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RESUMO: A andlise dos componentes antigénicos de seis espécies de
venenos botropicos e as suas respectivas identidades imunolbgicas, através
da técnica de dupla difusio em gel de dgar, permitiu aos autores verifi-
carem que os venenos das espécies B. jararaca, B. alternatus, B. insularis e
B. cotiara, apresentam um maior nimero de componentes imunogénicos em
comum e, a maioria, com identidade completa. Por outro lado, os venenos
das espécies B. jararacussu e B. moojeni apresentam, em relagio aos quatro
venenos citados, menor nimero de componentes imunogénicos em comum,
possuindo, porém, maior nimero de linhas indicativas com identidade com-
pleta entre si. Tais observagdes permitiram concluir a existéncia de dois
grupos imunologicamente distintos, entre os seis venenos estudados.

UNITERMOS: Venenos botropicos; dupla difusio em gel de agar de ve-
nenos botropicos; componentes imunogénicos comuns em venenos bo-

tropicos.

INTRODUCAO

Em trabalho anterior, Siles Villarroel e col.'® (1974 b), utilizando das

técnicas de dupla difusio e imunoeletroforese em gel de dgar, estabeleceram
comparacoes entre o veneno de B. jararaca e os venenos das espécies B. alter-
natus, B. insularis, B. cotiara, B. jararacussu e B. moojeni. Concluiram, entio,
que o veneno da espécie B. alternatus era, dentre os venenos testados,
aquele que apresentava um maior nimero de componentes antigénicos comuns

d0

veneno de B. jararaca, ao passo que o veneno da espécie B. jararacussu era

HE]LIEIC: que apresentava um menor numero desses componentes,
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Naquela oportunidade, os autores citados destacaram, em sua introducio,
que “inexistem na literatura consultada, trabalhos que estabelecam uma analise
comparativa entre os resultados observados com os venenos botropicos”, pois,

conforme esclareceram os trabalhos realizados pelos diversos autores®, 5, 6 7
somente objetivaram uma andalise individual entre seus componentes.

Pelo presente trabalho, no qual é utilizada a técnica de Ouchterlony 2, 3
(1948, 1949), os autores se propoem a realizar um estudo comparativo entre
0s seis venenos botropicos e seus respectivos antivenenos, procurando estabe-
lecer os componentes antigénicos comuns e suas respectivas identidades imu-
noldgicas.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados os mesmos
materiais e os mesmos métodos ja descritos em trabalhos anteriores ¥, 19, neces-
sarios a realizacao da técnica de dupla difusdo em gel de dgar, em laminas de
microscopia comum. Cada série experimental era constituida pelas reacoes rea-
lizadas entre um dado veneno e o seu respectivo antiveneno frente aos demais
venenos estudados.

Consideramos ainda ser necessario acrescentar que:

1) foram utilizadas solucoes a 2% dos seguintes venenos: B. jararaca,
B. alternatus, B. insularis, B. cotiara, B. jararacussu e B. moojeni;

2) foram utilizados os antivenenos especificos purificados, dos quais
1,0 ml neutralizava 4 mg de veneno;

3) em todas as reacoes, foi padronizada a colocacio do antiveneno na
perfuracio inferior; no orificio superior esquerdo foi colocada a solucio de
veneno especifico e o orificio superior direito recebia a solucio do veneno nio
especifico. O volume das solucoes de veneno e dos antivenenos depositados nos
orificios era sempre de 0,02 ml.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise dos resultados obtidos e sumarizados pelas tabelas 1, 2, 3, 4 ¢
5, correspondem as reacoes de dupla difusio em gel de dgar a que foram
submetidos os seis venenos botrépicos combinados entre si dois a dois, frente
aos varios antivenenos. A utilizacao desta metodologia permitiu demonstrar o
numero de componentes antigénicos comuns entre dois venenos, bem como de-
terminar as suas identidades imunoldgicas.

A tabela 1, que corresponde aos resultados das reacoes entre o antiveneno
de B. alternatus frente ao veneno especifico e frente aos demais venenos estu-
dados, demonstra que as peconhas de B. jararaca, B. insularis e B. cotiara sao
0s (ue apresentam um maior nimero de componentes antigénicos em comum ¢
um maior numero de componentes com identidade completa com o veneno de
B. alternatus, ao passo que os venenos de B. jararacussu ¢ B. moojeni sio 0s
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TABELA 1

RESULTADOS DAS REACOES DE DUPLA DIFUSAO EM GEL DE AGAR,
ENTRE O VENENO DE B. ALTERNATUS FRENTE AO RESPECTIVO
ANTIVENENO E OS DEMAIS VENENOS BOTROPICOS ESTUDADOS.

N¢ de

linhas : L
obtidas Venenos N de Identidades antigénicas
Laminas | na reacio comparados ]m?ms
demons- | especific: frente ao obtidas
trativas (veneno e an:;vc:f;mm na ;giqzln [li?j?é_g Tt leta
antiveneno G oo fdade: | . g€
! alternatus especifica com- 1| iden-
de B. letq | PArcial : dad
alternatus) plcta tidade
C-29 9 B. jararaca 9 6 2 1
C-25 9 B. insularis 8 5 2 |
C-95 : 9 B. cotiara 9 6 2 1
C-47 t 5 B. jararacussu 7 1 5 ]
C-19 ! 9 B. moojeni 6 1 5 e

Fotografias ilustrativas das racoes de dupla difusao em gel de agar, realizadas
em laminas, entre o antiveneno de B. alternatus € os varios venenos estudados

(Tabela 1).

.29 c-25 C-85 1 C-47 ] C-18

e ; T ;

Fig. 1 — Limina n® C-29. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. alternatus e os venenos de
B. alternatus e 0. jararaca.

Fig. 2 — Limina n® C-25. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. alternatus e os venenos
de B, alternatus ¢ B. insulars.

Fig. 3 — Limina n? C-15. Dupla difusio em gel de agar entre o antiveneno de B. alternatus e os venenos
de B, allernalus e B, coliara.

Fig. 4 — Limina n? C-47. Dupla difusio em gel de agar entre o antiveneno de B. alternatus ¢ os venenos
de B. alternatus ¢ B, jararacussu.

Fig. 5 — Limina n® C-19. Dupla difusio em gel de agar entre o antiveneno de B. allernalus e os venenos

de B. alternatus e B. moojeni.
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TABELA 2

RESULTADOS DAS REACOES DE DUPLA DIFUSAO EM GEL DE AGAR,
ENTRE O VENENO DE B. INSULARIS FRENTE AO RESPECTIVO ANTI-
VENENO E AOS DEMAIS VENENOS BOTROPICOS ESTUDADOS.

N de

linhas : R ol
AN Venenos N? de Identidades antigénicas
L4minas | na reacdo comparados linhas
S— especifica frente ao obtidas
trativas | (veneno e nngvcr;}cna na rEa::;am tl'tllilsl; Tdens F;l[tﬂ
antiveneno ; f:! 1 "df;‘ 4 : irn tidade .]"c
el insularis especific: cT*t: parcial tl'iﬁ?i-
insularis) pasie Lacs
C-14 G B. jararaca 1

C-34
C-40
C-33
C-7

WO WO WD W

Calternatus

. cotiara

=~B=~ I~ =~

. moojeni

. jararacussiu

h v D =] oo

[0 I S & L L I =

]
A
|
4
3

Fotogratias ilustrativas das reacoes de dupla difusio em gel de agar, realizado
em lamina, entre o antiveneno de B. insularis e os viarios venenos estudados
(Tabela 2).

C-34 C-40 C-33 Cc-7
'R 0 110

Fig. 6 — Limina n? C-14. Dupla diflusic em gel de agar entre o antiveneno de B. insularis ¢ o3 venenos de
B. tnsularis ¢ B. jararaca.

Fig. 7 — Limina n? C-34. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. insularis ¢ o5 venenos de
B, insularis & B. alternatus.

Fig. 8 — Limina n? C-40. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiveneno de B, insularis ¢ o3 venenos de
B, insufaris ¢ B. rcoliara.

Fig. 9 — Limina n?® C-33. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. insularis ¢ os venenos de
B. insularis ¢ B. jararacussu,

Fig. 10 — Limina n? (-7, Dupla diflusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. insularis ¢ os venenos de

B. rnsularis
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TABELA 3

RESULTADOS DAS REACOES DE DUPLA DIFUSAO EM GEL DE AGAR,
ENTRE O VENENO DE B. COTIARA FRENTE AO RESPECTIVO ANTI-
VENENO E AOS DEMAIS VENENOS BOTROPICOS ESTUDADOS.

N° de
linhas : Py
TRTEL Venenos N® de Identidades antigénicas
Farines na reacio comparados linhas
demons- especifica fr:z_nte £9 ﬂh“dﬂi Id a1t
trativas (veneno e ﬂﬂ{;\-’ﬂ%ﬂnﬂ i 'Ejt':nl- Iden- aia
antiveneno Ak n‘f;f‘ tidade | yiqade | 9©
Jailg cotiarda especifica com- parcial |j:1¢:11-
cotiara) pleta tidade
C-98 9 B. jararaca 8 6 — 2
C-56 9 B. alternatus 9 5 3 1
C-6 9 B. insularis § 4 1 1
C-100 9 B. jararacussu o 2 3 ——
C-74 Y B. moojeni 7 2 4 [

Fotografias ilustrativas das reagoes de dupla difusdo em gel de dgar, realizadas
em lamina, entre o antiveneno de B. cotiara e os varios venenos estudados

(Tabela 3).

C-88
11 12 13 14

11 — Limina n® C-98. Dupla difusio em gel de agar entre o antiveneno de B. coliara ¢ os venenos de

B. coliara ¢ B. jararaca.
Fig. 12 — Limina n? C-36. Dupla difusio em gel de

B. coliara ¢ B. allernatus.
13 — Limina n? C-6. Dupla difusio em gel de agar entre o antiveneno de B. cotiara ¢ os venenos de

C-56 C-6 i C-100 | C-74
i

—
M

agar entre o antiveneno de B, coliogra ¢ os venenos de

Fig.
B, colrara e B, insularis.

Fig. 14 — Limina n® C-100. Dupla difusio em gel de agar entre o antiveneno de B, coliara ¢ os venenos de
B. cotiara e B. jararacussu.

Fig. 15 — Limina n? C-74. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. coliara ¢ os venenos de
B. cotiara e B. moojeni,
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que possuem um menor numero de componentes em comum e, destes, somente
um pode ser considerado como tendo identidade completa com o veneno de
B. alternatus.

As tabelas 2 e 3, relativas as reacoes entre os antivenenos e 0s venenos de
B. insularis e B. cotiara combinadas com os demais venenos, apresentam as
mesmas caracteristicas reacionais daquelas observadas na tabela 1. Dessa for-
ma, podemos, a “priori”, estabelecer serem os venenos das espécies B. alterna-
tus, B. insularis e B. cotiara 0s que mais se aproximam antigenicamente ao ve-
neno da espécie B. jararaca.

As tabelas 4 e 5, que sumarizam os resultados observados quando das rea-
¢oes em que participam venenos e os antivenenos de B. jararacussu e B. mooje-
ni comparados com as demais peconhas, notamos uma inversao das caracteris-
ticas anteriormente observadas. Somente o veneno da espécie B. moojeni pode
ser considerado como antigenicamente mais proximo ao da espécie B. jarara-
cussu, pois, dos oito componentes antigénicos em comum, cinco apresentaram
identidade completa (tabela 4). O mesmo pode-se observar na tabela 5, quando
da reacao do veneno e do antiveneno de B. moojeni, em comparagiao
ao veneno de B. jararacussu; neste caso, dos oito componentes comuns, quatro
foram por nés considerados como possuindo identidade completa.

Embora estas observacoes, associadas as de Siles Villarroel e col.1® (1974b)
reflitam os resultados obtidos apenas em relacao a seis venenos botropicos, as
serpentes correspondentes sao as mais freqiientes entre nds, com excecdo da
espécie B. insularis que ¢é segregada, pois ocorre somente na ilha de Queimada
Grande, no litoral do Estado de Sao Paulol.

A andilise comparativa das tabelas 1, 2, 3, 4 e 5, autoriza-nos a admi-
tir a existéncia, no genero Bothrops, de dois grupos com caracteristicas imuno-
génicas distintas. O primeiro deles seria representado pelos venenos de B.
jararaca, B. alternatus, B. insularis e B. cotiara, entre os quais pode ser obser-
vada u’a maior aproximacio, por apresentarem um maior nimero de compo-
nentes antigénicos comuns e maior namero de componentes com identidade
completa; o segundo grupo € representado pelos venenos B. jararacussu e B.
moojeni, que guardam entre si uma estreita relagdo imunogénica, com carac-
teristicas proprias que os afastam do primeiro grupo. Tais verificacoes,
vieram a confirmar as observacoes de Siles Villarroel e col.® (1973),
pois o numero de fragoes eletroforéticas e os respectivos eletroferogramas ja
determinados para os mesmos venenos, permitiram antever estes dois grupos.
Também Hoge*, de acordo com seus estudos da sistemdtica dessas serpentes,
acredita na existéncia dessa separacio. A imunoeletroforese desses mesmos ve-
nenos, posteriormente realizada®, reforcou ainda mais aquelas observacoes ini-
ciais que, agora, foram definitivamente estabelecidas.

Dessa forma, acreditamos que o comportamento imunoquimico desses ve-
nenos, anteriormente demonstrado?, 19, associado aos atuais resultados, possam
constituir-se em valioso recurso utilizivel em estudos taxondmicos, para a clas-
sificagdo de espécies de serpentes, principalmente as do género Bothrops. Esta-
mos também inclinados a admitir da possibilidade de serem utilizados somente
dois venenos na mistura imunogénica para a produgdo do antiveneno botrépico

— e

* Hoge, A. R. — Inlorme pessoal,
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TABELA 4

RESULTADOS DAS REACOES DE DUPLA DIFUSAO EM GEL DE AGAR,
ENTRE O VENENO DE B. JARARACUSSU FRENTE AO RESPECTIVO
ANTIVENENO E AOS DEMAIS VENENOS BOTROPICOS ESTUDADOS.

N¢ de -
linhas Venenos N¢ de Identidades antigénicas
obtidas .
Laminas | na reacio comparados lmhns
demons- -:ﬁpccifi-:a fre‘ntc ao :}hhdusi
trativas | (veneno ¢ ST na Ieacao| yden- | Iden- |Falta de
antiveneno : gele: Im?._ tidade | tidade | iden-
de B. et Rl especifica completa| parcial | tidade
jararacussit )

10
10
10
10
10

C-88
C-18
C-24
C-38
C-84

B. jararaca

B. alternatus

k-2

B. insularis

h =] =] =]

B. cotiara

[
= k) L3 Ln W2
w bka

o
Ln

B. moojeni

[-2

Fotografias ilustrativas das reacoes de dupla difusio em gel de dgar, realizadas
em lamina, entre o antiveneno de B. jararacussu € os varios venenos estudados
(Tabela 4).

- a
v
C-88 C-18 C-24 C-38 -0 C-BA

16 17 18 19 20)

Fig. 16 — Limina n® C-88. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. jararacussu e os venenos
de B. jararacussu e B. jararaca.

Fig. 17 — Limina n® C-18. Dupla difusio em gel de agar entre o antiveneno de B. jararacussu e os venenos
de B. jararacusiu e B, alternatus.

Fig. 18 — Limina n? C-24. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. jararacussu e os venenos
de B. jararacussu e [, insularis.

Fig. 19 — Liimina n® C-38. Dupla difusio em gel de agar entre o antiveneno de B. jararacussu e os venenos
de B. jararacussu e B. cotiara.

Fig. 20 — Limina n® C-84. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. jararacussu e os venenos

de B. jararacussu e B. moojeni,
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TABELA 5

RESULTADOS DAS REACOES DE DUPLA DIFUSAO EM GEL DE AGAR,
ENTRE O VENENO DE B. MOOJENI FRENTE AO RESPECTIVO ANTI-
VENENO E AOS DEMAIS VENENOS BOTROPICOS ESTUDADOS.

N? de

]{;:2;‘15 Venenos Ne de Identidades antigénicas

obtidas :

[ o o e comparados hn]ms

demons- | especifica frente ao obtidas -

trativas | (veneno e H"HEEE‘}"D nNa Ieagad| jyden- | Iden- (Falta de
antiveneno nd'?f_ | tidade | tidade | iden-

de B. Meolens ESpECIlICa | o ympleta| parcial | tidade

maoojerni)

4
4

s

C-27 8 B. jararaca
C-99
C-2

C-61
C-32

-2

B. alternatus
B. insularis
B. cotiara

OO 00 -] =31 oo
[od it
= =

—_— b D

Co 00 o0 o0

e
Ld

B. jararacussu

Fotografias ilustrativas das reagdes de dupla difusdao em gel de agar, realizadas
em lamina, entre o antiveneno de B. moojeni e os varios venenos estudados
(Tabela 5).

c27 C-60 Cc2 CoB1 s s - cw
21 a3 23 24 25

F.g. 21 — Limina n.? C27. Dupla difusio em gel de dgar entre o antiventa de B. moojeni ¢ os venenos
de B. moojent e B, jararaca.

Fig. 22 — Limina n.? C-99. Dupla difusio em gel de dzar entre o antiveneno de B. moojeni e os venenos
de B, meojeni ¢ B. alternatus.
Fig. 23 — Limina N.» .2, Dupla difusio em pel de dear entre o antiveneno de B, mrmjrm'. e 0% VeENnenos
de B. moojeni e B. insularis.

Fig. 24 — Limina n.? C-61. Dupla dilusio em gel de dgar entre o antiveneno de B. moojent ¢ os venenos
de B. moojeni ¢ B, coliara.

Fig. 25 — Limina n.? C-32, Dupla difusic em gel de dgar enire o antiveneno de B. moojeni ¢ o5 venenos
de B. moojeni ¢ B, jararacussu.

248



SILES VILARROEL, M.; FURLANETTO, R.S.; ZELANTE, F.; ROLIM ROSA, R. — Contribuigio ao
estudo itlmnuquil:li{‘u de venenos botropicos. I1l. Analise dos componentees antigénicos comuns através da
dupla dilusio em gel de aAgar. Mem. Inst. Bulanlan, 40{41:241-250, 1976/71.

polivalente. Estes venenos seriam representantes de cada um dos grupos ba-
sicos por nos caracterizados, isto €, grupo B. jararaca e grupo B. moojeni. Toda-
via, a adogao desta conduta, requer maiores estudos.

CONCLUSOES

1) Os atuais resultados confirmando os dados emanados de trabalhos
anteriores permitiram caracterizar a existéncia de dois grupos imunologicamente
distintos, nos quais podem ser enquadrados os seis venenos botropicos estu-
dados.

2) Os venenos de B. jararaca, B. insularis, B. cotiara e B. alternatus sio,
dentre os seis venenos estudados, aqueles que mais se aproximam imunogeni-
camente entre si.

3) Os venenos de B. jararacussu ¢ B. moojeni siao, dentre os seis venenos
estudados, aqueles que mais se distanciam imunogenicamente dos demais ve-
nenos.

ABSTRACT: An analysis of the antigenic components of six venoms from
different species of Bothrops and their respective immunological identities
using the double diffusion in agar-gel technique, allowed the authors to
verify that the venoms of the species B. jararaca, B. alternatus, B. insularis
and B. cotiara, have a larger number of immunogenic components in
common and among these most have a complete identity. On the other
hand the venoms of two other species, B. jararacussu and B. moojeni
show in relation to the four cited venoms a lesser number of common
immunogenic components, but at the same there are a greater number
of indicative lines of completely identical components between these two
venoms,

These observations point to the existence of two distinct immunological
groups among the six venoms studied.

UNITERMS: Bothrops venoms; double diffusion in agar-gel of Bothrops
venoms: common immugenic components in Bothrops venoms,
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