,21 ; : 2/6 2/6
0,6 ﬂ,ﬂﬁ 0,20 30 min. 6/6 F

* Titulo: 1ml de antiveneno crotamino-negative de C. d. terrificus neutraliza
completamente 1,6 mg ou 436,0 Dl. do wveneno crotamino-positivo de
C. d. terrificus

DISCUSSAO

A exemplo do que demonstraramos anteriormente com relacio aos
venenos botréopico e elapidico, neste trabalho constatamos que os
camundongos também se prestam, satisfatoriamente, para a determinacio
da toxicidade dos venenos crotilicos.

As DLj, determinadas através das inoculacbes intravenosa e intra-
peritoneal, apresentaram valores bastante préximos entre si, embora esta
ultima via tivesse determinado uma suscetibilidade do animal, ligeiramente
superior. A presenca de crotamina, nos pareceu nio influir, de forma
marcante, na atividade toxica do veneno,

276



SILES VILLARROEL, M.. ROLIM-ROSA, R.: ZELANTE, F.; BANCHER, W. & PIOTO, H. M.
Verificaciio da atividade téxica de venenos crotilicos e da eapacidade neutralizante dos antivenenus
especificos, em camundongos. Mem. Inst. Bulentan, §4/45:271-279, 1980/81.

Em todos os ensaios realizados, as mortes ocorreram a partir de
60 minutos, evoluindo com a progressiao das doses. Por outro lado, em
nenhuma oportunidade ocorreram mortes apés as primeiras 24 horas.

Estas observacoes nos permitem recomendar o emprego de camun-
dongos como animal de prova e as vias intravenosa e intraperitoneal,
indistintamente, como vias de inoculacio para a determinacao da toxici-
dade dos venenos crotalicos, quer sejam ou nido dotados de crotamina.
Para efeito de uniformidade com as observacodes anteriores ¥ * 7 geria
recomendavel a adocdo da via intraperitoneal.

As duas vias de inoculacio também permitiram o doseamento dos
antivenenos especificos (crotamino-positivo e crotamino-negativo), sem
que fossem observadas variacdes entre os resultados.

Em todos os ensaios realizados, as mortes ocorreram sempre a partir
de 60 minutos da inoculacéo, prolongando-se até as 48 horas.

A fim de ser mantida a uniformidade de critérios e tendo em vista
estes resultados, recomendamos, também, que o periodo de observacao
dos animais inoculados somente com o veneno, seja prolongado até as

48 horas.

Devido &4 equivaléncia constatada nos resultados das reacoes de
soroneutralizacio especifica, as provas cruzadas foram realizadas apenas
através da via intravenosa.

Enquanto na reacio entre veneno e antiveneno erotamino-positivo o
titulo neutralizante determinado foi de 1,6 mg/ml (Tabela 5), na reacao
cruzada antiveneno crotamino-positivo e veneno crotamino-negativo, o
titulo neutralizante foi trés vezes maior ou seja, 4,8 mg/ml (Tabela 9).
Quando comparado o resultado entre a reagio do antiveneno crotamino-
-negativo e veneno especifico (2,4 mg/ml: tabela 7) com o resultado
da reacio entre o mesmo antiveneno e o veneno crotamino-positivo,
observa-se um efeito neutralizante menor (1,6 mg/ml: tabela 10).
Estas verificacoes sugerem que, para efeito de preparo e doseamento
de antivenenos crotilicos, devem ser utilizados os venenos crotamino-
-positivos, visto que o0s imunessoros correspondentes neutralizaram,
satisfatoriamente, os venenos crotamino-negativos, enquanto que a
reciproca ocorre em sentido contrario.

CONCLUSOES

1. E possivel a determinacio da atividade toxica dos venenos de
Crotalus durissus terrificus, crotamino-positivo e crotamino-
-negativo, em termos populacionais, através da inoculacao
intraperitoneal ou intravenosa, em camundongos;

2. o0 mesmo modelo experimental demonstrou ser adequado para o
doseamento dos antivenenos especificos;

3. nas reacoes cruzadas, o antiveneno crotamino-positivo revelou
maior titulo neutralizante do que o antiveneno crotamino-
-negativo.
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ABSTRACT: The authors compare in mice the efficiency of intra-
peritoneal and intravenous routes for the determination of the
toxie activity of crotamin-positive and ecrotamin-negative crotalic
venoms. The wvalidity of both routes was verified, the intra-
peritoneal, however, proving to be more sensitive. The same expe-
rimental model demonstrated its efficiency in dosing specific anti-
venins, and no differences were observed in relation to the
inoculation routes. However, with cross-reaction, the crotamin-
-positive crotalic antivenin showed a higher neutralizing capacity
than the erotamin-negative one. This fact suggests the employment
of the positive-crotamin venom for the preparation and dosing
of Brasilian Crotalus durissus terrificus antivenin.

KEY-WORDS: Crotalic venoms and antivenins. Titration of
venoms and antivenins in mice.
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