ESTUDO QUANTITATIVO DA REACAO DE FLOCULAGCAO
ENTRE O VENENO E O ANTIVENENO CROTALICO

ror

OTTO G. BIER

(com a assisténcia técnica de Maria Brazn Esteves)

(Do Laboratério de Imunologia, Instituto Butonian, Sdo Paulo, Brenl)

ARANTES, KARMANN & Bier (1) demonstraram que a reagio de floculagio
observada entre o veneno de Crotalus t. terrificus (cascavel neotropica) e o res-

pectivo antiveneno deve ser considerada como uma reagio antigeno-anticorpo
especifica, em vista da estreita correlacio in vive - in wvitro por éles verificada,
experimentando o veneno em relagio a um grande nimero de partidas de antive-
neno.

Uma vez que os métodos quantitativos desenvolvidos para a dosagem das
precipitinas (2) foram aplicados com sucesso ao estudo da reagio toxina-antito-
xina, quer no caso da toxina diftérica (ParPENHEIMER & Rosinson, 1937), quer
no caso da toxina escarlatinica (HortrLe & ParpENHEIMER, 1941), pareceu-nos
que tal técnica devera ser aplicada também ao sistema V-A crotilico. A intengio
foi a de obter, assim, dados importantes para a avaliagio da atividade imunoldgica
do veneno puro, independentemente do seu isolamento, bem como para a deter-
minagio quantitativa do antiveneno.

MATERIAL E METODOS

Solugdo de veneno — As solugbes de veneno foram preparadas adicionando-se
0 veneno seco padrio do Instituto, na proporgio de 0,49, a um soluto hipertonico
de NaCl (1.5%), de acordo com a técnica aconselhada por VitaL BraziL (5), a
qual permite assegurar rapida e completa dissolugio.

Esta solugio-mie foi conservada na geladeira sem adigio de qualquer preser-
vativo e usada dentro de 3 a 4 dias, no maximo, preparando-se diluigdes da mesma
em soluto isotonico de NaCl (0.99%) que, antes de serem usadas nas experiencias
de floculagio, eram centrifugadas na cimara fria a 2000 r.p.m. durante meia hora,
a fim de obter-se um sobrenadante perfeitamente limpido.
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Antivenenos — Foram usadas trés partidas diferentes de antiveneno crotalico,
sob a forma de soro de cavalo hiperimune, nio purificado, de sangria direta
feita, no maximo, oito dias antes das experiéncias. O soro, separado do codgulo
por sifonagem, foi centrifugado no dia seguinte, deixado em repouso durante
mais 24 a 48 horas em cimara fria e novamente centrifugado, a 2000 r.p.m. meia
hora, no dia da experiéncia.

As trés partidas de antiveneno utilizadas, correspondentes aos cavalos de
nameros 152, 190 e 188, neutralizavam respectivamente 0.22-040 e 0.54 mg
de veneno de Crotalus t. terrificus per ml de antiveneno, sendo as dosagens feitas
no pombo, pela via intravenosa, de acordo com o método de uso corrente no
Instituto.

Técnica das reacbes de precipitagio — De cada antiveneno determinou-se o
étimo de floculaciio, quer usando-se o método a (proporgbes otimas, segundo
DeAx & WEeBe), quer o método f (Ramax). No primeiro caso, a 2 ml de soro
adicionaram-se quantidades variaveis de veneno, igualando-se os volumes com
dgua fisiologica; no segundo caso, a 2.5 ml de uma solugio contendo 0.1 mg de
veneno per ml, adicionaram-se quantidades varidveis de soro, igualando-se tam-
bém os volumes finais com solugio isotonica de NaCl

Os tubos foram imersos, entio, em banho-maria a 50°C até uma altura
correspondente a cérca de 1/3 do seu contelido, fazendo-se leituras em intervalos
repetidos, a fim de registrar o 6timo de floculagio.

Nas experiéncias quantitativas, a porgoes de 4-5 ml de soro adicionaram-se
quantidades varidveis de um soluto de veneno contendo 1 mg per ml, misturando-se
cuidadosamente o conteido dos tubos e deixando-se completar a precipitagio
durante a noite na geladeira.

Determinacio de mitrogénio nos precipilados — Apos centrifugagio (na
cimara fria) e decantacio dos sobrenadantes, os precipitados foram desagregados
e lavados trés vezes com dgua fisiologica gelada, procedendo-se a recentrifugacio
dos sobrenadantes, de acordo com a referéncia (6). As anidlises foram feitas em
duplicata, s6 se considerando satisfatérios os resultados compreendidos dentro de
um érro de == 39 ; ocasionalmente, quando os valores mais baixos nio estiveram
compreendidos dentro daquela variagio, foram éles desprezados, computando-se
apenas o valor superior.

As determinagdes de nitrogénio foram {eitas pelo método micro-Kjeldahl,
segundo a técnica de Meexker & WAGNER, recebendo-se a amonia acarretada por
uma corrente de vapor digua em soluto saturado de dcido borico e titulando-se
diretamente com HCl n/70.

RESULTADOS

Os resultados das determinacbes quantitativas feitas com trés diferentes antr
venenos figuram nas tabelas 1, 2 e 3.



neno e o antiveneno crotalico.

Tasera 1

Floculacdo quantitativa do sdro crotélico 190

Ot1r0 G. BieEr — Estudo quantitativo da reacio de floculacio enlre o ve-

Quantidades crescentes de vememo adicionadas a 4 ml de antiveneno.
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1 It I v v, VI
Sol. veneno | N-veneno (*) | N-precipitado | N-antiveneno Ratio Otimo de
1 mg. per (111 -11) N-antivenenn floculagio
ml N-veneno
(Iv - 1)
ml mg mg mg a) 0.77 mg de
1+l D‘{'.IS'.!-I Ilﬁ" I-DEE venend paAra 2
1.2 0.0898 1.202 1.112 e
Ratio: 2.6
1.3 0.0073 1.311 1.214 e |
f) 0.6 ml de
1.4 0.1048 1.398 1.293 12.3 séro para 0.25
1.5 0.1123 1.425 1.312 11.7 BN GV (¥ensno,
Ratio:, 2.4.
1.6 0.1198 1.40% 1.288 10.7 Tempo de flo-
1.7 0.1273 1.420 1.292 10.1 culacio:
0 "
1.8 0.1318 1.404 1.269 0.1 gy

(*) Calculado da seguinte maneira: Cada ml do soluto de veneno empregado con-
tinha, em realidade, 0.78 mg de veneno crit (descontando-se 129 de dgua contidos no ve
neno padrio pulverulento).

2obre a base do rendimento miximo de crotoxina obtido por Storra & FRAENKEL
CoxmAT (7) e que é de cérca de 60%, pode-se calcular que (.78 mg de veneno cri contém
0.468 mg de crotoxina, ou sejam, 0.468: 6,25 = 007488 mg de N-crotoxina.

Tanera 1l

Floculagdo quantilativa do sdéro crotdlico 188

Quantidades crescentes de venemo adicionadas a 4 mi de antiveneno.

I 1 m v v Vi
Sol. veneno N - veneno | N-precipitado | N-antiveneno | Ratio Otimeo de
1 mg per (1 - 1n) N-antiveneno | foculacio
ml N-veneno
(IV - 1)
1.1 0.0824 0.138 patese.
do com exati
1.2 0.0898 0,356 dso.
1.3 0.0973 0 679 p) 0.6 ml de
1.4 0.1048 0.931 0.826 BRI |\ B
mg de Yeneno.
1.6 0.1198 1.340 1.220 10.2 Ratio: 2.4,
1.7 0,1273 1.442 1.315 10.3 AEE 4 L 10,
culagio:
1.8 0.1348 1.586 1.451 10.8 150 min.
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Taeera 111

Floculagdo quantitative do séro crotdlico 152

$) Quantidades crescenies de venemo adicionadas o 4 ml de ontiveneno,

1 1 1 v v Vi
Sol. veneno N.veneno N-precipitado | N-antiveneno Ratio Otimo de
1 mg per (11 - In N.veneno floculaclo
= N-antiveneno
(Iv - 1)

- mg ng mg a) 0.46 mg de

veneno para 2

0.8 0.0599 0.532 0.472 ml de séro
Ratio: 4.1

09 0 0674 0.723 0.655 9.7 B) 113 mg de

: 0.25

1.0 0.0749 0.696 0.621 8.3 e dF Tenen
tio: 4.5.

1.1 0.0824 0 674 0.591 Ratlef, &5
1.2 00,0808 0.540 0.450 ﬁh“:h:
min.

1) Quontidades crescemtes de vememo adicionadas @ 5 ml de antiveneno

1.2 0.0898 0.856 0.766 8.5
1.3 0.0973 0.819 0.721
1.4 0.1048 0.647 0.542
1.5 0.1123 0.410
DISCUSSAO

Os dados quantitativos apresentados indicam que a floculagio entre o veneno
e 0 antiveneno crotilico, tal como acontece com a reacio toxina-antitoxina diftérica,
apresenta uma faixa mais ou menos ¢streita na qual o valor de N-precipitado passa
por um maximo, decrescendo abruptamente abaixo ou acima desta zona 6tima.

Avaliando-se em 60% o teor de veneno puro (crotoxina) contido no veneno
crit (7) pode-se calcular o N correspondente ao veneno e, por subtragio do
N-precipitado, o N correspondente ao antiveneno.

Verifica-se, assim, que a ratio N-antiveneno: N-veneno, no tubo correspon-
dente ao miximo de N-precipitado variou, nos trés soros experimentados, entre
9.7 e 11.7. Tomando-se, por exemplo, o valor 11 para tal relagio, admitindo que
o antiveneno é uma globulina de péso molecular igual a 180.000 e que o precipitado
formado entre veneno e antiveneno crotalico, no ponto de floculagio Gtima tem
a mesma composi¢io molecular (GA,) que os precipitados nos sistemas toxina-
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antitoxina diftérica e ovalbumina-antiovalbumina (de cavalo), chega-se i conclu-

sio de que o péso molecular da crotoxina deve ser proximo de 33.000 (zx lﬁl.mﬂ _
QOra, éste é justamente o valor atribuido por Storra & ForsteEr (8), ao peso

molecular da crotoxina, calculado pelo teor de metionina. A uma ratio de 12

corresponderia um péso molecular de 30.000: segundo as determinagdes de
GraLiEx & THe Svepeserc (9), o péso molecular da crotoxina é de 30.500.

Quanto ao N correspondente ao antiveneno, atingiria, para os soros 190, 188
e 152, respectivamente os valores de 1.312-1.451 e 0.655 para 4 ml de soro, ou
seja de 328, 363 e 164 mg per ml, valores que estio de acordo com o poder
neutralizante dos soros correspontes e que permitem aferir a atividade do anti-
veneno crotilico na base de cérca de 600 mg de N-antiveneno para a neutralizagao
de 1 mg de veneno bruto (ou 0.6 mg de crotoxina).

As especulaghes tedricas expostas tém, porém, valor limitado, sendo
necessirio comprova-las a custa de dados quantitativos que permitam o calculo
direto da ratio de combinagio entre o veneno e o antiveneno na zona de equiva-
léncia. Estudos quantitativos com a crotoxina sio também claramente indicados.

RESUMO E CONCLUSOES

1. O estudo quantitativo da reagio de floculagio entre o veneno e o antive-
neno crotilico conduz a resultados semelhantes aos que se observam na reagao
toxina-antitoxina diftérica.

2. Os dados quantitativos apresentados nio permitiram calcular a ratio de
combinagio entre o veneno e o antiveneno. Avaliando-se esta, porém, em fungio
do péso molecular da crotoxina, chega-se a interessantes conclusdes sobre a ativi-
dade imunolégica do veneno puro e do antivenepo, que sio brevemente discutidas
no texto.

ABSTRACT

1. The quantitative course of the reactions is very similar for Crotalus ¢.
terrificus venom-antivenin and diphtheria toxin-antitoxin systems.

2. From the data obtained so far it was impossible to calculate the ratio
N-antivenin :N-venom in the precipitate formed within the equivalence zone.

However, when this ratio is determined on the basis of the molecular weight
attributed to crotoxin, interesting conclusions may be drawn regarding the immu-

nological activities of venom and antivenin which are briefly discussed in the
text.
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