Acao de venenos de serpentes brasileiras sdbre
a alexina ou complemento

Dr. F. Rocha Lagdba

O conhecimento acérca da acao inativante de certos venenos de ser-
pentes sobre a alexina ou complemento, existe desde os trabalhos de
OMOROKOV (5), SAacHs & Omorokov (8) e Rirz (7), que verificaram a
destruicao do 3.° componente do complemento (C3), quando se coloca soro
frésco de cobaia em mistura com veneno de cobra (Naja naja) e incuba-se a
mistura a 37°, durante 1 1Z hora.

Posteriormente, em 1932, BIER (2) constatou que o veneno de Bothrops
jararaca destréi uma fracdao diversa daquela assinalada nos trabalhos ante-
riores e que seria idéntica a inativada pela aménea (4.° componente (C4);
logo a seguir, TopA & MITSUE (9) constataram que veneno viperideo atua
sobre o 4.° componente do complemento (C4) destruindo-o, ao contrario
do veneno de Naja naja que destréi o 3.° componente (C3). Esses autores
nao especificaram em sua publicacao qual a espécie de serpente que forneceu
o veneno viperideo usado. Confirmando ésses resultadns, Takano (10),
em 1936, verificou a inativacao do 4.° componente do complemento (C4)
por alguns venenos viperideos (Crotalus, Bothrops, Trimezurus, Mokassin e
Daboia), nao referindo igualmente quais as espécies produforas dos venenos
utilizados.

Em 1939, VELLARD & VIANNA (11) publicaram constatagoes acérca da
acao de venenos ofidicos sébre o complemento, com resultados positivos
para alguns e negativos para outros. Empregaram venenos de Naja tripudians,
Vipera aspis, Trimezuros [lavo-viridis, Crotalus terrificus, Brothrops jararaca,
Bothrops atrox, Bothrops lanceolata e Bothrops jararacussu.

Obtiveram resultados negativos com os venenos de V. aspis e C. terri-
ficus, que revelaram nao possuir poder inativante sobre o complemento; posi-
tivos com os venenos de Irimezurus e Bothrops utilizados e poico intensos

com o da Naja tripudians.

Esses autores nao verificaram qual a fragdo do complemento que sofre
a acao dos venenos possuidores de poder inativante.

Em vista désses fatos pouco definidos e nao enconfrando, na biblio-
grafia consultada, referéncias a estudos relativos a acdo de venenos de ser-
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pentes do Brasil sobre a alexina ou complemento, resolvemos verificar a acao
de alguns désses venenos sébre o mesmo.

Utilizamos venenos de espécies freqiientemente encontradas nas zonas
rurais do pais e pertencentes as familias dos Elapideos, que corresponde a

série proteoglypha e Crotalideos, que corresponde a série solenoglypha.
(AMARAL) (1). Da primeira familia, usamos veneno de Micrurus fron-
talis; da segunda, empregamos venenos de espécies pertencentes aos gé-
neros Crotalus e Bothrops. Do primeiro género, a tinica espécie encontrada

-

entre nés € a Crotfalus terrificus, cujo veneno foi o empregado. Do género
Bothrops, utilizamos venenos das seguintes espécies: Botkrops atrox, Both-
rops neuwiedii, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussia, Bothrops cotiara e
Bothrops alternata, venenos @ésses que nos foram gentilmente fornecidos
pelo Dr. José BERNARDINO ARANTES, do Instituto Butantan de Sao Paulo.

METODOS

A técnica utilizada para a verificacdo da existéncia do poder inativante
dos venenos sobre o complemento foi quase idéntica a usada nos primeiros
estudos sobre o assunto por SAcHs & OmMorRokov (8), técnica esta que
consiste em tomar 1 ml. de séro frésco de cobaia, ao qual se adiciona 0,4 ml.
em solucdo salina a 15%, para o veneno crotalico e 7% para os demais.
O veneno de serpente é diluido a 1/6%. Completa-se o volume para 2 ml.
com agua fisiolégica e incuba-se a mistura em banho-maria, a 37° durante
1 }4 hora. Findo éste periodo, verifica-se a presenca do complemento no
soro estudado, adicionando-se 0,2 ml. do mesmo a um sistema hemolitico
contendo 10 unidades hemoliticas por 1 ml. (diluicio do s6ro hemolitico a
1/200) e mais 0,5 ml. de uma suspensao de glébulos de carneiro lavados e
na concentracdo de 5%. Completa-se o volume total para 3,5 ml. com
agua fisiolégica.

A mistura glébulos-hemolisinas ficou sempre em contato durante 1 hora
pelo menos, antes de ser utilizada, a fim de conseguir-se assim uma perfeita
sensibilizacao das hemacias a acao complementar.

Os séros de cobaia dos quais usamos o complemento, quando nao foram
empregados logo apés o seu preparo, foram sempre imediatamente guardados
submergido em agua gelada no refrigerador a + 4° C., sendo sempre pesqui-

sada a sua atividade complementar, com menos de 24 horas apés a sua
obtencao.
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Somente o veneno de B. jararacussi foi utilizado na quantidade de

0,8 ml. para 1 ml. de séro frésco, devido ao fato de apresentar nessa con-

centracao resultados mais nitidos e constantes.

A verificagdo da existéncia de hemolise demonstrativa da acdo do com-

plemento sdbre os glébulos sensibilizados foi feita apés a manutencao da

mistura no banho-maria a 37° durante 1 hora.

Para constatacdao da fracdo do complemento afetada pela acdo do ve-
neno, empregou-se complemento com as fragdes cuja presenca desejavamos
verificar préviamente destruidas. Assim, para verificar a existencia do
componente no complemento inativado pelo veneno, usamos um complemento
com esta fragao retirada préviamente pelo levedo, o que foi procedido con-
forme a técnica utilizada por Costa Cruz e AzEVEDO PENNA (3) e que nos
deu sempre excelentes resultados. Consiste esta técnica em tomar 0,5 gr.
de levedo Fleischmann (Yeast Fleischmann) em tabletes, dissolver em 20 ml.
de agua, aquecer durante 1 hora a 100°C., centrifugar e lavar repetidamente
o centrifugado em agua fisiologica, até o liquido sobrenadante tornar-se
limpido. Ao depdsito que contém apenas levedo, mistura-se 4 ml. de séro
recente de cobaia e incuba-se durante 2 horas em banho-maria a 37°.
Findo éste periodo, centrifuga-se a mistura e aproveita-se o soro sobrena-
dante. O complemento assim tratado acha-se desprovido do seu 3° com-
ponente (C3).

A destruicao do 4° componente foi conseguida pela técnica original
de GorpoN, WITHEAD ¢ WORMALL (4), com amdnea e que consiste na
adicdo a soro recente de cobaia (1 ml.) de 0,25 ml. de aménea (NH'OH)
a n 6/5, banho-maria a 37° durante 1 hora. Findo éste periodo, neutra-
liza-se cuidadosamente a amoénea com acido cloridrico a n 1/10 (=+ 0,75 ml.
para 1 ml. de so6ro). Esta técnica ¢ delicada e deve ser realizada cuida-

dosamente, dando entao resultados sempre constantes.

A destruicio das 2 fracoes termolabeis do complemento (Cl e C2) foi

consequida aquecendo-se o soro fresco a 56° durante !5 hora.

Os elementos assim preparados, quando ndo eram utilizados imediata-
raente apés o seu preparo, foram sempre guardados imediatamente apos, sub-
mergidos em agua gelada, no refrigerador a 4° C., sendo empregados sempre

com menos de 24 horas apos a obtengao do séro.
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Com essas diversas substancias assim preparadas, realizamos as nossas
constatacoes.

RESULTADOS

Inicialmente, foi verificado o poder inativante dos diversos venenos

utilizados s6bre o complemento, usando-se a técnica anteriormente descrita.

Os resultados obtidos, conforme nos mostra o Quadro [, foram posi-
tivos para alguns venenos e negativos para outros. Os venenos de M. [ron-
talis, e C. terrificus demonstram ndo possuir acao inativante soébre o com-
plemento. Ao contrario, todos os venenos botrépicos utilizados mostraram-
se altamente inativantes, sendo sempre destruido pela sua acdao o 4° com-
ponente (C4) fracdo semelhante aquela sobre qual atua a amoénea, conforme

nos mostra o Quadro Il e o Esquema III.

Aos complementos inativados pelos diversos venenos. tentou-se ainda
reconstituir senao totalmente pelo menos parcialmente a sua atividade hemo-
litica, pela adicdo das fracoées termolabeis. separadamente, conhecidas que
sao as ligagGes existentes entre o 1.° componente termolabil (Cl) e o 3.° com-
ponente termoestavel (C3) e entre o 2.° componente termolabil (C2) e o

4.° componente termoestavel (C4). As fracdes termolabeis foram obtidas

Cruz (3), que consiste em passar uma corrente de CO. em solucao de séro
frésco diluido a 1/10 em agua distilada gelada, centrifugagdo, lavagem do
depésito que contém as globulinas (Cl1), reconstituicao da isotania e pH. e
aproveitamento do liquido sobrenadante que contém as albuminas ({E2ZD)5

Os resultados obtidos foram todos negativos, patenteando-se assim
serem as fragoes termolabeis, isoladamente., incapazes de reconstituirem, pela
sua presenca, a fragao inativada pelos diversos venenos botropicos emprega-
dos. Também o uso das 2 fracoes termolabeis unidas nio reconstituiram a

fracdo inativada pelo veneno.
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QUADRO 1
%
e SISTE;MA
COMPLEMENTO VENENO T MENTO HEMOLITICO
(séro recente | soLUCcAO INATIVADO | -0 U-H. E AGua RESULTADOS
do cobaia) 1/6% FISIOLGGICA PELO VENENG| GLUOBULOS | FISIOLOGICA (HEMGOLISE)
1 1/4 rora |PE CARNEIRO
0%
- | |
1 ml.. . M.gfr;ntallis 0,6 m!. % 0,2 ml. 1,5 ml. 1,8 ml. + 4+
.4 ml.
1 ml... .|C. terrificus | 0,6 ml. S 0,2 ml. 1,5 ml. 1,8 ml.
0,4 ml. e : = Tt
0 et e O B. atrox 0,6 ml. ‘E 0,2 ml. 1.5 ml. 1,8 ml. E
0,4 ml. _ -~
1 ml. . | B. neuwieii 0,6 ml. ” 0,2 ml. 1=5.ml, 1,8 ml. 0
0,4 ml. > %
1 ml.. .. | B, Jararaca 0,6 ml. ¥ 0,2 ml. 1,5 ml. 1,8 ml. -
0,4 ml. ¥ =
1 ml.. .|B.  jarara- = =
cussa 0,2 ml.. 0 0,2 ml. 1,5 ml. 1,8 ml. S
0,8 ml. - -
Il e B. alternaca = =
U,4 ml. 0,6 ml, a8 0,2 ml. Lo ‘mi. 1,8 ml. ~
1 ml... .. | B. cotiara 0,6 ml. 0,2 ml. 1,5 ml. 1,8 ml.
—m
Testemunhas:
1) Solugdo de veneno (0,5 ml.) e sistema hemclitico: ausencia de hemolise (—)
2) Complemento normal (0,5 1/20) e sistema hemolitico: hemolise total (+++)
3) Agua fisiologica e sistema hemolitico ausencia de hemolise (—)
QUADRO II
—
COMPLEMENTO ;| COMPLEMENTO
COMPLEMENTO INATIVADO INATIVADO Lfﬁgﬁ" II‘}“] HE”;}
INATIVADO PELO PELO LEVEDO | PELA AMONEA N LT AGUA RESULTADOS
VENENO 0,4 ML. DE (3° comPO- (4° compo- o canNmrrg | FISIOLOGICA (HEMOLISE)
SoLuciAo 1/69% NENTE NENTE ’fg‘ R
DESTRUIDO (C3)|pESTRUIDO (C4) 0
”
B. atrox—0,2 ml....... 0,2 ml. - 1,5 ml. 1,6 ml. o + 4+ +
B. neuwiedii —0,2 ml.. . 0,2 ml. — 1,5 ml. 1,6 ml. - o
B. jararaca—0,2 ml.... . 0,2 ml. — 1,5 ml 1,6 ml. = +++
B. jararacussi—0,2 ml.. 0,2 ml. — 1,5 mi. 1,6 ml. @) + 4+
B. alternata — 0,2 ml.... 0,2 ml. — 1,5 ml. 1,6 ml. = +++
B. cotiara— 0,2 ml..... 0,2 ml. — 1,5 ml. 1,6 ml. R =t
B. atrox—0,2 ml....... - 0,2 ml. 1,5 ml. 1,6 ml. 'E -
B. neuwiedii — 0,2 ml. ... — 0,2 ml. 1,5 ml. 1,6 ml. 3
B. jararaca— 0,2 ml... — 0,2 ml. 1,5 ml. 1,6 ml. =
B. jararacussi— 0,2 ml. — 0,2 ml. 1,5 ml. 1,6 ml. = s
B. alternata — 0,2 mi.... -~ 0,2 ml. 1,5 ml. 1,6 ml. -
B. cotiara — 0,2 ml...... — 0,2 ml. 1,5 ml. 1,6 ml. o
|

Testemunhas:

Complementos inativados peles venenos e sistema hemolitico: auséneia de hemblisa (—)

Complemento inativado pelo levedo e sistema hemolitico: auséneia de hembjlise (—)

Complemento inativado pela amoénea e sistema hemolitico: ausencia de hemblise (—)

Complemento inativado pelo levedo + _ _
Complemento inativado pela aménea e sistema hemolitico: hem5lise total
Agua fisiolégica e sistema hemolfitico: auséneia de hemblise (—)

(+++)
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COMENTARIOS

Esses resultados nos mostram que entre os diversos venenos de ser-
pentes brasileiras estudadas, somente aqueles provenientes de serpentes do
géenero Bothrops revelaram possuir propriedade inativante sobre o com-
plemento de cobaia, destruindo néle o seu 4.° componente, fracdo esta seme-
lhante a destruida pela aménea, fato portanto diverso do originalmente obser-
vado por SACHS, OMOROKOV e RiTZ com o veneno de Naja naja, que destroi

o 3.° componente do complemento e semelhante ao assinalado por BIER, rela-
tivamente ao veneno de B. jararaca.

O fato registrado de que o veneno de Micrurus fronrtalis e Crotalus
terrificus nao inativa o complemento nos revela que esta propriedade inati-
vante dos venenos de serpentes nao esta ligada as familias a que elas per-
tencem e sim apenas ao seu género, assim o M. }rontalis, cujo veneno nao é
inativante, pertence a mesma familia dos Elapideos que a Naja naja com
veneno dotado de poder inativante e o C. ferrificus, com veneno nao inati-
vante, integra a mesma familia dos Crotalideos, as quais também pertencem
as diversas espécies fornecedoras dos venenos botrépicos por nos utilizados
e que se mostraram grandemente inativantes.

Parece, no entanto, obedecer a certa especificidade a agdao dos diversos
venenos de serpentes pertencentes ao mesmo género, porquanto todos oS
venenos botropicos por ndés empregados agiram sempre inativando a mesma
fracao do complemento, o seu 4.° componente (C4).

Mostram-nos, ainda, ésses fatos que a acao dos venenos de serpentes
sobre o complemento é variavel, conforme a sua natureza, pondendo serem
inativantes ou nao, e, quando inativantes, destruirem a 3.* fracao do com-
plemento, como acontece com o veneno de Naja naja, ou a 4.* fragdao, como

se da com os venenos botropicos usados em nossas verificagoes.

A respeito da natureza do fator inativante contido nos venenos botré-
picos, faremos oportunamente uma publicacao mais detalhada.

SUMARIO

O autor estudou a acao inativante, sobre o complemento de cobaia, de
alguns venenos de serpentes brasileiras pertencentes is familias dos Ela-
pideos e Crotalideos. Da primeira, foi utilizado veneno de Micrurus fron-
talis, da sequnda, foram usados venenos de espécies pertencentes aos geéneros
Crotalus (C. terrificus) e Bothrops (B. atrox, B. neuwiedii, B. jararaca, B. ja-
raracusst, B. cotiara e B. alternata). O venenos de M. jrontalis e C. terri-
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licus se revelaram incapazes de inativar o complemento, ao passo que os
diversos de Bothrops empregados se mostraram altamente inativantes, des-
truindo sempre o 4.° componente do complemento (C4), fracdo idéntica a
afetada pela acao da aménea.

SUMMARY

The author shows in this paper the results of the inactivation of com-
plement or alexin by some Brazilian snakes venoms of the Elapideae and Cro-
talideae families. The venom of Micrurus frontalis (Elapideae family) and
of Crotalus terrificus (Crotalideae family) did not destroy the complement;
but the venoms of Bothrops generus (B. atrox, B. neuwiedii, B. jararaca, B.
jararacussi, B. cotiara e B. alternata), (Crotalideae family) are highly active
in the inactivation complement, always destroing the fourth component, whichis
exactly the same component that is detroyed by ammonia.
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