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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).
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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.
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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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