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RESUMO: Os autores testaram, em camundongos, a eficiénecia das
vias intraperitoneal e intravenosa, tanto para a determinacgao da
atividade téxica, em termos de DLw, do veneno de Lachesis muta
muta, como para o doseamento do antiveneno especifico.

Lotes de seis animais foram inoculados, pela via intraperitoneal, com
doses crescentes de veneno, e observados apés 10, 30, 60 minutos, 24 e
48 horas; todas as mortes ocorreram no periodo compreendido entre
60 minutos e 24 horas, sendo sempre proporcionais &4 progressio das
doses. A inoculag¢io intravenosa, por outro lado, ndo proporcionou
05 mesmos resultados; os animais, sem exceg¢ao, morreram durante
0s primeiros 30 minutos apds a inoculagao,

A via intraperitoneal permitiu, também, o doseamento do antiveneno
especifico, possibilitando a sua titulacio em termos de mg ou de
numero de DL de veneno neutralizado por ml.

Os resultados demonstram a validade da wia intraperitoneal de
camundongos como modelo experimental satisfatério para essas
finalidades.

PALAVRAS-CHAVE: Veneno de Lachesis muta muta, titulagdes
do veneno e do antiveneno laquético, em camundongos,

INTRODUCAO

Devido ao elevado ntimero de acidentes, é grande o interesse desper-

tado pelo estudo dos venenos e antivenenos ofidicos, sendo bastante
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extensa a literatura pertinente. Todavia, poucos foram os autores que
se preocuparam com a andlise, “in vivo”, da acdo dos venenos das espé-
cies de Lachesis. Este aparente desinteresse possivelmente esteja rela-
cionado com a limitada distribuiciao geografica dessas serpentes encon-
tradas apenas na América Central e na América do Sul?. No Brasil,
sio encontradas somente na Regiio Amazonica e nas florestas da Ver-
tente Atlantica Centro-Leste ® 9, sendo pequeno o numero de acidentes
relatados 12,

Brazil e Rangel Pestana?® (1909), testaram varios animais com as
finalidades de determinar a toxicidade dessas peconhas e de dosar
os respectivos antivenenos; concluiram que as aves siao mais sensiveis
a acdo dos venenos ofidicos e adotaram, como modelo experimental, o
pombo e a via intravenosa. IForam os primeiros pesquisadores a divul-
gar informes relativos a atividade toxica do wveneno laguético e da
acdo neutralizante do antiveneno. Mais tarde, Rosenfeld * (1976) des-
creveu a sintomatologia e a evoluciio clinica da intoxicacio laquética,
observando individuos que sofreram acidentes por serpentes desse género.

Bolanos ! (1972), estudando a toxicidade de peconhas de serpentes
da Costa Rica, comparou a variacio da atividade do veneno de Lachesis
muta stenophrys, quando inoculado pelas vias intravenosa e intraperito-
neal de camundongos. Verificou que a primeira via determinava maior

toxicidade,

Apesar da inconveniéncia do uso de pombos para a determinacio
da toxicidade de venenos, até o presente, em nosso pais, ainda é adotado
o método proposto por Vital Brazil 2 (1907). Sendo a Farmacopéia Bra-
sileira ® (1977) omissa a respeito do laquético, seu doseamento é reali-
zado a partir de inoculagoes intravenosas em pombo, que sao observados
durante 24-48 horas, embora Siles Villarroel 1 (1977) e Siles Villarroel
e cols. 1% 17. 18, 19 tenham demonstrado que o camundongo e as vias intra-
peritoneal ou intravenosa, conforme o caso, constituem o modelo mais
adequado para ensaios com venenos e antivenenos botropicos, elapidicos

¢ crotalicos.

Devido a inexisténcia de informacdes e dando continuidade as obser-
vacoes anteriormente realizadas, neste trabalho os autores se propuseram
a analisar, comparativamente ao pombo, o comportamento do camun-
dongo como animal experimental e as vias intravenosa e intraperitoneal,
como vias de inoculacdo para a determinacio da toxicidade do veneno
da espécie Lachesis muta muta e da atiyidade neutralizante do antiveneno

especifico.
MATERIAL E METODOS

Veneno lagquético

O veneno utilizado em todos os ensaios, foi obtido por extragéo
manual de varias serpentes adultas Lachesis muta muta Linnaeus, 1766,
dessecado a vacuo e, apos a cristalizacio, mantido em geladeira, a =
4°C. Quando do uso, foi preparada uma solucio concentrada a 1% em
solucio de NACI a 0,85%. A partir desta, foram preparadas todas as
demais diluicoes utilizadas.
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Para as posteriores comparacdes, a Dose Minima Mortal (DM M)
do veneno, determinada em pombos segundo o método de Vital Brazil,
correspondeu a 225,0 pg do veneno seco. Em todas as determinacoes
realizadas, as mortes ocorreram em até 30 minutos.

Antiveneno laquético

O antiveneno especifico foi obtido através da hiperimunizacio de
cavalos e purificado de acordo com o método de Pope modificado 7 (1961).
Quando da realizaciio dos ensaios, foi diluido a 1:2 em virtude da sensi-
bilidade apresentada pelos camundongos ao fenol, normalmente adicio-
nado como preservador dos imunessoros purificados.

A sua atividade neutralizante, determinada em pombos (método de
Vital Brazil), foi equivalente a 1,5 mg/ml.

Animais utilizados

Foram utilizados camundongos brancos (Mus museulus, Linnaeus,
1758), sem distincio de sexo, adultos jovens, pesando 20 g =+ 2,0 g,
brocedentes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP:
estes animais receberam inoculacdes pelas vias intravenosa ou intrape-
ritoneal, no volume de 0,5 e 1,0 ml, respectivamente. Foram utilizados
lotes de seis animais por dose; apés as inoculacdes, foram observados
Por um periodo maximo de 48 horas, com leituras parciais aos 10, 30
€ 60 minutos e 24 horas.

Determinacdo da DL;, do veneno
Foi realizada de acordo com o método de Reed & Miiench 12 (1938).

RESULTADOS

Para possibilitar a determinacio da DL;, foi necessaria a avaliacio
Prévia das zonas de toxicidade do veneno, inoculado tanto pela via intra-
Vénosa como pela intraperitoneal. Os resultados constam das tabelas 1
€ 2, respectivamente.

TABELA 1

Determinagao da zona de toxicidade do veneno de Lachesis muta muta inoculado,
pela via intravenosa (0,6 ml), em camundongos.

Tempos de Doses em microgramas

observacio 05 50 100 200

10 minutos 0/6 0/6 2/6 6/6

30 minutos 0/6 0/6 3/6 -

60 minutos 0/6 0/6 3/6 -

24 horas 0/6 0/6 3/6 —
R 48 horas 0/6 0/6 a3/6 —_
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TABELA 2

Determinagio da zona de toxicidade do veneno de Lachesis muta muta inoculado,

pela via intraperitoneal (0,5 ml), em camundongos.

Tempos de Dﬂsf:s em microgramas

observacao 50 100 200 400
10 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6
30 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6
60 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6
24 horas 0/6 0/6 0/6 6/6
48 horas 0/6 0/6 0/6 —

A partir dessas informacoes, foram realizados os ensaios determi-
nantes da DLs,, cujos resultados constam das tabelas 3 e 4.

TABELA 3

Tentativa de determinagiao da DIs do veneno de Lachesis muta muta inoculado,
pela via intravenosa (0,5ml), em camundongos.

Determinaciao da

Tempos ile Doses em microgramas

observagio 50,00 60,00 72,00 86,40 103,68 124,42
10 minutos 1/6 1/6 1/6 1/6 6/6 6/6
30 minutos 1/6 1/6 1/6 1/6 _ —
60 minutos 1/6 1/6 1/6 1/6 — - -
24 horas 1/6 1/6 1/6 1/6 - —
48 horas 1/6 1/6 1/6 1/6 — —

TABELA 4

DL do veneno de Lachesis muta muta inoculado, pela via
intraperitoneal (0,5 ml), em camundongos.

Tempos de Doses em microgramas

observagio 250,00 | 280,00 | 313,60 | 351,23 | 393,38 | 440,58 DL,
10 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

30 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 3/6 4/6 5/6 6/6 6/6 | 295,27 ug
48 horas 0/6 a/6 4/6 b/6 — — 295,27 ug
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A tabela 5 apresenta os resultados dos ensaios para a determinacio
do titulo neutralizante do imunessoro especifico, através da via
Intraperitoneal.

TABELA 5

Doseamento do antiveneno de Lachesis muta muta (0,6 ml), aferido frente ao veneno
especifico (DLm= 295,27 pg); mistura inoculada, pela via intraperitoneal (1,0 ml),
em camundongos.

Veneno de L. muta muta | go] salina Tempos de observagio
e — = o Incubacao I 18 h
1,0 0,10 0,40 3700 0/6 0/6
1,1 0,11 0,39 0/6 0/6 *
12 0,12 0,38 X 1/6 1/6
1°8 0,13 0,37 2/6 3/6
1,4 0,14 0,36 a0 min. a/6 4/6

* Titulo: 1ml de antiveneno de L. muta muta neutraliza completamente 4,4 mg
ou 14,9 DL do veneno respectivo.

DISCUSSAO

Ao contrario do método de Vital Brazil, o emprego de camundongos
Que sofreram inoculac¢des pela via intraperitoneal possibilitou a determi-
nacao da DL;, do veneno de Lachesis muta muta, com satisfatoria repro-
dutibilidade.

Embora, em todos os ensaios realizados, o periodo de observacio
tenha sido mantido até 48 horas, quando da inoculacio intravenosa, as
mortes ocorreram, sistematicamente, dentro dos primeiros 30 minutos,
Com as doses proximas ou superiores a zona de toxicidade (Tabela 3),
nao permitindo a determinagao da DL;,. Com isto, ficou evidenciado que
4 1noculacao intravenosa nao é adequada para essa finalidade.

Ao contrario, quando o veneno foi administrado pela via intraperi-
toneal, as mortes se sucederam somente apés 60 minutos (Tabela 4),
obedecendo a uma regularidade e guardando uma relacio com a progres-
s40 das doses inoculadas. A DL;, equivalente a 295,27 pg do veneno,
Correspondente a leitura de 24 horas, manteve-se para a de 48 horas,
Permanecendo esta caracteristica constante em todos 0s ensaios realiza-
dfls* Desta forma, torna-se desnecessaria a leitura até 48 horas, redu-
zindo o periodo de observacio.

As demais vias usuais de inoculacio nio foram verificadas no pre-
Sente trabalho, devido as observacoes de outros autores, que demonstra-
ram serem elas menos eficientes * 4,

Embora Bolanos! (1972) tenha utilizado a via intravenosa para a
ﬂeterminagiﬁ.ﬂ da DL;, da peconha de Lachesis muta stenophrys, os nos-
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sos resultados ndo podem ser cotejados devido a4 provavel constituicido
diversa do veneno analisado por aquele autor, apesar de serem produtos
de serpentes do mesmo género.

As mortes precoces, observadas quando da inoculacio intravenosa,
possivelmente sejam devidas a4 somatéria de diferentes atividades do
veneno, dentre as quais a coagulacido intravascular constatada por Rosen-
feld '* em humanos, embora estes testes “in vitro” tenham demonstrado
que este veneno é dotado de fraca atividade coagulante Y, Todavia,
Deutsch & Diniz* (1955), Diniz e cols.® (1973) e Oliveira1® (1974),
empregando o método de Ware & Seegers 2 (1949), observaram o con-
trario.

A DL;, determinada nas presentes observacdes (295,27 pg), supe-
rior & DMM verificada em pombos (225,0 pg), demonstra que estes ani-
mais, embora de maior porte mas morrendo dentro dos primeiros 30
minutos apds a inoculacéo, sio dotados de elevada sensibilidade ao veneno
em si ou a algum dos fatores que o constituem. A DMM, nestas condi-
coes, nio determina a real toxicidade do veneno, mas um fenémeno par-
ticular da via de inoculacio, pois 0 mesmo foi observado nos camundon-
gos que sofreram inoculacio pela mesma via, num determinado limiar
da progressiao das doses (Tabela 3).

O mesmo modelo experimental permitiu o doseamento da poténcia
do antiveneno laquético especifico, possibilitando expressi-la em termos
de mg de veneno ou em nimero de DL, neutralizadas por ml. Esta
conduta, confirmando as recomendacdes de Bolafios ! 1!, comportou-se de
forma semelhante a verificada com o antiveneno botrépico 1% 17,

Assim, a atividade toxica responsivel pelas manifestacdes clinicas
dos venenos de Lachesis muta muta e das principais espécies botrdpicas
do Brasil e, ainda, a capacidade neutralizante dos antivenenos especificos,
somente podem ser determinadas de forma segura, econémica e reprodu-
tivel, empregando-se a via intraperitoneal de camundongos.

CONCLUSOGES

1. A inoculagio intraperitoneal em camundongos possibilitou, satis-
fatoriamente, a determinagéo da DL;, do veneno de Lachesis muta muta
e o doseamento do antiveneno especifico:

2. ao contrario, conforme a dose, a inoculacio intravenosa pro-
moveu a morte rapida dos animais, no miximo em 30 minutos, tornando
invidveis tais determinacoes.

ABSTRACT: The authors tested in mice the efficiency of intra-
peritoneal and intravenous routes for the determination of the
toxic activity, in terms of LDw, of Lachesis muta mute venom
as well as for the dosage of specific antivenins.

Groups of 6 animals were inoculated via intraperitoneal with
increasing doses of venom, and observed after 10, 30, and 60 min,
24 and 48 h; death ocurred between 60 min and 24 h, always
proportional to the progression of the doses. The intravenous
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inoculation, on the other hand, did not produce the same ‘rusultat
without exception, the animals died within the first 30 min after
inoculation.

Moreover, the intraperitoneal route allowed the dosage of the

specific antivenin, granting its titration in terms of mg or the
number of LDsx of neutralized venom per ml

The results demonstrated the intraperitoneal route in mice as a
satisfactory experimental model for this purpose.

KEY-WORDS: Lachesis muta muta venom; titrations in mice of
lachesis venom, and its antivenins.
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