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NOVO METODO DE DOSAGEM DE SOROS ANTIPEGONHENTOS EM
CAMUNDONGOS LACTENTES

I — Dosagem: do soro anticrotilico

Bruno SOERENSEN (1), Newton Pereira SANTOS (2), Mary Dalva Caparroz VANCETTO (3), Maria
Laura Sales Rodrigues LIMA (3) e JoAo Pessoa de Paula CARVALHO (4)

RESUMO

A atividade bioldgica dos soros antipeconhentos pode ser determinada “in
vivo” em pombos, coelhos, cobaios e camundongos adultos, nfo 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 subcutdnea. Inicialmente foi
determinada a toxidez do veneno de Crotalus durissus terrificus através do estu-
do da sintomatologia do envenenamento e da atividade letal. O estudo com-
barativo dos trés meétodos forneceu maior concordéncia de resultados em DE,y
entre as dosagens realizadas com camundongos lactentes e adultos. A DE,, e
DLy, determinadas em camundongos lactentes forneceu resultados mais constan-
fes que os dos métodos de camundongos adultos e pombos. O uso deste novo
meétodo permite eliminar a dificuldade de obtencdio do atual animal de prova;
a utilizacdo de um maior numero de animais por ponto de avaliacio bioldgica,
possibilitando uma maior precisio e conseguindo-se uma uniformidade nas ca-
racteristicas exigidas neste tipo de dosagem como peso, idade e linhagem, vi-
sando a reproducfo sistemdtica dos resultados.

INTRODUCAO
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A atividade bioldgica dos soros antiofidicos
pode ser determinada pela via endovenosa em
pombos e em coelhos adultos, pela via subcu-
ténea em cobaios adultos ou ainda, pelas vias
endovenosa, intramuscular ou intraperitoneal
em camundongos adultosS., No Brasil é usado
predominantemente o método de Vital Brazil
em pombos adultos inoculados pela via endo-
venosa ¢ A Organizacio Mundial da Satde
descreve nc Manual de Procedimentos o msé-
todo de camundongos adultos inoculados pela
via intraperitoneal, embora afirme, que ndo
existe nenhum meétodo que possa ser reco-

1)

mendado internacionalmente pois as variagbes
existentes quanto & composicio e acdo dos
venenos sao muito grandesé.

Numa andlise comparativa das vantagens
e inconveniéncias dos métodos expostos, en-
contramos para o de Vital Brazil a quase im-
possibilidade de se obter reprodutibilidade de
resultados devido & restricio do nimero de
animais por diluigdo em conseqiiéneia do pre-
¢o do animal de experimentacio. Os métodos
de dosagens em coelhos e cobaios apresentam

0s mesmos inconvenientes. Através do mséto-
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do de dosagem descrito pela O.M.S., em ca-
mundongos adultos pela via intraperitoneal,
embora de custo menor, ndo sio evidentes si-
nais significativos de intoxicacfo e por isto a
determinacfo & feita com base somente na so-
brevivéncia dos animais.

Estudamos comparativamente o uso de ca-
mundongos lactentes determinando a toxidez
do veneno de Crotalus durissus terrificus e a
atividade neutralizante do soro especifico, com
os métodos de Vital Brazil e o descrito pela
OM.S/0OPS..

MATERIAL E METODOS

I — Veneno: Crotalus durissus terrificus
(Laurenti, 1768). Instituto Butantan —
Part. 16, seco a vdcuo, conservado a 5°C,
em frascos contendo 10 mg.

II — Animais: Pombos adultos de 250-320 g.
Camundongos adultos de 16-18 g.
Camundongos lactentes de 6-7 dias, com
45 g.

IITI — Soro Hiperimune:
Instituto Butantan.

Soro Anticrotalico-

Veneno de Crotalus durissus terrificus
DMM. 1,5 pg, diluido a uma concentracio de
5,0 mg/ml, em solucdo salina — 0,85% inocu-
lado em pombos pela via endovenosa (veia
axilar), em camundongos adultos pela via
intraperitoneal e, em camundongos lactentes,
pela via subecutanea, a fim de se obter a Di.,
onde a porcentagem de mortos é transformada
em probitos e, usando papel semilog, sdo lan-
cadas em grafico o logaritmo das dilui¢cbes do
veneno contra a mortalidade em probitosé, pe-
lo método de BLISS 1,23,

Para cada ponto de dosagem usou-se dois
pombos, de acordo com ¢ meétodo de Vital
Brazil, pela via endovenosa o volume de 2,0
ml (4); seis camundongos adultos, de acordo
com a OMS./OP.S. pela via intraperitoneal
no volume de até 0,5 ml (6); dez camundon-
gos lactentes no volume de até 0,3 ml, pela via
subcutanea, na regido dorsal.

Inicialmente foi determinada a sintomato-
logia do envenenamento assim como, o nimero
de mortos apds 24 e 48 horas de observacioc.

Apds determinacio da DLy, do veneno pe-

los trés métodos procedeu-se & dosagem de

poténcia dos soros pela neutralizacio “in vi-
tro” de diferentes concentracées de veneno
na presenca do soro durante 30 minutos a 37°C
€ a seguir inoculados nos animais 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 apds as inoculacdes, sendo consi-
deradas somente as doses em que os animais
ndo apresentaram sintoma algum.

Nas determinacdes realizadas com camun-
dongos lactentes, os animais foram mantidos
separados das maéaes, ndo sendo necessaria a
administracio de dgua ou nenhum alimento,
pois os mesmos suportam estas condicbes du-
rante um periodo de 72 horasS3.

RESULTADOS

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

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

]

3. A sintomatologia do envenenamento cro-
talico nos camundongos lactentes se ini-
cia pela paralisia dos membros anteriores,
logo em fase mais avancgada paralisia tam-
bém dos membros posteriores, taguipnéia
mantendo o animal com a boca aberta e,
em determinados animais, é observada a
posicdo de opistétono, Figs. 1, 2 e 3. A
sintomatologia embora pouco aparente, nos
camundongos adultos € a da contracdo da
musculatura abdominal. A sintomatologia
nos pombos € a paralisia dos membros su-
periores e inferiores e, em determinadas
oportunidades observa-se a posicdo de

opistétono.

4. Na dosagem de poténcia do soro (DEy)
houve uma concordancia de resultados nos
3 métodos em 3 oportunidades das 10 pro-
vas realizadas. Grafico 1.
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T ABETILATI
Determinagfo da DE,, e da DL,, de veneno de Crotalus durissus terrificus em pombos, camundongos adultos e camundongos lactentes
DATA DA DETERMINACAO DA TOXIDEZ

ANIMAIS DE
290682 | 120782 1608.82 | 13.0982 | 290982 | 0642.82 1442.82 | 0501.83 44.01.83 | 02.02.83

PROVA E PESO
PE100| P50 |PE100 | Pso |PEi00 [Plso (PEioo |Olso {PEioo | Phso |PEi0o | Phso [PEio | Phso [PExoo | Phso [PEino | Plso [PEoo [ Ptso
* Pombo adulto 1,00 11,50 | 2,00 2,25 | 0,90 | 1,90 [1,20 | 1,80 |0,60 | 0,90 1,20 | 1,50 | 0,90 | 1,20 | 1,20 |2,40 | 0,90 | 1,20 | 0,90 | 4,20
(250-320q) Mgy W9 W9l Mg| MO| pO | M| Bg| Mg Hg| Mg | Mg M9 Mg | B9 | MO| HO| MG M9l Mg
**Cﬂggjﬂfl‘%o"go 0,75 10,95 1,20 11,65 | 0,90 | 1,80 | 1,20 | 1,40 | 0,90 | 0,86 | 0,90 | 0,92 | 0,90 | 1,00 |0,90 | 1,00 | 0,90 | 1,30 [0,90 | 1,20
(16-184) b9y M9} M9y K9 | Mg Mg ) K| HM9| MO| MG| Mpg| WG| M| Mg| MG| MO| MI{ MI| Hg! ug

* %%

C?m;mdfngo 0,90 12,30 10,90 | 2,45 0,90 | 2,40 [ 0,90 | 2,70 | 0,90 | 2,60 | 0,90 | 2,70 | 0,90] 3,00 [0,90 | 2,85 | 0,90 | 3,00 | 0,90 | 2,30
4-5q) Y9 M9 Mgy Mgl Mgl pgl o ugl Mgl bgl bg | bg | pg | b9l pgf pg | pg| b9l Mg | Mg | bg

* Inoculados pela via endovenosa, em 2 animais por ponfo de

avdliagGo e observados durante 24 horas.

* % Inoculados pela via intraperitoneal em 6 animais por ponto de avdliacdo e observados durante 48 horas.
* % % Inoculados pela via subcutdnea, em 10 animais por ponto de avaliacdo e observados durante 48 horas.

MEDIA DAS DE 40

MEDIA DAS DLsgg

Pombos adultos: 1,08ug

Pombos adultos:

1,619

Camundongos adultos: 0,95ug

Camundongos adultos: 1,2ug

Camundongos lactentes: 0,90ug

Camundongos lactentes: 2,61g
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Em 7 oportunidades, as dosagens realiza-
das em pombos e em camundongos adul-
tos, nio foram concordantes, embora as
diferencas fossem pequenas e sempre Su-
periores para os camundongos.

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

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

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

Fig. 1 — A direita controle normal e a
esquerda o animal apresentando paralisia
dos membros anteriores e taquipnéia man-
tendo a boca aberta, apds 48 horas de ter
recebido 0,9 ug de veneno

Fig. 2 — A direita controle normal e a es-

querda animal com paralisia dos membros

anteriores e posteriores, apds 48 horas de ter
recebido 1,5 yg de veneno

gos adultos e camundongos lactentes, os ca-
mundongos lactentes e adultos forneceram
resultados ligeiramente superiores aos dos
pombos, Grafico 1.

DISCUSSAQ

Quanto ao animal de prova, considerando-se
0 peso do animal, mostrou-se o pombo com
major sensibilidade ao veneno crotdlico que o
camundongo, situando-se o camundongo lac-
tente ainda como de menor sensibilidade, en-
tretanto, o aparecimento da sintomatologia do
envenenamento foi idénticc nos trés animais
de experimentagdo, fato este que permite, to-
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PFig. 3 — A direita controle normal e a

esquerda animal com paralisia dos membros

anteriores e posteriores; taquipnéia manten-

do o animal com a boca aberta e corpo co-

locando o mesmo em posi¢io de opistStono;

apés 48 horas de ter recebido 2,1 ug de
veneno

o
2 3 POMBO
% @l CAMUNDONGO ADULTO
2
9 CAMUNDONGO LACTENTE
B emg |
3|
8 Smg |
5 amg }
2
g 3mg
o 2mg |
©
% 1mg F : K : -
c 9 g0
g 8295 82(:—26 826-37 82(:—48 BZC—?:’) 829-\64 826—725 820-826 82-27 82-28
1,0 ml SORO PARTIDA
GRAFICO 1 — Dosagem de poténcia de soro anticrotdlico através da DE,,, pelos métodos tradicionais e em camun-

dongos lactentes

mando-se como parametro a observacio da sin-
tomatologia, o uso de camundongos lactentes
na dosagem de neutralizacio do soro anticro-
talico. SCHOTTLER’ observou o mesmo fend-
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 diferenca foi des-
prezivel da mesma maneira como no presente
trabalho.

Escolhemos para nosso modélo nos ca-
mundongos lactentes a via subcutdnea por se
aproximar ao que acontece na pratica e pela
facilidade de inoculagio. Evitamos o uso da
via endovenosa peio fato dos venenos da sub-
familia Crotalinae serem muito coagulantes s,
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Considerando-se 0 baixo custo dos camun-
dongos lactentes elevamos o ntmero de ani-
mais para cada diluicdo, desta maneira usa-
mos 10 a0 invés de 6 como é recomendado .
no caso do uso de camundongos adultos s,

CONCLUSAO

O método de dosagem de poténcia do soro
anti-crotdlico em camundongo lactente apresen-
ta vantagens de seguranca, praticabilidade e
economia quando comparado aos métodos tra-
dicionais de dosagem.

SUMMARY

New method for dosage of antivenoms sera
in baby mice, L-Anticrotalic 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 studied with
those using mice of 45 g (6-7 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 showed that the best concor-
dance in the results of the ED,y, was obtained
using adult and baby mice. The most homo-
geneous ED ,, and LD, 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 unformity, required in this
type of dosage like weight, age and strains, in
order to get better reproductibility of results.
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