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ESTUDOS BIOCHIMICOS SOBRE
0S VENENOS DAS SERPENTES DO GENERO BOTHROPS

L Accao coagulante e purificacao da secrecao da glandula
venenosa da Bothrops jararaca

POR

DIONYSIO vox KLOBUSITZKY

Desde as communicagies de Brainarp e de MarTiy (1), que descreveram
% toagulacio intravascular do sangue sob o eifeito dos venenos da cascavel e da
H"‘TPEnte preta” australiana (Pseudechis porphyriacus), muitos auctores se
tem occupado da acgao hemostatica do veneno de certas serpentes. Recentemente
Howpe (2), trabalhando com veneno de cobras australianas, tentou, porém sem
tado satisfactorio, isolar, sob forma activa, por meio de adsorpgio pelo
B’-CO;. a substancia que provoca a coagulagio. MACFARLANE e Barxerr (3)
Publicaram algumas experiencias sobre coagulagio do sangue oriundo de pessoas
“Mophilicas sob a acgio do veneno de Vipera russellii. Devemos tambem men-
Sonar Peck (4) e Peck e GoLpeercer (5), que, applicando o veneno, obtive-
M bons resultados no tratamento da diathese hemorrhagica e da hemorrhagia
utero. Finalmente, BARNETT ¢ MacFarLANE (6), que fizeram um estudo
Mparativo do effeito do veneno de varias colubrideas, viperideas e crotalideas
% tratamento da hemophilia.
Consultando a bibliographia, verificimos que, apesar do grande numero de
"‘hﬂ]hns, antigos e recentes, feitos a respeito, ha dois pontos em que os auctores
rdam: 1.° alguns auctores, como ArTHUs (7), Houssay, SORDELLI €
EGRETE suppdem que a acgido coagulante ou hemolytica seja devida ao principio
t“*ico. attribuindo a este o caracter de fermento, enquanto outros, como MoRa-
Witz (8), HoLpeEx (2) sio de opiniio que estas propriedades nio teéem relagio
com o principio toxico; 2.° o facto de a secregio da glandula venenosa
Mmesma serpente produzir, ora hemolyse, ora coagulagio, € explicado pela
Maioria dos investigadores e especialmente ArtHUS, Houssay, Noc (9) e CaL-
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METTE (10) como devido a substancias da mesma natureza, ao passo que Fﬁ“_ﬂ'
(11) suppde ser a hemolyse produzida pelo principio toxico e a coagulalagd®
por um fermento.

Com respeito 4 acgio coagulante ou hemolytica dos venenos do gener?
Bothrops (nome antigo: Lachesis), os trabalhos mais importantes sao 08 "*
Lacerpa (12), ArTHUS € collaboradores (13), Noc (9), BrazivL e RANGEE
PestaNxA (14), SamamartinOo (15), Houssay e SorperLnr (16), RANGE-
PeEsTaNA (17) e Houssay e NEGrReTE (18). As conclusoes desses auctores
bastante divergentes: LACERDA e Brazir ¢ RANGEL PESTANA assignalam que 3
sangue dos animaes de laboratorio fica liquido nos wvasos apds injecgdes do
veneno; SAMMARTINO affirma que o envenenamento pela B. alternata tem
consequencia uma diminui¢io da coagulabilidade, ap contrario de ARTHUS. que
indica o apparecimento de thrombose, quando a dose € pequena, e cmg“]ﬁm
elevada a principio e depois tendencia persistente 4 nao coagulagio, quando #
dose empregada é grande. Houssay e collaboradores sio de opiniio que t
os venenos deste genero sio anti-coagulantes e que a coagulacio é causada porf
uma thrombina especifica, existente na secregio da glandula venenosa de Cfﬁ_ﬁ
especies. RANGEL PEsTANA attribue as especies de Bothrops apenas uma acgd?
hemolytica muito fraca, verificando que nio ha relagio entre esta propried®
e a acgdo toxica. Noc regista que o veneno destas serpentes facilita a coagulagd®
attribuindo este phenomeno i libertacio da thrombina contida no plasma. s

O fim de nossas pesquisas é contribuir, de algum modo, para o esclar®®
mento dos motivos dessas discordancias. No presente trabalho versaremos sobr®
o veneno da Bothrops jararaca. As experiencias foram realizadas: com O et
no natural, isto é, com a secrecio normal das glandulas venenosas; com
preparados com o veneno secco; finalmente, com o veneno purificado, isent?
de proteinas, productos de sua decomposigio e substancias dialysaveis. Por e |
nomia de espago damos um resultado apenas de cada experiencia. 1

Technica geral

Para determinagio da acgdo coagulante foi usado quasi que cxclusiﬁﬁﬁ“ g
o sangue oxalatado de cavallo, sendo de 0,3% o teor de (COONa)a. a8

Salvo onde houver indicagio especial, usimos sempre 5 cc. de sangue € lﬂ*
do soluto oxalatado. Em tubos em serie juntimos o soluto a pesquisar, o
na maneira usada em zymologia, isto €, sempre ao dobro. As experiencias {d“. -’
executadas em tubos de ensaio, marcando-se o tempo de coagulagio complet® :
isto é, até que o sangue nio se movesse mais ao se inverter o tubo. O 11":'”I .
toxico do material foi verificado por meio de injecgdes intravenosas em |
Conforme a technica usada na Secgio de Immunologia do Instituto, mnﬁid“*‘
como dose minima letal (D. M. L.) a menor quantidade de veneno de B. ja
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Qpaz de matar, inoculada por via venosa, um pombo dentro de vinte minutos (*).
Como nas condicoes referidas nio ha necessidadé de se marcar o tempo de
fagulacio com muito precisio e a influencia da temperatura deve ser despre-
fada, as experiencias foram feitas em temperatura ambiente, a qual variou
fntre 23 e 25°C.

1. Experiencias com a secrecao natural

A secrecio centrifugada, representando mistura proveniente de cerca de
30 Jararacas, apresenta-se como um liquido transparente, de cor amarello-clara,
¥iscoso e ligeiramente acido (pH determinado pelo electrodo de platina e gas
de H — 546). Segundo as verificagbes de BraziL ¢ RaxceL Pestana (14),
% secrecio natural contém 33% de substancias seccas, pelo que foi ella usada
52 diluicio de 1:32 com agua physiologica. Eis os resultados das experiencias
de coagulacéo :

QUADRO I

Sangue oxalatado de cavallo 4 veneno natural

Tubo, Ao mtan ANEs £ 6. | 7 ) 8- 9 | 0] §aa2
thicio | sem | 14 | 12| 1:4 | 18 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512|1:1024

S0 | dil. A =] 4= i R, | |

I | T | | |
%n_ { | i | ] ;
: u : " " - o i | - =g i s | i - :
®m mj. J‘Em-::u liquido! 2 | Z | 25" 25 I.T.}[i”i 340 -l 1215”1 13' | 14
Mutng ' ' ' |
—

A secregio natural ndo diluida na mesma proporgio tambem nio coagulou;
%0 contrario, apds 2 horas, o sangue ficou lysado.

Numa outra experiencia foram usados 15 cc, de sangue humano, retirados

92 veia cubital e collocados em 3 tubos: no primeiro (No. 1) 4 1 cc. da se-
Te¢iio natural pura; no segundo (No. 2) 4- 1 cc. da secrecio natural diluida a
1:192(}_ isto ¢, de modo que seu teor em substancias seccas fosse 1 %/g0; noO
terceiro (No. 3), sem secregiio, para servir de testemunha. O resultado foi o
*guinte :

No. 1 — Hemolyse dentro de 2 minutos.

No. 2 — Coagulagio em 2 minutos.

No. 3 — Coagulagio em 7 minutos.

e

(*) Quasi todos os doseamentos foram feitos pelo nosso distineto collega, dr. J. B. Arantes,
Shefe da Seccho de Immunologia, s quem agradecemos a ecollaboragho.
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Verifica-se por estes dados que a secre¢io natural, na concentragio de 5,5
causa hemolyse; na concentragio de 0,02% ou 0,019, deixa o sangue liqtﬂd“;
de 0,0059 para baixo, provoca a coagulagio do sangue,
2. Experiencias com solutos de veneno.
Foi usado um soluto de 1%/gq, sendo de 0,6 mgm. (*) a D. M. L. do vene®® .

dissolvido. Eis os resultados:

QUADRO 1II

—
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Coagula- | | [ | l | i I . .
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minutos | ' - | | | | | I
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Numa outra serie de experiencias foi determinada a influencia da conc®™
tragio por meio dum soluto a 833%. Os resultados podem ser resumidos
como segue:

la. leitura | 2a. leitura | 3a. leituT
1h depois | 3 1 h.depois | 19 h. depo®

r

5 cc. de sangue + 1 cc. de sol. de veneno |
(concentracio a 14 %) liquido liquido [ hcmoll"”

|

2 cc. de sangue + 2 cc. de sol. de veneno
(concentracio a 4,16 %) liquido hemolyse

1 cc. de sangue + 2 cc. de sol. de veneno | |
(concentracio a 69 %) liquido | hemolyse

Experiencias deste typo foram repetidas com sangue equino, tirado da vest
¢ directamente collocado nos tubos previamente preparados. O soluto de veis
no era a 2,78%.

la. leitura | 2a. leitura

1 h depois | 19 h depoit

5 cc. de sangue 4+ 1 cc. de sol. de veneno .
(concentracio a 049 %) liquido . hemolyse

2 cc, de sangue + 2 cc. de sol. de veneno '
(concentracio a 1.39 %) liquido | hemolyse

1 cc, de sangue + 35 cc. de sol. de veneno comego e |
(concentracio a 23 %) hemolyse ' hemolyse

{(*} O wveneno secco tinha inicdalments a D.M.L. de 0,26 mgm.. Depois de wlw
guardade durante 3 annos, soffrendo provavelmente uma ligeira oxydagio, facilitada pela
superficie, donde decorre esta diminuicio da actividade.

[ ——

L]
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| Estas experiencias demonstram tambem, em relagio, tanto ao sangue oxa-
ltado, quanto 3o sangue natural, que a influencia da secre¢io da glandula
¥enenosa depende de sua concentragio. Em concentragio inferior a 0,4% pro-
duz soagulacio; entre 0,4 e 49 impede a coagulagio e acima de 4% causa hemo-
Iyse dentro de pouco tempo, sendo que as concentragoes que impedem a coagula-
0 tambem causam hemolyse, mas so quando postas em contacto demorado com
o sangue.
Afim de obter a explicacio destes varios phenomenos, apparentemente cau-
Sados pelo principio toxico, tentimos isolar da secregio a substancia venenosa.

3. Purificacao para isolamento do principio toxico.

A secrecio, além do principio toxico, contém proteinas de caracter albumi-
B0so e globulinoso, peptonas, fermentos, substancias corantes e varios saes inor-
Banicos. Porisso, para a purificagio, tivemos, em primeiro logar, de proceder
1 sua desproteinizagao.

Baseados nas experiencias de Faust (19), fizemos a desproteinizagio por
Meio do calor ou de hydroxydo de ferro colloidal. Ambos os methodos permit-
*m obter solutos isentos de proteinas typicas, mas tém a desvantagem de permit-
Ur que o precipitado acarrete tambem comsigo uma parte da substancia toxica,
Perda inevitavel. Assim, experimentimos o g-naphtolsulfonato de Ca, que se
Vende no commercio sob o nome de asaprol, segundo a formula de Rieper (20),
® tentimos a adsorpgio pelo Cag(POy)s, conforme indicagio de WILLSTAETTER
(21). Verificimos que o asaprol nio pode ser usado, porque destroe comple-
Bmente o veneno. Tambem a adsorpgio pelo Cag(POy)2 nio representa um
Methodo optimo, porque este sal s6 pode ser usado em solutos previamente
Sesproteinados, visto o adsorvente retirar tambem um pouco de proteina. Por
Sse motivo, em nossas experiencias foram firmados os dois methodos seguintes:

Methodo I. Dissolvem-se 20 grammas da secrecio secca (*) em 800 cc.
de soluto de NaCl a 6%. A reacgio deste soluto € apenas ligeiramente acida
(pH 6,0), de sorte que, para facilitar a coagulaciio, é necessario addicionar HCI
A5% até se attingir o pH 35,0, que se verifica rapidamente com papel de tornasol
Que fica distinctamente vermelho. Em seguida, aquece-se a 70°C o soluto em

maria, mexendo sempre, durante 10 minutos; assim se precipita a maior
Rrte das proteinas coagulaveis. Apds um rapido resfriamento filtra-se o soluto
€ 3justa-se 0 pH com NaOH até 6,0 (**). Faz-se entio a precipitagio com-
Pleta das proteinas por meio de um soluto de oxydo de ferro colloidal a 10%,
flima proveta, juntando o reactivo gotta a gotta ¢ mexendo sempre o soluto.

...-""'-—-—_n_-.

(*) Para a purificagio usimos = substancia secea pulverirada, tendo como D.M.L. 06 mgm,

{**) Sendo & substancia toxies muiteo sensivel & reamcgio alcalina, & preciso evitar ultrapas-
N ete pH.
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Em intervallos convenientes interrompe-se a precipitagio até o precipitado 8
depositado e retira-se uma pequena quantidade do liquido sobrenadante pa™
verificar si ainda di precipitado pelo soluto de ferro. Terminada a preﬂplﬁ'ii_"'
filtra-se o soluto no frigo e diminue-se o volume para 60 cc.. A concentrag®®
e feita pela ultrafiltragio no frigo, usando-se como ultrafiltro membrana de col-
lodio em acido acetico glacial a 6%, endurecida em agua. Para facilitar a ultf®
filtragdo, e conveniente mexer o soluto. Lava-se agora, numa proveta, 0 ]qﬂl'
do concentrado em 20 cc. de agua destillada. O liquido contém ainda substancia®
biuretas, principalmente peptonas, para cuja eliminacio usa-se ¢ acido mﬁw
phorico em soluto a 10%, conforme indicacio de Faust. Elimina-se o pre&
pitado assim formado pela filtragao, devendo a prova de biureto com agd
destillada ser negativa no filtrado. Completa-se o volume deste para 200 o= 5
addiciona-se ao liquido igual volume de alcool absoluto, produzindo assim u#™
turvagio que pode ser eliminada pela centrifugacio do soluto. Ao liquido clar?
junta-se mais alcool absoluto até nio se formar mais precipitado, centrifugando®
de novo. O precipitado contém o principio toxico e € collocado num sacco ©
pergaminho e dialysado no frigo em agua destillada — trocada 2 vezes por d2
— durante 2 dias. Termina-se a dialyse com uma electrodialyse de 8-10 hor@*
usando uma corrente de 110 Volts. O soluto assim purificado contém soment€
o principio toxico e, para converter este em po, precipita-se o soluto nm’am‘!‘ﬂ
com alcool absoluto. A seccagem deste precipitado é feita no vacuo sobre
sulfurico, numa estufa a 37°. Dentro de 2 dias pode o mesmo alcancar 0 pes?
constante, Rendimento: + 89%.

Methodo II. Addicionam-se ap soluto a 109% do veneno secco, revolve®™
do-o fortemente com o mexedor electrico, alternadamente 6 cc. de Nag; POy 2 9%
e 3 cc. de CaCls a 159% até que se obtenha um soluto bem leitoso. 1xa
depositar o precipitado e retira-se uma amostra do liquido sobrenadante, diléi®
do-a a 1:25 e della juntando 1 cc. aos 5 cc. de sangue oxalatado. Si dentr0
15 minutos houver coagulagio, continua-se a adsorpgio pelos solutos mencionado®
até que a prova de coagulagio seja negativa. Centrifuga-se depois o precipt
que € constituido pelo Cag(PO4)s e pelo principio toxico por elle adsorvidos ©
dissolve-se em acido acetico a 109%. Submettendo-se esta solucio 4 dialyse
irigo durante 8 dias, obter-se-4 um soluto isento de Ca. As substancias biuretd®
cujas quantidades sio pequenas, eliminam-se pelas precipitagées com hy
de ferro colloidal e acido metaphosphorico, seguindo-se depois 0 mesmo
de purificagio usado no methodo I. Rendimento: muito variavel, no ”’ﬂ'
mo 10,5%.

A substancia secca assim obtida apresenta-se sob a forma de um po amorph®”
de cor amarello-esverdeada, que ao exame microscopico se revela como plaqllw
de formas irregulares, porém marginadas de linhas rectas, de cor :
canario pallida e estructura ligeiramente marmorizada. D4, com agua ou M

|
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2 30%, solutos colloidaes fortemente espumantes. Sua dose minima letal é de
02 mgm. As analyses qualitativas (*) mostram que ella nio contém azoto.
“ixofre ou phosphoro, nem halogeneos, mas € composta tao somente de C, H e O.
Tambem foi verificado que nio se pode della desdobrar, pela hydrolyse com
®do mineral, nenhum hydrato de carbono com poder reductor. Tentativas de
S¥stallizacio (resfriamento, precipitagio pelos saes ,evaporagio, precipitagio por
¥arias substancias) nao deram resultado.

tres vezes precipitada. (D, M. L. = 0.06 mgm.)

Comparando as propriedades da substancia obtida com as da ophiotoxina e
Sotalotoxina, preparadas por FAUST, ndo pode haver duvida de que aquella
Orresponde ao principio activo, até agora mais puro, do veneno de B. jararaca.

Orisso, embora admittindo a possibilidade de mais tarde ser verificado que ella
Sndg ¢ composta de dois ou mais elementos de propriedades toxicas, propomos

@ mesma o nome de bothropotoxina (**).

Antes de relatar sobre a acgio coagulante da bothropotoxina mencionaremos
| experiencias elucidativas da composi¢io da secregio da glandula
Yenenosa (*3%),

Substancias azotadas. Pelo dosecamento do nitrogenio na secregio secca por
Neio de processo de Kjerpaut verificimos que 1 cc. dum soluto a 1% contém
39704_- mgm.; isto é, 9,704% de nitrogenio, de que 8971% se originam das

Mnas coagulaveis. Por meio de fraccionamento pelo (NH,)2SO4 observamos
h"i proteina se compde de albumina e globulina. Ao contrario de Faust, nio

4
-':h.h"".i Os resultados das ana'yses quantitativas serio objecto da segunda parte desta investiga-

- " & per feita em collaboracio com nosso distineto collegm, dr. Paule Kinig.

. htm futuros compostos, della isoclados, deveriam ser designados pelas varias letras do alpha-

LS

&. p“] Os exames foram feitos numa amostra or.unda da mistura de cerea de 100.000 extracgdes
Yehen, de exemplares de B. jararaca.
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encontrimos albumoses na secregio, de modo que, depois de eliminadas as P™
teinas coagulaveis, s6 poude ser verificada a presenca das peptonas. A deter™
nacio do nitrogenio mostra-nos que a maior parte, isto €, 56,06%, da secrega?
secca € composta de proteinas coagulaveis.

Sustancias extrahiveis pelo ether de petroleo. — Extrahimos algumas amo¥
tras da substancia secca por ether de petroleo com ponto de ebulligio acima _#
50°C, methodo de SoxLETH, e verificamos que a concentragao total das substanci®®
extrahiveis perfaz 529%. O extracto ethereo, pelo simples aspecto, mostr
ser mistura de duas substancias differentes. Uma parte é de cor castanho-esc8™
e a outra amarello-cinzenta. Podem-se separar as duas partes pelo alcool,

a substancia de cor castanha soluvel em alcool ou em agua e nio em benzol o
chloroformio, enquanto a outra parte se dissolve em chloroformio. Ambas o~
substancias sio isentas de effeito toxico ou coagulante e ainda estio sendo object?
<de pesquisas. Por ora so podemos dizer que a parte alcool - e ]1;5.-«111:»*50I
nio pode ser reduzida por HCl e Zn metallico e, quando oxydada por H:U=
torna-se de cor rosa, e castanha mais escura quando por H.SO, ¢ KMnOs.
addi¢io de sol. 4N de NaOH, forma-se um precipitado de cor castanho-esc8™
que pode facilmente ser filtrado, dando um liquido incolor. Ao exame mmicro®”
«copico o precipitado apresenta-se sob forma de crystaes grandes, irregulares €
cor amarello-clara. :

Substancias mineraes. A substancia secca contém 4,437% de substanc®
mineraes niao volateis, dos quaes 0,179% de chloro (methodo de VoL ARD-SA
KOWSKI), ndo revelando a presenca de ferro.

4. Accao coagulante da bothropotoxina

Estas experiencais foram feitas com um soluto, em agua physiologic
bothropotoxina a 1%, sob condigdes identicas 4s mencionadas na descripsa®
technica geral. Expomos no quadro abaixo os resultados de uma das expen

ds

QUADRO III

|

Sangue equino oxalatado 4 bothropotoxina J!

Sol. a 1%pe; D. M. L. = 0,25 mgm. A i

Tubos ;_ _1 b 2 __“:. 3 4 ______.5.-/ |

‘Diluir;iu i" nio dil | li 3 E N . |_JEE__‘, |
En““n‘::::f; o 4150 | ] el 77 N MY | :5‘__,

10
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Para verificar a influencia da concentragio fizemos experiencias com solutos
de toncentracoes mais elevadas, até 10%, e observimos que os solutos de con-
®ntracio superior a 19% mantém o sangue retirado da veia em estado liquido,
W3s, contrariamente ds experiencias feitas com sol. de wveneno natural, nunca
rificimos hemolyse. Este facto nos suggeriu que provavelmente a accio
®agulante tambem ndo seja occasionada pelo veneno puro, mas por uma subs-
Bacia de natureza enzymica, que ainda ficasse ligada ao principio toxico da

hl'ﬂpntuxina. Tentamos, porisso, separar a acgiio toxica da coagulante, usan-

Varios methodos, taes como: passagem de corrente electrica, ultrafiltragio e
“quecimento. Por todas estas maneiras ficou patenteada a impossibilidade de
ma separacio destas duas acgoes, sendo que a bothropotoxina perde ou conserva
*mpre na mesma escala a toxicidez e a acgio coagulante. Para documentar
a5 tentativas, exponhamos aqui alguns dados, referentes a:

a) Electrophorese.

Sol. de bothropotoxina a 1%/gs. Corrente: 110 V. Electrodos de cobre,
%ac3o da corrente por intermedio de solutos de CuSO4 a 10% e sol. saturado
*‘KCI e tubos de agar-agar. Duragio da experiencia: 2 horas. Para deter-
Minar 3 acedio coagulante (a. c.) foi feita uma diluicio de 1:10 e usada a technica
Reral; para verificar a acgdo toxica (a. t.) foram injectados 0,7 cc. (diluigio
de 1:1) em pombos, por via intravenosa (*).

Sol, a) pH: 5,89
-..""'l--_

Liquido tirado do polo positivo: a. c. — 8'; a. t. — mata em 16".
e "™ " negativo: a’c. — 7'; a. t. — mata em 10",

So), b) pH: 409
B

[“:‘ido tirado do polo positivo: a. ¢. — 11'407; a. t. — symptomas leves
B Eineativo: 2. C — J2T45%ag el e i

Sol, c) pH: 8,89
-

Liquido tirado do polo positivo: a. c. — 930"; a. t. — symptomas graves.
E mo» " pegativo: a. ¢. — 22; a. t. — nenhum symptoma.
Ay, Para as experiencias de cataphorese o pH foi ajustado com tampdes (acetato e phosphato,

e mente) o no liquido retirado do apparelho de electrophorese, foi ajustado novamente o
ial do soluto, Isto ¢ a 5.9,

11
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b) Ultrafiltragio.

Como ultrafiltros foram usados vasos de porcellana de Becn poLD-Ko¥*
cobertos por uma membrana, preparada de algodio polvora a 4, 6 € 8% o
acido acetico glacial, endurecida em agua. O tamanho dos poros foi determt
pelo methodo de sopro por ar segundo Barus (22) e Becusorp (23),
usado, como duplos de liquido, o alcool isobutylico saturado com agua € 2
saturada com aquelle alcool (24). Para ultrafiltra¢io usamos sempre solut?®
de bothropotoxina a 1%e. As experiencias revelaram que, quando o diametr®
dos poros maximos € inferior a 330 m p., o liquido que atravessa a
nio possue acgio coagulante mem acgio toxica, ao passo que membranas ot
porosidade mais grosseira deixam passar inalterado um liquido com acgao coag™
lante e toxica.

¢) Aquecimento.

A bothropotoxina mostra-se bastante thermoestavel, pois seu soluto pode et
aquecido durante 5 min. a 80°C, sem a minima alteracdo no seu effeito
ou toxico. Seu aquecimento a 75° durante 15 min. traz por consequencia *
retardamento da coagulacio (8 em vez de 4’) e uma diminuigio do poder
(apenas phenomenos graves passageiros em logar de morte dentro de 8)- >
aquecimento a 85°C durante 15 min. determina coagulagio do sangue sO ap®®
30 min. e, em quantidade dobrada, nio causa phenomeno algum no pombo. Sobt®
a influencia de temperatura ainda mais elevada podemo-nos orientar pelos dade*

seguintes :
OQUADRO 1V

Sol. de bothropotoxina a 1%e; D. M. L. = 05 cc. (¥)
Acciio coagulante: 5 cc. de sangue oxalatado 4+ 1 cc. do solut® =

bothropotoxina = coagulagio em 5 min. -
| ! Acgdo toxica 1
Aquecimento | Acgio coagulante | _ .
! de 1 cc. ' de 2___':___:'.-—-'""' v
90*C 10 I 10° m.-m symptomas ln'esl symptomas l"‘# '
| ! ,

100°C 10’ 13 » > | >

Cumpre mencionar que o extracto do musculo da B. jararaca, aquos?
glycerinado, ou adsorvido pelo Cag(POy)s, tambem possue acgio coagul®™

il
-

(*) O solute foi depositado durante alguns dias; porisso, houve uma diminuigio de sus acgho

12
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Wstante forte sem effeito toxico, pelo que pensimos numa identidade desta
Substancia coagulante com a supposta impureza da bothropotoxina. Ha, porém,

- is factores a contraporem-se a esta hypothese: primeiro, o extracto muscular
¢ thermolavel, perdendo completamente a acgio coagulante quando aquecido a

durante 15 minutos; segundo, extractos eificazes s6 os obtivemos durante o
Y130 e, desde que as noites se tornaram mais frescas (10°C), nio mais conse-
fuimos isolar a substancia coagulante.

De accordo com as experiencias até agora relatadas, pode-se verificar que
% 4cgio coagulante é causada, de facto, pela bothropotoxina, ou pelo menos por
¥ composto fortemente ligado a ella, cujo isolamento, em estado de pureza, ainda
8o foi possivel. Quanto ao efierto anticoagulante dos solutos concentrados da

hropotoxina, somos de opiniio que seja causado por uma impureza ainda
fetida ng bothropotoxina e cuja quantidade seja tio diminuta, que sua actividade
% possa entrar em jogo quando comparece em grande concentracio. Esta opinido
: baseada no facto de a bothropotoxina so6 ter effeito anticoagulante quando esti
"'Etmte no sangue numa concentracio de 1% ou mais, enquanto, para a secregio
|tural, uma concentragio de 0,01% e, para os solutos preparados da substancia

~ %cea, yma concentra¢io de 0,49 ja sio sufficientes para impedir a coagulagio.

Mecanismo da accdao coagulante da bothropotoxina

~ Afim de esclarecermos o mecanismo da acgiio coagulante, fizemos experien-
s com sangue desfibrinado; com hematias quatro wvezes lavadas com NaCl a
'9% com solutos de fibrinogenio (*); com solutos de fibrinoglobulina. Verifi-

Q'ﬂm que a bothropotoxina s6 pode coagular o sangue quando este contém

1 h Et.. ¥ L3 FF

io e, portanto, prothrombina e thrombocinase: assim, sé é capas de

stituir o calcio. As experiencias que seguem evidenciam claramente esta
Mopriedade da bothropotoxina :

o €¢. sol. de fibrinogenio -+ 1 cc. sol. de bothropotoxina = nio ha coagulacio

9 A » <+ 1 cc. sol. de CaCl a 2% - sol. de bothropoto-
xina = ndo ha coagulacio

-+ 10 gottas de plasma oxalatado e bem centrifugado
-+ sol. de bothropotoxina = coagulagfo.

Em outra serie de experientias a coagulagio do sangue foi retardada com
(NH«CI e NH,)2.S0,, sendo que, conforme foi demonstrado por Csar6 e por
fZS} estes saes, devido a sua acgio estabilizadora sobre o fibrinogenio,
a coagulacio durante 24 horas, quando presentes numa concentragiao
N/0,35 ¢ 0,30, respectivamente. O quadro abaixo contém dados compara-

S em relagio ao plasma oxalatado.

—

£*) Os solutcs de fibrinogenio foram preparados pelo methodo de HAMMARSTEN ¢ HEUBNER.

13
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QUADRO V 3
Concentracio percentual | - Tempo de coagulagio | Tempo de coagulagdo
da bothropotoxina sangue com (NH,) .50, | sangue oxalatado
2.10-2 gm. | 2 30" | 2 2"
1.1002 > ' 3 50" I 3’ 555
5.102 » | 4 50" | £ 30"
25.10% > I. 9* 30 | g 2"
12.102 » 15 10 : 100 15"
6.104 > - 18’ | 135
3.10-¢ > | 47 20"
1.5.100¢ » | 160" 57°
78.10:5 » | 470° 175' 3
39.10:% » 660 | 208 28

Verifica-se por estes dados que a acgao coagulante da bothropotoxina, nu?
concentracio até 0,0025%, € igual para o sangue com e sem Ca.; em concen
menor, o sangue com calcio, mas contendo fibrinogenio estabilizado, coagula ber®
mais lentamente do que o sangue destituido de Ca contendo fibrinogenio e«
estado normal. Baseado nestas experiencias, suppomos que a coagulagao &
guinea devida 4 bothropotoxina seja uma acgio composta, contendo pelo men®®
dois factores, dos quaes o primeiro se manifesta na substituigio do calcio € ¥

segundo, na desestabilizacio do fibrinogenio.
comprehensio do mecamismo deste phenomeno.

Nio temos ainda elementos
Quanto ao calcio, a h

mais simples seria que a bothropotoxina liberta Ca do oxalato de calcio; ‘"‘1&
camos, porém, que tal nio acontece. Com respeito a desestabilizagio do fibr™
nogenio, dado que a bothropotoxina tambem é uma substancia colloidal, pa

mais provavel dar-se uma reaccio colloidal entre ambas. Esta hypothes€ serd

objecto de pesquisa futura.

RESUMO

As experiencias sobre a acgio coagulante do veneno da Bothrops Jﬂ""'

confirmaram os resultados obtidos por certos auctores com respeito ao sang™
oxalatado, com a restricgio de que o mesmo s0 causa coagulagio quando P"ﬁ '
numa concentracio baixa (de 0,005% para baixo) ; em concentragbes medias
veneno (0,02 — 0,01%), o sangue conserva-se inalterado e, em

mais elevadas, produz-se hemolyse.

Foram elaborados dois processos capazes de fornecer do veneno natural ¥
substancia de triplo effeito toxico e coagulante.
thropotoxina, é um po de cor amarello-esverdeada, composto tio somente de

Esta substancia,

cnnccﬂt‘";ﬁ j
X,
c? ]

i
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]
£ O, nio contendo grupo de hydrato de carbono com poder reductor e dando,
f0m agua ou com alcool a 509, solutos colloidaes fortemente espumantes. Ten-
Qtivas de sua crystallizagio nio deram resultado.

Analyses do veneno natural secco revelaram que elle contém 9,704% de
‘itfngr.njn KJELDAHL, dos quaes 8,971% cabem as proteinas coagulaveis e 0,733,
% outras substancias azotadas, principalmente peptonas; albumoses nio foram
Sicontradas. A quantidade do extracto ethereo obtido pelo methodo de SoxLeTH
Perfez 5,296%, sendo verificada neste extracto a presenca duma substancia
®rante alcool - e hydro-soluvel, de cor castanha, a qual, tratada pelo NaOH
®ncentrado, se separou sob forma crystallina. A quantidade de substancias

Mineraes nio volateis perfaz 4,437%, dos quaes, 0,179% eram constituidos por
thlorg,

Tentativas feitas para separar, na bothropoloxina, a acgio toxica da coa-
Bulante deram resultados negativos.
| Foi verificado que, ao contrario da secregio natural, a bothropotoxina nio
m effeito hemolytico.
| A acgio coagulante da bothropotoxina é considerada um phenomeno com-
Mexo, resultante no minimo de dois factores, dos quaes um se manifesta na
Sbstituicio do calcio e o outro, na desestabilizacio do fibrinogenio.
O eifeito anticoagulante dos solutos mais concentrados de bothropotoxina
®de ser considerado como resultante de uma impureza da mesma.

ABSTRACT

Experiments on the coagulating action of Bothrops jararaca venom confirmed
the results obtained by certain authors in regard to oxalated blood. Neverthe-
ks, that venon causes coagulation only when present in a low concentration
[0'05% or less) ; in medium concentrations (0,02 — 0,019 ), it keeps the blood

tered and, in higher concentrations, it causes hemolysis.

Two processes were developped with a view to extracting a substance of

it and coagulating effects irom the venom in matura. This substance, called

‘m"ﬂﬁﬂaﬁn, is a yellow-greenish powder composed only of C, H and O, and

hﬁﬂg no carbohydrate group with reducing power and forming highly foaming
Bloida] solutions when either water or 30% alcohol is added thereto.

: Analyses of the dried venom showed it to contain 9,704% of nitrogen, of
‘:"‘dl 8971% are represented by coagulable proteins and 0,733 by other
- us substances, chiefly peptones; albumoses were not found. The
SMount of ethereal extract obtained by the SoxrLeTH method was 5,296%, the

of a staining brown-coloured substance, alcohol - and hydro-soluble,
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being disclosed, which treated by concentrated NaOH was separated in crystal-
line form. The amount of non-volatile mineral substances was 4,437%.
which 0,1799%¢ was made up by chlorin.

Attempts made to separate the toxic from the coagulating action of
bothropotoxin yielded negative results. Opposite to the natural secretiot
bothropotoxin bears no hemolytic power.

The coagulating action of bothropotoxin is considered a complex phend
menon, resulting at least from two factors, one of which manifests itself in the
substitution of calcium and the other, in the destabilization of fibrinogen. Toe
anti-coagulating action borne by the more concentrated solutions of bothrof®
foxtn may be due to some mmpurity of this substance.

BIBLIOGRAPHIA

1. Para litteratura mais antiga, assim como dados historicos, vide: Mortin, C. J. — Jour™
of Physiol. XV :380.1893; Houssay. B. A. & Negrete, J, — Rev. del Inst.
riol. de Buenos Aires 1:341.1918; Houssay, B. 4. & Sordelli A. — lo& &
1:485.1918 e I1:151.1919; Kraous, R. & Werner, Fr. — Giftschlangen und &
Serumbehandlung der Schlangenbisse (Gustav Fischer, Jena). 1931
2. Holden, H. F. — Austral. Journ. Exp. Biol. and Med. XI1:1.1933.
3. Macfarlane, R. G. & Barnett, B. — Lancet CCXXVII :985.1934,
4. Peck, S. M. — Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. XXIX:579.1932.
S. Peck, S. M. & Goldberger, M. A. — Americ. Journ. of Obstetrics and GT“d’
XXV :887.1933.
6. Barmett, B. & Macfarlane, R. G. — Proc. Zool. Soc. Part 4:977.1934. >
f. Arthus, M. — Arch. internat. de Physiol. XI11:369.1912 ¢ C. R. Soc. Biol. l_m[xﬂ-
414.1919,
8. Morawits, P, — Deutsches Archiv {. klin. Med. LXXX :340.1004,
9. Noc, F. — Amn. Inst. Pasteur XVIII:387.1904,
10. Calmette, A. — Les Venins, Masson & Cie, Paris, 1907,
11. Faust, E. §. — Arch, f. exp. Pathol. u. Pharm. LVT:235.1907.
12. Locerda Filho — Arch. Mus. Nac. Rio de Janeiro II:1.1878.
13. Arthus, M., Silberminz, Stawsks, B. & Rachatt, N. — cit. por Houssay. B.
& Sordelli, A, — loc. cit. 1:485,1918. .
14. Brasil, V. & Rangel Pestana, B. — Rev. Med. S. Paunlo XI1:375.415.439.1909. #
15. Sammartino, S. — These de doutoramento, Escola de Vet. Buenos Aires, 19!?"‘
por Houssay, B. A. & Sordelli, A. — loc. cit. 11:151.1919.
16. Houssay, B. A. & Sordelli, 4. — loc. cit.
17. Rangel Pestana, B, — Collect. Trabs. Inst. Butantan I:63.1901-1917.
18. Houssay, B. A. & Negrete, J. — loc. cit. ‘
19. Faust, E, §. — loc. cit. e loc. cit, LXIV:244.1911.
20. Riedel, F. — Wiener klin. Wschr. VII:981.1894, - LI
21. H’ﬂfmﬂ‘rrr — ’ﬂdr.- H. Kraut, M:thoﬂen der A.dsurpuun u. Eluhun gni. C Y :"*~_ :

1929,

16



"."'ln:r KroBusiTzkY — Estudos biochimicos sobre os venenos das serpentes 273

=== Barus — Amer. ]J. Science ITI:452.1394.

S. Bechold, H., — Zschr, f. physik. Chem, LXIV :328.1908.

= Silbereisen, K. — Zschr. i. physik. Chem. CXLIII:157.1929.

=. Csapé. J. & v, Klobusitzky, D. — Biochem. Zschr. CLVII:334.1925.

(Trabalho da Secgio de Physico-chimica do Instituto Butan-
tan, apresentado 4 Soc. de Biologia de S, Paulo, em 8-1V
1935, recebido em marco de 1935, e a ser publicado em
alem3o im Arch. I. exp. Pathol. u. Pharm.. Dado 4 publi-
cidade em setembro de 1935).



