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ESTUDO QUANTITATIVO DA REACAO DE FLOCULACAO

ENTRE O ANTIVENENO CROTALICO E UMA FRACAO

PURIFICADA DO VENENO DA CASCAVEL NEOTROPICA
(CROTALUS T. TERRIFICUS) (*)

roke OTTO G. BIER

(Do Laboratério de Imumologia do Imstituto Butamtan, Sdo Pawlo, Brasil)

Em trabalho an‘erior (1), apresentamos alguns dados quantitativos refe-
rentes ao N precipitado de uma quantidade constante de antiveneno crotilico
em presenca de quantidades crescentes do veneno correspondente,  Verificou-se,
entdo. que o decur:o da reagio ¢ muito semelhante a0 que se observa no sistema
toxina-antitoxina diftérica, nio tendo sido possivel, entretanto, calcular a
ratio de combinagio entre o veneno e o antiveneno, a qual sé poude ser avaliada
indiretamente, admitindo-se a hipiotese de que a fragio do wveneno precipitado
correspondia a crofoxing de Slotta et al (2), existente na proporgio de 609
do venesno bruto.

Prosseguindo nesta ordem de pesquisas, sio referidos no presente trabalho
os resultados das anahises dos precipitados formados pclo antiveneno crotilico
mediante a adi¢iio de quantidades crescentes de uma fragio purificada, electro-
foreticamente homogeénea, do veneno da C, terrificus.

MATERIAL E METODCS

Purificagdo do wememo. Para a purificagio do veneno foi utilizado um
processo baseado na precipitagio em pH proximo do ponto isoelétrico (4.4 a 4.6),
tal como o usado por Slotta & Fraenkel-Conrat (2) para o preparo da crotoxina
amorfa.

1 g. de vineno crotilico séco, antigo, do estoque do Instituto Butantan, foi
dissolvido em 12 ml de sol. N/10 de HCI, do que resultou um soluto opalescente,

(*) Trabalho realizado no Dept. of Medicine & Biochemistry, College of Physicians

& Surgeons, Columbia University, New York, com a ajuda de uma bolsa da “ John Simon
Guggenheim Memorial Foundation ™,

Recebido para publicagio em 6 de dezembro de 1946,



32 ESTUDO QUANTITATIVO DA REACAO DE FLOCULACAO ENTRE
0 ANTIVENENO CROTALICO E UMA FRACAO PURIFICADA DO
VENENO DA CASCAVEL NEOTROPICA (CROTALUS T. TERRIFICUS)

ao qual se adicionaram 84 ml de H,O distilada. Ap6s uma noite a O°C sepa-
rou-se por centrifugagio o precipitado existente e ao sobrenadante, cujo pH
era 4.37, adicionou-se suficiente sol. N/1 de NaOH para elevar o pH a2 4.6
(electrodios externos imersos na solugio). Adicionando-se 2 ml de alcoo] etilico
e resfriando-se o soluto por imersio do frasco em dgua com gelo picado, desen-
volveu-se imediatamente abundante precipitagio. Depois de uma noite na
geladeira, foi o precipitado separado por centrifugacio em cimara fria e dis-
solvido em 10 ml de sol. 49 de NaCl, com a adi¢io de gotas de sol. N/10
de NaOH, de maneira a assegurar um pH final proximo de 7.0.

A seguir foi o soluto transferido para um tubo de celofane e dialisado
contra 500 ml de sol. 49 de NaCl tamponada com fosfatos a pH 7.4, com
mudanca didria do liquido de didlise, durante 4 dias, a O°C. O soluto dialisado,
apos centrifugagio enérgica em centrifugo de angulo, deixou separar apenas
um pequeno residuo insolivel e um liquido sobrenadante perfeitamente limpido.
Teor de N (micro-Kjeldahl): 1.44 mg por ml, ou seja, em proteina, 0.9%.

Verificacdo da pureza da fracdo isolada. O soluto acima foi analisado
electroforeticamente em aparelho tipo Tiselius (3): apenas 1 componente foi
observado.

Deterntinacdo da toxicidade. Feita mediante a injecio intraperitonial em
camundongos de 15-20 g. Nestas condigbes, a nossa solugio de “crotoxina”
(*) mostrou uma D.L.M. compreendida entre 0.11 e 0.055 de gama, ao passo
que uma solu¢io de veneno bruto se mostrou capaz de matar os camundongos
em dose proxima de 0.25 de gama. Convém salientar que tais determinagoes
prescindem de rigor pois sio baseadas em pequeno niimero de animais e é
pertinente lembrar que os valores acima registrados nio podem ser compara-
dos aos observados por Slotta & Szyszka (4), que utilizaram a via subcutanea.

Andlise dos precipitados especificos. Quantidades crescentes de “crotoxina”,
representadas por 1 ml de diferentes diluigbes foram adicionadas a uma série
de tubos contendo 1 ml de soro anti-crotdlico (antiveneno do Instituto Butantan,
cavalo n.2 213; 10 ml — 9 mg de veneno). Apos 24 horas ou mais de per-
maneéncia na geladeira, foram os precipitados separados por ceatrifugagio em
centrifuga refrigerada e lavados trés vezes com porgoes de 3 ml de dgua fisio-
logica gelada.

(*) Por ecconomia de expressio a palavra “crotoxina” seri usada para denotar a
fracio purificada do veneno crotilico referida no presente trabalho. A identidade entre
esta fraciio e a proteina obtida em estado cristalino por Slotta et al. requer, todavia, veri-
ficacbes adicionais.
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As determinagbes de N foram feitas por uma modificagio do método micro-
Kjeldahl, recebendo-se a amonea acarretada por uma corrente de vapor d'igua
em solucio de acido borico com indicador e titulando-se diretamente com HCI
N/70. Anilises em duplicata, tolerando-se apenas diferengas de 10 a 15 gamas.

RESULTADOS

Pode-se ver na Tabela 1 que quantidades de “crotoxina” compreendidas
entre 450 e 644 gamas deram valores de N precipitado praticamente iguais, isto
é, com diferencas compreendidas dentro dos limites do érro experimental. Os
tubos correspondentes a 700, 800 ¢ 900 gamas de “crotoxina” nio deram va-
lores satisfatérios para as anilises em duplicata, o que se deve, sem divida,
ao fato que, na zona de inibigio por excesso de antigeno, a precipitagio nio €
completa apds uma noite de permanéncia na geladeira.

Com efeito, os sobrenadantes dos tubos correspondentes a 800 ¢ 900 gamas
eram distintamente opalescentes, e assim permaneceram mesmo quando se pro-
longou a 2 horas o tempo de centrifugacio.

Tangra |

Floculagdo gquantitative do séro crotdlico 213 por gquanhidades crescenles
de “crotoxma”, apds wma moite a 0°C.

i
l- * Crotoxina ™ N precipitads Ratio
e N/70o HQ por 1 ml de N-antivenens N-antiveneno
| 5 sdrn Noveneno
gamas ml Eamas gamas
450 F .54 4,50 YE4 912 12.8
500 . 5] 5.08 .14 1022 G42 11.8
50 ES 5.06 .00 1004 918 10.4
&00 w4 4,96 4.592 GER 92 9.3
70 112 4.8 4. 37
850 128 2.93 2.0%
900 144 I 16 .40 ®

Uma segunda série de determinagbes foi, por isso, efetuada deixando-se
completar a precipitagio durante oito dias na geladeira (tabela II).
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TaserLa 11

Floculagdo quantitativa do séro crotilico 213 por quantidades crescentes
de “crotoxina”™, apds 8 dias a 0°C.

* Crotoxina ™ N precipitads Ratio
N/70 HQ por 1 ml de N-antiveneno N-antiveneno
proteina N o S-yeneao
i
gamas ml gamas gamas

50 L} 0 0 0
100 16 0 0 0
150 24 .02 02 40
2040 32 11 .08 190
300 45 3.29 .34 663

o 0Hy Hd 4_55 4.56 911 E47 13.2

600 W6 4 .90 4, Ed G674 B7R 9.15

J00 112 4.56 4.460 216 EO4 7.18
800 128 3.74 3.82 756
%00 144 1.73 1.66 339
DISCUSSAO

Os resultados combinados das experiéncias referidas nas tabelas I e II vem
resumidos no grafico N.° 1. A precipitagio prolongada na geladeira, durante
8 dias permitiu estabilizar os valores de N-preciprtado na zona de imbigao por
excesso de antigeno (700, 800 e 900 gamas de “crotoxina’) e, presumivelmente,
também na zona de inibi¢io por excesso de anticorpo (150, 200 e 300 gamas).
Os valores correspondentes aos pontos proximos da zona de equivalencia (400
e 600 gamas) formam uma série coerente nas duas séries de experiéncias e,
no que concerne a um ponto comum determinado em ambas as séries (600
gamas), os valores obtidos para o N precipitado (988 e 974 gamas) estio
compreendidos dentro dos limites de érro do método analitico empregado.

Ha bom fundamento para afirmar-se que a zona de equivalencia para o
antiveneno estudado é muito proxima de 500 gamas de “crotexina”™ per 1 ml
de soro. Com efeito, 0 maximo de N precipitado se observou com 500 e 550
gamas de “crotexina” e, por outro lado, determinagbes feitas usando-se uma
quantidade constants de veneno (1 ml de uma solugio contendo 45 gamas de
“crotoxina’) em presenca de quantidades varidveis de antiveneno, mostraram
um otimo de floculagiio, segundo Ramon, apés um tempo de incubagio de 20
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Microgramas

¥
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N precipitado por ml de sbro
[Antiveneno crotblico 213, 1. Butantan)
o

i 1 1 1 1

| [ [ I | -
w X2 11& 64 A0 96 n2 128 144 160

Microgramas de N-Crotoxina
Gririco N.° 1

minutos & temperatura de 56°C, nos tubos correspondentes a 0,08 e 0.1 de soro.

Tom:ndo-se como valor médio, 0,09 ml de soro para 45 gamas de “crotoxina”,
45
0,00 —
Verificacoes de toxicidade nos sobrenadantes foram feitas mediante a
injecio de 0.5 ml no peritonio de camundongos de 15-20 g: auséncia de “croto-

xina" livre nos sobrenadantes correspondentes a 150, 400 e 600 gamas; morte

cada ml de soro corresponderi a 500 gamas de “crotoxina’”.

imediata do animal injetado com o sobrenadante do tubo contendo 900 gamas
de “crotoxina”,

Mesmo em se admitindo, porém, uma zona de equivaléncia mais extensa,
entre 450 ¢ 600 gamas, as ratios obcervadas variam apenas entre 126 ¢ 9.3

(ou 9.15) e confirmam, pois, as observacdes feitas anteriormente com solucies
de veneno bruto (1).

No presente trabalho tais ratios foram calculadas diretamente dos valores
de N dosados numa solugio de “crotoxina” electroforeticamente homogénea.

Nio foi possivel, a exemplo do que fizeram Pappenheimer & Robinson
(5) com a toxina diftérica, determinar por via imunolégica a homogeneidade
do antigeno utilizado, a partir dos valores de N precipitados de uma quantidade
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constante de antitoxina. Nas experiéncias de Pappenhe¢imer & Robinson foi
possive] observar que uma variagao de 100 gamas na quantidade de N-toxina,
dentro da zona de equivaléncia, é acompanhada de uma wvariagido total de 100
gamas no teor de N precipitado, a qual se opera proporcionalmente a variagdo
do antigeno. Tal nio se logrou observar, entretanto, no sistema por nos estudado,
em virtude de ser muito estreita a zona de equivaléncia (entre 450 e 550 gamas
“crotexina”, ou sejam, 72-88 gamas de N-crotoxina). Dentro de tais limites,
a variacio observada no N precipitado foi de 38 gamas entre 72-80 e de 16,
entre 80-88 gamas de N-crotoxina, de sorte que qualquer avaliagio no sentido
daquela feita por Pappenheimer & Robinson para o sistema toxina-antitoxina
diftérica ficou obviamente prejudicada.

O essencia] das verificagGes apresentadas no presente trabalho é a con-
firmacdo, por via direta, da ratio de combinacio entre o veneno e o antiveneno
sugerida em trabalho anterior (*).

Atribuindo-se ao composto formado na zona de equivaléncia a compo-
si¢io molecular GAs; ao antiveneno, o péso molecular de 180.000 (o mesmo da
antitoxina diftérica, ndo digerida, de cavalo) e 4 “crotoxina”, o péso molecular
de 30.500 (**), a ratio esperada é de (2 x 180.000): 30.500 = 11.8, que
foi exatamente aquela observada no ponto de equivaléncia.

RESUMO E CONCLUSOES

1. Usande uma fracdo purificada, electroforeticamente homogénea, do ve-
neno da Crotalus t. terrificus, foi possivel determinar diretamente a ratio de

combina¢io entre 0 veneno e o antiveneno crotalico.

2. Como se podia esperar, em virtude do peso molecular da “crotoxina”™

(30-33000), ta] ratio é proxima de 10, isto é, dupla daquela observada para
a toxina diftérica (péso molecular, 70.000).

(*) Uma revisio dos cilculos apresentados em (1) leva a uma pequena corregio,
em virtude de se ter atribuido o valor de 0.78 mg (e nido de 0.88 mg) a quantidade
de veneno crit contida per ml do soluto de veneno empregado naquelas experiéncias. Tal
correcio modifica apenas ligeiramente os valores obtidos para a ratio na zona de equi-
valéncia, os quais persistem muito priximos de 10, sem alterar, portanto, as conclusdes
apresentadas.

(**) Segundo as verificacoes de Gralén & Svedeberg (6).
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ABSTRACT

1. By using a purified, electrophoretically homogeneous fraction from the
venom of Crotalus t. terrificus, it has been possible to make a direct evaluation
of the combining ratios between venom and antivenom.

2. As expected from the molecular weight of crotoxin (30-33000) the
ratio at the equivalence zone is near 10, ie., double of that observed for
diphtheria toxin (molecular weight 70.000) with equine antitoxin.

Desejamos expressar os nossos agradecimentos aos Drs. M.
Heidelberger ¢ M. Mayer, do “ Dept. of Medicine, College of Phy-
sicians & Surgeons, Columbia University ", pelas valiosas suges-
toes apresentadas ¢ pelo constante interesse que demonstraram du-
rante a realizacio deste trabalho.
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