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ESTUDOS BIOCHIMICOS SOBRE
OS VENENOS DAS SERPENTES DO GENERO BOTHROPS

111. Separacao do principio coagulante dentre a Bothropotoxina
e outras substancias contidas na secrecao natural.

POR

D. vox KLOBUSITZKY & P. KONIG

Na contribui¢io I desta serie de artigos (1) occupamo-nos da acgio coa-
gulante da secre¢io natural das glandulas veneniferas de Bothrops jararaca.
As experiencias deram como resultado a preparagio duma substancia neuroto-
xica, livre de nitrogenio, que foi por ndés denominada Bothropotoxina. Esta
substancia possuia apenas ac¢io neurotoxica e coagulante, faltando-lhe, ao con-
trario da secreqdo natural, as propriedades hemolyticas e emeticas. Sua acgdo
anti-coagulante, em relagio i secregio natural, era tio diminuta, que julgimos
fosse causada apenas por impurezas.

Tentaramos, ja naquella occasiio, separar a acgio tox'ca da acgio coagu-
lante da Bothropotoxina por wvarios processos physicos: electrophorese, ultra-
filtragio, calor, alteragdao do pH; mas, conforme dissemos entiio, dessa tenta-
tiva nada resultou. Apesar disso, nio consideramos esses resultados como
definidos e continuimos as tentativas de insular a substancia coagulante da Bo-
thropotoxina e de outros componentes, dotados de acgio physiologica e phar-
macologica, contidos na secrecio natural, procurando, assim, obter a substancia
coagulante numa forma de maior pureza, isenta de proteinas, corantes, substan-
cias mineraes e, talvez, biureticas.

Descreveremos agora 0s ensa’os e experiencias feitos neste campo desde a
communicacio referida, que, conforme ji foi mencionado num outro trabalho
(2), provaram a justeza da nossa opinifio original, que &, alias, compartilhada
por muitos outros (3,4): a substancia coagulante seria provavelmente diffe-
rente da toxica. De um lado, conseguimos obter Bothropotoxina com um po-
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de;* toxico quatro e meia vezes mais forte e com acgio coagulante bem mais
fraca do que o veneno inicial (5) e, de outro, segundo descreveremos mais
adiante, obtivemos solutos muito pobres em proteinas com acgio coagulante
muito forte, os quaes podem ser injectados em quantidades correspondentes a
dez doses minimas letaes (10 D.M.L.) em relagio a4 substancia secca, sem
phenomeno algum de intoxicagao.

Methodo em geral

Como substancia de partida serviu-nos a secrecio secca, ja descrpta ante-
riormente, das glandulas veneniferas de Bothrops jararaca e cuja D.M.L. para
o pombo era de 0,27mg. Com ella preparamos solutos a 1,35% que filtramos
através de papel para libertal-os de fragmentcs de cellulas e substancias inso-
luveis em agua. A concentragio mencionada for escolhida por motivo de ordem
pratica. Trabalhando com um soluto mais concentrado, perde-se muita subs-
tancia activa durante a purificagio e as diversas fracgdes sio menos definidas.
Usando-se solutos menos concentrados, a diluigdo fica tio grande, que ja se
nio presta para as experiencias de toxicidez e de coagulagio. Além disso, so sob
o ponto de visfa de calculo offerece vantagem esta concentragio, pois 1/50 cem.
della contém justamente 1 D. M. L.

A acgio coagulante foi verificada sobre sangue oxalatado de cavallo, por
meio da technica anteriormente usada.

Para a dialyse usamos, no comego, papel de pergaminho e, depois, de cel-
tophamo.

Executamos a electro-dialyse nos apparelhos de Pauli. A F.EM. va-
riou, conforme as exper'encias, entre 4 ¢ 110V, mas a intensidade «da corrente
foi regulada sempre de modo a nio ultrapassar 0,5 M.A. por cm®.

Para as ultrafiltragbes usimos, ou funis de vidro de Schott, ou capsulas
de porcellana de Bechhold-Konig, revestidos de uma membrana de algodio pol-
vora a 109 em acido acetico glacial, endurecida pela agua.

A accio toxica dos solutos foi determnada por meio de injeccdes intra-
venosas em pombos.

Parte experimental

Como primeiro passo, deterrinamos a acgao coagulante dos nossos solutos
padrées. Verificimos, conforme podia-se esperar de nossas experiencias ante-
riores, que 1 cem. desses solutos, contendo 13,5 mg. da substancia secca, nao
coagulava 5 cm. de sangue oxalatado. O augmento da concentracio dos so-
lutos nio purificados e nao fraccionados nio diminue o tempo da coagulagio
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abaixo de 3'30" (*); pelo contrano., determina, como dissemos anteriormente,
conforme a concentracio. mmpeiimento da coagulagio, ou a hemolyse. Temos
alguns pontos de apoio que justificam a opinido de que o ‘mpedimento da coa-
gulacio é causado por outra substancia, contida na secre¢io natural, talvez com
caracter de fermento (1). A substancia hemolysante sera provavelmente um
corante ou fermento lipo-scluvel estrictamente ligado a elle (**).

As d'luigbes successivas deram os tempos de coagulagio reunidos no qua-
dro abaixo:

QUADRO 1

5 cc. de sangue oxalatado de cavallo ¢ 1 cc. de soluto de venemo

Subst. secca Tempo da Subst. secca Tempo da Subst. sccca Tempo da

em 1 cem, coagulagdo em 1 com. coagulagdo em 1 com. coagulagdo
68 mg. < g g 0,65 mg — 430" 0,09 mg. 5'45"
38 - 330" 043 g 5 0.0635 p R T S 8 6'30"
o sayt) 30 0d2: Mgt 530" 0027 " ++++ O
LiSRe & | i AR 530" 00135 " 12
.35 430" 032, r 5'30™ 0,0065 " 20
0B ~ 4°30" 0135 345"

Commentarios: 4= D.M.L. duma substancia secca usada anteriormente
por nds (1) ; esta quantidade determinou a coagulagio em 340", 4= D.M.L.
da substancia secca actualmente aproveitada. <4--+4--4+= D.M.L. da Bothropoto-
xina é de 0,055 a 0,060 mg. que causou coagulagio em 20'. +-+++=D.M.L.
da secrecio natural fresca oscilla entre 0,025 a 005 mg. De accordo com as
nossas experiencas, a D. M. L. (0,05 mg.) desta secrecio determinou a coa-
gulagio em 2'25".

Podemos dizer que esses valores representam a composigio padrio do ve-
neno por nos usado, sendo muito importante de fixar que o tempo da coagu-
lacio de D.M.L. corresponde a 5°30". Comparando-se esses dados com . os
nossos resultados anteriores, obtidos com a secrecio natural fresca, numa subs-
tancia secca (D.M.L.=06mg.) ¢ finalmente numa partida de Bothropoto-
xina (D.M.L.=006mg.), pode-se verif'car que o eifeito toxico e a accio
coagulante, em relagio ao peso, divergem consideravelmente. O quadro que
segue contém os respectivos dados de comparagiio:

i*} Eite tempo mals curto da coagulacio s se refere aom wolutos da wsecregio secca. Como
Yeremo: mais adiante, 0 tempo optimo, mais curto da coagulagio do veneno natural fresco, é de 2°.

(**) A-hprwﬂtn.ulr.l.hMLHrnmhimﬁuﬁntuhhﬂhdldldl&oﬂ-ﬂﬁ

¢ Zoologia Medica, chamou a nossa attengio para os seguintes factos: a secregio da glan-

du's venenifera da cascavel oriunda do Sal do Brasil (Cretales t. terrificus. var. collilineatus) ¢ de

ed: branca e nao possue acgio hemo-proteciytiea: pelo contrario, a oir dos venenos naturses das

mm{mm_ﬁhﬂuE-Mﬂmiuﬂmmmn

das especies de Bothreps: taes venenos tém uma acgio hemo-proteclytica muito forte: a pegonha da

do Norte do Brasil (C. t. terrifiens, wvar.collirhombeatus), ¢ da America Central ¢ do Mexico

(C. . durissus, C. . basiliscus) occupam sob mte ponto de vista um lugar intermediario, tendo cdr

]l“lllrﬁh-elnrt com aquella mecio alge fraca (Vide Amaral, A. do — Bull. Antivenin Inst. America

(1) :6-7.1929).
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QUADRO II

Comparagio enire o effeito toxico e acgdo coogulante de tres secregies
differentes de Bothropotoxima

D. M. L. Tempodsa Tempoda Tempods Tempo da
coagulagdo coagulagdo coagulogdo coagulagdo
relativo 8 relattvo & relativo 6 relativo d
D. M. L. 0,25mg. 0.013mg. 1/20 da

DM L
Secregio natural fresca 0,05mg. ol g Z 230 12°
Veneno secco (substancia
padrio) 0,27mg. L 5'30™ 12° 12*
Veneno secco (guardado
em forma de pé fino du- .|
rante 3 annos) 0, 6mg. 3'40” 430" 19'25" 13’
Bothropotoxina 0,06mg. 20 10° 40 ndo determina
coagulacio
dentro de 120°

Os dados desse quadro, referentes aos solutos da secregio, indicam que,
apesar das grandes differencas existentes entre a capacidade de coagulagio e o
teor em substancia secca, ou entre a D.M.L. e a acgio coagulante, os ultimos
dois factores apresentam um rigoroso parallelismo. A conclusio logica desse
facto é que a purificagio da substancia coogulante deve manifestar-se em pri-
meiro logar na cessagido desse parallelismo e na alteragio das condigGes de peso
e tempo, ambas acima referidas, no sentido de um estimulo do coagulagio, tal
como acontece com a Bothropotoxina em sentido opposto.

Varios dos processos de purificagio, por nds ensaiados, nio deram resul-
tado. Relataremos essas experiencias apenas em apanhado geral, principalmente
para apontar aos collegas os caminhos que devem evitar,

Tentimos primeiramente obter, pela precipitagio directa das proteinas €
corpos semelhantes ds proteinas, e por meio de precipitantes adequados, solutos
livres de albumina, desintoxicados e coagulantes.

Pela precipitacio com acetato de chumbo, obtivémos solutos com teores
minimos de albumina, os quaes, porém, depois de dialyse e determinagio do teof
em substancia secca, eram toxicos e coagulantes ma mesma proporgio que O
soluto mie. Obtivémos resultados semelhantes, empregando saes de cobre,
ferro e baryo. O unico facto positivo que pudemos verificar é que a substan-
cia estimulante da coagulagio e tambem o principio toxico nio sio destruidos
pelos referidos saes de metaes pesados.

Da precipitagio completa com acido phospho-molybdenico, como com o tan-
nino (empregados segundo a modificacio de Almen e Hedin), resultam filtra-
dos ndo coagulantes, mas dotados ds vezes de acgio toxica.
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Pela precipitacio com sulfato de ferro e superoxydo de hydrogenio — pro-
cesso de Rohmann e Shmamine (6) — obtém-se filtrados completamente inacti-
vos, tanto para o componente coagulante, como para o toxico. Devendo os
saes de metaes pesados, como acima dissemos, ser, de maneira geral, conside-
rados inoffensivos, tentimos novamente verificar a acgio de meios oxydantes
sobre o veneno e sobre a Bothropotoxina (7). Essas investigagbes mostra-
ram que, tanto a secrecio natural, como a Bothropotoxina, sio titulaveis com
KMnO; e em meio fracamente acido, porém os productos de oxydacio apresen-
taram-se inteiramente inactivos. O mesmo resultado foi obtido pelo emprego
de solutos de Ho0:; muito diluidos. Além disso, conduzimos oxygenio através
de solutos de veneno e de Bothropotoxina, verificando que basta uma cuidadosa
oxygenagio por 5 minutos para reduzir pelo metade a acgio neurotoxica dos
solutos.

Estas experiencias confirmaram, portanto, a grande sensibilidade, ao oxy-
genio, da substancia neurotoxica, do que ja se occuparam auctores mais antigos.

Os filtrados obtidos pela precipitagio com acido picrico ou acido phospho-
tungstenico, nio eram, nem coagulantes, nem neurotoxicos.

Foram, assim, ensaiados quasi todos os precipitantes da albumina nas con-
centragoes mais commummente usadas (8), com o resultado de que — & ex-
cepcio de hydroxydo de ferro e acetato de chumbo — no caso de completa
desalbuminagio, se obtinham filtrados sob todos os aspectos inactivos. Quando,
porém, no filtrado fica retida alguma albumina, aquelle conserva-se mais ou
menos activo, sem alteracio perceptivel no sentido de favorecer uma determi-
nada forma de actividade.

Foi de grande valor a experiencia que fizemos com acido metaphosphorico.
Como se sabe, este reactivo serve para eliminar, no preparo da Ophio —, da
Crotalo — e da Bothropo — toxina, as substancias de reaccio biuretica (19,10).
Verificamos que 1-2 gottas bastavam para tirar aos solutos a acgio coagulante,
0 que veiu apoiar nossa supposicio de que o componente que favorece a coa-
gulacio deve ser differente do neurotoxico.

No processo seguinte, baseamo-nos em nossa observagio, segundo a qual
se pode facilmente methylizar a Bothropotoxina por meio de methylamina. A
Methylbothropotoxina, cinza clara, amorpha, assim obtida, fornece solutos neu-
tros e completamente inactivos, conforme ji referimos em nota anterior (2).
Temos, portanto, solutos de veneno desalbuminizados pelo processo, abaixo des-
cripto, de desnaturagio por meio de calor, e methylizados, cujo producto é dis-
solvido e fracamente acidulado. Verificou-se que pela methylizagio tambem
ficava neutralizada a acgiio coagulante,

Apds numerosas experiencias infructiferas, como sejam, p. ex., a adsorpgio
pela capillaridade, methodo chromatographico de Tswell, usando como adsor-
vente CaCQj, etc., chegdmos é conclusdo de que o umico processo viavel é a
divisdo do soluto mde em ducs frac¢ges, pelo addicionamento de (NH,):SO;.
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A decomposi¢io em tres fracgdes, euglobulina, pseudoglobulina e albumina, nio
foi satisfactoria, porquanto o teor de euglobulina do veneno é minimo: alguns
por cento do total de albumina. O soluto mie, amarello-claro e transpa-
rente foi, pois, accrescido de 39 gs. de (NH4)2SO; solido por 100 cc. (),
agitado até a dissolugio do sal, deixado em repouso durante a noite, em tem-
peratura ambiente e, fmalmente, filtrado. O precipitado foi entio retirado do
filtro, por enxaguagio com a menor quantidade de agua possivel, e dialysado,
sob pressio, na camara de refrigeracio (sem addigio de qualquer substancia
para conservagiao), dentro de agua destillada mudada duas vezes ao dia. Apos
cerca de 8 dias a dialyse estava terminada. O soluto obtido apresentava-se in-
color, da transparencia da agua, fortemente espumante, livre de ammoniaco
pelo reactivo de Nessler, e com conductividade de cerca de 1.10* ohm. O teor
em substancia secca desses solutos oscillava entre 0,30-0,349%. Quando os.so-
lutos, contendo o (NH,)2SO,, eram deixados em repouso por 1 hara apenas,
o teor em substancia secca dos dialysados era menor, cerca de 0.2%. Expe-
riencias comparativas com taes solutos mostraram que a relativa toxicidez dos
dialysados menos concentrados € muito maior do que a dos d'alysados com
teor mais elevado de substancia secca, sendo, em alguns casos, quasi proporcio-
nal ao do soluto mie. Esta observacio indica que justamente a primeira frac-
¢io, a mais facil de ser accresc’da do sal e que ja pouco tempo apos o seu
addicionamento se converte em precipitado filtravel, estaria mais estreitamente
relacionada com o componente neurotoxico. Tentativas de decomposicio dos
dialysados pelo fraccionamento continuado nio deram resultado, em virtude de
nao dispormos sinao de quantidades pequenas.

A investigacio desta primeira fracciio (globulina) do wveneno teve o se-
guinte resultado: 1 cc. da mesma que, depois de completado proporcionalmente
o seu volume, continha 3,4 mgm. de substancia secca, produziu a coagulagio
de 5 cc. de sangue oxalato em 17 e, na diluigio de 1:20, em 3'40”. Os de-
mais dados figuram no quadro abaixo:

QUADRO III

5 ¢c. de sangue orxalateda de cowallo ¢ 1 ¢c. da fracgdo de globulima dialyseda.

Tz2or em subst. secca Tempo de Teor em subst. secca Tempo de
por cc. coagulacio por cc. coagulacio
34 mgm 1 021 mg. 2 30"
1.7 > ' 10™ 0,105 » 4
085 » 1" 20 0052 » 530"
443 o> - 0,026 » o

*) Por causa da reaccho fracamente acida (pH 5,50), empregimos «sta concentracio de (NH}I SOy
em logar da habitual saturagio a 2367%-
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Até 08 cc. desse dialysado, correspondente a 2,27 mgm. de substancia
secca e, portanto, igual, em relagdo ao soluto mae, a 10 X 1 D.M.L., foram
injectados em pombos, que toleraram sem quaesquer svmptomas 1 cc., isto
¢, nuantidade correspondente a 12 X 1 D.M.L. causou a morte em 13 minutos.

Tragando-se parallelos entre os dados desta tabella e os da anterior, po-
de-se estabelecer uma mcontestavel alteracio no sentido de um estimulo da
coagulagio. 34mgm. da substancia secca da primeira fracgio produziram coa-
gulacio em 1" e da secreqdo nio tratada, porém, em 3’ 30”. Quantidade cor-
respondente a D.M.L. (cerca de 3mgm.} de soluto fraccionado produziu coa-
gulagio em 1°, ao passo que a D.M.L. do soluto mie (0,27 mgm.) so0 teve
esse efieito depois de 5’ 30”. Finalmente, si tomarmos, como foi feito no Qua-
dro II, as wvigesimas partes da D.M.L., obteremos para a referida fracgio
1" 30” e para o soluto mae 12' como tempo de coagulagio.

A segunda fracgio (albumina) foi preparada pela saturacio do filtrado
da prmeira. O soluto deste precipitado apresentava, apés o tratamento acima
descripto, um teor de substancia secca de cerca de 0,5%. 1 cc. de um soluto
nio diluido, precisamente a 0,5%, produziu coagulagio em 1'; na diluigio de
1:20 (teor de substancia secca 0.25 mgm. por cc.), em 2" 45", A dobse de
0.3 cc., correspondendo a 1,5mgm., de residuc secco e a 1/5 da DML, foi
pelos pombos tolerada com leves e passageiros symptomas de intox'cacio. Scte
e onze vezes a D.M. L, isto é, 04 ¢ 0,6 cc. (20 ¢ 3,0mgm,) causaram a morte
em 3' ¢ em 50", respectivamente. Frequentemente, porém, as fracgdes de al-
bumina mostraram-se, quanto a neurotoxicidez, mais activas, de sorte que mais
tarde desistimos de continuar os trabalhos com essa fracgio.

Obtivemos resultados semelhantes, si bem que nio tio favoraveis, numa
seric de experiencias identicas, sendo que as quantidades injectadas, até oito
vezes a D.M.L., quanto ao teor em substancia secca, foram pelos pombos to-
leradas sem quaesquer symptomas. Os respectivos tempos de coagulagio oscil-
lavam entre 1' e 1" 30"

Ha a observar nos resultados acima que, nio s6 a actividade das fracgdes,
no sentido de favorecer a coagulacio, era consideravelmente alterada, como tam-
bem era bastante reduzido o tempo minimo de coagulagio original do soluto
mie ndo tratado (3" 30”) e do veneno recentemente extrahido das glandulas
(2'). Cremos desnecessario dizer que uma relagio linear entre a concentra-
Gdo da substanc’a coagulante e o tempo de coagulacio niio pode ser considerada.
Representando-se graphicamente as relagbes existentes entre os logarithmos das
diluicoes e os respectivos tempos de coagulaciio, obtem-se uma curva logarith-
mica (Fig. 1). A circumstancia de o tempo minimo de coagulagio ter sido
reduz’do pelo fraccionamento requer investigagdes mais detidas. No momento
apenas externaremos a nossa supposigio de que a mesma se relacione com a
diminuigio da substancia inhibidora da coagulagio.
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Tentativas de continuar, por meio da electrodialyse, a libertagio dos solu-
tos dos electrolytos, conduziram, mesmo quando empregadas tensGes muito bai-
xas (4 Volts), a uma rapida diminui¢io da acgio coagulante. Estes solutos
electrodialysados produziam coagulagdes somente depois de 6 a 8 minutos, tem-
pos estes que, em relagio aos do Quadro IIT representam um decrescimo de até
1/100 do original. Esta alteracio desfavoravel persiste ainda quando se in-
cluem no calculo as quantidades de albumina que, durante a electrodialyse, sio
precipitadas e que perfazem cerca de 2/3 do total do residuo secco. Nio é pos-
sivel por ora estabelecer-se com seguranga si é responsavel por esta diminuigio
a prolongada acgio da corrente electrica, ou a eliminagdo parcial da albumina e
consequente afastamento da substancia coaguladora, ou entio a el'minagio dos
electrolytos. Por isso, no momento apenas podemos affirmar que a diminui-
Gio estd em relagio com a continuagio da electrodialyse. Para comprovar es-
tes factos, apresentamos os seguintes dados:

Tempo de coagulagio

Antes da electrodialyse . . . Qe SO 1!
ﬁpés elcctrud:alys: durante 1 hum PRI 320"
WU HofRE T QP g o
Li L3 rF 4 Iwm I : 4 . ?‘ 15"

‘H.:-ﬂ-._l.'!._..-l_-
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A agua usada na dialyse era, naturalmente, analysada durante todo o tempo,
tendo-se mostrado absolutamente inactiva; uma parte do pigmento, porém, foi
eliminada, permanecendo o restante no filtrado obtido apés o segundo frac-
cionamento.

Tendo a mais perceptivel alteragio da sactividades, no sentido de favore-
cer a coagulacio, sido registada na primeira fraccio, tentimos, por processos
os mais diversos, libertar a mesma da albumina e o quanto possivel diminuir-
lhe ainda mais a ac¢ao neurotoxica.

Para consecugdo desse objectivo cogitimos em primeiro logar — nio obstante
as tentativas fracassadas de Holden (11) — do processo de repetidas adsorpgoes
e eluices com differentes pH-s, entre 3,25 e 8,0.

Como adsorventes usamos carvio de sangue, de o0sso e de coco; além disso,
caulim (Merck), Al:O3 livre de agua, padronizado segundo Brockmann (Merck)
e “Frankonit KL.” (Minas de Pfirssching). (*).

As especies de carvio enumeradas adsorvem a maior parte, tanto da subs-
tancia coagulante, como da neurotoxica e das albuminas, porém o adsorvido,
ou nio poude ser lavado de todo ou entio o poude apenas com conservagio da
albumina, segundo o modo de eluigio.

O oxydo de aluminio nio adsorveu, nem o componente coagulante, nem
o neurotoxico ¢ tampouco as albuminas em proporg¢io digna de nota.

O caulim e o Frankonit KIL. adsorvem dissolucdes até 19 e, em meio
acido, mesmo que nio quantitativamente, adsorvem muito bem tanto a substan-
cia coagulante, como tambem as substancias neurotoxicas e semelhantes ds al-
buminas, quando ndo era ultrapassado o valor de saturacgio: para 0,1 mgm. de
teor em substancia secca — pelo menos 1 gm. de caulim ou Frankonit. A la-
vagem do adsorvido com HCl ou CH3;COOH de N/1 a N/1000 forneceu
filtrados completamente inactivos e livres de albuminas typicas, sendo que o
mesmo foi agitado durante até 24 horas e a temperatura por diversas vezes
variada, entre 20 a 40°. Primeiramente nio nos occorreu experimentar a elui-
¢io em meio alcalino, pois que, tanto a secregio natural como a Bothropoto-
xina, segundo experiencias anteriores, perdem muito depressa (dentro de 1 a 2
horas) a sua actividade com pH-s ma's elevados. Mais tarde usimos, a titulo
de experiencia, tampoes alcalinos de phosphato e solutos diluidos de NaOH
e NH;. Os adsorvidos de Frankonit assim lavados mostraram-se completamente
inactivos (dentro de 30’ nio houve coagulagio); ao contrario, 4 vezes 1
D.M.L. jia provocava symptomas graves. Além disso, o liquido eluido conti-
nha albumina. Quanto 4 acgio coagulante, obtivemos resultados um pouco me-

(*) Durante a redaccio do presente trabalho chegou-nos &s mios a communicagho de F. Micheel
o K. Kraft (Nachr. Gesellsch. der Wissenach, : Gittingen, Nova Série, 1, B85 (1935), cujos dados sobre
a applicabilidade da adsorpgio para a purifieagio do veneno de serpente estio concordes com o8
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lhores pela adsorpg¢ao com caulim e lavagem rapida, durante cerca de meia hora,
com solutos de Na.COz; a N/40 — N/80. Os f{iltrados obtidos produziam coa-
gulacio em 6-8 minutos, mostrando-se, porém, tambem neurotoxicamente bas-
tante activos € dando reacgbes positivas para albumina. Subentende-se que 05
solutos preparados em meio alcalino foram, immed:atamente apos a lavagem,
fracamente acidulados.

Relataremos tambem as experiencias, de resultados absolutamente negati-
vos, nas quaes para a desalbuminizagio dos precipitados, ou dialysados, empre-
gamos tannino, phospho-molybdeno, acido phospho-tungstenico, etc.

Igualmente insatisfactorias foram as experiencias nas quaes tentamos, por
meio de (NH;)2SO4, decompor os solutos desalbuminizados pelo processo de
desnaturaciio pelo calor, usado com successo no preparo da Bothropotoxina, em
duas fraccoes de albumose. Os filtrados de ambas as fracgdes deram reac-
¢io de Millon posit'va e mostraram-se activas em relagio, tanto a neurotoxici-
dez, quanto a coagulagao.

Emprégamos, assim, o methodo que até o presente verificimos ser o mais
vantajoso, isto €, a desalbuminizacdo da primeira frac¢do por meio de acetato
de chumbo. Procedemos da seguinte maneira: Ao soluto livre de NHy e con-
tenda NaCl a 6% addiconamos, as gottas, acetato de chumbo a 153%. O pre-
cipitado formado de chloreto de chumbo e albumina era em seguida retirado
por centrifugagio e o soluto, na camara de refrigeragio, d'alysado até que nelle
nio se pudesse mais verificar a presenga de chumbo (a precipitagio do ex-
cesso de chumbo pelo HaS occasionou perdas consideraveis). O sal de chumbo
deve ser addicionado com muita precaugio, afim de se evitarem as perdas, o
que se consegue, interrompendo varias vezes a precipitacio e afastando o prec-
pitado pela centrifugagao.

Os solutos assim preparados produziram coagulagio — depois de term’-
nada a precipitacio, porém antes da dialyse — em 2'30” e, apos a dialyse, em
3-4'. Submettidos ao acido sulfo-salicylico, tannino, reacgio de biureto, phos-
pho-molybdeno, ac'do phosphotungstenico e reactivo de Millon, mostraram-se
inteiramente livres de albumina ou' azoto, respectivamente. Os pombos tolera-
ram as maiores quantidades injectaveis, até 4 cc., sem a menor reacgio. A de-
terminacio do teor de substancia secca, feita em 10 cc., nio accusou residuo
ponderavel; este era menor do que 0,1 mgm. Reduz'mos entio este soluto, por
ultrafiltragio, a 1/3 do volume original e fizemos nova determinagio. O resi-
duo secco era ainda imponderavel e as reacgdes para albumina, inclusive a prova
de biureto, negativas. O tempo de coagulagio foi de 2" 307,

A influencia da temperatura sobre a capacidade de coagulacio de solutos
de veneno ndo tratados e dos primeiros preparados de Bothropotoxina foi des-
cripta ou investigada, tanto por outros auctores (12), como por nés (1), Da-
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mos aqui apenas alguns dos resultados que obt.vemos relativamente aos solutos
desalbuminisados e desintoxicados acima descriptos:

Na diluicio de 1:5 : — sem aquecimento coagulagio em 12
apos aquecimento 5 a 80 & " 40
ry e 15' a 35‘ rr L3 ml‘

Si bem que nossas experiencias evidenciem clara e incontestavelmente que
a substancia que favorece a coagulagio nio deve ter relagio com a neurotoxica
¢ os demais componentes do veneno natural, os resultados até agora obtidos ndo
permittem conclusées sobre a natureza chimica da mesma. Nem siquer quere-
mos affirmar que esta substancia nio seja um derivado da albumina e muito me-
nos que seja livre de azoto, porquanto os solutos altamente purificados eram
demasiadamente diluidos para que se pudesse attribuir uma importanca deci-
siva ds reacgbes negativas para albumina ou preductos de decomposigio da al-
bumina. A unica conclusio admiss'vel é que esta substancia coagulante, por
nos insulada, ja mamfesta sua accio em concentracies extraordinariamenet
baixas.

Observaremos ainda que nos vmos obrigados a desistir do emprego de
sangue natural. Neste caso, os tempos de coagulagio sio tio reduzidos, que
as differencas entre 0s mesmos, condicionadas pelas differencas da concentra-
tdo, so poderiam ser determinadas com precisio em diluicdes muito elevadas,

Para demonstrar esta circumstancia ¢ por comparagio com o Quadro I, apre-
sentamos abaixo alguns dados:

QUADRO IV

!
Sec. de sangue de cavollo retirado directamente da wveia ¢ 1 com. de nosso solwlo mie

Teor de subst. secca Tempo de Teor de subst. secca Tempo de
por 1 cc coagulacio por 1 cc. coagulacio
68 mgm 1 027 mgm. 30"
34 > dentro de 0,135 » 50™
27" .8 5" 0065 » 120"
175 »
135 » dentro de 0,0135 » 203"
D65 » v+ 2'10”
032 > 00065 » 2'46™

Controle (sangue sem accrescimo) = 7'

Por ser tambem diminuto o teor em substancia secca, nio nos parece con-
tradictorio o facto segundo o qual, de um lado, quantidades muito pequenas
de acido metaphosphorico e tannino precipitavam a substancia coagulante da se-
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crecao natural e, de outro lado, a reacgdo de biureto era negativa nos solutos
purificados. A facil’dade da precipitagio por estes precipitantes indicaria, pelo
contrario, que essa substancia é um corpo semelhante & peptona, ou um producto
da decomposigio da albumina. Parece tambem apoiar esta hypothese a seguinte
verificagio: deixando-se um soluto em repouso mais ou menos prolongado, em
temperatura amb’ente, sua accio coagulante é consideravelmente elevada. Solu-
tos, p. ex., que ja apresentavam nitidamente o cheiro caracteristico de productos
de deterioragio da albumina produziam a coagulagio muito mais depressa do que
estando ainda intactos (p. ex., em 2', em logar de em 4’ 30”), comportamento
este que € directamente opposto ao da substancia neurotoxica.

Serd necessario continuarem-se as investigacoes afim de se poder decidir de
que maneira se processa esta elevacdo da acgdo coagulante. Ha a considerar tres
hypotheses principalmente, quaes sejam: 1) a destrui¢do, condicionada pela de-
terioragio, da substancia inhibitoria da coagulagio; 2) a elevacio da actividade
da substancia coagulante jd existente, produzida pela modificagio do pH; 3)
finalmente, a substancia coagulante como um producto (primario ou secundario)
da decomposi¢io da albumina, de maneira que a deterioracio conduziria 4 for-
magao de maior quantidade de substancia coagulante.

A difficuldade de se separar a substancia coagulante da Bothropotoxiha ou

o facto de que esses dois corpos nio se decompdem por processos puramente

ph:,rsu:us indicam que seu grau de dispersio seria igual ou muito approxi-
mado ao da Bothropotoxina.

Pelo que até o presente, baseados em nossas experiencias, nos foi possivel
averiguar com respeito ds propriedades desta substancia coagulante, estamos
inclinados a classifical-a entre os fermentos ¢ consideral-a uma especie de coa-
gulase.

Ultimamente a literatura clinica tem discutido tio frequentemente a appli-
cabilidade, em casos de hemorrhagias graves, especialmente na hemophilia, de
venenos de serpentes que produzem a coagulacio (14, 15), attribuindo-lhes uma
acgio excepcionalmente benefica, que seria para nés motivo de satisfaccio si s€
conseguisse determinar o valor therapeutico da substancia coagulante por nos
preparada. Para este fim resolvemos enviar amostras da mesma aos clinico$
que se interessarem pelo assumpto. (*)

Finalmente, temos a referir que, no decorrer das nossas investigacGes, tam-
bem usimos, para a desalbuminizagio das fracgbes, o alcool ethylico. Os re-
sultados mostraram que no caso de completa desalbum’nizacgio (C.H;OH 2
70 %), a capacidade de coagulagio desapparecia. Quando, porém, os soluto$
continham menos alcool, p. ex., 50 % apenas, a coagualacio se dava em muit0

) %uﬁhmttml&hm:ﬂmﬁihﬁuh%ﬂhﬁhﬂw
Butantan: Cx. p. Sio Paulo, Brasil
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menos tempo, até o minimo de 10", do que em presenga de solutos livres de
alcool. Attribuimos a este facto, que equivale a uma activagio da substancia
coagulante, tanta importancia, que o fizemos objecto de investigaghes mais apro-
fundadas. Os resultados dessas experiencias serio dentro em breve aqui rela-
tados.

RESUMO

Pelo fraccionamento adequado e subsequente desalbuminizag¢io da fraccio
de globulina por meio de acetato de chumbo insulou-se a substancia coagulante
da secrecio natural das glandulas veneniferas da Bothrops jararaca em forma
* de solutos muito diluidos, porém extraordinariamente activos.

Baseados em diversos methodos de investigagio chimicos e physicos, collo-
cou-se essa substancia na categoria das enzymas, como uma espécie de coagulase.

Suggere-se aos clinicos o estudo da acgio therapeutica da substancia descri-
pta, especialmente em casos de hemophilia.

ABSTRACT

By adequately fractionating and subsequently desalbuminizing the globulin
fraction of the Bothrops jararaca venom it has been possible to isolate its coa-
gulating principle which was obtained in very dilute but extraordinarily active

solutions.
In the light of various tests made both chemical and physical, the new

substance has been classified as an enzyme and particularly as a new type of
coagulase. The trial of the therapeutic action of this venom-coagulase,-espe-
cially in cases of haemophilia, is suggested to the medical profession.
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