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A injecao intradérmica de extratos testiculares aumenta intensamente a
permeabilidade do tecido cutianeo, o que se manifesta pela rapida difusio de uma
suspensao de tinta Nankin injetada no mesmo lugar (2, 3, 11, 12).

O poder de aumentar a difusdo é atribuido a um fator especifico (“spreading
factor”) contido nos extratos testiculares; uma certa avaliagio quantitativa obtem-
se medindo a area de infiltracio preta produzida pela injecio simultinea do
extrato -+ tinta Nankin, em comparagio com a drea preta produzida pela injecio
de tinta Nankin em dgua fisiologica.

Um fator semelhante aquéle presente nos testiculos foi encontrado mais
tarde por Duran-Reynals e outros, em extratos bacterianos (estafilococos, pneumo-
cocos. bacilos de gangrena gasosa), em tumores malignos, nos venenos de espé-
cies ofidicas norte-americanas e australianas como também em outros animais
venenosos (aranhas, escorpides, sanguesugas (4, 9, 10, 13, 14).

De acordo com os trabalhos de Duran-Reynals, o spreading factor “de
venenos ofidicos sofre pouco pelo aquecimento a 65-100°, temperatura suficiente
para destruir a agio toxica geral do weneno da rattlesnake”; ao contrario, Madina-
veitia (9) achou o “spreading factor” (mucinase) do veneno de Crotalus atrox
mais termo-sensivel do que os componentes neurotoxicos (protease, lecitinase).

Duran<Reynals mostrou ainda que os soros antiofidicos sio capazes de neu-
tralizar especificamente a agdo toxica local da spreading factor dos venenos.

A presenca de fatores de difusio em orgios, tecidos, liquidos de composi-
¢ao'e proveniencia tio diferente, constituiu um fenomeno problemaitico, até que
Chain e Duthie (1) conseguiram demonstrar que o extrato testicular possui uma
forte agio mucolitica; ésta atividade pode ser demonstrada pela queda ripida da
viscosidade, que soirem certas mucoproteinas (do corpo vitreo do olho, do cor-
dio umbilical) em presenca de extratos testiculares,

(*) Estagiario,
Entregue para publicagio em 13 de fevereiro de 1947,
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Esta observagdo sugeriu a probabilidade de que o spreading factor fosse
nada mais do que uma mucinase — mais exatamente uma hyaluronidase — que
agia sobre as substancias mucoides intrafibrilares do colageno da cutis (13,14).
Esta hipotese foi ainda melhor apotada pelas observagées subsequentes de varios
autores que verificaram que todos os produtos portadores de uma hyaluronidase
provocam também o fenomeno do “spreading’’; por outro lado Meyer e Chaffee
(15, 16, 17) afirmam que nem todas substincias causadoras de “spreading”,
contém necessariamente uma hyaluronidase. Contra ésta observagiao fica o péso
da evidéncia de muitos outros autores que demonstraram uma coincidéncia cons-
tante do fator de difusio e da mucinase.

Faltam até agora suficientes experiéncias quantitativas para realmente provar
a indentidade do “spreading factor’ e da hyaluronidase.

A presenga de um fator de difusdo nos venenos ofidicos de Fipera aspis,
Lachesis alternatus e lanceolatus (= Bothrops jararaca), Crotalus terrificus
Naje haje foi demonstrada por Tarabini-Castellani (19) em 1938; Favilli (3)
verificou que os mesmos venenos possuem um enzima de alto poder mucolitico
que é neutralizado pelos antivenenos especificos; o aquecimento do veneno a
/0° durante 30’ aboliu inteiramente o seu poder mucolitico. Também o veneno
"da Vipera russellti possui um fator que reduz a viscosidade de acido hialuro-
nico; pela digestio enzimatica do muco libertam-se substincias redutoras, como
N-acetyl hexosamina, cuja quantidade é em certa relagio quantitativa ao de-
crescimo da viscosidade (14) (*).

Madinaveitia (9) purificou a mucinase da Crofalus atroxr por adsorcio a
terra de Fuller.

A importancia pratica do “spreading factor” reside no fato que éste prin-
cipio parece intimamente ligado a facilidade com que certos germes piogénicos
se implantam no tecido impregnado por tal fator. E de fato conhecido o grande
perigo da infecgdo local das feridas causadas pela mordida de serpentes venenosas.

O presente estudo trata da presenca do “spreading factor” nos venenos de
Bothrops jararaca e de Crotalus terrificus terrificus e sua neutralizagio pelos
soros especificos.

MATERIAL E METODOS

No estudo do “spreading factor™ na pele depilada de coelhos encontramos
certas dificuldades de ordem técnica que conseguimos eliminar somente depois
de repetidas experiéncias em numerosos animais. Além da dificuldade de de-
positar quantidades iguais do veneno soro, etc., na mesma altura da epiderme,

(*) Também outras substincias redutoras como o dcido ascirbico, phenylhydrazina,
etc. produzem uma diminuigio da viscosidade do muco.
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os coelhos demonstraram uma reatividade individua] bem variavel tante em re-
lagio ao sOro como aos venenos ou a mistura dos dois. Para excluir o mais
possivel éste fator individual injetamos no lado direito do abdomen os contro-
les (tinta Nankin em salina, soro antiofidico 4 tinta Nankin; soro normal 4-
tinta Nankin) e no lado esquerdo os respectivos reativos junto com O veneno.

O lugar da injegao (perto do processo xifoide ou da sinfise) parece pouco
influenciar o tipo da reacio. Por outro lado a leitura dos resultados fica em
certcs casos dificultada numa observagio prolongada (2-3 horas) pela con-
fluéncia das zonas de “spreading”, impossibilitando desta maneira uma de-
marcacao exata das lesoes. Em tais casos repetimos a experiéncia num maior
ntimero de coelhos, nos quais foram aplicadas s6 4 injecdes por animal (2 para
o teste, 2 para controle). No estudo do spreading factor é imprescindive] es-
colhér animais aproximadamente do mesmo péso e idade. Os animais com um
péso acima de 2500 gramas apresentam geralmente uma pele rigida, grossa em
que o fenomeno do “spreading” se desenvolve pouco nitidamente.

Preferimos para este estudo, em geral, coelhos (brancos) com um peéso me-
dio de 1200 — 1500 gramas, cuja pele fina é um indicador sensivel ao “spreading
factor”. Uma avaliagio quantitativa do grau do “spreading” fizemos medindo
o diametro maximo da zona corada pela tinta Nankin.

Um fator que dificultou ainda o estudo da acio “anti-spreading”™ dos
antivenenos, foi a propriedade de certos soros causarem por si s0 (sem presen-
¢a do veneno) um nitido “spreading” em comparagio com o controle. Encon-
tramos éste fenomeno principalmente com os soros anticrotilicos (tanto nati-
vos como concentrados pelo sulfato de amoénio). Em tais casos, naturalmente
nio se pode concluir sobre uma eventual neutralizagio do veneno.

A maior frequéncia do spreading espontineo dos soros anticrotilicos (obser-
vado ocasionalmente também com os soros anti-botropicos) pode se explicar, em
parte, pelo fato que a quantidade relativa do soro injetado era maior nos soros
crotalicos devido ao seu menor titulo de neutralizagio, (outros pormenores da
técnica podem ser vistos nas tabelas I e II).

Nos seguintes graficos (I, ITa e ITb) estico condensados os resultados de
varias experiéncias realizadas num total de 46 animais e com 4 soéros antibotro-
picos. 4 soros anticrotalicos ¢ 8 soros normais de cavalo,

RESULTADOS

Grafico 1

“Spreading factor” do veneno de Bothrops jararaca e sua neutralizagio pelo
antiveneno especifico. As abscissas ddo o tempo de observagic em minutos, as
ordenadas o diametro maximo do spreading em cm.



08 O FATOR DE DIFUSAO (*SPREADING FACTOR™) DOS
VENENOS DE BOTHROPS JARARACA E DE CROTALUS
TERRIFICUS TERRIFICUS

Gru:{ica I o
cm A
6. o
5. e
B ! . be =
J
_....5
y -
ovs= 3ol
11
10 30° &0’ 90’ 3h
l——Vaeneno Bethrops jararaca + antiveneno
e FPR ol i - + soro normal fcn.uﬁ.[ﬂ}
r P s +ﬂ|..guq. ]‘.'.;i.nl..éﬂ;.:m

s Onliveneno bolhrdpiece

§---S50re normal (cavalo)

i--“q.ﬁu.a.. {LaLnLéBi.tn
TaserLa [

(mostrando a propor¢do dos vdrios reativos misturados in vitro)

Tubos n.®
S
1 2 k 4 5 L
Tinta Nankin 1/10 .. 0.8 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml
Sol. weneno jararaca
10 mg/ml ......:. 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml — — —
Soro antibotrépico (**) 0.5 ml - — 0.5 ml e e
Séro normal de ca-
Tﬂﬁ {.J AR e — n;s II!I —, — ']'.s m[ —
NaCl fisiolégico .... — — 0.5 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.6 ml

(*) Os soros normais de cavalo nunca mostraram uma tendéncia a um “spreading”™
espontineo, mesmo quando usados em doses elevadas. As pequenas quantidades de fenol,

contidas nos antivenenos ofidicos, nio influem sobre o “spreading”™ como conseguimos we-
rificar em controles realizados neste sentido.

(**) 4 diferentes soros nativos e concentrados pelo sulfato de amoénio que se com-
portaram praticamente de modo idéntico. O titulo antitoxico dos 4 sboros testados
em pombos variava de 1,9 mg a 24 mg de veneno neutralizado por 1 ml de sdro.
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De cada mistura, dos tubos 1-6, injetam-se 0.2 ml intradermicamente na pele
abdominal do coelho. A quantidade do soro antibotropico usado corresponde
aquela que na dosagem em pombos neutraliza 1 mg, ou seja a quantidade de
veneno injetado nesta experiéncia.

Conclusio: 1) O veneno de Bothrops jararaca, injetado intradermicamen-
te no coelho em quantidades de 0.2 mg (contido num volume de 0.2 mgl)
mostra nitidamente a presenca de um “spreading factor”. Este fator é quase
completamente neutralizado em presenca de quantidades equivalentes (*) do an-
tiveneno especifico. Também o soro anticrotilico parece exercer uma certa ini-
bigdo, que alids - mais fraca do que a causada pelo soéro botrépico (**). O séro
normal de cavalo reforga nitidamente o “spreading’ causado pelo veneno. Varios
s0ros normais testados sempre deram auséncia de um “spreading factor™, en-
quanto que alguns dos soros anti-Bothrops jeraraca também em auséncia de ve-
neno promoveram a difusio da tinta Nankin na epiderme do coelho; tais soros
nio podiam ser usados no estudo da neutralizagio do “spreading factor” dos
VEenenos.

B. Veneno crotdlico

Taeera II

(mostrando a proporcdo dos vdrios reativos misturados in vitro)

Tubos n*
1 2 3 4 L1 6
Tinta Nankin 1/10 .. 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml
Sal. venene (. 1. ter-
rificus 5 mg/ml . 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml —_— _— _—
Séro anticrotilico (1
ml nentraliza 0.8
1 mg veneno) .... 1.3 ml — — 1.3 ml —_— —
Séro normal de cavalo —_ 1.3 ml — —_ 1.3 ml .
Na CL fisol. ...... — —_ 1.3 ml 0.2 ml 0.2 ml 1.5 ml

(*) De acérdo com o poder antitéxico geral testado em pombos. Experiéncias quan-
titativas no sentido de determinar a dése minima do séro, capazes de inibir o “spreading ",
nio foram feitas.

(**) Devido ao nimero relativamente pequeno de observagdes eéstes resultados nfo
foram registrados no grifico L
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Grafico 1Ia e IIb

“Spreading factor” do veneno de Crotalus terrificus terrificus e sua neu-
tralizagiio pelo antiveneno especifico. As abscissas dio o tempo de observagio
-em minutos, as ordenadas o diametro maximo em cm.
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De cada mistura dos tubos 1-6 injetam-se 0.2 ml intradermicamente na pele
abdominal do coelho. A quantidade de soro anticrotilico usada corresponde
aquela que na dosagem em pombos neutraliza 1 mg, ou seja, a quantidade de ve-
neno usada nesta experiéncia. Devido ao baixo podtr neutralizante destes soros,
comparados com o0s soros antibotrGpicos, a quantidade absoluta do soro nestas
experiéncias ¢ maior do que nas experiéncias com veneno e soro botropico.

Os resultados obtidos foram divididos em 2 grupos; incluimos no grafico
ITa aquelas experiéncias em que os soros crotalicos nio possuiram fator intrin-
sico capaz de promover a difusio da tinta Nankin, permitindo desta maneira
observar o seu poder neutralizante sobre o “spreading factor” do veneno; in-
cluiram-se ainda os soros de cavalo que aumentaram s6 fracamente o “spreading”
<ausado pelo veneno. No grafico IIb registramos as experiéncias com soros an-
ticrotalicos, que possuiram por si mesmos um fator de difusio e os soros nor-
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mais que promoveram fortemente o “spreading”, quando combinados com o ve-
neno crotilico. O contetido dos séros anticrotilicos € normais (de cavalo) em
fenol na quantidade de 0.2 — 0.4% nio influe sobre o cariter do “spreading”,
como conseguimos verificar em experiéncias de controle,

Conclusdo: O veneno de Crotalus terrificus terrificus possui um “sprea-
ding” factor neutralizavel pelo anti-soro especifico (grafico Ila). Alguns dos
soros anticrotalicos possuem um poder intrinseco de aumentar a difusio da tinta
Nankin (grafico IIb), desconhecendo-se os fatores que determinam esta quali-
dade peculiar a alguns soros. O soro normal de cavalo, por si s6 incapaz de
promover a difusio da tinta Nankin reforca o “spreading” causado pelo veneno
crotalico; o valor ativador de soros normais sobre o “spreading factor” do ve-
neno crotilico varia de soro para soro (fraca ativagio: grafico Ila; forte ati-
vagiao: grafico IIb). Apesar de algumas observagdes indicarem uma fraca agio
inibrdora do soro antibotropico sobre o “spreading factor” do veneno crotalico,
nio incluimos estas experiéncias nos graficos zcima, devido a escassez de obser-
vagoes detalhadas.

4

Interessava ainda saber si 0s venenos botropicos ¢ crotalicos, portadores do
“spreading factor” possuem também uma atividade mucolitica. Por falta de apa-
relhagem adequada, fizemos um test de orientagio, no qual medimos o tempo
de esvaziamento de uma pipeta de bola com uma capacidade de 18 cm®. Com-
paramos o tempo de esvaziamento da mistura muco (corpo vitreo de olho de
boi) 4 veneno -+ buifer (*), depois de varios periodos de incubagio a 37.°,
com o tempo de esvaziamento de muco -+ buffer e de agua -} buffer.

Verificou-se em numerosos experiéncias paralelas, uma diminuigio progres-
siva da viscosidade em todas as misturas muco -+ veneno, atingindo valores pouco
acima do valor de 4gua; contrariamente a mistura muco -+ buffer conservou
uma viscosidade constante durante todo o tempo de observagao.

Conclue-se disso que tanto o veneno de Bothrops jararaca como de Crotalus
terrificus terrificus, portadores de um “spreading factor”, possuem também uma

mucinase capaz de reduzir a viscosidade de substratos ricos em acido hyalurdnico
(corpo vitreo de olho de boi).

(*) buifer acetato pH 48 o que corresponde aproximadamente ao optimum da ati-
vidade da hyaluronidase.
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Taesera III

Diminuigdo da viscosidade do corpo vitreo de 6lho de boi em presenga de venenos
botrdpico e crotdlico

1) 2) 3) 4)
Contacto | v ey vitréeo 17.0ml] Corpo * vitreo  17.0mil]| Corpo vitreo 17.0mi] Agus dist. ... 17.0
dos reat. | Ven. jararaca ‘en. crotilico sol. fisiol .. 1.0ml|sol fisiol .... 1.0
v 113 20 mg/em® 1.0ml| 20 mg/em® 1.0ml|buffer ..... 2.0ml| buffer acet. pH
Buffer ...... 2.0ml| buffer ...... 2. 0ml TE. 1 e uag 2.0
Oic.s 36% " 37 " 37 29"
1 h. - 3 - g " 29"
2 U, 3014 " 11 " 17 " 29"
- - 104" 17145 10"

Os segundos indicam o tempo de esvasiamento de uma pipeta graduada de 18 em3 volume.

DISCUSSAD

Confirmam-<se os resultados obtidos por Tarahini-}:astellani (1938) sobre
a presenca de fatores de difusio nos venenos de Bothrops jararaca e de Crotalus
terrificus.

Nossa observagdo de que a atividade do “spreading factor” dos venenos bo-
tropico e crotilico € nitidamente reforgada em presenga do soro normal parece
interessante por que uma ativagio pelo soro pode s:r observada também em
outras fracoes dos venenos:

1 Ativacio do poder hemolitico em presenca de soro; este fenomeno pode
ser explicado pelo desdobramento da lecitina do s6ro com a formagdo de liso-
lecitina, ndo podendo-se excluir a possivel colaboragao de outros fatores ativan-
tes do soro.

2 Ativagio do poder metahemoglobinisante do veneno de B. jararaca e de
outros venenos botrépicos (observacio niio publicada do autor).

Nio temos conhecimentos exatos de que maneira o soro ativa o “spreading
factor”, podendo-se admitir a formagdo de um produto secundirio ativo, liber-
tado do soro sob a influéncia do veneno.

A verificada diminuicdo da viscosidade de acido hyaluronico (impuro) em
contato com os venenos de Bothrops jararaca e de Crotalus terrificus terrificus
confirma os resultados obtidos por Favilli (5) demonstrando a coincidéncia, si

3
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nao a identidade, dos “diffusing factors” e da mucinase (hyaluronidase). De
acordo com os recentes trabalhos de Humphrey (7,8) parece mais certo de ad-
mitir a existéncia de diferentes hyaluronidases nos varios venenos e toxinas g
que explicaria a especificidade dos antisoros capazes de suprimir o “spreading”
causado por certa substancia (venenos, extratos de orgios etc).

Analizando os principios responsaveis pela atividade do “spreading’ dos ve-
nenos ofidicos, é preciso tomar em consideragio também a capacidade dos ve-
nenos de libertarem histamina, a qual por sua vez promove a migragio de par-
ticulas coloidais no tecido cutianeo (18).

RESUMO

Os venenos de Bothrops jararaca ¢ de Crotalus terrificus terrificus possuem
um fator de difusdo (“spreading factor’) neutralizivel pelos respectivos anti-
soros especificos, mostrando-se ainda uma neutralizagio incompleta pelos soros he-
terologos.

A atividade do “spreading factor” é intensamente reforgada pela mistura
dos venenos com soro normal de cavalo; tais soros possuem por si s ne-
nhuma atividade de “spreading”. Entre os antivenenos botropicos e crotilicos
(ambos preparados em cavalos), encontraram-se alguns que possuiram um poder
intrinseco de causarem o fenomeno de “spreading”.

A ativagdo do “spreading factor™ dos venenos pelo soéro normal tém uma
certa analogia na ativagio pelo soro, observada em outras fracGes de venenos:
ativacio da hemolise, ativagio do poder metahemoglobinisante (transformacio da
hemoglobina em metahemoglobina) (*).

Os venenos de Bothrops jararaca e de Crotalus terrificus terrificus possuem
uma mucinase capaz de reduzir a viscosidade de acido hyaluronico (corpo vitreo
do olho de boi).

Analisando os principios responsaveis pelo fenomeno do “spreading” causado
pelos venenos ofidicos, é preciso considerar também a capacidade dos venenos
de libertarem histamina, a qual por sua vez promove a migracio de particulas
coloidais no tecido cutaneo.

ABSTRACT

The venoms of Bothrops jararace and Crotalus terrificus terrificus are car-
riers of a spreading factor which is completely neutralized by the homologous
antivenoms and partially by the heterologous antivenom.

(*) Observacdes do autor nio publicadas.
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The intensity of spreading caused by either venom is strongly activated in
presence of normal horse serum, which had stayed in contact with the venom du-
ring 1/2 hour at 37.°. Normal horse serum by itself does not increase the sprea-
ding of Indian ink, on intracutaneous injection. The activation of the spreading
factor by normal sera has a certain analogy in the serum-activation of other to-
xic principles of some venoms: the activation of hemolysis, the activation of an
oxydizing enzame which transforms hemoglobin in to methemoglobin.

In some instances antibothropic and anticrotalic sera, both prepared in hor-
ses, were found to contain an intrinsic spreading promoting principle,

Bothropic as well as crotalic venoms reduce the viscosity of vitreous humour
preparations (mucinase activity).

In appreciating the spreading activity of snake venoms and the supposed
identity of the spreading factor and hyaluronidase, the histamin liberating po-
wer of these venoms should also be taken into account, since histamin by itself
is known to promote the migration of colloidal particles in the dermal tissue.
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