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RESUMO — 0Os autores analisaram com- tes antigénicos, principalmente pela imuno-
parativamente os componentes antigénicos eletroforese. Os antivenenos purificados
de seis espécies de venenos botrépicos fren- permitem caracterizar melhor os compo-
te a seus respectivos antivenenos, “in na- nentes antigénicos quando seus resultados
tura” e “purificados” através de micromé- siio comparados com os obtidos com anti-
todos de Ouchterlony e de Grabar & venenos “in natura",
Williams.
UNITERMOS — Venenos botrdpicos: du-

Coneluem, que a metodologia aplicada, pla difusio em gel de agar de venenos bo-
permitiu a obtencio de resultados satisfa- tropicos; imunceletroforese de venenos
térios quando da separagio dos componen- botripicos,

INTRODUCAO

Em trabalhos anteriores, utilizando-se de membranas de “Cellogel”
verificamos electroforeticamente, o nimero de fragbes que compdem os
venenos de algumas espécies de serpentes do género Bothrops, sendo que
para a espécie B. jararaca, pudemos distinguir 15 fracdes (Siles Villar-
roel, 1972 Siles Villarroel e col., 1973).

Uma andlise dos trabalhos publicados a esse respeito evidencia que
poucos autores se preocuparam com o estudo da composicio antigénica
dos venenos ofidicos e, em particular com a dos venenos do género
Bothrops; aqueles que estudaram o assunto sob este aspecto limitaram-se
a verificar a existéncia de componentes comuns aos varios venenos,
através da reacio de neutralizacdo “in vivo” ou, entdo, muito mais rara-
mente, “in vitro”. Neste aspecto, podemos destacar o trabalho de Rosen-

feld e col. (1962).
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Nao encontramos na literatura consultada trabalhos que estabelecam
uma analise comparativa entre os resultados observados com o0s venenos
botropicos, quando da aplicacao das técnicas de dupla difusdo e de imu-
noeletroforese em gel de agar. Os autores se limitaram em analisar
isoladamente, utilizando de uma das duas técnicas. Quer nos parecer que,
entre nos, somente Goncalves (1961) realizou este estudo comnarative,
porém com veneno crotilico.

Schenberg (1958, 1961 e 1963), aplicando a -técnica de Ouchterlony,
realizou observacoes com os venenos das espécies B. jararaca e B.
neuwiedt, introduzindo algumas modificacoes na metodologia original.

Este autor conclui da possibilidade de existir um grande nimero de
componentes antigénicos nesses venenos, tendo ainda verificado que, em
seis sub-espécies de B. neuwiedi, os venenos também diferem, entre si,
imunologicamente.

Outros autores, utilizando venenos de serpentes de vaArios géneros,
inclusive o botropico, e aplicando a técnica de dupla difusio em gel de
agar, apresentaram resultados que assim podem ser sintetizados:

1 — e possivel a utilizacao desse método no estudo da composicao
antigénica dos venenos ofidicos (Grasset e col. 1956a e 1956b) ;
2 — é possivel determinar a existéncia de identidades antigénicas

entre venenos de serpentes do mesmo género (Scavini & Ferra-
resi, 1962) e mesmo em género bastante distantes (Boquet e
col., 1969).

A imunoeletroforese também foi aplicada por alguns autores para
verificar a composi¢do antigénica de venenos ofidicos, inclusive de espé-
cies do género Bothrops.

Parece-nos que foi Goncalves (1961), quem primeiramente se uti-
lizou desta metodologia no estudo dos venenos ofidicos, aplicando-a na
verificacio da composicdo do veneno crotalico.

Rascovsky & Scavini (1964), utilizaram da mesma téenica para veri-
ficar a presenca de anticorpos contra os venenos B. alternatus, B.
neuwiedit e C. terrificus, nas fracdes globulinicas §, e . de antivenenos
especificos.

Ferri (1967), entre noés, verificou através da imunoeletroforese, o
comportamento do veneno B. atrox tendo, todavia realizado a separacio
eletroforética prévia do antiveneno, para em seguida realizar a difuséo
do veneno. Tal modelo experimental, demonstrou as linhas de precipi-
t]a{;ﬁ-:::,tsnmente na regiao v globulinica, o que alids, era o tnico objetivo
do autor. |

Uriel e col. (1968), pela aplicacio da imunoeletroforese caracteri-
zaram a natureza antigénica de duas enzimas constitutivas do veneno
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da espécie B. jararaca, previamente isoladas através de processos qui-
micos, demonstrando que uma delas é bastante heterogénica e, a outra,
representada por uma unica fracao.

Jouannet (1968), realizando a imunoeletroforense de varios venenos
de serpentes provenientes da Etiopia, obteve uma nitida e satisfatéria
separacido dos componentes antigénicos dessas peconhas.

Boquet e col. (1969), aplicando esta metodologia, verificaram que,
a « toxina do veneno N. nigricollis, € comum a outros venenos de espécies
de serpentes diferentes.

Face ao exposto, nos propusemos a estudar comparativamente, con-
tando com o aprimoramento das técnicas imunoquimicas originais de
Ouchterlony e de Grabar & Williams, a composicio antigénica de seis
espécies de venenos de serpentes do género Bothrops. s resultados
obtidos, eventualmente poderdo fornecer subsidios a serem utilizados em
outros campos, como da filogenia e da sistematica das serpentes bo-

tropicas.

MATERIAL E METODOS

Venenos ofidicos

Os venenos ofidicos utilizados, fornecidos pelo Instituto Butantan,
foram obtidos por extracdo manual de numerosas serpentes adultas,
cristalizados a vacuo e mantidos na geladeira a 0-4°C. Utilizamo-nos das
peconhas das seguintes espécies: Bothrops jararaca (Wied, 1824),
Bothrops alternatus Duméril, Bibron et Duméril, 1854, Bothrops insulares
(Amaral, 1921), Bothrops jararacussu Lacerda 1844, Bothrops moojeni
Hoge, 1965* e Bothrops cotiara (Gomes, 1913).

Foram preparadas solugdes a 0,5%, 1%, 2% e 4% a partir do veneno
cristalizado, em solucdo fisiologica (NaCl a 0,85%) distribuidas em
frascos contendo 2 ml de cada solucdo, hermeticamente fechados e man-
tidos a4 temperatura de -25°C, (Furlanetto, 1965). No momento do uso,
as solucoes eram descongeladas e os excedentes desprezados.

Soros Hiperimunes

Utilizamo-nos de antivenenos especificos, obtidos por hiperimu-
nizacio de seis cavalos (um para cada espécie de veneno) ; os animais
escolhidos apresentavam-se em condi¢des normais de satide e nunca ha-
viam sido antes utilizados para outras imunizac¢ées. As hiperimunizacdes
obedeceram ao esquema adotado pelo Servigco de Imunizagio do Instituto
Butantan.

A Bothrops moojeni Hoge, 1966, era até entio, classi icada como Rothrops atror.
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Ac término das hiperimunizacoes, cerca de sete dias apds a ultima
inoculacido, foram realizadas as sangrias finals em duas etapas:

a) inicialmente retiravam-se 500 ml de sangue; este era deixado
coagular e o soro era decantado e centrifugado a 3.000 rpm
por 20 minutos. Em seguida, era o soro distribuido em volumes
de 10 ml e guardado em frascos hermeticamente fechados e
conservados a -25°C até sua utilizacao. Este material constitui
o que chamamos de antiveneno “in natura”.

b) o restante de cada sangria individual era feita em recipiente
contendo citrato de sodio a 1,7 g por 100 ml de sangue; o plasma
era decantado apds 24 horas de sedimentacio dos elementos fi-
gurados e encaminhado & purificacio e concentracio pelo método
de Pope (1938-1939) modificado por Furlanetto (1961), técnica
usualmente adotada nos laboratorios do Instituto Butantan. O
material assim tratado constitui o que chamamos de “antiveneno

purificado™.
Titulacdo dos antivenenos

A titulacio dos antivenenos fol realizada pelo método de Vital
Brazil, segundo a Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil (1959). A

atividade neutralizante dos antivenenos estid expressa na tabela I.

TABELA 1

TITULOS APRESENTADOS PELO DOSEAMENTO “IN VIVO”, SEGUNDO O
METODO DE VITAL BRAZIL, DOS ANTIVENENOS OBTIDOS

erans Titulo do antiveneno Titulo do antiveneno

“in natura” (mg/ml) purificado (mg/ml)
B. jararaca 2.0 5,0
B. alternatus 3,0 6,0
B. insularis 4,0 15,0
B. jararacussu 2,0 5,0
B. moojeni = 2.0 4,0
B. cotiara }2,0{3.0 9,0

Dupla difusdo em gel de dgar

Para a realizacio desta prova, baseamo-nos nos trabalhos originais
de Ouchterlony (1948, 1949). A perfuracio do Agar obedeceu aos mode-
los adotados por Ferri (1968) e sumariamente consta dos seguinte pro-

cedimentos:
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Preparo prévio da ldmina

Foram utilizadas laminas de microscopia de 7,6 x 2,6 cm e de 1 mm
de espessura, numeradas em uma de suas extremidades.

As laminas, sulfocromicamente limpas, eram revestidas com 1,0 ml
de agar (Bacto Agar Difco) a 1% em agua destilada. Em seguida,
eram levadas a estufa a 37°C até a completa secagem do agar. Assim
preparada, as laminas conservavam-se até o momento de sua utilizacao.

No momento do uso, as laminas recebiam um segundo revestimento,
constituido por 3,0 ml de Agar (Bacto Agar Difco), a 1% em solucgido
fisiologica, adicionado de mertiolato a 1:10.000. Deixava-se solidificar
por 10 minutos & temperatura do laboratorio.

Apéds o tratamento acima descrito, com o auxilio de perfuradora de
diametro de 5 mm, eram abertos os orificios. Padronizamos a utilizacao
de trés perfuracdes, com uma disposicdo triangular, com 8 mm de dis-
tincia entre cada orificio. A retirada dos fragmentos de Agar era reali-
zada com o auxilio de uma agulha de grosso calibre, adaptada a uma

trompa de vécuo.

Execucio da dupla difusdo em gel de dagar

Em todas as reacoes, padronizamos, a colocacio do antiveneno na
perfuracio do vértice superior ou inferior e a colocacio das solugdes
de venenos, nas outras duas perfuracdes conforme o modelo experimental

adotado.

Também padronizamos, para todas as reacoes realizadas, o volume
de 0,02 ml, quer das solucdes de venenos, quer de antivenenos. As laminas
eram colocadas imediatamente em camaras umedecidas com uma solucio
de sulfato de cobre a 1%, onde permaneciam por 48 horas. Em seguida,
as laminas eram lavadas por trés dias, imersas em cubas com solucio
fisiolégica (NaCl a 0,85%) que era rernovada duas vezes ao dia. Apés
este periodo, eram envolvidas em papel filtro umedecido em édgua des-
tilada e colocadas na estufa a 60°C, até completar a secagem do papel.
Esta operacio era repetida mais uma vez. Em seguida, eram lavadas
em #Agua corrente e novamente submetidas a 60°C na estufa até a seca-
gem do Agar. Apo6s o resfriamento, eram coradas pelo Amido Schwarz
10 B a 4% em Acido acético, durante 10 minutos. Seguia-se a descolo-
racio pelo acido acético a 5% e subseqiiente lavagem em agua corrente
e secagem A temperatura ambiente. Para melhor visualizacio das linhas
de precipitacio, realizamos a leitura das liminas com o auxilio de Imu-
nocopio de Projecio Zeiss *.

* Montado nos Laboratirios de Carl Zeise — Companhia Otica l.: Mecinica, segundo recomendacdes
téenicns do Prof., R. G. Ferri.
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I'munoeletroforese

Seguimos as téecnicas de Grabar & Williams (1953 e 1955), com as
modificacoes propostas por Ferri & Cossermelli (1964), relativas a4 apa-
relhagem e técnicas necessdrias a realizacido do micrométodo por nés
utilizado e que sumariamente consiste no seguinte:

Aparelhagem para Imunoeletroforese

a) retificador de corrente, munido de miliamperimetro e voltimetro,
reguliavel de zero a 100 mA e de zero a 500 yolts;

b) cuba de “plexiglis”, de procedéncia nacional, confeccionada se-
gundo o modelo preconizado por Ferri e Cossermelli (1964) ;

¢) laminas de microscopia de 7,5 x 2,56 cm e de 1 mm de espessura,
numeradas em uma de suas extremidades.

Preparo de laminas

As laminas quimicamente limpas pelo tratamento sulfocromico eram
revestidas com 1,0 ml de agar (Bacto Agar Difco) a 1% em Agua desti-
lada. Em seguida, eram levadas a estufa a 37°C, até a completa secagem
do Agar. Assim preparadas, conservam-se até o momento de sua uti-
lizagéo.

No momento do uso as laminas recebiam um segundo revestimento
com 3,0 ml de dgar a 1% (Bacto Agar Difco), em solucio tampio de
veronal acetato com pH 8,6 e forca ionica de 0,05, adicionado de mer-
tiolato a 1:10.000. Deixava-se solidificar por 10 minutos e em seguida,
o Agar era recortado. A abertura das fendas e do orificio central, era
realizada através de um aparelho recortador, equipado com laminas
laterais e tubo central oco. As fendas apresentavam um comprimento de
6,6 em por 1 mm de largura; o orificio central tinha um diadmetro de
2 mm. As distincias entre o orificlo e as fendas eram de 5 mm. A
retirada dos fragmentos de Agar era realizada com o auxilio de uma
agulha de grosso calibre, adaptada a uma trompa de vicuo.

Ezxecucao da imunoeletroforese

A solucédo de veneno era depositada no orificio central, com o auxilio
de tubo capilar de vidro, observando-se os cuidados necessiarios para que
nio transbordasse. KEra depositado um volume de, aproximadamente,
0,015 ml de solugio. Em seguida, a lamina era colocada na cuba que
continha uma solugido tampio de veronal acetato com pH 8,6 e forca
ionica 0,1, com a sua numerac¢io voltada para o polo negativo; era entdo,
acionada a fonte elétrica, regulada em 15 mA por lamina, pelo periodo
de uma hora.
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Apos a corrida eletroforética de veneno, as liminas eram retiradas
da cuba e tinham as suas fendas laterais preenchidas pelo antiveneno,
com o auxilio de seringa hipodérmica de 1,0 ml de capacidade, equipada
com agulha de pequeno calibre. Era depositado um volume de 0,1 ml.
Em seguida, as laminas eram colocadas em camaras umedecidas com
solucio de sulfato de cobre a 1%, pelo periodo de 48 horas, e a seguir
lavadas por trés dias, imersas em cubas com solucao fisiologica que era
renovada duas vezes ao dia. Apos este periodo, eram envolvidas em
papel de filtro umedecido em agua destilada e colocadas na estufa a 60°C,
até completar a secagem do papel. Esta operacio era repetida mais uma
vez. Kram entio lavadas em agua corrente e novamente submetidas a
60°C na estufa, até a sécagem do agar. Apds o resfriamento, eram
coradas pelo Amido Schwarz 10 B a 4% em Aacido acétido durante 10
minutos. Seguia-se a descoloracio pelo icido acético a 5% e subseqgiiente
lavagem em agua corrente e secagem a temperatura ambiente.

Também neste caso, a leitura das laminas foi realizada com o auxilio
do Imunoscépio de Projegio Zeiss, da mesma forma como procedido para
as laminas de dupla difusao em gel de Agar.

RESULTADOS

Andlise comparativa entre o nimero de linhas de precipitacdo obtidas

na duplae difusio em gel de dgar e o niumero de linhas obtidas na

imunoeletroforese, entre 0s venenos e 0s respectivos antivenenos especi-
ficos “in natura’,

Como os antivenenos obtidos “in natura” apresentaram titulos de
anticorpos diferentes (tabela I) decidimos nivelar a concentracio de
titulo de anticorpos para cada antiveneno especifico. Assim sendo, di-
luimos, quando necessario o antiveneno para 2 mg/ml (1,0 ml de anti-
veneno neutralizando 2 mg de veneno). Com estes antivenenos realizamos
varios ensaios preliminares, colocando-os frente & concentracoes variiveis
de veneno (0,5%, 1%, 2% e 4% ), tanto para a dupla difusio em gel
de Agar como para a imunoeletroforese. Quanto ao primeiro método
pudemos verificar que a concentracio a 0,5% dos venenos, nio permitia
exteriorizar com nitidez algumas das linhas de precipitacio por falta
da intensidade na coloracdo. As concentracoes superiores a 1% nio
mostravam vantagem alguma quanto ao nimero de linhas obtidas e, pelo
contrario, dificultavam a leitura visto que coravam muito intensamente
tendo o corante se difundido entre uma linha e outra. A mencionada
concentracio de 1% dos venenos, além de evidenciar maior nimero de
linhas de precipitacao, facilitava a leitura, sendo por essa razao escolhida
para a metodologia em questio. Quanto a imunoeletroforese, fenomenos
semelhantes foram observados; a concentracao de 0,5% nao permitia
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evidenciar com nitidez todas as linhas de precipitacao, resultando na
obtencao de um nimero menor de linhas que nas concentragcoes maiores.

As laminas correspondentes as concentracoes de veneno de 2% e 4%,
apos sua coloracio, ficaram coradas em excesso e com difusio do corante
entre as linhas, apesar da lavagem prolongada. Além disso, essas con-
centracoes fizeram com que a migracio do veneno, nas nossas condicoes
de trabalho, fosse mais lenta, resultando em actiimulo de linhas em deter-
minada zona da lamina, o que dificultava em muito a leitura. Adotamos
a concentracio de 1%, pois, foi aquela que permitiu uma nitida separacéo
das linhas e consegiientemente uma visualizacio mais completa do seu
numero.,

A tabela II decalcada das figuras 1 a 12 apresenta o nimero de
linhas de precipitagio obtidas com cada veneno e seu respectivo anti-
veneno “in natura” através das duas técnicas por néds utilizadas.

TABELA 11

COMPARACAO DO NUMERO DE LINHAS DE PRECIPITACAQ OBTIDAS NAS
REACOES DE DUPLA DIFUSAO E IMUNOELETROFORESE EM GEL DE AGAR
(SOLUCOES DE VENENOS A 19, E ANTIVENENOS ESPECIFICOS
“IN NATURA"” NEUTRALIZANDO 2 MG/ML)

N.° de linhas obtidas y ;

Solugio de Veneno na dupla difusio em NS .']E linhas ﬂiftldaﬂ

A | na imunoeletroforese
B. jararaca 9 16
B. alternatus 9 14
B. insularis 10 14
B. jararacussu 8 11
B. moojeni 8 12
B. cotiara 8 14

As figuras 1 a 12 ilustram os resultados consubstanciados pela
tabela II.

| U

Fig. 1 — LAMINA N.° C-28. Dupla difusio em gel de dgar, entre
a solugao de veneno de B. jararaca a 19: e o antiveneno especifico
“in natura",

20



SILES VILLARROEL, M., ZELANTE, F., FURLANETTO, R. 8. & ROLIM ROSA, R. —
Contribui¢gio ao estudo imunoquimicoe de venenos botrépicos. I — Andlise comparativa dos
componentes antigénicos de- seis espécies de venenos frente a seus respectivos antivenenos,
através das técnicas de dupla difusio e imunoeletroforese em gel de dAgar.

Mem. Inst. Butantan, $5: 13-30, 1974.

Fig. 2 — LAMINA N.° C-86. Dupla difusio em gel de agar, entre
a solugiio de veneno de B. alternatus a 19 e o antiveneno especifico
“in natura', :

Fig. 3 — LAMINA N.° C-59. Dupla difusio em gel de dgar, entre
a solucdio de veneno de B. insularis a 19 e o antiveneno especifico
“in natura'.

Fig. 4 — LAMINA NZ? C-92. Dupla difusio em gel de Agar, entre
a solugcio de veneno B. jararacussu a 1% e o antiveneno especifico
“in natura'.

Fig. 5 — LAMINA N.° C-22. Dupla difusio em gel de dgar, entre
a solugio de veneno de B. moojeni a 19 e o antiveneno especifico
“in natura'.
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Fig. 6 — LAMINA N.° C-21. Dupla difusio em gel de dgar, entre
a solugiio de veneno de B. cotiara a 19 e o antiveneno especifico
“in natura®,

Fig. T — LAMINA N.° C-65. Imunoeletroforese entre a solugio de
veneno de B. jararaca a 19 e o antiveneno especifico “in natura".

Fig. 8 — LAMINA N.° C-62. Imunoeletroforese entre a solugio de
veneno de B. alternatus a 1% e o antiveneno especifico “in
natura”,

Fig. 9 — LAMINA N.? C-80. Imunoeletroforese entre a solugiio de
veneno de B. insularis a 19 e o antiveneno especifico “in natura”.
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Fig. 10 — LAMINA N.° C-70. Imunoeletroforese entre a solucio de
veneno de B. jararacussu a 1% e o antiveneno especifico “in
natura”,

Fig. 11 — LAMINA N.° A-13. Imunceletroforese entre a solugio de
veneno de B. moojeni a 19 e o antiveneno especifico “in natura".

Fig. 12 — LAMINA N.° A-48. Imunoeletroforese entre a solugio de
veneno de B. cofiara a 19 e o antiveneno especifco “in natura".

Do exposto parece ndo haver diuvidas de que, submetendo-se o veneno
a corrida eletroforética e, em seguida, realizando a imunodifusio com o
antiveneno “in natura”, obtém-se sempre um nimero maior de linhas de
precipitacdo, quando se comparam esses resultados com o nimero de
linhas obtidas na reacido de dupla difusio em gel de Agar.
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ANALISE COMPARATIVA ENTRE O NUMERO DE LINHAS DE

PRECIPITACAO OBTIDAS NA DUPLA DIFUSAO EM GEL DE AGAR

E O NUMERO DE LINHAS OBTIDAS NA IMUNOELETROFORESE,

ENTRE 0S VENENOS E OS RESPECTIVOS ANTIVENENOS
ESPECIFICOS PURIFICADOS .

Como os antivenenos purificados apresentaram, em geral, elevado
titulo de anticorpos (tabela I), decidimos trabalhar reduzindo as con-
centracoes a um mesmo titulo, limitado pelo menor obtido, isto é 4 mg/ml
(1,0 ml de antiveneno neutralizando 4 mg de veneno). Para essa con-
centracio de anticorpos testamos varias concentracoes do veneno, con-
forme o especificado na primeira parte deste capitulo. As experiéncias
prévias vieram demonstrar que nestas condic¢des de trabalho, era prefe-
rivel usarmos concentracio de veneno a 2%, tanto para a reacido de
dupla difusio em gel de adgar, como para a reacio de imunoeletroforese.

A tabela III decalcada das figuras 13 a 24, apresenta o nimero de
linhas de precipitacao obtidas em cada veneno e seu respectivo antiveneno,
através das duas técnicas por nos utilizadas.

TABELA 111

Comparagido do nmero de linhas de precipitagio obtidas nas reacies de duplas difusdo e
imunoeletroforese em gel de dgar (solugdo de veneno a 29 e antivenenos especificos purificados,
neutralizando cada um 4§ mg/ml).

= . ;
s e d“;fpz;‘“’;‘;jfm;i“i“; N° de linhas obtidas
PR EORSFaYERE R : na imunoeletroforese
gel de dagar

B. jararaca 10 16

B. alternatus 9 17

B. insularis 10 | 16

B. jararacussu 11 12

B. moojeni 9 13

B. cotiara 9 15

As figuras 13 a 24 ilustram os resultados consubstanciados pela
tabela III.

3
Q

Fig. 13 — LAMINA N.° D-72. Dupla difusio em gel de dgar,
entre a solucio de veneno de B. jararaca a 29 e o antiveneno
espeeifico purificado.
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Fig' 14 — LAMINA®N.°! C-1. Dupla® difusso Yem ' gell de. &gar.
entre a solucio de veneno de B. alternatus a 29, e o antiveneno
especifico purificado.

Fig. 156 — LAMINA N.° C-3. Dupla difusio em gel de dgar,
entre a solugcio de veneno de B. insularis a 29 e o antiveneno
especifico purificado,

Fig. 16 — LAMINA N.° C-20. Dupla difusio em gel de agar,
entre a solugido dé veneno de B. jararacussu a 29; e o antiveneno
especifico purificado.

Fig. 17 — LAMINA N.° C-52. Dupla difusio em gel de 4gar,
entre a solugido de veneno de B. moejeni a 29 e o antiveneno
especifico purificado.
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Fig. 18 — LAMINA N.° C-37. Dupla difudic em gel de Agar,
entre a solugi» de veneno de B. cotiara a 29 e o antiveneno
especifico purificado.

Fig. 19 — LAMINA N.? C-66. Imunoeletroforese entre a solucio de
veneno de B. jararaca a 29 e o antiveneno especifico purificado.

Fig. 20 — LAMINA N.° C-76. Imunoeletroforese entre a solucio de
veneno de B. alternatus a 29 e o antiveneno especifico purificado.

Fig. 21 — LAMINA N.° C-69. Imunoeletroforese entre a solucio de
veneno de B. insularis a 29 e o antiveneno especifico purificado.
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C-73

Fig. 22 — LAMINA N.? C-73. Imunoeletroforese entre a solucio de
veneno de B. jararacussu a 29 e o antiveneno especifico purificado.

v ; r. w
e MI I
'*""'""""'"""___ D _ el U

Fig. 23 — LAMINA N.° C-85. Imunoeletroforese entre a solucic de
veneno de B. moojeni a 29; e o antiveneno especifico purificado.
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Fig. 24 — LAMINA N.° F-19. Imunoeletroforese entre a solugio de
veneno de B. cotiara a 29 e o antiveneno especifico purificado.

Os resultados expostos demonstram mais uma vez que submetendo-se
0 veneno a corrida eletroforética e em seguida realizando a imunodifusio
com o antiveneno purificado, obtém-se sempre um ntmero maior de
linhas de precipitacio, quando se comparam esses resultados com o
numero de linhas obtidas na reacdo de dupla difusio em gel de agar.

_ Por outro lado, comparando os resultados das tabelas II e III veri-
fica-se que os antivenenos purificados, provavelmente por estarem mais
concentrados, exteriorizam de um modo geral, através das duas técnicas
empregadas, sempre um aumento do nimero de linhas de precipitacio.
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o

DISCUSSAO

Andlise comparativa entre o numero de linhas de precipitacdo obtidas

na duple difusdo em gel de dgar e o nimero de linhas obtidas na

tmunoeletroforese, entre os venenos e 0s respectivos antivenenos especi-
ficos “in natura’ e também com o0s antivenenos purificados.

A execucao dos modelos experimentais para as reacoes de dupla
difusio e imunoeletroforese em gel de Agar, foram precedidas pelo do-
seamento “in vivo” através do método de Vital Brazil, cujos titulos estao
apresentados na tabela I, no capitulo “Material e Métodos”. A analise
da tabela II nos demonstra que as reacoes entre o veneno e o respectivo
antiveneno especifico, apresentam sempre um nimero maior de linhas de
precipitacao na imunoeletroforese, do que na dupla difusio em gel de
Agar; assim por exemplo, a reacdo entre o veneno e o respectivo anti-
veneno de B. jararaca, resulta em nove linhas de precipitacio pela reacao
de dupla difusao em gel de aAgar e de 16 linhas de precipitacio na de
imunoeletroforese. KEsta melhor caracterizacio e melhor separacao das
linhas, observadas através da imunoeletroforese, se confirma para as
demais reacdes por nos realizadas. De uma forma constante, a imuno-
eletroforese sempre condicionou a uma melhor separaciao dos componen-
tes antigénicos e a uma melhor visualizagdo das linhas de precipitacio.

Os antivenenos purificados, também foram submetidos as reagdes de
dupla difusdo e imunoeletroforese em gel de agar. A anilise da tabela
111 mostra os resultados obtidos. Mais uma vez se verifica que a imu-
noeletroforese é uma técnica que revela sempre maior nimero de linhas
de precipitagdo, do que a dupla difusao em gel de agar. Por outro lado,
a comparacio dos resultados constantes das tabelas II e III, referentes
ao comportamento dos antivenenos “in natura” e antivenenos purificados,
demonstra de uma forma uniforme, que as reacdes com os antivenenos
purificados, apresentam um aumento do nimero de linhas de precipitacio,
quer na reacdo de dupla difusdo em gel, quer na imunoeletroforese. Evi-
dentemente os soros purificados, sendo mais concentrados em anticorpos,
permitem revelar maior nimero de linhas de precipitacio do que os
soros ‘“‘in natura’, onde alguns anticorpos nin atingem uma concentracio
suficiente para exteriorizar o fenomeno de precipitacio, quando frente
ao antigeno.

A comparacao dos resultados das provas realizadas com antivenenos
“in natura” e purificados, foi feito com o objetivo de verificar se estes
nao teriam perdido alguns anticorpos, visto que a purificacio e concen-
tracio pelo método de Pope, controlados pela eletroforese, apresentam
somente uma banda, correspondente a4 fracio gama globulinica. Os resul-
tados obtidos nesta comparacfo, nos permitem crer que os anticorpos
antivenenos estiao concentrados totalmente na zona eletroforética que
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engloba as varias globulinas localizadas na regiio gama da eletroforese,
visto que, sistematicamente foi obtido maior niimero de linhas de preci-
pitacdo com os soros purificados.

SUMMARY

CONCLUSOES

1. A aplicacio de micrométodos nas técnicas de dupla difusio e
imunoeletroforese em gel de Agar, permitiram separar satisfa-
toriamente os componentes antigénicos das seis espécies de vene-
nos estudados;

2. a utilizac@o da técnica de imunoeletroforese em gel de Agar para
a andlise dos componentes antigénicos de venenos ofidicos, pro-
porcionou a evidenciacdo de maior nimero de fracdes, do que
quando feita através da dupla difusio em gel de Agar:

3. os antivenenos purificados pelo método de Pope, meodificado
por Furlanetto (1961), quando submetidos as duas técnicas
aplicadas (dupla difusdo e imunoeletroforese em gel de Agar),
evidenciaram um maior nimero de componentes antigénicos do
que os antivenenos “in natura”,

satisfactory results as for the antigenie
component separation. Purified antivenoms

— The authors analysed com-

paratively the antigenic components of 6
typea of bothropiec venoms, erude and pu-
rified, by the micromethods of OQuchter-

granted better results for antigenic com-
ponent characterization than erude anti-

lony, and of Grabar and Williams.

They came to the conclusion that the
applied methodology,
trophoresis,

venoms.

UNITERMS — Bothrops venoms: double
diffusion in agar-gel of Bothrops venom:
immunoelectrophoresis of Bothrops venom.

mainly immunoelec-
allowed the achievement of
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