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PREPARACAQO E TESTE DA TOXINA BOTULINICA
TIPO ““E’’ E DO SEU ANTI-SORO ESPECIFICO

~ Hisako Gondo HIGASHI*

Edison Paulo Tavares de OLIVEIRA*
Raymundo ROLIM ROSA

Maria Antonieta da SILVA*

Fernando FRATELLI*

Naomi ENOKI™

Hideyo IIZUKA*

RESUMO: Os autores descrevem o método utilizado na preparacdo do
soro antibotulinico tipo E, que ndo apresenta reacao cruzada com a toxi-
na heterdloga, pela hiperimunizacdo de equideos, através do antigeno
adsorvido pelo alimen de potassio (sulfato duplo de aluminio e potassio).
Empregando o esquema de imunizacdo anteriormente proposto, conse-
guiram obter mistura de plasma hiperimunes o qual, apos purificado pelo
método de Pope, modificado, concentrou até niveis na ordem de 750 a
1.000 Ul/ml. Este produto foi diluido convenientermente para que conti-
vesse 500 Ul/ml de antitoxina.

UNITERMOS: Botulismo; Clostridium botulinum tipo E, intoxicacio ali-
mentar, toxina e anatoxina, antitoxina.

INTRODUCAO

O botulismo &€ uma intoxicacao fatal que pode acometer os homens e 0s
animais, causada pela ingestao de alimentos contaminados por diferentes
cepas de Clostridium botulinunm?4.5.7.839.11 gnde liberam toxinas potentes
que, eletivamente, agridem o0s tecidos do sistema nervoso central (SNC).
Apbds a penetracdo das toxinas nas células do SNC, dificilmente elas sdo
neutralizadas pelos anticorpos. Convem ainda ressaltar que ndo se estabe-
lece imunidade cruzada entre as diferentes toxinas. Como a cura do botu-
lismo, até o momento, somente pode ser obtida pela aplicacdo de soros hi-
perimunes especificos e, face ao exposto acima, 0 éxito da soroterapia resi-
de na utilizacdo do sorotipo — especifico e na precocidade de sua aplica-
cdo ou, em outras. palavras, o soro deve ser aplicado antes da penetracao
das toxinas nas células nervosas.

A partir de 1972 o Instituto Butantan comecou a produzir o soro antibo-
tulinico tipo A9 e, posteriormente, o tipo B15. Devido a especificidade das
antitoxinas'® e a eficacia do seu emprego depender de diagndstico labora-

* Instituto Butantan — Av. Vital Brasil, 1500 CEP (8504 — Sao Paulo — Brasil.
Recebido para a publicacio em 15-6-1988 e aceito em 4-10-88.
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torial que demanda tempo, incompativel com a evolucéo clinica do pacien-
te e nosso meio, foi introduzida a preparacao do soro bivalente A e B.

Em face do isolamento de um novo tipo de toxina 417, denominada co-
mo tipo E e do surgimento de diversos casos de intoxicacdo humana em di-
ferentes paises 112 pelo consumo de pescados contaminados com este ti-
po de toxina e, ainda, pela crescente utilizacdo do peixe e seus derivados
enlatados, no Brasil, propusemo-nos a preparar o soro antibotulinico tipo E
que é o objetivo do presente trabalho.

E importante ressaltar também a possibilidade de producédo do soro tipo
ABE.

MATERIAIS E METODOS

I — Cepas utilizadas
1.1 — Exame e caracterizacdo
Para a obtencdo da toxina tipo E adequada a producao de
soros foi necessaria a selecdo de cepas mais toxigénicas.
Este trabalho foi desenvolvido entre dez amostras a saber:

— amostra n? 63 IP, existente na Germoteca do Instituto Butantan, rece-
bida do Instituto Pasteur, Paris, enviada pelo Prof. A. R. Prevot em
1962.

— amostras 1E, 2E, 38E, 42E, 44E e 48E cedidas pelo Instituto Tecnoldgico
de Alimentos de Campinas (ITAL); Sdo Paulo — Brasil”.

— cepa liofilizada de Nanaimo, recebida do Microbiological Research Esta-
blishment, Porton Down Salisbury, Weltshire England” "

— cepa liofilizada EK e EKX, recebida da World Health Organization —
Department of Biological Standardization — Copenhagen-Denmark.
Todas as amostras foram examinadas e encontradas satisfatorias quan-

to & pureza, por repicagem em meio de TPGY0 e incubadas durante 48h a

30°C em anaerobiose.

Quando semeadas em meio de agar-sangue, apresentam coldnias
translicidas, com um diametro em torno de 0,5 milimetro ap6s 48h de in-
cubacdo a 37°C, podendo evidenciar uma discreta reacdo de hemolise!.
Em meio de cultura contendo gema de ovo, as colonias sao Irregulares exi-
bindo uma superficie iridiscente quando examinada sob luz obliqua. Esta
zona lustrosa & também denominada camada aperolada (pearly layer),
apresentam uma zona de precipitacdo maior do que aquelas das coldnias
do tipo A e cepas proteoliticas do tipo B e F, medindo de 2,0 a 4,0 milime-
tros circundando-as?*. A gelatina é hidrolisada, sdo capazes de provocar,
uma suave coagulacdo do leite, o qual no entanto ndo é digerido?. Final-
mente, a producdo de gés sulfidrico ndo é evidenciada, o que é caracteristi-
co ao grupo a qual o C. botulinumtipo E pertencel®.22.43,

2 — Obtencdo de texina
2.1 — Meios de cultura utilizados
Os seguintes meios foram utilizados em nossas experién-
cias:
— meio de Muller modificado por Lathan
— meio de TPGY0

* — Por gentileza da Dra. Ivone Delazari — Pesquisadora do ITAL.
** — Porgentileza do Dr. J. Bawmer — Canada.
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— meio de Duff modificado'?
2.2 — Preparacao do “inoculum”
As cepas liofilizadas eram ressuspensas com 2ml do meio a
ser utilizado e semeadas em 20ml do mesmo meio. Os tu-
bos, apos 48 horas de incubacédo a 30°C em jarras anaerdbi-
cas (sistema Gas-pack — BBL em atmosfera de CO; e H»),
eram repicados cinco vezes sucessivamente, nas mesmas
condicOes mencionadas. O material total da 5% passagem,
apos 24 horas de incubacéao, era utilizado como indculo para
produ;ao de dois litros de toxina apds 6 dias de incubacédo a
30°C. O pH dos meios era = 7,0, e o volume contido no ba-
|do era de 3/4 do volume total do Erlemmever. Durante o
periodo de incubacéo havia formacao de gases que eram ex-
pulsos por agitacéao.

3 — Provas efetuadas
3.1 — Prova de pureza: — exame microscépico de cultura em lami-
nas coradas pelo método de Gram apresentavam forma de
bastonetes gram positivos, com bordas arredondadas isola-
das ou aos pares e com algumas formas esporuladas subter-

minais.
3.2 — Titulacdo da Toxina:
3.2.1 — Tripsinizacdo do material

Apos a inoculacdo nas condicbes anteriormente
mencionadas, removia-se assepticamente 5ml do
sobrenadante da cultura com evidéncia de cresci-
mento, que eram centrifugados a 15.000rpm a 4°C
durante 20 minutos. Apos a centrifugacdo 2mil do
sobrenadante eram colocados em tubos de en-
saio, e o pH acertado para 6,0 com HC1 TN _ A
seguir adicionava-se 1% de Tripsina (Difco 1:250)
e a mistura era incubada a 37°C por 45 minutos,
com agitacao nos primeiros 15 minutos e depois
mantida em repouso por trinta minutos.
3.2.2 — Testes para deteccdo de Toxina

Camundongos de 14 a 16g eram inoculados intra-
peritonealmente com 0,5ml do produto obtido
conforme descrito no item 3.2.1., com diluicdes
em serie em solucdo-tampédo de gelatina fosfata-
da. A observacdao da morte dos camundongos era
feita e anotada a partir de 24 horas até um periodo
maximo de 96 horas.

4 — Preparacdo da Anatoxina
Foram selecionadas toxinas com titulo de 100.000 DMM/camun-
dongos ou mais. A destoxificacido da cultura fol obtida pela adicdo
de formaldeido (conc. de 37%) na concentracao final de 0,5%. O
processo de destoxificagcdo era completado na estufa a 37°C reque-
rendo normalmente um periodo de incubacéo de 30 dias, com agita-
cdo a cada dois dias.
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b — Prova de destoxificacdo

Pela inoculacédo de 1,0ml do material por via intraperitoneal em 5 ca-
mundongos de 18 a 20g. O resultado era considerado satisfatorio
quando os animais sobreviviam sem sintomas, durante um periodo
de vinte dias de observacao. Caso 0s animais em testes morressem
ou apresentassem sintomas, retornavamos o produto a estufa por
mais 15 dias e repetiamos a prova. Se 0s sintomas persistissem era
adicionado mais 0,5% de formaldeido e levado a estufa a 37°C por
mais 10 dias e repetia-se a prova "'in vivo"'.

6 — Filtracdo da Anatoxina
Era obtida por passagem seriada em filtros e membranas Millipore

de 0,45 e de 0,22 micra, respectivamente, pois o filtro 90S da AMF
reduzia o titulo do produto.

/ — Provas efetuadas apos a filtracdo

/.1 — Toxicidade em cobaios: cinco cobaios de 250g recebiam cin-
co (b5,0) ml da anatoxina por via subcutdnea. A prova era
considerada satisfatéria desde que ndo ocorressem mortes
ou sintomas durante 30 dias de observacéao.

/.2 — Esterilidade: Em meio de Tioglicolato Brewer e Sabouraud,
Dm:_ie eram semeados dois (2,0)ml do produto em 20ml do
meio.

8 — Preparacdo do antigeno para hiperimunizacdo de cavalos

8.1 — As anatoxinas com o pH corrigido para 6,0 com HC1 1N
eram adicionadas de solucao a 10% de sulfato duplo de
aluminio e potassio (alimen) em agua destilada. A solucdo
era previamente esterilizada por filtracdo em membrana de
0,22 micra. O volume adicionado com agitacdo constante
era suficiente para obter-se concentracio final de alimen de
1,25% . Verificava-se no final da adicdo uma variacdo de pH
que era corrigido a 5,8 com solucao de hidroxido de sédio a
40% v/v. O precipitado resultante, apos 24 horas de sedi-
mentacao, era recolhido e ressuspenso em solucdo salina,
suficiente para recompor o volume inicial de anatoxina. Este
procedimento era repetido quatro vezes ou até a obtencio
de sobrenadante limpido.

8.2 — Avaliacdo do poder imunogénico do antigeno
Dez cobaios de 450g — 550g eram inoculados por via subcu-
tanea com 1ml de antigeno. Apods 40 dias 0os animais eram
sangrados por puncdo cardiaca e 0s soros misturados em
volumes iguais e titulados frente a toxina padrdo. Foram se-
lecionadas as anatoxinas que induziram titulos iguais ou su-
periores a duas Unidades Internacionais por ml no soro das
cobaias.
Antes da utilizacdo do antigeno em cavalos, as amostras
eram selecionadas por hiperimunizacdo de coelhos, com
inoculacdes subcutaneas a cada 3 dias, iniciando-se com
0,1ml na primeira dose e 0,2ml, 0,3ml, 0,4ml, 0.5ml, 1ml
1,5ml até 2,0ml nas doses subseqlentes.
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9 — Hiperimunizacdo de equideos
A antitoxina botulinica tipo E foi obtida pela hiperimunizacao de qua-
tro cavalos sadios pesando cerca de 400kg, com idade média de dois
anos (304, 825, 837 e 997).
Esquemas de Hiperimunizacéo
Foi adotada a técnica de producéo de antitoxina botulinica tipos A e
B que havia dado bons resultados 2% 1°.
Basico:
A sangria explorada, realizada sete dias apos a ultima dose, indicava
quais 0s animais gue deveriam ser sangrados. O sangue era recebido
sobre uma solucdo a 1/% de citrato de sédio na proporcdo de 10%
dessa solucdo em relacdo ao volume de sangue a ser colhido. Foram
aproveitados 0s animais que apresentaram niveis de anticorpos ao re-
dor de 100 Ul/ml de soro. Apods a sangria 0s animais eram colocados
em recuperacao por 4b dias.
Hiperimunizacéo:
Foram aproveitados para a producdo de antitoxina os plasmas de ani-
mais com niveis de anticorpos igual ou superior a 100 Ul/ml. As rei-
munizacdes eram feitas sistematicamente apos 45 dias de recupera-
cdo, segundo 0 mesmo esquema de hiperimunizacao.
9.1 — Obtencédo do plasma hiperimune
ApOs a sedimentacdo das hemacias por 24 horas a 4°C, o
plasma era separado e adicionado de solucdo de fenol, para
concentracao final de 0,4g%. Os plasmas eram mantidos a
4°C até o momento do processamento.
9.2 — Purificacdo e concentracdo do plasma
Obtidis por digestdo enzimatica segundo o método de
Pope-'.

10 — Provas efetuadas
10.1 — Titulacdo de antitoxinas do plasma e soro purificado

Os plasmas e 0s soros purificados e concentrados eram ti-
tulados em camundongos, de acordocom o método padro-
nizado pelo National Institute of Health®, utilizando um so-
ro padrao proveniente do "International Laboratory of Bio-
logical Standards by Statens Serum Institute”, de Cope-
nhagem. A toxina de referéncia era preparada em nosso
proprio laboratério e padronizada frente ao soro padrio
acima mencionado, ao nivel de L+ /100. Esta toxina era
conservada pela adicdo em partes iguais soro/glicerina
neutra e mantida a -20°C.

O soro antibotulinico tipo E produzido foi diluido de modo a
conter 500 Ul/mlI® e submetido aos controles quimicos e
biologicos exigidos pela Farmacopéia Brasileira's.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como o titulo antitoxico obtido pela hiperimunizacao de cavalos esta di-
retamente relacionado a toxigénese do antigeno, procuramos selecionar as
cepas de diferentes procedéncias.

As cepas de Nanaimo 1E, 42E e 48E ndo se apresentaram tdxicas para

9
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o meio utilizado, enquanto que as 38E, 44E e 2E eram pouco toxicas, titu-
lando ao redor de 1000 DMM em camundongo. Mesmo apds tripsinizacio,
as toxinas derivadas destas cepas apresentaram titulos ao redor de 5000
DMM, essas toxinas mesmo assim foram destoxificadas e apds as provas
de inocuidade satisfatdrias foram precipitadas pelo sulfato duplo de
aluminio e potassio, porém inoculadas em coelhos e cobaios para verifica-
¢ao da imunogenicidade nao foram satisfatérias como se esperava.

As cepas EK e EK¥X, que se apresentaram altamente tdxicas, ao serem
semeadas em diferentes meios de cultura a saber: Muller modificado por
Lathan, meio de Duff modificado e meio de TPGY, apresentaram compor-
tamento muito variavel, sendo que o meio de TPGY foi o que demonstrou
melhor resultado. Foi verificado também que o tempo 6timo de toxigénese
era de seis dias a 307C, ocorrendo declinio a partir do 7° dia. Ap6s o perio-
do de incubacéo a cultura era tratada com tripsina 1/250 (DIFCQO) na con-
centracao final de 1%. A elevacao da toxicidade deve-se, provavelmente, a
conversao da protoxina, pela tripsina, em toxina ativa.

Ficou ainda demonstrado que o processo de filtracdo da toxina acarreta
perda de 90% da toxicidade, quando utilizamos a placa esterilizante 90S, a
utilizacdo de membrana 0,45 micra e 0,22 micra (tabela 1) no altera a toxi-
cidade do produto.

A gquantidade de formaldeido a ser empregada na destoxificacdo varia
de acordo com o titulo da toxina. Levando em conta esse fato, determina-
mos a quantidade de formaldeido necessaria para completa destoxificacdo
sem prejuizo do poder imunogénico. (Tabela 2)

O alimen de potassio na proporcao de 1,25% como adjuvante, confir-
mou para esta cepa 0s 0timos resultados verificados na obtencdo de outros
soros antibotulinicos. O poder imunogénico da toxina derivada da cepa EK
foi testado em cobaios e coelhos, apresentando titulos ac redor de 16
Ul/ml e B0 Ul/ml respectivamente.

Estabelecidos os pardmetros passamos a produzir a toxina botulinica
em maior escala, e os lotes preparados e respectivos titulos constam na ta-
bela 2. Foi utilizada a cepa EK que possuia todas as caracteristicas necessa-
rias para a producédo do soro antibotulinico tipo E. A anatoxina proveniente
do filtrado toxico e tratado pelo formaldeido e pelo sulfato duplo de
aluminio e potassio & a que foi utilizada na imunizacéo de eqlideos para a
producao do plasma antibotulinico, o qual concentrado e purificado pelo
meétodo de Pope apresentou resultado satisfatorio.

A tabela 3 mostra o resultado do doseamento do soro antibotulinico es-
pecifico, onde os niveis antitoxicos atingiram os valores de cerca de 1000
Ul/ml.

Finalmente este soro purificado e concentrado era diluido conveniente-
mente para apresentar 500 Ul/ml de antitoxina tipo E, de acordo com as re-
comendacdes estabelecidas na XV Secdo de Expert. Committee on Biolo-
gical Standartization da OMS.

CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos na producdo de soro antibotulinico
tipo E concluimos que:

a) das oito amostras de CJ. botulinum testadas somente a EK e a EKX
mostraram-se adequadas produzindo toxinas titulando cerca de 1 x 10° a 4

10
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x 10° DMM para camundongo

b) dos trés meios de cultura testados, verificamos que o meio TPGY foi
o melhor

c) a tripsinizacdo é importante na aiivacédo da toxigénese do material
produzido

d) é recomendada a filtracdo da toxina em membrana inerte de 0,22 mi-
cra

e) a quantidade de formaldeido necessaria a destoxificacdo de toxina
por nos obtida foi de 0,5% a 0,6% conforme o titulo, ocorrendo a transfor-
macado em anatoxina ao redor de 30 a45 diasa 37°C

f) a mistura de plasmas resultante de diversas imunizacdes permitiu ob-
ter soro purificado e concentrado cujo titulo atingiu niveis da ordem de 750
a 1.000 Ul/ml

g) esta primeira producdo de soro antibotulinico tipo E para fins tera-
péuticos, no Brasil, abriu a possibilidade de obtencédo do soro tipo ABE,
que ja consta da lista de soros hiperimunes produzidos no Instituto Butan-
tan.

TABELA 1

Demonstracdo de perdas de toxina pela utilizacao de
diferentes tipos de filtros: de profundidade e membrana inerte.

—

Titulo apos
Titulo antes Titulo apos filtracdo em
da filtracéo filtracdo em membrana inerte,

Lote em DMM 90 Sem DMM em DMM

1 100.000 10.000 100,000

2 300.000 10.000 300.000

3 400.000 12.000 380,000

4 200.000 20.000 200.000

TABELA 2
Atividades destoxificante de diferentes concentracfes de
formaldeido, relacionadas ao titulo téxico do produto.
Destoxificacao
Titulo da a37°C apds 30

Lote Toxina em DMM Formaldeido % ou 45 dias
1/82 200.000 5,0 30
2/82 100.000 5,0 30
3/82 100.000 5,0 30
4/82 300.000 6,0 45
5/82 150.000 5,0 30
6/82 300.000 6,0 45
1/83 500.000 6,0 45
2/83 600,000 6,0 45
3/83 400,000 6,0 45

4/83 600.000 6,0 45
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TABELA3

Niveis de antitoxina botulinica tipo E, obtidos em
quatro cavalos, apos a purificacao”.

Lotes dos soros Tempo de observacido em horas
antibotulinicos Titulo em
tipo E ul/mi 24 438 72 06
Soro Dialisado 0/4 0/4 0/4 0/4
1-85-8 0/4 1/4 2/4 2/4
1/4 3/4 3/4 3/4
Soro Dialisado 0/4 0/4 0/4 0/4

1-84-54 0/4 0/4 0/4 0/4

0/4 0/4 0/4 0/4

0/4  0/4 0/4 0/4
0/4 0/4 0/4 0/4
0/4 0/4 4/4 S

Soro Dialisado
2-83-78

S88| 888|888

* Dose individual de 0,5ml das misturas de toxina e antitoxina, pela via intraperitonial, em camundongos de 18g a 22q.
sendo a toxina ao nivel de 0,01 L+, frente ao soro padrdo internacional,

ABSTRACT: The present paper describes the method employed in the
preparation of Clostridium botulinum type E antitoxin by horse hyperimu-
nization with mixed alum potassium adsorbed antigen, that was the
scherma used in production of type A botulinum antitoxin. After Pope's
method of purification and concentration the final titres reached values
of 750 to 1.000 Ul/mil.

KEYWORDS: Botulism: Clostridium botulinum Type E food poisoning,
toxin, toxoid and antitoxin.

AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Rosalvo Guidolin, pelas sugestoes e pelo seu espirito de colabo-
racdo, que, sem medir esforgos, revisou este trabalho, e ao Sr. Silvio de

Jesus pela colaboracdo no preparo de meios de cultura e nas inoculacoes
dos doseamentos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 — AJMAL, M.B.C. Nobbs. Incidence an significance of colonial variation in Clostridium
botulinum tipo A. In: INGRAN, M. & ROBERTO, T.A., Ed. Botulism. INTERNA-
TIONAL SYMPOSIUM OF FOOD MICROBIOLOGY, 5. Proc. Moscow, Chapman
and Hall Limitil, London, p. 4569-476, 196/,

2 — AURELI, P.: FENICIA, L.: FERRINI, A.M. Intossicazione alimentare da Clostridium
botulinumtipo E. Boll. Ist. sieroter. milan., 63(6): 5563-555, 1984,

3 — BARRET, D.H.: EISENBERG, M.S.; BENDER, T.R.; BURKS, J.M.; HATHEWAY,
C.L.: DOWELL JR., V.R. Type A and type B botulism in the Morth: First reported
cases due to toxin other than type E in alaskan Imuit. Canad. med. Ass. J., 117(5):
483-489, 1977,

4 — BOWMER, E.J.;: WILKINSON, D.A. Botulism in Canada. Canad. med. Ass. J., 115
{11): 1084-1085, 1976.

5 — BOWMER, E.J. Preparation and assay of the International Standards for Clostridium
botulinum types A,B,C,D and E antitoxin. Bull. Org. mond. Santé, 29 701-9,
1963.

6 — Center for Disease Control. — a. Annual Sumary, 1977. Reported Morbidity in United
States. 1977. MMWA, 26:2-6, 1978.

12



Ao B & n R |

10

1
12
13
14
15

16
17
18

19

20

21

22
23

24

Center for Disease Control. Botulism: Califorma. MMIWWR, 27:501-502, 19/8.
Center for Disease Control. Botulism — United States, 1978. MMWAR, 28: 73-75,
1979.

- Center for Disease Control. Botulism — United States, 1979-1980. MMWR, 30 (10):

121-122, 1981.

GRAIG, J.M.;: HAYNES, S.; PILCHER, K.S. Incidence of Clostridium botulinum tipo
E in salmon and other marine fish in the Pacific Northwest. Appl. Microbiol., 16:
553-557, 1968.

CHERINGTON, M.; DENVER, M.D. Botulism — Ten year experience. Arch. Neurol.,
3016), 432-437, 1974.

DUFF, J.T., WRIGTH, G.G.; YARINSKY, A. Activation of Clostridium botulinum
type F. Toxin by trypsin. J. Bact., 72:455-460, 1956,

FARMACOPEIA DOS ESTADOS UNIDOS DO BRASIL, 2. ed. — Sao Paulo, Induis-
tria Grafica Siqueira S.A. 1959, pp. 1027-35,

GUMNNISON, J.B.: CUMMINGS, J.R.; MEYER, K.F. Clostridium botulinum type E.
Proc. Soc. exp. Biol. med. 35: 278-280, 1937,

HIGASHI, H.G.: IZUKA, H.: OLIVEIRA, E.P.T.; SILVA, M.A. Preparacdo do soro
antibotulinico tipo B pela hiperimunizacdo de cavalos no Instituto Butantan,
Mem. Inst. Butantan, 42/43: 77-8b, 1978/79.

HOLDERMAN, L.V.; MOORE, W.E.C. Anaerobe laboratory manual Virginia
Polytchnique Institute and State University Blancking, 1972, 130p.

HUSS, H.H.; PEDERSEN, A. Clostridium botufinum in Fish Nordisk. VETERINAER-
MEDICIN, Copenhagen, 31:214-221, 1979.

JOHNSON, H.M.; SMITH, B.; HALL, H.E.; LEWIS, K.H. Serological specificity of
types A and B botulinal toxins and antitoxins. Proc. Soc. exp. Biol. med., 126:
856-61, 1967.

OLIVEIRA, E.P.T. Estudos sobre a preparacéo de soro antibotulinico tipo A. Mem.
Inst. Butantan, 36:1-40, 1972.

OLIVEIRA, E.P.T.: IZUKA, H.; HIGASHI, H.G.; SILVA, M.A.: ROLIM ROSA, R.
Emprego simultdneo de antigenos botulinicos tipos A e B em um mesmo animal,
para obtencdo de antitoxina bivalente. Mem. Inst. Butantan, 44/45: 307-315,
1980/81.

POPE, C.G. The action of proteolitic enzymus on the antitoxins and proteins in im-
mune sera. || — Heat denaturation after partial enzyme a action Brit. J. exp.
Path. 20:201-212, 1939.

SMITH, G.R.: MORYSON, C.J. The low prevalence of Clostridium botufinumin the
lakes, marshes and waters ways of Camargue. J. Hvg., 78:33-38, 1977.

SMITH, L.D.; HOBBS, G. Clostridium. In: BUCHANAN, R.E. & GIEBON, N.E., Ed.
Bergey's manual of determinative bacteriology. 8 ed. Baltimore, Williams & Wil-
kins Company, pp. 551-72.

UNITED STATES DEPARTMENT OF HEALTH, EDUCATION AND WELFARE. Bac-
teriological analytical manual for foods. Food and Drug Administration,
U.S.D.H.EW.5ed. 1-16, 1978.

13



L GENA N A g FRATELLL F - SN0EL N
m k4 il sy A0 40 s Whem

u;"‘-:ﬂ I.':

I.

_.‘ 1| N 'I e s ..'hr"rq‘l-gwr-hq.
e e =iy



Mem. Inst. Butantan
21 (1): 15-24, 1989,

SOBRE A EVOLUCAO DE ASCARIS LUMBRICOIDES LINNAEUS,
1758, NA FASE LARVAR ENDOVULAR*

Paulo de Toledo ARTIGAS
Marlene Tiduko UETA

RESUMO: Ovos de A. lumbricoides colhidos em fezes humanas foram
cultivados em solucio de formol a 1%, em temperatura ambiente (27C).
Foi observado, durante o decurso do experimento, que larvas L, apare-
cem, em media, apds 12,7 dias; larvas L, surgem aos 15,7 dias e a segun-
da muda ocorre ao redor de 18,3 dias, ocasionando a formacdo da larva
infectante Lz, que ainda permanece dentro do ovo. Ovos de culturas de
10 a 25 dias foram utilizades para infectar 80 camundongos albinos
Swiss, machos e fémeas. Os camundongos foram separados em 16 gru-
pos de 5 individuos, os componentes desses grupos foram infectados,
sucessivamente, dia a dia; o primeiro grupo com ovos de cultura de 10
dias, o sequndo com ovos de 11 dias e, assim, sucessivamente, até o 16°
grupo que recebeu ovos com 25 dias de cultura. A partir do terceiro dia
pos-infeccdo, um camundongo, de cada um dos 16 grupos, foi sacrifica-
do; isso foi feito em 5 dias subsequentes, para cada grupo. Foi realizada,
nos animais sacrificados, a necropsia com finalidade parasitoldgica, wvi-
sando a pesquisa de larvas. Larvas migrantes foram encontradas no figa-
do e pulm&es nos camundongos dos grupos que receberam ovos com,
pelo menos 18 dias de cultura. Tal resultado comprova, cabalmente, que
somente 0s ovos com larvas Lg sdo infectantes.

UNITERMOS: Ascaris lumbricoides, desenvolvimento do ovo, camun-
dongo

INTRODUCAO

E, na verdade, muito curioso, em se tratando de um parasita extrema-
mente frequente e intensamente estudado, que ndo exista uniformidade
entre 0s autores, no que se refere a evolucdo do Ascaris lumbricoides
Linnaeus, 1758, na fase endovular.

Brumpt®, em seu tratado de Parasitologia, ao se referir ao desenvolvi-
mento da larva do Ascaris lumbricoides, dentro do ovo, afirma que ela so-
fre uma, ou talvez duas mudas.

Ha um trabalho de Henner®, citado por Araujo®, em que aquele pesqui-
sador, ao infectar camundongos com ovos de Ascaris suum, observava
que 0s seus roedores somente apareciam infectados quando as larvas en-
dovulares ja tinham realizado duas ecdises.

LINICAMP, Instituto de Biclogia, Departamento de Parasitologia, Caixa Postal 6109, 13081, Campinas, SP. Brasil.
*Auxiio FAPESP

Recebido para publicacio em 12/5/1988 e aceito em 3/11/1988
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Schacher®, com Toxocara canis, verificou, em pequeno percentual de
larvas, em cultura de ovos, a presenca de uma bainha cuticular se sobre-
pondo a cuticula da primeira ecdise. Schacher?, todavia, ndo interpretou o
fato como demonstrativo da ocorréncia da segunda ecdise, mas como uma
cuticula intumescida e simulando duas camadas.

Thust!Y, utilizando microscopia eletronica, relata a presenca de uma se-
gunda muda na larva endovular de Ascaris lumbricoides, que ocorreria em
ovos, 18 a 20 dias apos o inicio do desenvolvimento, conservados a tempe-
ratura de 28C.

Na década de 70, com as publicacées de Araujo’- 4 3. 4 e de Maung’, fi-
cou bem comprovada a ocorréncia da segunda ecdise intra-ovular em dife-
rentes ascarideos.

Qutro aspecto que merece ser focalizado € o tempo necessario, no
meio exterior, para que a larva intra-ovular do A. lumbricoides se torne efe-
tivamente infectante.

Roberts®, em pesquisa que se tornou classica e em que se fundamen-
tam autores de livros de texto de Parasitologia, observou que os ovos larva-
dos de Ascaris lumbricoides somente se tornam infectantes depois de, pelo
menos, 20 dias de permanéncia no meio exterior.

Maung’ verificou em camundongos, que a infeccdo somente se positi-
va quando sao utilizados ovos de cultura de 20 dias.

Ao dar inicio a presente pesquisa, era nosso escopo deixar bem confir-
mado qual o periodo, no meio exterior, necessario para que estivesse de-
senvolvida a larva infectante do Ascaris do homem e que, sem duavida, a in-
feccdo do hospedeiro definitivo se processa com a ingestédo da L.

MATERIAL E METODOS

1. Cultura de ovos

Fezes humanas, com ovos de A. lumbricoides, foram obtidos no Insti-
tuto Adolfo Lutz, Laboratério Regional de Campinas, SP.

As fezes foram desmanchadas em agua de torneira e processada a con-
centracdo de ovos, em calices conicos e através de peneira com malhas de
400um. Uma vez concentrados, os ovos foram transferidos para uma solu-
cao de formol a 1% e mantidos na geladeira a aproximadamente 4C.

Inicialmente, foram feitas culturas em estufa a 27C e em temperatura
ambiente (24-27C); como nao tivesse sido observada diferenca na forma-

cdo das larvas, em um ou outro modo de agir, passou-se a utilizar somente
culturas em meio ambiente.

Foram efetuadas, diariamente, durante 25 dias consecutivos, a partir do
sexto dia de cultura, observactes em microscopia direta e em contraste de
fase, para se acompanhar o processo evolutivo da larva.

Uma vez verificada a presenca de ovos larvados, eram eles submetidos
a ligeira pressdo, entre laminas de vidro, para se provocar a ruptura da cas-
ca do ovo e a exteriorizacdo da larva.

As larvas exteriorizadas foram examinadas dia a dia, para a constatacao
da presenca de cuticula ou cuticulas destacadas.

A verificacao da sucessao de ecdises larvarias (L, L e L), em funcédo
do tempo, €& o resultado de observacao, aproximada, de 100 ovos por dia,
nos periodos citados; esta pratica permitiu a informacdo sobre o 'niimero
meédio de dias’’ necessario para a evolucdo do nematodeo.
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Larvas, em fases sucessivas da experiéncia, foram fotografadas e medi-
das com auxilio da camara clara.

2. Infeccdo de camundongos

Oitenta camundongos foram distribuidos em grupos de 5 e feita sua in-
feccdo, a partir do décimo dia de cultura de ovos, até o vigésimo quinto
dia. Formaram-se, portanto, 16 grupos de camundongos infectados diaria-
mente.

Foram utilizados camundongos jovens Swiss, machos e fémeas, com
peso aproximado de 15g. A infeccao se fez com emprego de sonda fina de
borracha, introduzida pelo es6fago. Cada camundongo recebeu cerca de
200 ovos.

A partir do terceiro dia pos-infeccédo, foram sacrificados os camundon-
gos dos 16 grupos, sucessivamente em 5 dias, um em cada dia. Os animais
foram colocados em ambiente saturado de éter e processada a pesquisa
parasitologica, visando 0 encontro de larvas em migracdo. Nas necropsias
fez-se tal pesquisa no sangue, nodulos linfaticos, coracéo, intestino, figado
e pulmages.

Os 6rgdos examinados, a parte o sangue observado a fresco, entre |-
mina e laminula, eram dilacerados com estilete e pinca, em solucao salina.

Positivada a presenca de larvas, estas eram colhidas, procurando-se
obter o maior nuUmero delas, em calices conicos. A seguir, as larvas eram fi-
xadas em liquido de Railliet-Henry, a quente e, posteriormente, examina-
das e medidas.

Atuando dessa maneira, foi possivel verificar, com seguranca, 0 nume-
ro de dias exigidos para que a larva endovular se torne infectante e qual,
efetivamente, € a larva infectante.

RESULTADOS

1. Cultura de ovos

O aparecimento de larvas se verificou na totalidade dos ovos. Ao fim de
uma média de 12,/ dias de cultura, ja4 eram observadas as primeiras larvas.

A primeira larva (L) & muito fragil e se esfacela com facilidadz. Apre-
senta a cuticula lisa, desprovida de qualquer ectoformacao; seu tubo diges-
tivo ainda ndo esta bem definido, sendo pouco precisa a diferenciacdo do
es6fago e do intestino. Nota-se que a extremidade proximal é ligeiramente
“aparada’’, tendendo para a condicdo de extremidade truncada (fig. 1).
Verifica-se, ainda, na extremidade oral a presenca de uma formacéo estile-
tiforme, mais quitinisada e que acompanha a cuticula, quando esta se des-
taca, ao aparecer a Lp; € ainda visivel, quando a L, ja se encontra definida;
a cauda termina em ponta e € mais curta que a cauda da L, ou da La.

A L, aparece, em média, ao redor de 15,7 dias, na cultura mantida em
temperatura ambiente; a identificacao de L, se comprova pela presenca da
cuticula da L; (fig. 2). A larva Lz & mais robusta, resistindo melhor 4 com-
pressdo entre laminas; é frequente a presenca, em sua extremidade proxi-
mal, de uma disposicido em forma de calota. Na microscopia direta, ainda
oferece dificuldade o exame da organologia interna; porém, em contraste
de fase, ja se destaca bem o es6fago diferenciado.

A L3 comeca a surgir, em média, aos 18,3 dias de cultura, em tempera-
tura ambiente e tem como carater essencial a presenca das cuticulas de L;
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Figural — Larva L — Aumento 113x.

Figura 2 — Larva L2, com uma cuticula descolada. Aumento 222x
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Figura 3 — Larva L3, com duas cuticulas descoladas. Aumento 463x.

o

Figura 4 — Larva L4, com trés cuticulas descoladas. Aumento 445x.
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e de L,, descoladas e “vestindo'" a Lz (fig. 3). A organologia interna desta
larva & observada com maior facilidade na microscopia de fase, que pée em
destaque o tubo digestivo, com eséfago e intestino diferenciados. Encon-
trou-se certa dificuldade em diferenciar as larvas L» das L3, quando ambas
se mostravam nuas, Isto &, sem as cuticulas descoladas das fases prece-
dentes. Isto se deve, as escassas modificacoes morfoldgicas, na passagem
co segundo para o terceiro estagio. Segundo Araujo? ndo existem caracte-
res diferenciais entre os dois estagios, exceto a evidéncia das cuticulas des-
coladas.

Tivemos ensejo de okservar, uma unica vez, uma larva com trés cuticu-
las descoladas, portanto em L4 (fig. 4); este achado anormal, em nosso ex-
perimento, foi verificado em uma cultura em meio ambiente, ao fim de 21
dias.

Foram medidas larvas em cultura de 23, 28, 35 e 45 dias; os resultados
de tais medidas estdo apresentados na Tabela 1. Nesta Tabela, também
aparecem dados relativos a temperatura ambiente, anotados no decorrer
do desenvolvimento dos ovos.

TABELA 1

Medidas de larvas de Aszcaris flumbricoides de cultura, em solucdo formulada a 1%,
mantidas em temperatura ambiente.
(Medidas médias de 30 larvas emn mm; temperatura media em C).

Temperatura medida do comprnimento tamanho minimo e
ambiente N? de dias e largura (mm) tamanho maximo
meédia (C) de cultura {média aritmética) (comprimento e largura)

26,9 23 0,2357 x 0,0131 0,1951 a 0,2682
compnmento
X
0,0097 a 0,0146
largura

e ————l

26,9 28 0,2414 x0,0129 0,1951 a 0,2926
E'DmpfimEﬂt'D
X
0,0097 a 0,0146
largura

26,7 35 0,2446 x 0,0132 | 0,1951 a 0,3414
CoOmprimento
-
0,0097 a 0,0170
largura

27.7 45 0,2373 x0,0137 0,1951 a 0,2926
comprimento
X
0,0097 20,0195
largura

2. Infeccao de camundongos

Esta operacao visou, sobretudo, comprovar ser, realmente, a L3 a larva
infectante.
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Nos camundongos dos grupos 1 a 8, infectados com material de cultura
de menos de 18 dias, foi constantemente negativo o encontro de larvas mi-
grantes.

A partir das infeccdes com material de cultivo com 18 ou mais dias, os
camundongos passaram a apresentar larvas migrantes no figado. Na Tabe-
la 2, estdo assinaladas as larvas colhidas no figado.

O encontro de larvas nos pulmoes se verifica, e passa a ser constante a
partir do quarto dia de pos-infeccdo; a medida que cresce o nimero de lar-
vas nos pulmdes, decresce o numero de larvas no figado; esta observacao
confirma, no camundongo, a passagem prévia das larvas do intestino para
o figado e deste 6rgao para o pulmao.

As larvas recolhidas do figado medem, em média, 0,35mm a 0,92mm
(Tabela 2); quanto mais tardia a colheita, maiores eram as larvas.

Nos pulmoes, larvas colhidas no quarto dia pds-infeccdo mediam, em
média, 0,5Tmm; no oitavo dia pds-infeccdo, atingiam a 1,29mm (Tabela 3).

Resumindo o aspecto biologico do experimento, & possivel afirmar o se-
guinte: nos quarto e quinto dias pds-infeccdo &€ maior o nimero de larvas
no figado do que nos pulmoes; as larvas pulmonares colhidas nos quarto e
quinto dias pos-infeccao sao de tamanho semelhante ao das larvas hepati-
cas e vio se tornando maiores nos dias subseqiientes; as Tabelas 2 e 3 ilus-
tram estas observacOes. Somente as inoculacoes com culturas de, pelo
menos, 18 dias, em temperatura ambiente, ao redor de 24 a 27C, sao positi-
vas; culturas de menos de 18 dias, ndo dao ensejo a presenca de larvas no
camundongo.

No nosso experimento, 0 encontro de larvas no sangue, nodulos linfati-
cos, coracdo e intestino foi sempre negativo em todos os camundongos
examinados.

DISCUSSAO

S3o, decididamente, as tradicionais observacdes de Roberts® que vém
servindo de suporte aos tratadistas, para as informacoes,em livrosde texto.
Tais informacdes, a luz das recentes pesquisas, destacando-se as de Arau-
jo? e de Maung’ e as apresentadas nesta publicacdo, devem ser atualiza-
das, pois modificam a nocdo bioldgica de Roberts®, até agora consolidada,
na sua aparéncia, como definitiva.

Roberts® observou que a infeccdo experimental de camundongos so-
mente se positiva quando 0s ovos de A. lumbricoides tém, pelo menos,
mais de 18 dias de vida no meio ambiente.

Varios pesquisadores realizaram trabalhos em que estudaram a infec-
cdo experimental de camundongos com ovos de A. lumbricoides, visando,
sobretudo, esclarecimentos sobre os estagios larvarios; nem sempre foram
bem-sucedidos. Mas, ficou comprovada a necessidade de um tempo mini-
mo de permanéncia dos ovos no meio exterior para que a infeccao fosse
positiva; neste periodo, no meio externo, desenvolve-se 0 processo larvario
intra-ovular.

Verificou-se, neste trabalho, a seqiiéncia bioldégica da larva do A. lum-
bricoides: o ovo & eliminado do hospedeiro sem apresentar diferenciacio
da futura larva; esta se corporifica ao fim de, aproximadamente, 12,7 dias
(L1): ao fim de 15,7 dias, aparece a Lj; ao redor de 18,3 dias, se positiva a
L3 — caracterizada pela presenca de duas cuticulas, reliquat de L; e L.
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Grupo 37 dia

] =

10 -

] 03184 x 0,0170
12 0,3487 x 0,0180
13 0,3170 x 0,0165
14 0,3243 x 0,0152
15 0,3350 x 0,0207
16 0,3975 x 0,0197
LS

T T E

1) medsda de uma Oneca lara

0,3503 x 0,0186

2] rreisclia cle 2 larvas
131 meeclia de 3 larvas
14} mécia de 4 larvas

15) ausdncia

e |arvas

i ———

4° dia
0,0 x 0,0
0,633 = 0,0223

00,4389 x 0,0243'%

0,4633 x 0,0238
00,4502 x 0,0282
0,4438 x 0,0245
0,5462 x 00277
0,5023 = 0,0248

00,4782 x 0 0250

TABELA 2

Medidas (comprimento x largura) em mm das Ascaris lumbricdides, colhidas no figado de
camundongos, em dias subsequentes de pos-infeccdo. OUs nameros representam a média de 10
larvas lexceto nos assinalados).

5®

e—
0,6015 » 0,0308% (0 9268 x 004391
0,6682 x 0,0284 00,7145 x 0,0397
06438 » 0.0289 0, 7536 « 0,0858
00,6023 » 0,0304 0.7121 = 0,034
0.6633 x 0,0350 0, 7097 x 0,0336
0,6072 x 0,0314 0, 7584 = 0,0407
07267 « 00,0331 .
= 0,897% = 003092
"
0447« 0,0311 0, 7818 x 0,0381
TABELA 3

M dia

0.0x00
0, 7743 x 0, 03534

0, 0072 = 00377
) FR00 = O 04
0.7877 = 0,0397

0.8731 x 0,0387
00,8002 « 0,0414

0,8155 x 0,034

87 dia

00x0,0

0,9975 x 004599
009219 = 0, 0302
(0, B316 = 0, 0404

0,9170 x 0,043

Medidas (comprimento x largural e mm das larvas de Ascarnis lumbricdides, colhidas no pulmao
de camundongos, em dias subseglentes de pos-infeccdo. Os nimeros representam a media de 10
larvas (exceto nos assinalados).

Grupo

9
0
11
12
13
14
15
16

.15

11} medida de uma uca larva

3% cha

0,0 x 0.0
00x0.0
0.0x0.0
00w D,
1Ty 131
0.0x0.0

(2] mécha de 2 larvas
[3) média die 3 larvas
(4] médha de G larvas
[r.m. ) ndo medelio
(5 ausdneia de larvas

- ,_;,;:, —
0,0 x U0
0,0x0,0
0,0 x 0,0

0, 2926 = 00195
0,5853 x 0,029 1

0, 7560 « 0,037 74

00,4023 = 0,01 70

“mulu

0.5000 x 0,0258

5° cha

0 x 0,0
0.0 x 0.0
0,0 = 0.0

0, 7438 » 0030415

0. 7365 x 00377

0, 49949 x 0,067 :"
0.6829 x 00357

0.6657 x 0,0326

6% cha

ol x 0.0
05438 < 0.01599
08755 « 0 0438
0, 8536 % 00487
08047 » 0,043
08487 x 0,0409

0,50 5 0, 0 2
DB121 » 0,035

P dia

D0x0.0
1.0487 x 00402
U B0 = O, 0G0
0,9389 » 00648
1,000 x () (i

0, 9950 = 00,0514
00,9993 x 0,056

L, 9000« 0,051

H* cha

1.5121 x 0,0829'"
1.2397 x 0,0658"

1,2970%5 = 0,0684
14853 « 0,0700

09121 » 00477

1.2803 x 0,0671

Uma vez formada a L3, esta ndo necessita de um periodo de amadureci-
mento para se tornar infectante. Nao obstante, constatou-se que larvas L
de mais idade, por exemplo 63 dias, chegam ao figado dos camundongos
24 horas ap6s a ingestdo do ovo. Tal verificacdo esta de acordo com a de
Maung’, de que larvas de culturas mais velhas eclodem, no tubo digestivo
de camundongos, mais precocemente. A Lj liberada do ovo no tubo diges-
tivo do camundongo, despoja-se das cuticulas e se localiza no figado, 24 a
72 horas apos a ingestdo do ovo; do figado passa para o pulméo, onde atin-
ge dimensao avantajada (no presente experimento, até 1,29mm), de onde
se transfere, via arvore brénquica, traquéia, eséfago, estbmago, para o in-

testino

delgado.

As larvas comecam a aparecer no figado poucas horas apos a ingestao
oral; permanecem neste orgao de b a 7 dias; no sétimo dia, neste experi-
mento, ainda eram encontradas larvas em numero razoavel.
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CONCLUSAO

1. E no meio externo, ao ﬁrn de cerca de 18,3 dias, que se processa a
segunda ecdise larvar, dando origem a larva L.

2. O ovo de A. Lumbricoides torna-se infectante somente quando con-
tém uma larva que sofreu duas mudas. Assim, 4 semelhanca do que acon-

tece com os nematodeos em geral, a larva infectante do A. lumbricoides é
d Lg.

3. A larva La, apds diferenciacdo, esta imediatamente apta para infectar
o hospedeiro definitivo. Ndo obstante, larvas L3 de culturas mais velhas sdo
encontradas, em condicdo experimental, no figado de camundongos, mais
precocemente.

ABSTRACT: Eggs of A. lumbricoides obtained from human feces were
cultured in 1% formaldehyde solution at room temperature (27C). It was
observed that during this period L, larvae were formed inside the egg af-
ter 12,7 days in average. L» larvae appeared in 15,7 days and the second
molt occurred in about 18,3 days, causing the formation of infective L3
larvae, which also remained within the egg. Cultured eggs, 10 to 25 days
old were then used to infect 80 young albine Swiss mice, males and fe-
males. The mice were divided in 16 groups of 5 animals, and each group
was infected once. The infection was performed daily and the first group
was infected with 10 day-old eggs. The last group (16) received 25 day-
old eggs. Since the third day after infection, one individual of the group
was killed each day consecutively for five days and larvae were searched
in a parasitological necropsy. Wandering larvae were found in the liver
and lungs only in those groups infected with eggs cultured for at least 18
days. These results showed that only the eggs which have L3 larvae are
infective to the host.

KEYWORDS: Ascaris lumbricoides, egq development, mice.
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ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS VENENOS DE SERPENTES

DO GENERO BOTHROPS, PROCEDENTES DO ESTADO DE SAO

PAULO E DO ESTADO DO PARANA COM ALGUMAS ESPECIES
MORFOLOGICAMENTE DUVIDOSAS

Maria Amélia Lopes PERRONE*
Medardo SILES VILLARROEL**
Maria de Fatima Domingues FURTADO***

RESUMO: Os venenos de serpentes Bothrops moojeni, Bothrops neu-
wiedi e Bothrops jararacussu procedentes do Estado de Sio Paulo, fo-
ram comparados com 0s venenos das mesmas espeécies procedentes da
regido de Itaipu, Estado do Parand e de alguns exemplares de serpentes
de Itaipu com caracteristicas morfoldgicas entre B.moojenie B.neuwie-
die entre B.moojeni e B.jararacussu. Os parametros analisados foram:
letalidade, eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, imunodifu-
sao e imunoeletroforese. Os valores da DLgy dos venenos das espécies
B.moojeni e B.neuwiedi, nao apresentam diferencas significativas
quanto a letalidade; contudo, os venenos de B.jararacussu apresentam
diferencas, sendo que 0s espécimes de Sio Paulo possuem letalidade
mais elevada em relacdo aos de Itaipu. Os venenos de B.moojenie B.
neuwiedi procedentes das duas regides nao apresentaram variagGes em
seus padrdes eletroforéticos, j& os venenos de B jararacussu
apresentaram algumas diferencas nos eletroferogramas. Os exemplares
de serpentes de |Itaipu com caracteristicas morfoldgicas entre B. mooje-
ni e B.neuwiedi (Bothrops sp 1) e entre B.moojeni e B.jararacussu
(Bothrops sp 2), quanto ao perfil eletroforético, assemelham-se ao ve-
neno da especie B.moojeni. A anélise dos componentes imunogénicos
dos venenos das trés espécies, através das técnicas de imunodifusio e
imunoeletroforese, ndo apresentam variacdes apreciaveis.

UNITERMOS: — Letalidade, imunoquimica, venenos botropicos.

INTRODUCAO

Trabalhos anteriores demonstraram que ocorrem variacoes intraes-
pecificas na composicdo dos venenos, em funcéo da distribuicdo geografi-
ca (Jiménez-Porras, 1964, 1967; Aragon & Gubensek, 1981; Glenn et al,
1983; Rael et al, 1984).

" Bolsista da FUNDAP — Seclio de Venenos do Instituto Butantan. _
** Professor Adjunto do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
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Estas variacdes bioquimicas e farmacologicas mostram diferencas sig-
nificativas em algumas propriedades tais como a letalidade, atividade enzi-
matica, padroes eletroforéticos, efeitos locais, reacées imunoldégicas e ou-
tras (Minton, 1967, 1975; Fiero et al, 1972; Bonilla et al, 1973; Gutiérrez &
Chaves, 1980).

O género Bothrops, com ampla distribuicao pelas Américas Central e
co Sul, & o grupo de serpentes peconhentas mais importante em nimero
de espécies e densidade populacional, sendo responsavel por aproximada-
mente 90% dos acidentes ofidicos na casuistica do Hospital Vital Brasil
(Instituto Butantan, Hospital Vital Brazil, 1982).

Ha poucos estudos comparativos dos venenos, relativos a distribuicao
geografica destes animais, no territorio nacional (Goncalves & Vieira, 1950;
Goncalves & Deustsch, 1956, Schenberg, 1959).

Contando com centenas de serpentes capturadas durante o represa-
mento das aguas da Usina de ltaipu, no Estado do Parana, e classificadas
no Instituto Butantan como pertencentes as espécies Bothrops moojeni,
Bothrops neuwiedi e Bothrops jararacussu, e alguns exemplares que apre-
sentavam caracteristicas morfoldgicas entre Bothrops moojeni e Bothrops
neuwiedi e outros entre Bothrops moojeni e Bothrops jararacussu,
pPropusemo-nos a estudar comparativamente 0s venenos dos animais per-
tencentes a esta regido com 0s venenos das mesmas especies procedentes
do Estado de Sao Paulo, quanto a:

1. Determinacao da letalidade dos venenos em camundongos inocula-
dos pela via intraperitoneal e seus resultados expressos em DLgg;

2. Verificacdo do perfil eletroforético em gel de poliacrilamida com
SDS, dos venenos;

3. Verificacdo dos componentes imunoldgicos, através das reacoes de
imunodifusdo e imunoeletroforese.

MATERIAIS E METODOS

1. Venenos utilizados

Foram utilizados os venenos das espécies de serpentes B.moojeni
(Hoge, 1965); B.neuwiedi(Wagler in Spix, 1924) e B.jararacussu (Lacerda,
1884) procedentes do Estado de S&o Paulo e de Itaipu (Noroeste do Estado
do Parana); e desta mesma procedéncia os venenos dos espécimes que
apresentam caracteristicas morfologicas entre B.moojeni e B.neuwiedi
denominados por nds Bothrops sp 1 e 0s venenos de especimes com ca-
racteristicas do B.moojeni e B.jararacussu denominados de Bothrops sp 2.
Estes venenos foram obtidos de varios exemplares adultos, por extracdo
manual, secos a vacuo e mantidos na geladeira a £ 4°C, fornecidos pela
Secdo de Venenos do Instituto Butantan.

Os venenos foram preparados a 1% em solugdo salina estéril a 0,85% e
centrifugados a 5000 rpm durante 20 minutos a 15°C, para eliminar even-
tuais impurezas em suspensdo. Os sobrenadantes foram distribuidos em
tubos de ensaio, em volumes de 1ml cada e mantidos, no congelador, a —
2R

No momento do uso, procedia-se ao descongelamento.

2. Determinacdo da letalidade dos venenos |
2.1. Animais utilizados, via de inoculacdo e volume inoculado
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Empregamos camundongos brancos (Mus musculus Linnaeus, 1758),
Swiss Webster, de ambos 0s sexos, adultos jovens pesando 20 + 2 gra-
mas, procedentes do Bioterio Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da USP, considerados animais convencionais, nos quais inoculamos 0,5m|
de cada dose, pela via intraperitoneal. Os lotes de camundongos foram em
numero de cinco por dose.

2.2 — Periodo de observacao
Os camundongos foram observados nos periodos de 24 horas e 48 ho-
ras apos as respectivas inoculacées.

2.3 — Calculo da DLgg

A determinacdo da toxidade dos venenos estudados foi calculada atra-
vés do método de Spearman-Karber, descrito e recemendado pela OMS
(1981).

3. Eletroforese, imunodifusdo e imunoeletroforese

3.1 — Para a eletroforese em gel de poliacrilamida em placa, utilizou-se
basicamente o método preconizado por Laemmli (1970}, que consiste, em
linhas gerais, de um gradiente em acrilamida de 8-16%, com SDS, aplican-
do-se 20 microlitros (200 ug) de solucdo de veneno em cada canaleta. Sub-
meteu-se a 200V, corrente de 7,bmA inicial, seguida de 15mA durante 6
horas. O gel foi corado com Coomassie Brilhant Blue-R250 durante 24 ho-
ras, descorado com solucao de etanol, acido acético e agua (1:2:20), e
conservado em solucdo de acido aceticoa 7% .

Para a densitometria, a placa de gel foi fotografada em Kodalit, proce-
dendo-se a leitura no densitdmetro Ata 60, filtro 500mV, abertura 7 e velo-
cidade de 100mm por minuto.

3.2 — Para a imunodifusdo e imunoeletroforese foi utilizado o método
descrito por Siles Villarroel (1972); Siles Villarroel et al. (1974).

RESULTADOS

Os resultados da letalidade dos oito venenos estudados, provenientes
do Estado de Sao Paulo e ltaipu (Parana), constam na Tabela |.

TABELA |

Resultados da DLg; obtidos pelo método de Spearman-Karber
dos venenos estudados.

DlLgy — Spearman-Karber

Veneno das Variacao
Espécies Procedéncia ug/camundongo 95% de confianca
B.moojeni Séo Paulo 115,81 99,69 — 134,54
: B.moojeni Itaipu ’I’ID.D?T_ 98,66 — i12,8i}
B.neuwiedi  Sdo Paulo kst 416 BALS 41,34 — 52,62
B.neuwiedi Itaipu 58,33 52,03 6540
B.jararacussu . Sdo Paulo : .-?8.25 ] _-?'2,84 — 84,06 _
B.jararacussu ltaipu i 116,68 “1-[15,68 — 128,82 n
Bothropssp 1 Itaipu SR 123,34 — 163,07
Bothrops sp 2 aipu 2338 118,05 — 12896
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A Tabela 1 resume o0s valores das DLgy, quanto a letalidade dos vene-
nos. Segundo o método de Spearman-Karber, os valores expressos com
os intervalos de confianca de 95% demonstram que ndo encontramos dife-
rencas significativas quando comparamos os venenos de Bothrops moojeni
de Sdo Paulo e Itaipu; 0 mesmo ocorreu com os venenos de Bothrops neu-
wiedl.

Encontramos diferencas bastante significativas, quando comparamos
os valores da DlLgg dos venenos de Bothrops jararacussu de Sdo Paulo e
Itaipu.

A letalidade dos venenos dos exemplares com caracteristicas morfolo-
gicas entre B.moojeni e B.neuwiedi (denominado por nds de Bothrops sp
1) esta mais proxima da DLsg do veneno de B. moojeni do que a DlLgy do ve-
neno de B. neuwied| procedentes de Itaipu.

A letalidade dos venenos com caracteristicas morfologicas entre
B.moojenie B.jararacussu (denominado de Bothrops sp 2) esta proxima da
DLgg dos venenos de B. jararacussu e B.moojeni procedentes de Itaipu.

Os resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS para os
oito venenos estudados estdo expressos na Fig. 1.

S
Pl S: B

P AT

11 &k I 1 ._

_""v"—b—._.l

TH I

FIGURA 1 — Curvas densitométricas e eletroferogramas dos venenos de: a — B.moojeni —
Sédo Paulo, b — B.moojeni — Itaipu, ¢ — Botropssp 1 — Itaipu, d — Bothropssp 2 — lai-
pu, e — B.neuwiedi — S3o Paulo, f — B.neuwiedi — ltaipu, g — B.jararacussu — Sao Pau-
lo, h — B.jararacussu — Itaipu.
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Os resultados da eletroforese dos venenos de B.moojeni procedentes
do Estado de Sdo Paulo e de Itaipu (Parana) apresentam o mesmo nimero
e localizacio das bandas, demonstrando que ndo ha diferencas apreciaveis
entre 0s venenos comparados (Fig. 1a e b). As mesmas observacoes foram
verificadas com os venenos de B.neuwiedi (Fig. 1lee f).

Os venenos de B.jararacussu procedentzs das diferentes localidades
apresentam pequenas variacoes, principalmente relacionadas a concentra-
cdo, isto se observa no penultimo componente dos padrdes eletroforéticos
(Fig. 1Tgeh). '

O perfil eletroforético (c) do veneno de serpentes com caracteristicas
morfoldgicas de B.moojeni e B.neuwiedi, denominado por nds Bothrops
sp 1, assemelha-se aos padrfes eletroforéticos de B.moojeni de Sédo Paulo
e ltaipu (a e b) e difere bastante dos venenos de B. neuwiedi(e e f).

O perfil eletroforético {d) do veneno de serpentes com caracteristicas
morfologicas de B.moojenie B.jararacussu, denominado por nés Bothrops
sp 2, assemelha-se aos padries eletroforéticos de B. moojeni de Sédo Paulo
e ltaipu (a e b), apresentando concentragcdes menores para os dois primei-
ros componentes e diferindo bastante dos venenos de B.jararacussu (g e
h).

Os resultados do estudo comparativo entre 0s oito venenos, atraveés
das técnicas de imunodifusdo e imunoeletroforese, ndo incluidos, ndo
apresentam variacoes ponderaveis.

DISCUSSAO

A despeito da comprovacdo da extensa variabilidade dos venenos em
serpentes (Gloyd, 1940; Gongalves & Vieira, 1950; Goncalves & Deustsch,
1956; Schenberg, 1959; Aragon e Gubensek, 1981; Rael et al., 1984), va-
rios autores como Jiménez-Porras (1964, 1967) concluem que as variacoes
nos venenos sao de origem genética. E Saint-Girons & Detrait (1978), estu-
dando a antigenicidade dos venenos das serpentes européias, coloca-os
como caracteres validos para fins sistematicos.

Furlaneto et al. (1973) e Siles Villarroel (1977), estudando a DLgy dos ve-
nenos botropicos, demonstraram que o veneno de cada espécie de serpen-
te possui uma determinada letalidade conforme a via de inoculacéo e ani-
mal experimentado.

Siles Villarroel (1977) e Siles Villarroel et al. (1978/79), trabalhando com
venenos procedentes de varias regides, encontraram para B.moojen a
DLsg de 105,50 ug, enquanto que os valores da DLgy por nos obtidos para a
mesma espécie procedente de Sédo Paulo foram de 112,00 ug e de 99,71 ug
para ltaipu. Os mesmos autores determinaram a Dlsg para 5.neuwiedi de
54,17 ug, sendo 0s nossos valores 46,0 ug e 62,08 ug, respectivamente. O
veneno de B.jararacussu apresentou, para os autores loc. cit., o valor de
103,79 ug e os nossos resultados foram de 76,38 ug e 121,89 ug, demons-
trando que nos venenos desta espécie ocorre variacao mais ampla de letali-
dade e os espécimes de Sdo Paulo possuem a¢ao mais elevada.

Quanto aos venenos dos espécimes com caracteristicas morfologicas
entre B. moojeni e B. neuwiedi denominado de Bothropssp 1 com Dlg, de
137,40 ug esta mais proximo a letalidade dos venenos de B. moojeni de Séo
Paulo e ltaipu (DLgg = 115,81 ug e 110,07 ug, respectivamente) e muito
distante da DLgg dos venenos de 5. neuwied! das duas localidades (DlLgy =
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46,64 ug e 58,33 ug), sugerindo tratar-se da espécie de B.moojeni quando
analisado conjuntamente com os resultados da eletroforese.

Quanto aos venenos dos espécimes com caracteristicas morfologicas
entra B.moojeni e B.jararacussu denominado de Bothrops sp 2 com DLgg
de 123,38 ug esta proximo tanto da lewalidade dos venenos de B. moojeni de
Sado Paulo e Itaipu (DLsg = 115,81 ug e 110,07 ug) quanto da letalidade do
vaneno de B.jararacussu procedente de ltaipu (DLsg = 116,68 ug). Tam-
bém neste caso a letalidade por si s € insuficiente para definir a espécie,
porém quando analisada conjuntamente com o0s resultados da eletroforese
sugere tratar-se da espéecie B. moojeni.

Com relacdo a eletroforese, Gongalves & Vieira (1950), analisando os
venenos de serpentes brasileiras, verificaram variacoes geograficas nos de
Crotalus durissus terrificus, demonstrando que 0s venenos procedentes do
Sul do Brasil e da Argentina apresentam crotamina, enquanto que os de
outras regides ndo apresentam. Aragon & Gubensek (1981) observaram
que o veneno de Bothrops asper diferia em funcéo de sua zona de ocorrén-
cia.

Os venenos de B.moojeni procedentes de Sdo Paulo e ltaipu ndo de-
monstraram diferencas quanto aos perfis eletroforéticos, o mesmo ocor-
rendo com os venenos de B.neuwiedi; ja a espécie B.jararacussu de Sé&o
Paulo e Itaipu apresenta pequenas variacdes nos padroes eletroforéticos.

E os venenos de Bothropssp 1 e Bothrops sp 2 assemelham-se ao perfil
eletroforético de B.moojeni.

Schenberg (1963), em estudo comparativo entre 0s venenos de subes-
pécies de B.neuwiedi brasileiras, utilizou a técnica de imunodifusédo, en-
contrando diferencas imunologicas nestes venenos. Tu & Ganthavorn
(1968), comparando os venenos de Naja naja siamensis e Naja naja atra,
encontraram padrdes idénticos de imunodifusédo e ligeiras diferencas nos
padroes imunoeletroforéticos, indicando que estas subespecies sao simila-
res mas nao idénticas.

Com os venenos das trés espécies procedentes de regides diferentes,
utilizando as técnicas de imunodifusdao e imunoeletroforese, obtivemos re-
sultados semelhantes entre as espeécies, ndo ocorrendo variacao significati-
va quanto ao niimero de linhas de precipitacédo.

CONCLUSOES

1. Os venenos de B.moojeni e B.neuwiedi procedentes da regido de
Itaipu e do Estado de Sao Paulo ndo apresentam diferencas significativas
dentro de cada espécie, quanto a letalidade e aos padrdes eletroforéticos.

2. Os venenos de B.jararacussu procedentes das duas regides apresen-
tam diferencas significativas quanto a letalidade, sendo mais ativos os ve-
nenos de Sao Paulo em relacdo aos venenos de Itaipu, quanto aos padroes
eletroforéticos ndo apresentam diferencas significativas.

3. Os exemplares de serpentes de |taipu com caracteristicas morfoldgi-
cas entre B.moojeni e B.neuwiedi (Bothops sp 1) e entre B.moojeni e B.ja-
raracussu (Bothrops sp 2), quanto ao perfil eletroforetico, assemelham-se
ao veneno da especie B. moaojent.

4. A andlise dos componentes imunogénicos dos venenos das trés es-
pécies através das técnicas de imunodifusdo e imunoeletroforese ndo apre-
senta variacées apreciaveis.
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ABSTRACT: The venoms of Bothrops moojeni, Bothrops neuwredli and
Bothrops jararacussu from the State of Sao Paulo, were compared to
samples from the Itaipu region, State of Parana as a whole. Some of the
specimens from Itaipu present morphological aspects of both 8.moojeni
and B.neuwredi and some others of both B.moojeni and B.jararacussu.
Their toxic activity (DLsg), SDS polyacrylamide gel electrophoresis, im-
munodiffusion and imunoelectrophoresis patterns were assayed. The
DlLgy values of B.moojeni and B. neuwiedi venoms showed no difference
in toxicity. However, the venoms of B.jararacussu of the ltaipu region
differed from those of Sdo Paulo specimens, which showed higher toxi-
city. The electrophoretic patterns of the venoms of B.moogjeri and
E. neuwiedi from both regions showed no significant variation in the elec-
tropherograms. Possible intergrade specimens of B.neuwiedi/B. moojeni
(B.sp 1) and B.jararacussu/B.moojeni (B.sp 2) venom samples had
B.moojeni characteristics. The immunogenic components of the three
venoms showed no apparent variation.

KEYWORDS: toxicity, imunochemistry, botropic venoms.
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SOBREVIVENCIA DE BOTHROPS JARARACUSSU
(SERPENTES, VIPERIDAE, CROTALINAE) MANTIDAS
EM CATIVEIRO.

Frederico Fontoura LEINZ*
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Masaio Mizuno ISHIZUKA™**
Luiza Vasconcelos LANG***

RESUMOQO: Serpentes Bothrops jararacussu ocorrem desde o sul do Esta-
do de Minas Gerais até o nordeste da Argentina. O plantel destas serpen-
tes mantidas em cativeiro no Instituto Butantan no periodo compreendi-
do entre setembro de 1979 e julho de 1981, constituido de 42 fémeas e 64
machos, foi analisado em funcéo da taxa de mortalidade, freqléncia sa-
zonal de ébitos e tempo de sobrevivéncia também em funcdo da estacao
do ano em que ocorreu a captura. Os autores verificaram que 50% dos
animais vieram a obito nos pnmeiros seis meses de cativeiro, nao tendo
havido diferenca significante na mortalidade entre os sexos. Por outro la-
do, ocorreu uma incidéncia significante de ébitos de machos na primave-
ra, quando se comparou a mortalidade de ambos os sexos em funcio das
demais estacdes do ano. Em relacdo a época em que ocorreu a captura,
verificou-se que 0s animais capturados na pnimavera e verao tiveram uma
sobrevivéncia mais prolongada em relacdo as outras estacdes, fato este
atribuido a provavel reserva de energia acumulada naquelas estacoes.

UNITERMOS: Serpentes, sobrevivéncia, cativeiro.

INTRODUCAO

Serpentes peconhentas tém sido mantidas em cativeiro visando o apro-
veitamento do veneno, largamente utilizado na producao de imunobiologi-
COS e pesquisa.

Leloup'® cita trés sistemas de manutencado de serpentes: o intensivo, o
semi-extensivo e o extensivo. Segundo 0 mesmc autor, apesar do primeiro
ser o menos indicado, tal modalidade se imp&e quando ha necessidade em:
manter-se animais oriundos de climas diversos do local de cativeiro, por
poder propiciar climatizacao do ambiente e controle individual dos animais,
vindo assim ao encontro das necessidades do Instituto Butantan.

O presente trabalho tem como objetivos a avaliacao do tempo de sobre-
vida, calculo da mortalidade de machos e fémeas em.relacédo a estacdo do
ano e taxa de sobrevivéncia relativa a estacao em que ocorreu a captura

* Pesquisador Cientifico, Secdo de Venenos, Instituto Butantan
** Professora Titular da Faculdade de Medicina Veterinadna e Zootecmia da USP.
* Bolsista da FUNDAP, Secio de Venenos, Instituto Butantan.
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das serpentes Bothrops jararacussu do plantel do Instituto Butantan, no
periodo compreendido entre setembro de 1979 e julho 1981. Estas serpen-
tes ocorrem desde o sul do Estado de Minas Gerais até o nordeste da Ar-
gentina (Peters'3). Segundo Amaral!, estdo disseminadas pelos lugares
baixos e alagadicos das zonas orientai, centro-ocidental e meridional, des-
de o litoral até o limite sul ocidental, onde continua nos paises vizinhos. Vi-
vem em campo coberto e a beira d’'agua ou em rios e lagoas, alimentando-
se de rds e roedores. E espécie ovovivipara.

MATERIAIS E METODOS

a — SERPENTES: Observou-se o plantel de Bothrops jararacussu da
Secdo de Venenos do Instituto Butantan de setembro de 1979 a julho de
1981, constituido de 106 serpentes, sendo 42 fémeas e 64 machos de dife-
rentes tamanhos e idades, recebidas regularmente e encaminhadas a pro-
ducdo de venenos sem passarem por um periodo prévio de adaptacao. Nao
houve atendimento Médico Veterinario em nenhuma fase do cativeiro.

b — MANUTENCAQ: Os animais eram mantidos individualmente em
caixas de madeira medindo 50cm de comprimento, 40cm de largura e 2bcm
de altura, acomodadas em salas a temperatura de 21°C x 3°C, sem contro-
le de umidade. Nos dias mais frios de inverno aquecia-se o0 ambiente com
auxilio de aquecedor elétrico. As salas eram iluminadas com luz artificial.

c — ALIMENTACAQO: Constituiu-se de camundongos albinos adultos
fornecidos 7 dias apds a extracédo de veneno, sendo variavel a aceitacdo ou
ndo do alimento por parte da serpente. A dgua era mantida em potes de
barro a disposicado do animal.

d — EXTRACAQ: As extragdes eram realizadas a cada 28 dias, confor-
me rotina estabelecida pela Secdo de Venenos.

e — ANALISE ESTATISTICA: Constituiu-se no célculo do Coeficiente
de Mortalidde Especifico segundo sexo e estacdo do ano (Laurenti®), na
aplicacdo do teste do Qui-Quadrado e ‘‘t de Student” (Vieira'’). Fixou-se
em 0,05 o nivel de rejeicao da hipotese de nulidade.

RESULTADOS

Os valores dos tempos de sobreviéncia de Bothrops jararacussu em ca-
tiveiro, expressos em dias e em funcao do sexo, encontram-se reunidos na
Tabela 1 que permitiu o calculo das medianas. Assim, as medianas da so-
brevida foram iguais a 167,4 dias (5,6 meses) e 169,8 dias (5,3 meses), res-
pectivamente para machos e fémeas, dispensando-se qualquer elaboracio
estatistica, pois as medianas afastaram-se muito pouco.

A Tabela 2 mostra a analise das taxas de mortalidade em funcéo do se-
X0 e a estacao do ano em que ocorreu o 6bito. Com base nesta tabela pro-
cedeu-se a analise do Qui-Quadrado que forneceu os valores 21,63 para
machos e 1,62 para fémeas, tendo sido significante somente para machos.
A partir da mesma analise estatistica procurou-se estabelecer qual a esta-
cdo do ano responsavel pela significancia, considerando-se primavera e
ndo primavera (verdo + outono + inverno), visto que a maior mortalidade
de machos ocorreu naquela estacao. O teste do Qui-Quadrado forneceu o
valor 15,5, que foi significante ao nivel de rejeicdo adotado.

Os tempos de sobrevida de machos e fémeas e respectivas medias dos
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TABELA 1

Serpente Bothrops jararacussuem cativerro segundo o tempo
de sobrevida (dias) e sexo, 5.P. 19/79-1981

SEX0 MACHOS FEMEAS TOTAL

SOBREVIDA F o F % F o,

(dias)

o — e OF 10,9 Q5 11.9 12 11.3

61 +—— 120 12 18.8 10 23,9 22 20,8
121 —— 180 1T 26,6 09 21.4 26 24.5
1814 —_— 240 08 12,5 09 21.4 17 16,0
294 —— 300 05 7.8 04 9,5 09 8,5
30 — 360 06 9.4 02 4.8 o8 F it
361 —t 570 06 9.4 03 7.1 09 8.6
571 —i. T332 03 4.6 03 2,8
TOTAL &4 {00,0 42 100,0 106 {00,0
MEDIANA 167,94 dias 159,8 dias
( Mi) (5,6 meses) (5,3 meses)
TABELA 2

Frequéncia de Obitos em cativeiro de Bothrops jararacussu no
Instituto Butantan, segundo a estacao do ano e sexo, SP, 1979-1931

SEX0 MACHOS FEMEAS TOTAL
ESTACAO F Yo F % E %
PRIMAVERA 30 46,2 | 26,2 41 38,7
VERAO 11 17.2 o7 16,6 18 16,9
OUTONOD 05 7.8 12 28.6 17 16,0
INVERNO 18 28,1 12 28.6 30 28.4
TOTAL 64 100,0 42 100,0 106 100,0

valores individuais, em funcdo da estacao do ano em que ocorreu a captu-
ra, sdo apresentados na Tabela 3.

Com base nesta tabela aplicou-se o teste "'t de Student’’ para a diferen-
ca entre duas médias, tendo sido conduzido para cada estacdo do ano e
entre 0s sexos. Este calculo indicou que nao houve diferenca estatistica-
mente significante entre 0s sexos nas estacoes consideradas, o que permi-
tiu selecionar para fins de célculo apenas um dos sexos (machos). Esses
valores encontram-se reunidos na Tabela 4 e mostram as médias dos tem-
pos de sobrevida em relacdo as estacoes, tendo ocorrido maior sobrevivén-
cia quando a captura foi realizada na primavera e verao (Tabela 4).
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TABELA 3

Sobrevida (dias) em cativeiro de Bothrops jararacussuno Instituto Butantan
segundo a estacado do ano de captura e sexo, SP, 1979-18981

ESTACAQ DO ANO PRIMAVERA VERFO OUTONO INVERNO
SEXO Machos Femeas Machos  Fémeas Machos  FEmeas Machos Fémeas
N® ORDEM
1 37 103 56 34 56 06 32 50
2 38 186 63 82 62 62 58 72
= 59 189 145 86 62 105 89 76
4 78 198 146 118 93 "y 111 101
5 a3 228 161 141 103 137 113 T
6 165 243 1TT 143 113 165 121 125
7 171 282 219 143 137 190 122 (2T
8 184 300 246 153 137 120 190
a9 189 334 248 174 145 130 261
10 232 268 189 147 148
i1 308 289 224 162 148
12 308 381 228 {72 151
13 323 386 267 220 190
14 330 555 358 234 236
15 337 594 401 253
16 442 615 458 355
17 497 500
18 731
% (dias) 250,7 228,9 284.3 21 7.4 131,6 144,7 148.6 124.3
s [dias) 181,7 59,6 17 7.4 136,2 55,0 62.0 79,0 65,4
TABELA 4

Valores de analise estatistica de "'t”' para diferenca entre
duas medidas do tempo de sobrevida de B. jararacussuem
relacdo a estacdo do ano em que ocorred a caplura

CONTRASTE t CALCULADO G Lol
PRIMAVERA x VERAO 0,48 32 1,645
PRIMAVERA x OUTONO 2,36 " 30 1,679
PRIMAVERA x INVERNO 2075 32 1,645
VERAO x OUTONO ST 28 1,701
VERAO x INVERNO {,92% 3 1,645
OUTONO x INVERNO 0,67 28 1,701

¥ Teste significante a nivel de ol = 0,05

DISCUSSAO

O tempo de sobrevida de machos e fémeas de serpentes Bothrops jara-
racussu, mantidas em sistema intensivo e destinadas a extracdo periodica
de veneno, ndo apresentou diferenca significante entre os sexos.

Observou-se que b0% da mortalidade de machos e fémeas ocorreram
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respectivamente nos primeiros 5,6 meses e 5,3 meses de cativeiro, valores
estes considerados elevados quando comparados com os citados por Co-
wan’. Este autor afirma que a principal causa da mortalidade de serpentes
em biotério é a '‘sindrome da méa adaptacédo’’, responsavel pela morte de
80% dos animais durante os dois primeiros anos de cativeiro. Esta sindro-
me leva o animal & inapeténcia, emagrecimento (embora o animal possa ali-
mentar-se normalmente), fragilidade dos tecidos (resultando em ulceracao
da pele em pontos de friccdo), aumento na susceptibilidade a infeccdes por
microorganismos patogénicos e pelos normalmente INOCUos.

A necessidade em extrair-se o veneno a cada 28 dias, operacao trauma-
tica realizada pela compressao vigorosa e repetida da glandula venenifera,
pode ter sido a principal causa do aumento na mortalidade do plantel anali-
sado.

A taxa de mortalidade, em relacao a estacdo do ano em que ocorreu a
captura, indicou uma maior sobrevida de machos e fémeas quando captu-
rados na primavera e verdo. Segundo Calow?®, a adaptacdo pode ser consi-
derada um assunto de administracdo de energia. A adaptacdo a um am-
biente que ndo o natural requer um aumento no consumo desta energia.
Para Snyder'®, a resposta a esta demanda constitui-se em “'stress’’, poden-
do em certos casos haver o consumo total de gordura para manter o
equilibrio interno do animal, com prejuizos imediatos as funcdes vitais co-
mo crescimento, reproducdo e resisténcia a infeccdes. Sendo assim, uma
sobrevivéncia mais prolongada das serpentes capturadas na primavera e
verdo, estaria relacionada com a maior oferta de alimentos na natureza du-
rante as citadas estacdes, o que as levariam a suportar melhor e por mais
tempo as conseqléncias adversas do cativeiro, por disporem de maior re-
serva de energia.

CONCLUSOES

1 — Na&o existe diferenca significante na taxa de mortalidade entre os
Sex0s.

2 — No plantel observado, 50% dos animais morreram nos primeiros
B,6 meses de cativeiro.

3 — Houve uma frequéncia de ébitos mais significante de machos na
primavera.

4 — Animais capturados na primavera e verao sobreviveram por tempo
mais prolongado em cativeiro quando comparados com os capturados no
outono e inverno.

ABSTRACT: The group of snakes Bothrops jararacussu maintained in
captivity in the Butantan Institute from September 1979 to July 1981,
consisting of 42 females and 64 males, was analysed regarding the mor-
tality rate, the seasonal frequency and the survival rate related to the sea-
son of the year when the snakes were captured. The authors observed
that 50% of the animals died during the first six months following the
capture, and there was no significant difference in the mortality. On the
other hand, a significant incidence of male mortality was observed in
Spring when compared in both sexes focusing the season of the year.
Animals captured during Spring and Summer have prolonged survival ra-
tes when compared to those taken during Fall and Winter. This fact may

be atributed to the greater amount of energy accumulated during those
sSE8asons.

KEYWORDS: Snakes, survival, captivity.
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