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DIFFERENCA DA CAPACIDADE DE IMMUNIZACAO DA

COBAIA (CAVIA PORCELLUS L.) E DO PREA (CAVIA
RUFESCENS LUND) CONTRA A ANATOXINA DIPHTERICA

POR

GERTRUD vox UBISCH & JANDYRA P. po AMARAL

INTRODUCGCAO

Entre as secghes previstas na actual reorganizagio por que, desde 1931, passa
o Instituto Butantan consta a de Genetica experimental (com Cytologia ¢ Em-
bryologia), a qual tem por funcgio, além de outras, a de “estudar experimental-
mente os phenomenos de actividade cellular, reproducgio, hereditariedade, varia-
¢ao e seleccio”.

Afim de dar inicio em 1934 is actividades scientificas da seccio de Gene-
tica, a d'rectoria do Instituto, além de trabalhos experimentaes destinados a4 am-
pliagio e melhoramento de certas culturas agricolas, destinadas 4 alimentagio de
animaes, commetteu 4 nova secgio um estudo sobre seleccio de cavallos; nesse
estudo se visaria especialmente seleccionar, por meio de cruzamento, uma raga
de equinos bons productores de antitoxina; para i1sso, s¢ tém experimentado pre-
viamente garanhies e eguas de diversas racas, que se immunizam com a toxina
diphterica, para depois se ensaiarem no mesmo servigo os respectivos descenden-
tes. Como, porém, essa verificagdo exigiria muitos annos de trabalho, ficou re-
solvido, por occasido do inicio de actividade da titular da nova seccio de Gene-
tica, que se approximaria o problema por outra face, dado que existia, no biotes
rio geral do Instituto, um grande numero de cobaias que vinham sendo hybridi-
zadas com preas e cuja selecgiio teria que ser feita de accordo com os conheci-
mentos da genetica moderna.

Sendo as cobaias applicaveis em verificagbes immunologicas, um estudo nel-
las baseado poderia, além de indicios para o caso da criagio de cavallos, forne-
cer, por analogia, resultados por si mesmos importantes. Havia, além disso, ou-
tro facto que justificava o trabalho com cobaias: occorrem no Brasil os preas
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selvagens, provaveis antecessores das cobalas domesticas, 0os quaes com estas po-
dem ser cruzados. Com effeito, ensma-nos a genetica moderna que nada nos
di conhecimentos mais profundos sobre um determinado genero de animaes ou
de plantas do que o estudo dos cruzamentos entre especies differentes.

Os primeiros resultados deste trabalho, feito sobre cobaias e preas em re-
lagio 4 anatoxina diphterica e realizado, em estreita collabaracio, pelas secgoes de
Genetica e de Immunologia, surgem agora como nota previa, em antecipagio de
um artigo mais extenso, que sO maior somma de dados, accumulados em wn pe-
riodo mais longo, nos permittiria dar 4 publicidade.

E’ sabido que a aproveitabilidade de qualquer especie de animal para fins im-
munologicos depende principalmente da constancia de suas reacgbes ou suscepti-
bilidade a determinadas substancias. No particular, o ideal seria que todos os
animaes da mesma especie reagissem igualmente ao mesmo principio, ou, pelo
menos, que fosse minima a amplitude de sua variagio meste particular. Toda-
via, em relagio a4 cobaia encontram-se, de vez em quando na literatura, observa-
¢Oes mais ou menos occasionaes a mostrar maior amplitude nesta especie do que
¢ normal.

Procurando-se uma explicagio para estas divergencias, apresentam-se duas
possibilidades: uma é que a variabilidade péde provir de variagbes individuaes
que nio pédem ser eliminadas sindo por aferi¢oes muito amplas ot doseamentos
de oscillagio muito maior do que a normalmente observada na pratica: a outra,
talvez mais provavel, é que a algumas differengas morphologicas, entre ellas no-
tadas no tocante ao tamanho do corpo, cor do pello e typo de pelle, resultantes
como sio de mutacGes occorridas em ragas locaes e provenientes de cruzamen-
to entre estas, correspondem, tambem, reaccdes physiologicas differentes. Neste
caso, pode-se esperar que as especies selvagens occupem o0s extremos: ou se im-
munizam mais facilmente ou mais difficilmente do que a especie cultivada,
enquanto os mesticos entre as duas especies tém que estar entre os paes, offe-
recendo-nos, pois, a possibilidade de analysarmos geneticamente os factores igno-
rados

CONSIDERAGCOES GENETICAS

Conforme ja mencionamos ma Introducgio, a situagio para o estudo a res-
peito do cruzamento entre as especies de Cavia, € muito favoravel no |Brasil,
onde occorrem preas selvagens, cruzaveis com cobaias. Deste modo, teriamos



G. vox Usisca & J. PLAxer — Immunizacdo da cobaia e do pred 181

a pﬁssihﬂ'dade de fazer provas com animaes, possuidores desde o sangue puro
de prea até o sangue puro de cobaia, através de todas as gradaghes possiveis.

Dentre as diversas especies de Cavideos occorrentes na America do Sul as
mais conhecidas sio C. aperea, C. rufescens e C. cutleri, ao lado de muitas ou-
tras menos communs ¢ pela pr.meira vez descriptas por O. Thomas, do Museu
Britannico de Historia Natural. Tratando de uma raga de pred, C. rufescens
pamparum, procedente do leste da provincia de Buenos Aires, escreveu Tho-
mas (1) o seguinte: “Additional material only serve to increase the difficulty
and complexity of the problem as to the species and subspecies which should
be admitted in the restricted genus Cavia”. Estas palavras caracterizam bem a
situacio, pois, cada vez que se encontra um prea selvagem, surge desde logo a
difficuldade de se identificar a especie a que pertence. Essa difficuldade é, sem
duvida, devida 4 enorme extensio em que as differentes especies de Cavideos
parecem hybridizar-se na natureza.

Seria certamente valioso conhecer-se bem a proveniencia genealogica da es-
pecie C. porcellus, domesticada; esta questio, porém, até agora nio foi resol-
vida, em virtude justamente daquella extensa hybridizagio, cujos elementos ini-
ciaes niio sio muitas vezes perfeitamente identificados. Rengger (2), por exem-
plo, affirmou ter encontrado, desde a Bahia até o Paraguay, apenas uma especie
de pred, a qual, porém, nio podia ser cruzada com a coba’a, em vista de o ani-
mal mais forte sempre maltratar o mais fraco. Nehring (3), ao contrario, de-
clarou ser o pred commum (C. agperea) susceptivel de cruzamento com a cobaia
(C. porcellus) em ambas as direcgdes, isto é, partindo seja de exemplares & &
seja de exemplares @ Q.

Para a orientagao a0 nosso presente estudo, os trabalhos mais importantcs
foram os de Castle e os de Detlefsen (4) e Castle e Wright (5), cujas pesquisas
se realizaram com todas as cautelas aconselhadas pela moderna sciencia da here-
ditariedade.

No momento, cumpre-nos accentuar que Castle e Detlefsen (4) trabalharam
com preds (C. rufescens), dos quaes obtiveram duas © 2 e um & , procedentes de
Campinas, neste Estado. Seus cruzamentos foram feitos apenas numa direcgio,
pois 0 & foi sempre da especie rufescens. Na primeira geragio obtiveram © ©
ferteis e 4 J estereis. No cruzamento reversivo com o respectivo pai, a @ da
primeira geragao produziu ¢ @ e J 4 estereis. No cruzamento com um & de
cobaia (C. porcellus), todavia, a © da primeira geragio produziu & & | ainda
estereis, mas @ Q@ ferteis. A esterilidade dos & & manteve-se até a diluicio de
1/8 ou 1/16 do sangue de prea (C. rufescens).

No quadro T se podem observar facilmente estes resultados:
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QUADRO I

Fertilidade dos mesticos entre cobaia (C. porcellus) e pred (C. rufescens)
Compilagio dos dados de Detlefsen.

| C-:rhaiw/ 1/2 fert. Q;ester. J
\[3,‘4} ester. O e J cobaia

(1/4) fert. O ; ester. J

cobaia J (1/8) fert. O ; fert. | ester.

N Ao

(1/16) fert. ©; fert. 4 ester.

I']_‘

NOTA: Os algarismos em parenthesis significam a porcentagem do sangue
de pred. Assim, %4 significa 3/4 de sangue de prea e apenas 1/4
sangue de cobaia.

Em virtude de as experiencias terem sido feitas em Washington, sob con-
digoes mesologicas e climaticas pouco apropriadas talvez para a vida dos preas
selvagens, ¢ em virtude tambem de todos os cruzamentos se terem originado
apenas de 2 @ ¢ e 1 4 selvagens, é possivel que a esterilidade dos & 5 mestigos
fosse antes devida a condigGes nherentes ao individuo ' do que propriamente a
alguma incompatibilidade entre as duas especies. Em experiencias subsequentes,
Castle e Wright (5) trabalharam com C. cutleri, que Castle foi pessoalmente bus-
car no Peri. Suas conclusdes indicavam ndo ter havido d:fficuldade alguma no
cruzamento entre C. cutleri e C. porcellus, sendo ferteis todos os mestigos obti-
dos, como affirmou Castle. A’ luz dessas experiencias, é provavel que a espe-
cie de prea selvagem C. cutleri (e mido C. rufescens) represente o verdadeiro an-
tecessor da cobaia domestica (C. porcellus). A proposito, é interessante accen-
tuar que Castle encontrou, em Ica, no Peru, uma raga apparentemente selvagem
com o tamanho da cobaia, mas de cor muito semelhante 4 do pred, isto €, cor
de cotia-ouro, apresentando no pelo faixas um tanto mais amarello-claras e mais
largas do que as communs no pelo do pred. Trata-se da mesma forma que, em
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csua Fauna do Perti, von Tschudi, em 1844, descreveu sob o nome de Cawia
cutleri, a qual é chamada de “cuy del monte” pelos indigenas locaes. De ac-
cordo com os nossos conhecimentos de genetica € muito provavel que a forma
encontrada em Icd representasse uma raca de cobaia que houvesse recebido do
prea local o factor dominante da cor cotia, assim: representantes de cobaias nor-
maes, com as tres cores branca-preta-amarella, teriam sido hybridizadas com preas
selvagens; sendo a cor cotia a dominante, grande parte dos descendentes do cru-
zamento, havendo recebido essa coloragio protectora, teria sobrevivido, enquanto
os hybridos portadores de outras cores teriam desapparecido por pouco adaptados
4 lucta pela vida. Assim sendo, aquella raga de cor de prea mais clara repre-
sentaria nio os antecessores propriamente dito, mas os descendentes desses ante-
cessores cruzados por acaso com cobalas normaes.

COMMENTARIOS SOBRE OS HYBRIDOS DO BUTANTAN

Aquella raca de Ici offerece grande semelhanca com a raga de cobaia que
vinha, ha varios annos, sendo produzida no bioterio geral do nosso Instituto,
pelo cruzamento com o prea selvagem, conforme foi referido acima. Pela se-
paracio systematica dos exemplares de cor cotia obteve-se aqui uma populagio
muito uniforme, semelhante ao pred quanto & cor, mas semelhante 4 cobaia quan-
to ao tamanho e ao temperamento. Em algumas gaiolas do bioterio geral ha
tambem exemplares de cOr s6 de pred, outros malhados com a cor cota e fi-
nalmente outros pretos, sempre oriundos de cruzamento de cobaia com preis
selvagens. Embora ndo se saiba a porcentagem exacta do sangue de cobaia e
do sangue de pred nesses animaes, é certo que os Je cor cotia sio descendentes
de pred, enquanto os que nio tém essa cor podem ser ou nido descendentes dessa
especie.

Detlefsen (4), estudando cranios dos hybridos por elle e por Castle obtidos
de cobaias (C. porcellus) com preis (C. rufescens), verificou motaveis difie-
rencas nas respectivas suturas naso-frontaes e fronto-parietaes alias ja mencio-
nadas ha muito tempo nas publicaches dos systematistas. Em nossos estudos,
pudemos confirmar essas verificagies: conforme se vé nas Figs. I a 6, a sutura
naso-frontal,.no preia puro, forma um M, enquanto, na cobaia, segue uma linha
recta; pelo contrario, a sutura fronto-parietal, no pred, segue uma linha mais ou
menos recta, enquanto, na cobaia, ¢ sinuosa.

Em seu trabalho, Detleisen encontrou na geragio F, suturas do typo prea
e, nas geragdes seguintes, certa gradagio desde exemplares intermediarios até os
de typos prei e cobaia.

Neste caso das suturas cranianas, como na da distribui¢io da cor, é pos-
sivel dizer-se que um exemplar com suturas de pred ou de typo intermediario é
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descendente do pred, ac passo que o individuo sem suturas do typo prei podde,
ou ndo, ser descendente desta especie.

Em 35 cranios preparados de amimaes oriundos do bioterio geral ou do bio-
terio da Seccio de Genetica, nunca encontrimos um sO que apresentasse sutu-
ras do typo puro de prea; em 11 delles o typo de suturas era intermediario, dis-
tribuindo-se esses 11 individuos, quanto a cor e pelo, da seguinte maneira:

2 de cor branca-preta-amarella e com pelos lisos,
5 de cor cotia e de pelos crespos,
1 de cor preta e de pelos lisos,
1 de cor cotia e de pelos lisos,
"1 de cor preta-amarella e com pelos lisos,
1 de cor cotia-branca e de pelos crespos.

Esta relacio mostra que tambem nestes amimaes, que apparentemente se-
riam cobaias puras, se podem encontrar genas do pred.

CONSIDERACOES IMMUNOLOGICAS

Como é sabido, a cobaia presta-se admiravelmente 4 verificacio do poder
vaccinante da toxina diphterica, reagindo sempre, quando pura (C. porcellus),
as solicitaches antigemicas. Para effeitos de comparagio, pareceu-nos interes-
sante verificar qual seria o comportamento do prei puro (C. rufescens), quan-
do submettido 4 inoculagio com a anatoxina diphterica.

TECHNICA:

a) ANIMAES — Nossas experiencias foram, até agora, realizadas paralle-
lamente sobre oito cobaias (C. porcellus) e cinco preas (C. rufescens), submet-
tidos 4s mesmas condi¢hes de immunizacio.

b) AxTIGENO — Foi usada a anatoxina preparada no Instituto:

5 cc. della, quando inoculados na cobaia pura, produzem, ao cabo de um
mez, um titulo antitoxico no soro capaz de neutralizar 10 D.M.L. de uma to-
xina activa a 1:500.

¢) Déses — Os animaes foram inoculados por via hypodermica com as
déses de 0,5 cc, 1 cc, 1,5 cc, 2 cc., 2,5 cc., de anatoxina, no volume de
4 cc., completado com soluto physiologico, e no intervallo, seja de 10, seja de
20 dias entre cada dose.

d) Saxcrias — Foram praticadas 10 dias apdés a ultima inoculagio do
antigeno, sendo feitas quatro sangrias em cada animal na Serie 1 e duas na Serie 2.

¢) ArerigAo — Foi obtida mediante a inoculagio da mistura toxina -}
antitoxina padrio: Quadro II, Serie 1, ou de antitoxina -+ 1 D.M.L. de toxina:
Quadro II, Serie 2, em pombos adultos de 300 gs., conforme processo adoptado
no Instituto (6,7).



RESULTADOS

Os resultados immunologicos por nos obtidos podem ser resumidos no qua-

dro II.
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Do exame deste quadro se deduz que ha mitidas differengas no comporta-
mento das duas especies, cobaia e pred, 20 estimulo produzido pelo antigeno di-
phterico. A cobaia (C. porcellus) reage facilmente a excitagio antigenica, ao
passo que o prea (C. rufescens) a ella se mostra claramente resistente, apresen-
tando muito menor capacidade de producgio de antitoxina, pelo menos no que
se refere 4 toxina diphterica. Devemos accentuar que tambem experimentamos
a resistencia da cobaia, comparativamente com a do prea, a toxina diphterica;
para isso, inoculimos, em 2 exemplares de cada especie, 1 D.M.L. de toxina
por via hypodermica, tendo verificado que a cobaia e o prea tem a mesma sen-
sibilidade Aquella toxina. O comportamento das duas especies em relagio &
immunidade contra outras toxinas sera objecto de futuros trabalhos nossos.

DISCUSSAO

O estudo do comportamento immunologico de especies muito prox'mas, ou
de racas de uma mesma especie, apresenta interesse, que pode servir como um.
novo caminho para a comprehensio dos phenomenos de especiagio ¢ de estabele-
cimento de variedades e ragas. No caso particular da cobaia, ja se conhecem
trabalhos que demonstram differencas immunologicas em certas linhagens. As-
sim ¢ que Koltzoff (8) verificou que o teor de catalase no sangue varia den-
tro de certos limites, sendo que esta qualidade se transmitte hereditariamente;
desta maneira se poderio selecionar ragas com teor mais alto ou mais baixo de
catalase. Tambem sio conhecidas certas ragas de cobaias, nas quaes a falta de
alexina constitue factor transmissivel hereditariamente, segundo se deprehende
dos estudos de Moore, Coca, Ecker e Hyde (9-12). Em relacio a differengas
sorologicas entre a cobaia (C. porcellus) e o prea (C. rufescens) conhecemos ape-
nas um trabalho de Holzer (13), que, estudando as hemolysinas, as agglutininas
€ as precipitinas do sangue destas duas especies, verificou que € possivel estabele-
cer sua separaciq por meio da prova de agglutinagio e hemolyse, mas nio pela
de precipitaciio. Este auctor estudou igualmente as reacgdes com o sangue dos
hybridns de cobaia e pred, e, finalmente, investigou nellas os phenomenos de ana-
phylaxia; no entanto, neste ponto os resultados obtidos ndo foram uniformes,
tendo alguns animaes morrido de choque, outros nio. Todav'a, em nossas ex-
Periencias, o estudo comparativo do ponto de vista, seja quantitativo, seja quali-
fativo do complemento do prea e da cobaia nio demonstrou nenhuma differenca
apreciavel nestas duas especies (*).

De qualquer modo, os resultados por nos obtidos parecem particularmente
interessantes, pois conseguimos demonstrar uma qualidade immunologica bem
differente, nas duas especies comparadas, C. porcellus e C. rufescens.

.

"I'l Ao dr. Nelson Planet agradecemos a gentil collaboragio gque Dos proporcionom nesta prova
alexina.
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O resultado assim verificado ndo era de todo inesperado. A actual di-
rectoria do Instituto, ha alguns annos, wvinha notando sensivel variagio nos
resultados registados nos protocolios dos servigos de sorotherapia, em rela-
cio as cobaias usadas para effeitos de aferigio da actividade da toxina e
da antitoxina diphtericas. Esta variagio, que era maor do que a normal, conhe-
cida desde os trabalhos fundamentaes de Ehrlich e de Behring, € agora explica-
da pela existencia de sangue de preia nas cobaias existentes no bioterio de Bu-
tantan. .

O estudo comparativo de outros factores, assim como a analyse dos descen-
dentes do cruzamento entre as duas especies, que esta sendo feita por nos, pode-
ra trazer dados ulteriores de maior interesse pratico e scientifico.

RESUMO

No estudo immunologico de especies muito proximas de Cavideos, taes como
a cobaia (C. porcellus) e os preas (C. rufescens e outras), differencas interessan-
tes tém sido assignaladas. Em experiencias agora realizadas ficou verificado que,
enquanto C. porcellus reage facilmente ao antigeno diphterico, immunizando-se
rapidamente, C. rufescens reage difficilmente, apresentando muito menor capaci-
dade de produccio de antitoxina. No entanto, estas 2 especies parecem igual-
mente sensiveis 4 fraccio toxica da toxina diphterica.

ABSTRACT

In the course of immunological tests performed on certain closely allied
species of cavies some interesting differences have been found to exist between
the domesticated guinea-pig (C. porcellus) and the common wild-cavies (C. ru-
fescens and others). A series of experiments now made with diphteria toxin
(anatoxin) has disclosed that, whilst C. porcellus reacts very easily to this anti-
gen, becoming rapidly immunized against it, C. rufescens reacts rather diffi-
cultly thereto, showing a much smaller capacity of antitoxin production. Both

species, however, seem to be equally sensitive to the toxic fraction of diphteria
toxin.,
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