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RESUMO: Os autores, utilizando venenos das espécies Micrurus
frontalis e Micrurus corallinus, demonstram que a atividade téxica
desses venenos pode ser determinada, satisfatoriamente, através de
inoculagbes intravenosa e intraperitoneal em camundongos. Também
demonstram que a poténcia de neutralizagio dos imunessoros
antielapidicos obtidos em cavalos, pode ser determinada, utilizando-se
as mesmas vias de inoculagio, em camundongos. Descrevem, também,
a ocorréncia de neutralizacio cruzada entre os venenos e antivenenos
estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Titulagoes de venenos e antivenenos elapi-
dicos; neutralizagio cruzada entre venenos e antivenenos do género
Micrurus.

INTRODUCAO

) Em trabalhos anteriores!™ 2 foi demonstrado que a inoculacao
Intraperitoneal, permite o emprego de camundongos na avaliacio da
atividade toxica de venenos e no doseamento de antivenenos botrépicos.

Quanto a titulacdo de venenos e antivenenos elapidicos — género
Micrurus — a Farmacopéia Brasileira ® (1977) é omissa. Assim, até

0 presente, essas titulacoes sio realizadas segundo o método original de
Brazil® (1907), 4 semelhanca do recomendado para os venenos e anti-
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venenos crotalicos 1% devido a ambos os venenos apresentarem atividade
neurotoxica ' *,

Todavia, outros pesquisadores como Cohen e cols. " %9 Bolafos ! 2 3,
Bolafios e cols. * % e Vital Brazil e cols. 2! (1976-77) ja haviam verificado
algumas das atividades biologicas desses venenos e de seus respectivos
antivenenos, inoculados pelas vias intravenosa e intraperitoneal, em
camundongos.

O Manual de Procedimentos OMS/OPS* (1977) apresenta, no
capitulo atinente & producido de antivenenos, os métodos utilizados para
avaliacio da toxicidade das peconhas e poténcia dos antivenenos que,
em suas linhas gerais, sio semelhantes aos propostos por Siles Villarroel
e cols. ® (1976) e Siles Villarroel ' (1977).

Ainda de acordo com recomendacoes contidas no Boletim da
Organizacdo Mundial da Saude (1981), verifica-se que as mesmas
vém de encontro aos nossos propositos de tentativa de padronizacio
de antiveneno elapidico, assim como de todos os soros antipeconhentos
produzidos no Brasil.

No presente trabalho, adotando a mesma metodologia anteriormente
utilizada V7, os autores se propoem a avaliar a toxicidade do veneno e
a poténcia de antivenenos do género Micrurus e, paralelamente, verificar
a possivel neutralizacdo cruzada entre os venenos e antivenenos estudados.

MATERIAL E METODOS

Venenos elapidicos

Foram utilizados venenos das espécies Micrurus frontalis (Dumeéril,
Bibron et Duméril, 1854) Micrurus corallinus (Merrem, 1820) 12,
procedentes de varias regioes do Brasil e obtidos de diversas serpentes
adultas, por extracio manual, submetidos a secagem a vicuo e, apds a
cristalizacdo, mantidos em geladeira em torno de 4°C.,

As solucoes de veneno foram preparadas, inicialmente, na concen-
tracio de 1%, em solucio de cloreto de sodio a 0,859%. A partir destas
solucdes concentradas, foram preparadas as diluicoes de acordo com as
necessidades dos experimentos.

Antivenenos elapidicos

Os antivenenos especificos monovalentes, obtidos mediante hiperi-
munizacdo de cavalos, foram concentrados e purificados segundo o
método de Pope modificado ' (1961). Em todos os ensaios, 08 imunessoros
utilizados foram diluidos a 1:2, devido a4 sensibilidade dos camundongos
ao agente preservativo (fenol), normalmente adicionado aos antivenenos

purificados .

Animais utilizados

Foram utilizados camundongos brancos (Mus musculus Linnaeus,
1758), de ambos os sexos, adultos jovens pesando entre 18 e 22 g,
procedentes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Univer-
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sidade de Sao Paulo, inoculados pela via intravenosa ou intraperitoneal,
no volume de 0,5 e 1,0 ml, respectivamente, para cada dose. Em todos
0s ensaios, foram sempre utilizados lotes de seis animais por dose. Apds
a inoculacao, os camundongos foram observados por um periodo maximo
de 48 horas, com observacdes parciais de 30 e 60 minutos, 24 e 48 horas.

Cdlculo da DL50

A atividade toxica dos venenos foi determinada através do método
de Reed e Miiench *® (1938).

RESULTADOS

A partir das solucdes de veneno a 1%, foram avaliadas as zonas
de toxicidade, necessarias para a determinacio das respectivas DL50.
As tabelas de 1 a 4, apresentam resultados dos ensaios com os venenos
de M. frontalis e M. corallinus, inoculados pelas vias intravenosa e
intraperitoneal em camundongos; as tabelas de 5 a 8, apresentam os
resultados de avaliacio de poténcia dos antivenenos especificos
monovalentes, inoculados pelas mesmas vias e para a mesma espécie
animal. Finalmente, as tabelas 9 e 10, contém os resultados das reacoes
de neutralizacido cruzada entre os dois venenos e antivenenos estudados.

TABELA 1

Determinagio da DL50 do veneno de Micrurus frontalis inoculado, pela via
intravenosa (0,5 ml), em camundongos de 18 a 22 g,

Tempos de Doses em r_nicmgramas

observagio 20,00 | 23,00 | 26,45 | 30,42 | 34,98 | 40,23 | DL50
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 1/6 3/6 4/6 5/6 6/6 6/6 | 24,056 pug
48 horas 1/6 3/6 4/6 5/6 —_ - 24,05 pg

TABELA 2

Determinagio da DL50 do veneno de Micrurus frontalis inoculado, pela via
intraperitoneal (0,5 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Tempos de Doses em micrﬁgiamas

observagio 25,00 30,00 36,00 43,20 51,84 62,21 DL50
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 2/6 3/6 b/6 6G/6 6/6 35,06 pug
48 horas 0/6 2/6 3/6 5/6 — — 85,06 pg

* Em todas as tabelas, o denominador representa o nimero de animais inoculados
e, 0 numerador, o nimero de animais mortos.
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TABELA 3

Determinagio da DL50 do veneno de Micrurus corallinus inoculado, pela via
intravenosa (0,50 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Tempos de Doses em microgramas

observagio 6,96 8,00 9,20 10,56 12,17 13,99 DL50

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 0/6 3/6 4/6 6/6 6/6 9,62 ug

48 horas 0/6 2/6 4/6 6/6 — - 8,60 pg
TABELA 4

Determinagio da DL50 do veneno de Micrurus corallinus inoculado, pela via
intraperitoneal (0,56 ml), em camundongos de 18 a 22 p.

Tempos EIE Doses em microgramas

observagiao | gop | 9,60 | 11,52 | 13,82 | 16,58 | 19,90 | 2488 | 290,86 | DL50

30 minutos 0/6 0/6 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 0/6 0/6

24 horas 0/6 1/6 1/6 2/6 3/6 5/6 b/6 6/6 | 16,16 pg

48 horas 0/6 1/6 1/6 2/6 3/6 5/6 5/6 - 16,16 pg
TABELA 5

Doseamento do antiveneno de Micrurus frontalis (0,25 ml), colocado frente ao veneno

especifico (DLB0

.
S

24,06 pg); mistura inoculada,

em camundongos de 18 a 22 g,

pela via intravenosa (0,5 ml),

Veneno de M. frontalis Sol. Salina T Tempos de observagio

. :

T = ml LRy 24 h 48 h

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

37°C

0,3 0,03 0,22 0/6 0/6

0,4 0,04 0,21 x 0/6 0/6

0,5 0,05 0,20 0/6 0/6 *
30 min.

0,6 0,06 0,19 6/6 -

* Titulo: 1ml de antiveneno de M. frontalis neutraliza 4,0 mg ou 166,32 DL50

do veneno especifico.
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TABELA 6

Doseamento do antiveneno de Micrurus frontalis (0,5 ml), colocado frente ao veneno
especifico (DL50 = 35,06 pg); mistura inoculada, pela via intraperitoneal (1,0 ml),
em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de M. frontalis Sol. Salina Tempos de observacgio
' Incubagao

mg ml ml e 24 h 48 h
0,8 0,08 0,42 0/6 0/6
0,9 0,09 0,41 37°C 0/6 0/6
1,0 0,10 0,40 X 0/6 0/6 *
1%l 0,11 0,39 30 min. 3/6 4/6
1,2 0,12 0,38 6/6 —

* Titulo: 1ml de antiveneno de M. frontalis neutraliza 4,0 mg ou 114,09 DL50
do veneno especifico.

TABELA 7

Doseamento do antiveneno de Mierurus corallinus (0,25 ml), colocade frente ao
veneno especifico (DL50 = 8,6 pg); mistura inoculada, pela via intravenosa (0,5 ml),
em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de M. corallinus AL AR Tempos de observagiio
il Incubacgiio
mg ml 24 h 48 h
0,1 0,01 0,24 0/6 0/6
0,2 0,02 0,23 37°C 0/6 0/6
0,3 0,03 0,22 X 0/6 0/6 *
0,4 0,04 0,21 30 min. 2/6 2/6
0,5 0,05 0,20 6/6 —

* Titulo: 1ml de antiveneno de M. corallinus neutraliza 2,4 mg ou 279,07 DL50
do veneno especifico.

TABELA 8

Doseamento do antiveneno de Micrurus corallinus (0,5 ml), coloecado frente ao veneno
especifico (DL50 = 16,16 pug); mistura inoculada, pela via intraperitoneal (1,0 ml),
em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de M. corallinus | gg]. Salina Tempos de observagio
Incubagi
mg ml ml e seip 24 h 48 h
0,5 0,05 0,45 0/6 0/6
0,6 0,06 0,44 37°C 0/6 0/6
0,7 0,07 0,43 X 0/6 0/6 *
0,8 0,08 0,42 30 min. 2/6 2/6
0,9 0,09 0,41 3/6 3/6

* Titulo: 1ml de antiveneno de M. corallinus neutraliza 2,8 mg ou 173,27 DL50
do veneno especifico.

293



SILES VILLARROEL, M.;: ROLIM-ROSA, R.: ZELANTE, F. & VIEIRA, E. G. J. Perspectivas de
padronizacio das titulagdes de venenos e antivenenos elapidicos, em camundongos. Mem. Insl.
DButantan, 44/45:280-297, 1980/81.

TABELA 9

Doseamento do antiveneno de Micrurus frontalis (0,25 ml), eolocado frente ao veneno
de Micrurus corallinus (DL50 = 8,6 pg); mistura inoculada, pela via intravenosa
(0,5 ml), em camundongos de 18 a 22 g.

Veneno de M. corcllinus ooEan e Tempos de observagio
= Incubacao
mg ml ml s 24 h 48 h
‘ 37°C
0,05 0,005 0,245 X 0/6 0/6
0,1 0,01 0,24 30 min. 0/6 0/6 *
0,2 0,02 0,23 3/6 3/6
0,3 0,03 0,22 6/6 -
* Titulo: 1ml de antiveneno de M. frontalis neutraliza 0,8 mg ou 93,02 DL50 do

veneno de M. corallinus.

TABELA 10

Dozeamento do antiveneno de Micrurus corallinus (0,25 ml), colocado frente ao veneno
de Micrurus frontalis (DL50 = 24,05 pg); mistura inoculada, pela via intravenosa
(0,5 ml), em camundongos de 18 a 22 g,

Veneno de M. frontalis aol. Salina Tempos de observacio
Incubaci
mg ml ml Pt 24 h 48 h
37°C
0,05 0,005 0,245 X 0/6 0/6
0,1 0,01 0,24 30 min. 0/6 0/6 *
0,2 0,02 0,23 6/6 e
0,3 0,03 0,22 6/6 —

* Titulo: 1ml de antiveneno de M. eorallinus neutraliza 0,8 mg ou 33,26 DL50
do veneno de M. frontalis.

DISCUSSAO

A exemplo do demonstrado em observacoes anteriormente realizadas,
camundongos inoculados quer pela via intravenosa quer pela via
intraperitoneal, prestaram-se também, satisfatoriamente, para a titulacio
de venenos e antivenenos elapidicos. Mais uma vez ficou confirmada a
dispensabilidade do pombo para tais titulacdes.

Devido & natureza neurotoxica '™ * dos venenos empregados, que
nio induziram a mortes imediatas — durante os primeiros 60 minutos
— tanto a via Intravenosa como a intraperitoneal podem ser utilizadas
para as titulacoes dos venenos e dos antivenenos. Todavia, a primeira
delas revelou maior suscetibilidade do animal, o que, em termos de
quantidade de veneno a ser empregada, torna-a mais adequada.
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Vital Brazil e cols. 2! (1976/77), verificaram a existéncia de diferentes
graus de atividade toxica de venenos de M. frontalis, conforme a regiio
de onde provém a serpente. Assim, as peconhas de animais procedentes
do Estado de Mato Grosso foram menos ativas do que as correspondentes
do Estado de S. Paulo, quando inoculadas pela via intravenosa em
camundongos.

Bolafios! (1972) e Bolafios e cols.* (1975), estudando diversos
venenos elapidicos, tanto da Costa Rica como da Colombia e dos Estados
Unidos, inoculados pelas vias intravenosa e intraperitoneal em camun-
dongos, verificaram que eram dotados de graus variados de toxicidade
que variavam, também, conforme a via de inoculacio.

Cohen e cols.? (1971), trabalhando com amostras de venenos de
diversas regioes do Continente Americano obtiveram antivenenos em
coelhos. Os autores verificaram, através da soroneutralizacio cruzada,
que o antiveneno de M. frontalis tinha a capacidade de neutralizar, com
variados graus de eficiéncia, todos os demais venenos por eles estudados.
Os demais antivenenos, embora dotados de alguma capacidade neutra-
lizante, estio sempre inferiores ao antiveneno de M. frontalis. Nossos
resultados demonstraram que o antiveneno de M. corallinus, é dotado
de maior capacidade de soroneutralizacio cruzada do que o antiveneno
de M. frontalis.

Este fato deve constituir um alerta, pois destaca a necessidade de
que os Imunessoros elapidicos sejam dotados de uma atividade neutrali-
zante a mais ampla possivel, tendo-se em vista as naturais dificuldades
do nio especialista, em reconhecer a espécie causadora do acidente.

CONCLUSOES

1. A atividade toxica dos venenos de Micrurus frontalis e de
Micrurus corallinus, pode ser determinada satisfatoriamente em
camundongos, através de inoculacoes pelas vias intravenosa e
intraperitoneal ;

2. também a capacidade neutralizante dos antivenenos de M.
frontalis e de M. corallinus pode ser determinada em camun-
dongos empregando-se a mesma metodologia;

3. embora ocorrendo soroneutralizacio cruzada, o antiveneno de
M. frontalis neutralizou apenas 0,8 mg do veneno de M. corallinus,
enquanto que na reacio especifica neutralizava 4,0 mg; por
sua vez, o antiveneno de M. corallinus neutralizou 0,8 mg do
veneno de M. frontalis, enquanto que na reacido especifica
neutralizou 2,4 mg.

ABSTRACT: The authors, using venoms of the species Micrurus
frontalis and Micrurus corallinus, demonstrated that the toxic acti-
vity of these venoms can satisfactorily be determined by intravenous
and intraperitoneal inoculation in mice. They also ascertained that
the neutralization potency of the elapidic antivenins, made in horses,
can be determined in mice using the same route of inoculation.
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They also desecribe the occurrence of cross-neutralization between
the venoms and antivenins under study.

KEYWORDS: Elapid venom and antivenin titration; cross-neutra-
lization between venoms of the genus Mierurus and their antivenins.
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