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RESUMO

A atividade biológica dos soros antipeçonhentos pode ser determinada "in
vivo" em pombos, coelhos, cobaios e camundongos adultos, náo existindo, entre-
tanto, nenhum método que possa ser recomendado internacionalmente. Estu-
dou-se comparativamente aos métodos tradicionais de dosagem de soros em
pombos e camundongos adultos, a validade do uso de camundongos lactentes
de 6 a 7 dias, pesando 4 a 5g, inoculados pela via subcutânea. Inicialmente foi
determinada a toxidez do veneno de Crotalus durissus terríficus através do estu-
do da sintomatologia do envenenamento e da atividade letal. O estud.o com-
parativo dos três métodos forneceu maior concordância de resultados em DE,*
entre as dosâgens realizadas com camundongos lactentes e adultos. A DE,* e
DLro determinadas em camundongos lactentes forneceu resultados mais constan-
tes que os dos métodos de camundongos adultos e pombos. O uso deste novo
método permite eliminar a dificuldade de obtençáo do atual animal de prova;
a utilizaçã,o de um maior número de animais por ponto de avaliação biológica,
possibilitando uma maior precisão e conseguinclo-se unra uniformidad.e nas ca-
racterÍsticas exigidas neste tipo de d.osagem como peso, idade e linhagem, vi-
sando a reproduçáo sistemática dos resultad.os.
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A atividade biológica dos soros antiofÍdicos
pode ser determinada pela via endovenosa em
pombos e em coelhos adultos, pela via subcu-
tânea em cobaios adultos ou ainda, pelas vias
endovenosa, intramuscular ou intraperitoneal
em camundongos adultos s. No Brasil é usado
predominantemente o método de Vital Brazil
em pombos adultos inoculados pela via endo-
venosa +. A Organizaçã"o Mundial da Saúde
descreve no Manual de Procedimentos o mé-
todo de camundongos adultos inoculados pela
vÍa intraperitoneal, embora afirme, que não
existe nenhum método que possa ser reco-
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mendado internacionalmente pois as variações
existentes quanto à composiçáo e ação dos
venenos são muito grandes 6.

Numa análise comparativa das vantagens
e Ínconveniências dos métodos expostos, en-
contramos para o de Vital Brazll a quase im-
possibilidade de se obter reprodutibilidade de
resultados devido à restrição do número de
animais por diluiçáo em conseqüência do pre-
ço do animal de experimentaçáo. Os métodos
de dosagens em coelhos e coþaios apresenbarn
os mesmos inconvenientes. Através do méto-
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do de dosagem descrito pela O.M.S., em ca-
mundongos adultos pela via intraperitoneal,
embora de custo menor, não sáo evidentes si-
nais significativos de intoxicaçáo e por isto a
determinaçáo é feita com bâse somente na so-
brevivência dos animais.

Estudamos comparativamente o uso de ca_
mundongos lactentes determinando a toxidez
do veneno de Crotalus durissus terríficus e a
atividade neutralizante do soro especÍfico, com
os métodos de Vital Braz l e o descrito pela
o.M.s/o.P.s..

MATERIAL E MÉTOI)'OS

I - Veneno: Crotalus durisstrs terúficus
(Laurenti, 1?68). Instituto Butantan -Part,. 16, seco a vácuo, conservado a 5.C,
em frascos contendo 10 mg.

II - Animais: Pombos adultos de 250-820 g.
Camundongos adultos de 16-18 g.
Camundongos lactentes de 6-? dias, com
4-5 g.

III - Soro Hiperimune: Soro Anticrotálico-
Instituto Butantan.

Veneno de Crotalus durissus terrÍficus
D.M.M. 7,5 þ9, dÍluído a uma concentração de
5,0 mglml, em soluçáo salina - 0,850/o inocu-
lado em pombos pela via endovenosa (veia
axilar), em camundongos adultos pela via
intraperitoneal e, em camundongos lactentes,
pela via subcutânea, a fim de se obter a DL'
onde a porcentagem de mortos é transformada
em probitos e, usando papel semilog, sáo lan-
çadas em gráfico o logaritmo das diluições do
veneno contra a mortalidade em probitos ó, pe-
lo método de BLISS 1,2,3.

Para cada ponto de dosagem usou-se dois
pombos, de acordo com o método de Vital
Brazil, pela via endovenosa no volume de 2,0

mI (4); seis camundongos adultos, de acordo
com a O.M.S"/O.P.S. pela via intraperitoneal
no volume de até 0,5 ml (6); dez camundon-
gos lactentes no volume de até 0,3 mI, pela via
subcutânea, na regiáo dorsal.

Inicialmente foi determinada a sintomato-
logia do envenenamento assim como, o número
de mortos após 24 e 48 horas de observaçáo.

Após determinação da DLro do veneno pe-
los três métodos procedeu-se à dosagem de

potência dos soros pela neutralizaçã"o ,,in vi_
tro" de diferentes concentrações de veneno
na presença do soro durante B0 minutos a B7"C
e a seguir inoculados nos anímais nos volumes
de 2,0 ml nos pombos, 0,5 ml nos camundongos
adultos e finalmente 0,2 ml nos camundongos
lactentes com seringas Omega Microstat de 1

ml.

As leituras dos resultados foram feitas 24
e 48 horas após as inoculações, sendo consi-
deradas somente as doses em que os animais
não apresentaram sintoma algum.

Nas determinações realizadas com camun-
dongos lactentes, os animais foram mantÍdos
separad.os das mães, não sendo necessária a
administração de água ou nenhum alimento,
pois os mesmos suportam estas condições du-
rante um período de 72 horas¡.

RESULTADOS

1. A média das DLro do veneno foi superior
em camundongos lactentes (2,6 ,¿g), seguin-
do-se a dos pombos (1,6 pg) e finalmente
a dos camundongos adultos (1,2 pg), Ta,
bela I.

2. A média das DE,* do veneno foi superior
nos pombos (1,08 pg), seguindo-se a dos
camundongos adultos (0,95 pg) e a dos
lactentes (0,90 pg), Tabela I.

3. A sintomatologia do envenenamento cro-
tálico nos camundongos lactentes se ini-
cia pela paralisia dos membros anteriores,
logo em fase mais avançada paralisia tam-
bém dos membros posteriores, taquipnéia
mantendo o animal com a boca aberta e,

em determinados animais, é observada a
posiçáo de opistótono, Figs. L, 2 e 3. A
sintomatologia embora pouco aparente, nos
camundongos adultos é a da contraçáo da
musculatura abdominal. A sintomatologia
nos pombos é a paralisia dos membros su-
periores e inferiores e, em determinadas
oportunidades oþserva-se a posiçáo de

opistótono.

4. Na dosagem de potência do soro (DE100)

houve uma concordância de resultados nos

3 métodos em 3 oportunidades das 10 pro'
vas realizadas. Gráfico 1.
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TABELÂI
Determinação da DEr¡o e da D\o de veneno de crotalus durissus úerrificus em pombos, camundongos adultos e camundongos lactentes

x lnoculodos pelo vio endovenoso, em 2 onimois por ponto de ovolioçõo e observodos duronte 24 horos.
x x lnoculodos pelo vio introperitoneol em 6 onimois por ponto de ovolioÇõo e observodos duronte 48 horos.

àt i( lÊ lnoculodos pelo vio subcutõneo, em lO onimo¡s por ponto de ovolioçõo e observodos duronte 48 horos.

MEDIA DAS DE tOO n¡Éotn DAS DL so
Pombos odultos:'l,OBpg Pombos odultos : 1,6¡19

Comundongos odultos: O,95pg Comundongos odultos : 1,2pg
Comundongos loctentes: O,9Opg Comundongos loctentes : 2,6¡_rg

ANIMAIS DE

PROVA E PESO

DATA DA DETERMINAÇÃO DA TOXIDEZ

29.O6.82 12.o7.82 r6.08.82 r3.o9.82 29.09.82 o6.r2.82 14.12.82 o5.or.85 ,t,t.o1.83 o2.o2.83
ñtr-'too DLso ñtr"-100 DLso NF'-,too DL5o --{oo DLso "-too DLso --.too DL5o DEtoo DL5o ñtr"-too DLso DL50 -'too DLso

x 
Pombo odulto
( 25o - 32o9 )

I,OO
Jl9

tqô
p9

2,OO
p9

2,25
}l9

o,90
p9

r,90
p9

1,20
}lg

r,80
pg

o,60
p9

o,90
]J9

r,20
p9
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ps

o,90
pg

r,20
ps

t,20
ps

2,40
ps

o,90
!9

1,20
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o,90
ps

{,20
!s

x xComundongo
odulto

(16 - 1Bo )

ô7q
Jl9 !9

r,20
ljg

1,65
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JJ9
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p9
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Fig. I - À direita controle normal e â
esquerda o animal apresentando paralisia
dos membros anteriores e taquipnéia man-
tendo a boca aberta, após 48 horas de ter

recebido 0,9 ¡¿g de veneno

Ern 7 oportunidades, as dosagens tealilza-
das em pombos e em camundongos adul-
tos, não foram concordantes, embora as
diferenças fossem pequenas e sempre su-
periores para os camundongos.

As dosagens realizadas em camundongos
lactentes com a dos pombos coincidiram
em 5 oportunidades, Gráfico 1.

As dosagens realizadas em camundongos
lactentes e camundongos adultos foram
concordantes em 6 oportunidades, Gráfi-
co 1.

Considerando-se as discordâncias das do-
sagens realizadas com pombos, camundon-

o.

Fig. 2 - À direita controle normal e a es-
querda animal com paralisia dos membros
anteriores e posteriores, após 49 horas de teÍ

recebido 1,5 /¿g de veneno

gos adultos e camundongos lactentes, os ca_
mundongos lactentes e adultos forneceram
resultados ligeiramente superiores aos dos
pombos, Gráfico 1.

DISCUSSÃO

Quanto ao animal de prova, considerando-se
o peso do animal, mostrou-se o pombo com
maior sensibilidade ao veneno crotálico que o
camundongo, situando-se o camundongo lac-
tente ainda como de menor sensibilidade, en-
tretanto, o aparecimento da sintomatologia do
envenenamento foi idêntico nos três animais
de experimentação, fato este que permite, to-
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Fig. 3 - À direita controle normal e a
esquerda animal com paralisia dos membtos
ânteriores e posteriores; taquipnéia manten-
do o animal com a boca aberta e corpo co-
locando o mesmo em posição de opistótono;
após 48 horas de ter recebido 2,L ¡¡g de

veneno

1,O ml SORO PARTIDA
GRAFrco 1 - Dosagem de potência de soro anticrotálico âtravés da DEroo pelos métodos tradicionais e em camun-

dongos lactentes

mando-se como parâmetro a observaçáo da siir-
tomatologia, o uso de camundongos lacten¡es
na dosagem de neutralização do soro anticro_
tálico. SCIÍöTTLER,? observou o mesmo fenô_
meno de sensibilidade entre o pombo e o ca_

mundongo adulto, e quando, a dose de veneno
foi aumentada de 50 para 200 vezes para os
testes com antiveneno, essa diferença foi des_
prezÍvel da mesma maneira como no þresente
trabalho.

Escolhemos para nosso modêlo nos ca_

tnundongos lactentes a via subcutânea por se
aproximar ao que acontece na prática e pela
facilidade de inoculaçáo. Evitamos o uso da
via endovenosa peio faüo dos venenos da sub_
famÍlia Croúalinae serem muito coagulantes ú,
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Considerando-se o baixo custo d.os camun_
dongos lactentes elevamos o número d.e ani_
mais para cada diluição, desta maneira usa-
mos 10 ao invés de 6 como é recomendado
no caso do uso de camundongos adultosó.

CONCLUSÃ,O

O método de dosagem de potência do soro
¿nti-crotálico em camundongo lactente apresen-
ta vantagens de segurança, praticabilidade e
economia quando comparado aos métodos tra-
dicionais de dosagem.

SUMMARY

New method for dosage of antivenoms sera
in baby m¡çe, I.Ant¡grotaliç serum's dosage
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The biological activity of antiserum against
venoms can be assessed by ,'in vivo" tests
using pigeons, rabbits, guinea-pigs and adult
mice although there is no International stan-
dardized reaction for it.

The traditional methods using pigeons and
adult mice were comparatively stud.ied with
those using mice of 4-5 g (0 Z days of age),
inoculated by subcutaneous injection. The to-
xicity of the Crotalus durissus terrificus venom
was initially determined by studying the symp-
tomatology after administration of venom and
lethal activity. The comparative study of these
three methods sho,wed that the best concor-
dance in the results of the ED100 wâs obtainecl
using adult and baby mice. The most homo-
geneous ED,* and LDro results were found in
baby mice when compared with those found
in a in adult mice and pigeons.

With this new method we can avoid the
difficulty in obtaining those animals, besides
utilization of a great number of animals per
biological evaluation point reaching better pre.
cision and a great unformily, required in this
type of dosage like ,weight, age and strains, in
order to get better reproductibility of results.
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