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RESUMO: Foi determinada, em termos de DL50, a toxicidade dos
venenos de Tityus serrulatus e Tityus bahiensis em camundongos,
através das vias intraperitoneal e intravenosa. Com a mesma meto-
dologia, foi avaliada a capacidade neutralizante do antiveneno de
T. serrulatus em relacio ao veneno especifico e paraespecifico.
Os resultados sugerem recomendar a metodologia ora proposta,
como método pratico, econdmico e reprodutivel para titulagio dos
venenos e antiveneno escorpidonicos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Titulacho de venenos do género Tityus;
doseamento de antiveneno escorpidnico; soroneutralizagdo cruzada
entre venenos escorpidnicos.

INTRODUCAO

O escorpionismo no Brasil esta afeto, principalmente, is espécies
Tityus serrulatus e Tityus bahiensis, responsaveis por acidentes que,
mesmo desprovidos da dramaticidade caracteristica devida aos envene-
namentos ofidicos, podem representar sério risco ao acidentado,
particularmente para criancas *.

Embora os escorpioes apresentem ampla distribuicio mundial, ainda
é pequeno o conhecimento sobre a natureza imunobiolégica de seus
venenos, principalmente sobre a sua atividade toxica. O mesmo ocorre
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em relacdo ao preparo e doseamento dos antivenenos respectivos. As
informacoes sdo bastantes desencontradas, devido a4 auséncia de padrdes
quanto & técnica de obtencio do veneno, 4 espécie do animal de prova e
ﬁ via de inﬂculagﬁn 1. 2, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 14, 35, 04, 25-

Ja Maurano?® (1915) e Brazil® (1918), estudaram a acio toxica do
veneno e a atividade neutralizante do antiveneno de T. bahiensis, através
de inoculacoes subcutaneas em cobaias. Sergent?® (1938) determinou
a Dose Minima Mortal (DMM) de triturado de glindulas de Prionuirus
australis, em camundongos, pela via subcutidnea. Magalhdes?® (1947)
comparou a atividade antitoxica do antiveneno escorpiénico produzido
pelo Instituto Ezequiel Dias frente a venenos de espécies existentes em
diversos outros paises. Biicherl* (1953) utilizou camundongos e as
vias subcutidnea e intravenosa para analisar a atividade toxica dos
venenos de T. serrulatus e T. bahiensis, obtidos em diferentes fases de
extracio, verificando qual delas (“goticulas limpidas, hialinas, opales-
centes e as 1lltimas gotas leitosas espessas”) evidenciava maior
toxicidade.

A exemplo do demonstrado por Siles Villarroel e cols. 7 1 ¥ (1978/79)
e Siles Villarroel e cols. #*2- 2 (1980/81) com os venenos ofidicos e,
devido a4 auséncia na Farmacopéia Brasileira 7 de recomendacoes téenicas
para as titulacoes dos venenos e antivenenos escorpionicos, os autores se
propuseram a determinar, através das inoculacoes intraperitoneal e
intravenosa em camundongos, a toxicidade dos venenos escorpidonicos
obtidos por extracido elétrica e avaliar, comparativamente, a capacidade
neutralizante do antiveneno de T. serrulatus em relacio ao veneno
especifico e paraespecifico.

MATERIAL E METODOS

1. Venenos escorpionicos — Foram utilizados venenos cristalizados,
fornecidos pela Secdo de Artropodes Peconhentos do Instituto Butantan,
obtidos por extracio elétrica, das espécies Tityus serrulatus Lutz e Mello,
1922 e Tityus bahiensis Perty, 1834.

As solugoes dos venenos foram preparadas a 1% em solucdo salina
(NaCl 0,85% ). Para efeito de comparacio, foram determinadas as DMM,
segundo Brazil® (1918), tendo os venenos de 7. serrulatus e T. bahiensis
apresentados titulos de 400 pg e 200 pg, respectivamente.

2. Antiveneno escorpionico — Foi utilizado o antiveneno purificado
de T. serrulatus, proveniente da Secdo de Soros Antipeconhentos do
Instituto Butantan, produzido em cavalos e com titulo neutralizante de 2
DMM por ml, equivalente a 0,8 mg de veneno especifico neutralizado por
ml, segundo o método de Brazil® (1918). Quando do seu emprego, o
antiveneno foi diluido a 1/2, com a finalidade de evitar o possivel efeito
do fenol, normalmente adicionado aos imunessoros purificados.

3. Animais utilizados — Foram utilizados ecamundongos (Mus
musculus, Linnaeus, 17568) adultos jovens, de 20 g =+ 2g, procedentes
do Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
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Paulo, sem distingdo de sexo, inoculados pelas vias intraperitoneal e
intravenosa. Em todos os ensaios, foram utilizados lotes de seis
camundongos por dose de veneno.

4. Determinacio da toxicidade dos venenos escorpidonicos — Em
todos os ensaios, os animais receberam doses escalonadas dos venenos,
num volume de 0,5 ml para cada dose e observados aos 10, 30 e 60 minutos,
24 e 48 horas apds as inoculacdes, sendo a toxicidade determinada, em
termos de DL50, pelo método de Reed & Miiench * (1938).

5. Doseamento do antiveneno de T. serrulatus — Em todos os
ensaios, foram utilizadas quantidades constantes de antiveneno e doses
variiveis de veneno, obtendo-se um volume final equivalente a 0,5 ml
por camundongo. A mistura, veneno-antiveneno, foi incubada a 37°C
durante 30 minutos. Os animais inoculados foram observados por um
periodo maximo de 48 horas. Os titulos do antiveneno foram expressos
em miligramas ou em numero de DL50 de veneno neutralizado por ml
de antiveneno.

RESULTADOS

As tabelas 1, 2, 3 e 4 apresentam os resultados das atividades toxicas
dos venenos de T. serrulatus e T. bahiensis.

TABELA 1

Determinagdo da DL50 do veneno de T. serrulatus inoculado pela via intraperitoneal
(0,5 ml), em camundongos.

Tempos de Doses em microgramas

observagio 20,00 26,00 33,30 43,94 | 57,12 | 74,25 280
10 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

80 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

60 minutos 0/6 0/6 0/6 2/6 4/6 4/6

24 horas 0/6 2/6 4/6 5/6 5/6 6/6 |31,85 pg
48 horas 0/6 2/6 4/6 | b5/6 6/6 — |30,88 pg

TABELA 2

Determinagiio da DL50 do veneno de T. serrulatus inoculado pela via intravenosa
(0,6 ml), em camundongos.

Tempos de Doses em microgramas

observagao 14,20 16,90 20,11 | 23,93 | 28,48 | 33,89 D50
10 minutos 0/6 0/6 0/6 1/6 2/6 4/6

30 minutos 0/6 0/6 0/6 2/6 2/6 5/6

60 minutos 0/6 0/6 0/6 3/6 4/6 5/6

24 horas 0/6 1/6 2/6 4/6 5/6 6/6 22,02 pug
48 horas 0/6 1/6 3/6 5/6 6/6 — 120,11 pg
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TABELA 3

Determinagao da DL50 do veneno de T. bahiensis inoculado pela via intraperitoneal
(0,6 ml), em camundongos.

Tempos de DﬂSEE-_E.I_'.I“I_ microgramas .
observagao 15,40 20,00 26,00 33,80 | 43,94 57,12 ot
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 1/6 2/6 2/6 5/6

24 horas 0/6 1/6 3/6 5/6 6/6 6/6 |26,00 pg
48 horas 0/6 1/6 3/6 b/6 — — 125,00 pg

TABELA 4

Determinagdo da DL50 do veneno de T. bahiensis inoculado pela via intravenosa
(0,6 ml), em eamundongos.

Tempos de Doses em micrﬂ_g_,:ramnﬁ .
observagao 7,10 923 | 12,00 | 1560 | 20,28 | 26,36

10 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 2/6 3/6

30 minutos 0/6 0/6 0/6 0/6 a/6 5/6

60 minutos 0/6 0/6 0/6 1/6 3/6 6/6

24 horas 0/6 0/6 1/6 2/6 4/6 —- 17,35 pg
48 horas 0/6 0/6 1/6 2/6 4/6 — | 17,35 ug

As tabelas 5, 6, T e 8 apresentam os resultados das provas de
soroneutralizacio especifica e paraespecifica, realizadas com o antiveneno
de T. serrulatus frente aos venenos de 7. serrulatus e T. bahiensis.

TABELA b
Doseamento do antiveneno de T. serrulatus (0,25 ml), em relagio ao veneno especifico
(DL50 = 30,88 pg); mistura inoculada pela via intraperitoneal (0,5ml), em
camundongos.
Veneno de T. serrulatus Qol. salina Tempos de observacio
y Incubacio
mg ml 24 h 48 h
0,10 0,010 0,240 0/6 0/6
37°C
0,15 0,015 0,235 0/6 0/6 *
0,20 0,020 0,230 X 2/6 2/6
0,25 0,025 0,225 30 e i a3/6 3/6
0,30 0,030 0,220 = 6/6 -—

* Titulo: 1ml do antiveneno de T. serrulatus neutraliza 1,2 mg ou 358,86 DL50
do veneno especifico.
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TABELA 6

Doseamento do antiveneno de T. serrulatus (0,25 ml), em relagio ao veneno especifico
(DL50 = 20,11 pg) ; mistura inoculada pela via intravenosa (0,5 ml), em ecamundongos.

Veneno de T. serrulatus ol ealing Tempos de observacgio
Incubagi
mee m] ml gy 24 h 48 h
0,10 0,010 0,240 TR 0/6 0/6
0,15 0,015 0,235 ' 0/6 0/6 *
0,20 0,020 0,230 X 4/6 4/6
0,25 0,025 0,225 | i 6/6 -
0,30 0,030 0,220 : 6/6 —

* Titulo: 1ml do antiveneno de T. serrwlatus neutraliza 1,2 mg ou 57,91 DL50
do veneno especifico.

TABELA 7

Doseamento do antiveneno de T. serrulatus (0,25 ml), em relagido ao veneno de
T. bahiensis (DL50 = 26,00 pg); mistura inoculada pela via intraperitoneal (0,5 ml)
em camundongos.

Veneno de T. bahiensis Sol. salina Tempos de observacgio
Incubacgs
mg ml ml et g 24 h 48 h
0,05 0,005 0,245 g700 0/6 0/6
0,10 0,010 0,240 0/6 0/6 *
0,15 0,015 0,235 X 1/6 1/6
0,20 0,020 0,230 : 6/6 —
30 min.
0,25 0,025 0,225 6/6 —

* Titulo: 1ml do antiveneno de T. serrulatus neutraliza 0,8 mg ou 30,77 DL50
do veneno de T. bahiensis.

TABELA 8
Doseamento do antiveneno de T. serrwlatus (0,26 ml), em relacio ao veneno de
T. bahiensis (DLH0 = 17,35 ug); mistura inoculada pela via intravenosa (0,5 ml)
em camundongos.
Veneno de T. bahiensis Sol. salina Tempos de observacio
i | bacéa
mg ml ml i da 24 h 48 h
0,05 0,005 0,245 ‘0/6 0/6
37°C
0,10 0,010 0,240 0/6 0/6 *
0,15 0,015 0,235 X 2/6 2/6
0,20 0,020 0,230 30 min 6/6 -
0,25 0,025 0,225 ] 6/6 —

* Titulo: 1ml do antiveneno de T. serrulatus neutraliza 0,8 mg ou 46,11 DL50
do veneno de T. bahiensis.
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DISCUSSAO

Siles Villarroel e cols. ¥ * ¥ (1978/79) e Siles Villarroel e cols. 2% 2! 2
(1980/81), trabalhando com venenos e antivenenos ofidicos, propuseram
a utilizacdo do camundongo como animal de prova e as vias intraperitoneal
ou 1ntravenosa, como vias de inoculacio, como substitutos do pombo
(método de Vital Brazil) para os ensaios biologicos daqueles produtos.
De forma semelhante, as observacoes agora realizadas demonstraram a
possibilidade do emprego do camundongo, para a titulacio dos venenos
e doseamento do antiveneno escorpitnico.

Tendo-se em vista que a Farmacopéia Brasileira nao estabelece
normas e padroes para os ensaios biologicos destes produtos, os atuais
resultados se constituem numa proposta para a adocdo de critérios
padronizados para as titulacoes dos venenos e antivenenos escorpionicos.
O emprego do camundongo confere condi¢coes mais economicas e de
melhor reprodutibilidade, o que representa fator importante para a
confiabilidade da eficdcia terapéutica do antiveneno em questio.

A andlise da atividade dos dois venenos estudados em camundongos,
demonstra que o da espécie T. bahiensis é dotado de maior toxicidade
do que o de 7. serrulatus, fato constatado através da sua inoculacgio
tanto pela via intraperitoneal (DL50 26,00 pg e 30,88 ug, respectivamente)
como pela via intravenosa (DL50 17,35 pg e 20,11 pg, respectivamente).
Estes resultados nido concordam com observacoes realizadas no homem,
por Rosenfeld ®* (1976).

Por outro lado, a via intravenosa demonstrou maior sensibilidade
dos animais inoculados do que a intraperitoneal, aos dois tipos de
venenos.

As mortes imediatas (durante os primeiros 10 minutos apds a
inoculacio do veneno) ocorreram quando os animais foram inoculados
pela via intravenosa com doses superiores a uma DL50. Este fenomeno,
comum para os dois tipos de venenos (Tabelas 2 e 4), nédo foi observado
quando as peconhas foram inoculadas pela via intraperitoneal (Tabelas

1 e 3).

Os nossos resultados nido podem ser cotejados com outros, pois, os
informes apresentados pelos autores que anteriormente trabalharam
com veneno escorpionico, basearam-se em metodologia diferente da

adotada no presente trabalho.

A soroneutralizacio especifica, entre veneno e antiveneno de T.
serrulatus, demonstrou que o antiveneno foi capaz de neutralizar 1,2 mg
do veneno especifico, fato este demonstrado por ambas as vias de
inoculacido (Tabelas 5 e 6). Quanto a soroneutralizacio paraespecifica,
o antiveneno de T. serrulatus neutralizou 0,8 mg do veneno de T'. bahiensis
constatada também pelas duas vias de inoculacdo (Tabelas 7 e 8).
Embora a reacao especifica evidenciasse maior capacidade neutralizante,
foi demonstrada, também, a possibilidade de neutralizaciao paraespecifica,
o que caracteriza a existéncia de algumas fracoes ou determinantes
imunogénicos comuns entre os dois venenos estudados. Todavia, esta
reacido nao apresenta a mesma eficiéncia neutralizante, visto que, houve
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uma reducido em torno de 33% de atividade (1,2 mg e 0,8 mg, respecti-
vamente). Assim, o antiveneno de T. serrulatus poderia ser utilizado
na terapéutica dos dois tipos de envenenamentos, indistintamente, o que
constitui um recurso auxiliar de real importancia para a terapéutica dos
acidentes escorpionicos mais freqiientes no Brasil.

Para efeito de uniformidade de conduta nos estudos e perspectivas
de padronizacio dos ensaios biolégicos com venenos e antivenenos ofidicos,
aranéicos e escorpionicos, julgamos recomendivel a adocio do camun-
dongo, como animal de prova e a via intraperitoneal como via de eleicéo.

CONCLUSOES

1. Camundongos se prestaram adequadamente, quando receberam
inoculacdes pela via intraperitoneal, para a titulacdo da atividade
toxica dos venenos de T. serrulatus e T. bahiensis;

2. o doseamento do antiveneno de T. serrulatus pode ser realizado,
indistintamente, pelas vias intraperitoneal ou intravenosa, em
camundongos ;

3. o veneno de T. bahiensis evidenciou maior toxicidade do que o
de T. serrulatus, quando inoculados pelas duas vias, em
camundongos ;

4. o antiveneno de T. serrulatus neutralizou 1,2 mg/ml do veneno
especifico e 0,8 mg/ml do veneno de T. bahiensis.

ABSTRACT: The toxicity, in terms of LD50, of the venoms of
Tityus serrulatus and T. bahiensis was determined in mice by intra-
peritoneal and intravenous route. With the same methodology, the
neutralizing capacity of the antivenin for T. serrulatus was
evaluated with relation to specific and paraspecific venoms.

The results permit the recommendation of the methodology here
proposed, as a practical, inexpensive and reproducible method
for the titration of the studied scorpion venoms and antivenins.
KEYWORDS: Titration of venoms of the genus Tityus; dosage
of scorpionic antivenin; serum cross-neutralization between scorpion
venoms.
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