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COMRIBUCION 4L ZITUDI0 D LO5 Viin5d03 DiE SERPIL.TES

DL GLI3ER0 DOTHEROES

Se han reunido en este trabajo una serie de ensayos, reali-
zados en el deseo de estudiar el comportamiento de 1los venenos de
algunas serpientes sudamericanasS.

Todos estos ensayos se refieren a la actividad coagulaute del
veneno por la facilidad de su dosaje a travéds de lu nisua.

e ha estudiado aqui accidn de temperatura y accién de lz con-
centracién del idn nidrdégeno y se hicieron adeuds ensayos de ad-
sorcién, pars todo lo cual fué necesaric establecer un método cuan-
titativo de dosaje.

iiientras se realizaba este trabajo gparecid uno de Slotta y co--
laboradores que en algunos puntos coincidfa con lo realizado por
nosotros, tal como lz accién del pH sobre el principio coaguleante
que 81 estudia sobre los venenos de Crotalus 2. T. y B. Jararaca y
nogotros sobre los de Bothrops Alternata, Neuwiedii y Jararsca.
También establece el mencionado autor un método de dosaje basado en

los mismos principios que el empleado por nosotros, pero lo reali-

za en forma distinta.
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DL PODER COAGULLANTE DE LOS ValSNOS.

Parae estudiar.el principio coagulante de los venenos tmta
mos de establecer un métado que permitiera el dosaje de esas :
actividades en forma compam ble.

Se pensd por supuesto en emplear para esto la velocidad de
coagulacién de un plasme.

Se estudiaron separadamente los diversos componemtes y fac

tores del sistema:

VENENO

duéndo ge eétudia el poder. coagulente de un veneno emplea-
do en soluciones muy concentradas,frente a un ﬁismo plasma, se
hace diffoil determinar diferencias en los tianpos de coagula-
¢ién para pequefias diferencias de la concentracidn del veneno.

Ensayando soluciones dilufdas de veneno de Bothrops Alter-
nata se encontrd que,empleado en soluciones de concentracién -
entre 1 y 10 gammas por centimetro edbico para 2,5 centfmetros
cibicos de plasme,se obtenfan tiempos de coagulacién gue varfan
entre doce y diez y nueve minutos como lo indican los cuadros -

siguientes,donde Plj,Pl,,etc. son los plusmas estudiados.



CONCENTRACIONES PIZIPOS DE COAGULACION (en minutds).

P1, P1l, Plz Pl Pl;  ple

10 3/cec. 3 22 2 3% 4%
9 " 3 25 2 3% 4%
g " 3 3 5 4 3 4
7 " 3 3% 24 4% % 4
6 " 3% 3% 2% 5 4 5k
5 " 4 4 23 63 4 6
4 " 4% 5 3% 7 5 6
3 " 6 6 4 8% 5% 8
2 " 7 8% 6 40 10§ 10
1 n 12 14% 10 14 15 19

puede verse aquf que variaciones de un gamma por centfmetro cg
bico representan,en soluciones de concentracién inferior a 5 ”

,/co. variaciones de tiempo de cogulacién facilmente observables.
Para concentraclones mayores las diferencias de tiempo de coagu-
lacién se leen con un error considerable y no nos parecié conve-
niente emplearlas.

PLASKA

_~ -

proparada por adicidén de 4 centimetros de solucién de oxalato de
sodio al 2,6 4 a 100 centfmetros cdbicos de lfquido total (san-
gre més solucién de oxmlato);el plasma se separa de los glabulos
por centrifugacidéne.

31 frente a diferentes plasmas se hubiera obtenido,con un mis
mo veneno un mismo tiempo de coagulaciédn,el método hubiera dado

resultados comparables,no sélo en manos de un mismo operador sino



también entre distintos laboratorios.

Desgraciadamente no ocurrid asf;diferentes plasmes dieron -
tiempos diferentes pare eantidwd—de cantidades iguales de un mis
mo vensno (ver el cuadro anterior).3in embargo,un mismo plasma,
no muy enve jecido,coagulado con cantidades crecientes de un mis
mo veneno,da tiempos iguales,dentro del error experimental,comd

Se puede ver en el cuadro siguiente:

CONCENTRACIONES TI:MPOS D& COAGUIACION (en minutos).
- — g;}gﬁgii - | % horas
10 (/ce. 7 3

9 " 3% 3

g v 3 3%

7 @ 3% 33

6 ! 4

5 " 42 4

4 " 5 5

3 " 7 T

2 " 8 8

1 m 13 12

dio ehmkighqplasma de un mismo caballo sacado y usado sieamn-
pre en condiciones idénticas,pero en distintos dfas,por ejemplo,
da resultados,sino iguales,por lo menos préximos)lo que si bien
no resuleve el problema anterior es algo m4s cémodo en su uso y
podrfa ser que haciendo més rigurosas las condiciones se obtubis
ren pars diferentes muestras de plasmas de un mismo caballo, e
idénticas concentraciones de venenoe,iguales tiempos de coagula

cién. El ejemplo siguiente=-que aclara lo que acabamos de decir~



ge ha llevado a cabo con veneno de Bothrops Neuwiedii.

CONCIENTRACIONES I IIPO3 D= COAGULACION (en minutos).
o P1, P1, Pl
10 Y/cec. 2% 2% 3

g " 2% 2% 3

g 3% 22 3%
(. 3 3 5%
6 3% 3 3%
> L 5% 3% 4

4 " 4% 3% 5

3 " “ 4 5%
2 55 5 Ti
1 ' s

" 9 8%

Basado en estas determinaciones se establecié un método de me-
dida que fué empleado en buena parte del trabajo y po steriormen
te sustitufdo por el método grdfico indicado mds sdelante.
Para proceder con el primer método se estableofs el tiempo
de coagulacién de un plasma determinado frente a concentracio-
nes decrecientes del veneno;esto nos daba lo que se podrfa lla-
mar velovidad de coagulacién con una solucién de veneno determi
nada y a tiempo cero de la experiencia. Ese mismo veneno se so;
metfa luego al tratamiento ffsico o qufmico euyz acciédn sobre el
principio coagulante se deseaba estudiar. A los tienpos que se -

considemha oportuno se tomaba una muestra,se llevaba a las nis-



mas condiciones que en la solucién inicial (neutralidad en

el caso del estudio de la accidén de distintos pH) y e deter
minaba su actividad coagulante,por supuesto frente al mismo-
plasma, empleando también una serie de concentracién decre-

clente.

‘A.veces .  se obtienc asf{ que alguno de los tubos coin-
cide en su tienpo de coagulacién con otro de la escals ori-
ginal a tiempo cero. Si no coiuncide exactanente,se hace uns
pequefia interpolacién que permite establecer el velor de esa
diferencisi se sabe asi que cantidad de principio activo hsy
en ese tubo y como la cantidad inicial es tembién conocida -
se pucde calcular la atenuacién del poder coagulante por una
simple operacién.

Como ejemplo damos el cdlculo pura determinar la atenua-
cién sufrida por una solucibn de veneno de Bothrops Jararaca
de una concentracién de 100 gammas por centimetro cdibico men
tenida durante media horas a pH 2,2. |

La solucién acuosa de veneno (solucidn inicial, solucién
a tiempo cero) ha dado con el plasma pemdutilizar los Siguien

tes tiempos (escala de plasma):

-



CONCLINTRACIONZE T1:WP0 Di COAGULACION (en minutos).

10 _ Fi/ CCe 32
g " 4%
g 4
(I 5%
6 v 6
5 ® 6%
4 @ 8

3 " 9

2 " 123
s 25

De la solucidn de veneno a pH 2,2 tomamos una porcién y previa
neutralizacién la llevamos & una concentracién de 25 gammas par
contfmetro cdbico;Bscentimetros clibicos de esa solucién més 2,5

cextfiflei‘t\ros cibicos de plasma tardan en cosgular & 37°C. 6} mi-
nuto\.;f Corresponden sn nuestra escala al tubo que conficne ure
concentracifn de 5 gam.as par centimetro cdbico. En el tubo de

ens&yo hemos puesto 2, gammas de veneno original se han destrui

do puds 20 gamm s y la atenuacidn es:

x= 80p
Es decir que la atenuscién es un 804 y la actividad actual un -
20 ji»
5i en lugar de ilevar la dilucién final s 25 gammas por cen

timetro cébico la llevamos & una concentracibén de 50 gammas par



Qubol')
centimetro c¥bicoVel tiempo de coagulsacidn es ghora de 4 minu-

tos,tiempo que esta comprendido entre el de los tubos de 10 gan
mas por centimetro chbico e g gammas por cenyimetro cdbico, ¥y
corresponde por lo tanto a una concentracidgﬁzt 9,5 gamnas por
centimetro cdbico,como en el tubo habfamos puesto 50 gummas y

ahora sélo encontramos 9,5 significa gque han desaparecido 40,5:

la atenuacidn gue zhora encontramos es de 81 Hay una diferen-
cia de 1lp entre las dos medidas)tolerable perfectamente en un -
método biolégico.

Posteriormente el empleo continuo de este método nos indicé
a menudo se debfa interpolar y esto nos indujo a hacer un tipo -
de interpolacién grdfica que es més simple. Para ello se esta-
blece la escala de coagulacién a tiempo cero,como antes,con es-
tos valores se construye uns curva en coordenadas cartesianss -
ortégonszles poniendo como Abscisas la concentracidn de venemo a
gammas por centfmetro cdbico y como ordenadas el tiempo de coa-
gulacién,en minutos. Una curvae de este tipo es de la que figure
en la pdgina siguiente. Para determinar la atenuacién se procs-
de como en el caso anterior,pero en lugar de realizar un cédlcu-
lo se toma en ordenadas el tiempo de coagulacién observado rars
la solucifn en ensayo y se traza una paralela que corta a la cur

va trazada,en ese punto Se buja una perpendicular al eje de las



concentraciones y el punto de contacto determina exactamente la
concentracidn en venemo activo en ese tubo. En general se prefie
ren hacer diluciones de modo que esa concemtracidn final ses de_
5 gammas por centfmetros cdbico o menor porque evidentementemse
ve en la curva.a mayores diluciones la diferencia de tiempo es -
mayor ,para une misma diferencia de concentracién,y la exactitud

de la medicién lo es también.
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Sea por ejemplo el tubo 2,8 la altura correspondiente trazemos
el segmento XB y por B la perpendicular al eje de las X & quien
corta en C,el punto C nos d4 la concentracion de 5 gamﬁas por -
coentimetro cibico que es lo que ahora se encuentra prcsente en
el tubo,hacemos los mismos cldleules que la vez pasada y encon-
tramos una atenuacidn de 80 Parz el tubo 1’ en lugar del in-
terpolar trazamos el segmndb 1)) y por E lalperpendicular al -
eje de las concentraciones,el punto F nos d4 la cantided de gam
mas por centimetro cdbico presentes én ese tubo,en este cuaso -
9,75: originalmente habfa 50 gamnas por centimetro cdbico luego
se han destrufdo 40,2:.

# 50 ¥/0C ~-—mmmee- 40,2 ¥/cc

100 ¥/ce ~memeeee 80,5 ¥/ecc

Luego la atenuacién es de 80,50 4 .
Curvas similares a la anterior se obtiencn con los vencnos dé
Bothrops Jararaca y Bothrops Neuwiedii.
Un método gréiico similar fué propucsto por Houssay,Sordelli y
Negrette (1918) quienes por la necesidad de su trabajo estable
cieronvta curva que se extiende hasta soluciones de veneno muy-
concentradas mientras que nosotros sélo usamos la regién entre
1 y 10 gammas por centimetro cdbico.

Slotta y otros (1937) han establecido un método semejante -
para el dosaje del ﬁrincipio coagulante de los venenos definien
do la unidad coagulante (U.C.0.) como la cantidad de veneno enﬂ
gammas que tiene una accién coagulante establecide en la siguien

-

te forma:i: ei venceno se disuelve en un centf{metro cdbico se solu-
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cién fisiolbgica,se le afiade 5 centfmetros cdbicos de sangre
oxﬁfgsa ¥y 86 busca la cantidad que produce la coagulacién de
esos 6 cent{metros cébicos de 1lfquido en 10 mimutos,exactamen
te. la cantidad de veneno en gammas presente en un cent{metrd
ofblico de 1fquido o sea la sexta parte de la original es la u
nidaed de coagulacidn,llaméndose "Tenor de coagulacidn de un ve
neno"™ a la cantidad de unidades coegulantes que tiene un mili;
gramo de veneno Secado al vacio.

#Un métddo de este tipo pensamos utilizar en el trabajo pe-
ro fué abandonado al encontrar que los tiempos de coagulacién
variaban con los distintos plasmas (cosa que no sucede en las
experiencias de Slotta) y por lo tanto 88lo podrfe utilizarse
estableciendo un veneno tipo que serviera de término de compa-
racidn de las unidades de coagulacién. Fud por esta razdn que

lo abandonamos y empleamos el descrito més arriba con los re-

sultados ya mencionados.-



ACCION DE LA TEMPSRATURA SOBRE EL PRINCIPIO COAGULANTE.

La atenuacidn en soluciones,del poder coagulante de los Vvenenos
por el calor as conoclido desde hace tiempo. Puede menclonarse el tra
bajo de Houssay,Sordelll y Negrette (1918),cuyos autores a parte de
constatar el hecho antes menclonado encuentran que los venenos de
serplentes del género Bothrops,entre 60° -70° C. tlenen una dilsménu
cidn brusca del poder coagulante apareciendo aumentar esta propledad
a los 80° C. produciéndose desde ah{ una disminucidn lenta. Estos mils
mos autores encuentran que €l veneno de B, Alternata no presenta siém
empre la recuperacidn.-

Braier (1935) encuentra,como en el trabajc anterior y como hemos
confirmado nosotros que a partir de 37‘;C"COP el auner to de tempera
tura,la actividad coagulante del veneﬁzr;Ts;;;uye progresivamente,ob
teniendose anulacidn total entre 72° C- 75° C.

Nosotros estudlamos la establlidad de los tres venenos, emplea-
dos en soxucldn acuosa, al pH (pH 6) que resulta por simple disolh-
81én de los mismos ¥y a las temperaturas que se indlcan en cada caso
particular,

Los cuadros que van a continuacidn constan de sels columnas, la
primera indica la concentracidn de la solucidn original del veneno -
gue fué sometida a calentamlento; la segunda indica el tiempo de ca-

lentamiento; la tercera, el tiempo de coagulacién de la solu-
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c1én de veneno,dilufda conveniecntemente después de la experien-
cla;la cuarta columna expresa la cantidad de veneno activo que de
acuerdo con la concentracidn original y poaterior dilucidn debie-
ra existir en un centf{metro cdbico si el veneno no hubiera sido -
calentado;la quinte columna da la cantidad de veneno activo presen
te en un centfmetro cilbico,después de calentar;finalmente,la sex-
ta columna da el porcentaje de atenuacidn sufrida por el veneno,

resultante de la diferencla de las dos anteriores.-

VENENO DE BOTHROPS ALTERNATA.

Se utilizd veneno de Botlrops Alternata al uno por nfl;las tem
peraturas ensayadas fueron 100°-56° «42°y 37° C..Se tomaron mues-
tras a tiempos definidos y se determind el tiempo de coagulacidn
por el método indicado en la parte correspondiente. S& obtuvieron
los glgulentes resultados:

ENSAYOS a 100 C.

I II III v ' VI
Concentr. Tlempo de Tiempo de Veneno actli Ven.activo Porcent.
original calentam. coag.(min) vo €alculad. encontrado atenuac.

(Y /cc.) ( %//cc.) ( X/cc.)

100 15 m 25 100 3 97
100 30 m 38 100 e 98
100 60 m no coagul. 100 1 99
1000 15 m T2 100 3,5 96,5
1000 30 m 6 1000 5 98,5

1000 60 m 29 1000 1 99,9



ENSAYOS

a 56o C.

I
Concentracidn
oriﬁinal

( ¥/cc)
1000
1000

1000

1000
1000
1000

1000
1000
1C00
1000

II
Tiempo de T

III

lempo de Venen.act.

calent. coagula. calculad.
(min) ( § /cc)
15 m 15 10
30 m 24 10
60 m a8 10
ENSAYOS a 42°%¢,
S
30 m 4% 10
60 m 5 10
ENSAYOS a 37°%°c.
II III v
15 o 4 10
30 m 43 10
€0 m 4% 10
24 4 10

IV

\'A
Ven.actliv.
encontrad.

( ¥ /ce)
1,5
1
1

10
10
6,5

10
10
10
10

VI
Porcenta].

de atenua.

90

VI

35

O O o O

El griafico adjunto muestra lo expresado en el cuadro,cada una de -

las lineas representa una temperatura. En las ordenadas figura la acti

vidad (clen menos atenuacidn) y en abstilsas el tiempo de calentamiento

en minutos.-



100

90 -

30 |

70

Al

60

50
20 |

10 |

Bothrope Alternata

31°¢

-

45

Se hicierén ademis ensayos de estabilidad a temperatura ambiente(lsa-

20°C.) y en frfo (0 ® C)cuyo resultado estéd tabulado a continuacidn:

I

Concentracidn Tiempo de Tiempo de Ven.éctiv. Ven.activ. porcent.
emcontrado atenuac.

(f /

original

(¥ /ce)
1000
1000
100Q

1000
100
10

TEMPERATURA AMBIENTE.

II

experienc. coagulac. calculado
(horas) (min) (¥/ce)
24 3 10
24 3 10
24 b 10
ENSAYOS EN FRIO.
24 3 10
24 3 10
24 3 10

III

IV

v

10
10
8

10
10
10

ce)

VI

0

0

40




16

VENENO DE BOTHROPS NEUWIEDII.

La establlidad a la temperatura,del principlo coagulante del veneno
de Bothrops Neuwiedil fué determinado en la misma forma que en el caso
anterior y a las temperaturas de 100° -56° y 37° c.

Para informacidn en el trabajo corriente @e hlzo una comparacidn a
temperatura ambiente y otra a frfo (0 °C.).En los casos de temperatura
amblente se determind tambien la influencla de la dilucidn en la atenua
c1dn,permaneciendo los demas factores constantes. Se obtuvieron los si-
gulentes resultados:

ENSAYOS A 56 ° C.

I II III Iv \

Concentrac. Tiempo de Tiempo de Veneno act. Veneno act. Porggntaj.
Original Calentam. coagulac. calculado. encontrado de atenuac.
(Y /cc) (horas) (min) (y /ce) ( ¥ /ce)

1000 i 10 10 1 90
1000 3 4% 100 4 96
1000 1 7 100 3 97
1000 24 8 100 2 98
100 Fe 11 10 1 90
100 3 5 100 3 a7
100 1 13 100 1 99
100 2 4 1000 4 99,6
100 24 12 1000 1l 99,9
10 % 12 10 1 90
10 % 13 10 <1 7 90
10 1 21 10 <1 790
1cC 2 50 10 <1 7290

10 24 no coagula 10 {1 » 90



t

ANSAYOS A 100° ¢.

I , II III v v VI
Concentracion Tiempo de Tiempo de Vep,activ. Vene.act. Porcent
original. calentam. c¢oagulac. calculado encontra. atenuac.
(y/ce) (horas) (min) (g /cc) (¥ /ce)
1000 1 8 100 2 98
1000 % 2% 1000 10 99
1000 1 5% 1000 3,5 99,65
ENSAYOS & 37° ¢
I II III v v VI
1000 % 2% 10 10 0
1000 3 2% 10 9 10
1000 1 2% 10 9 10
1000 2 2% 10 9 10
1000 24 22 10 8 20
100 v 2% 10 9 10
100 % 2% 10 9 10
100 i 2% 10 9 10
100 2 2% 10 9 10
100 24 3% 10 g 50
10 3 <5 10 8 20
10 % 23 10 8 20
10 1 3% 10 5 50
10 2 2 10 4 60
10 24 5 10 3 T0
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ENSAYOS A TEMPERATURA AMBIENTE.

I , IX III IV ) VI
Concentracion Tiempo de Tiempo de Venen.activ. Vene.act. Porcent.
Originhal experienc. coagulac. calculado encontyr. actenua.
(y/ce) (horas) (min) (¥ /ce) (Y /cc
1000 24 3 10 9 10
100 24 3 10 ) ; 10
10 24 3 10 9 10

ENSAYOS N FRIO (0° ¢.)

I II III IV v VI
1000 24 3 10 9 10
100 24 3 10 9 10
10 24 3% 10 7 30

El gréfico adjunto muestra el-comportamiento del veneno Be. Neuwledil

a distintas temperaturas:

60 | Bothrops Neuwiedii

Om 15n %0m “Om f



VENENO DE BOTHROPS JARARACA.

A

La estabilidad térmica del principlo coagulante del veneno de Both-

rops Jararaca fué determinada en la misma forma que en el caso ante

rior,se obtuvieron los sigulentes resultados:

I

Concentra.
originsl.

( {/ce)
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000

100
100
100
10
10
10

II

Tiempo de tiemp.de “en.activ. Ven.act.
calentam. coagulac calculado

(¥/ce) ( min)

L

T - T Y SR S S L

ENSAYOS A 100 ° g,

III

( ¢/cc)
5 100
T 100
11 100
4 100
5 100
é6: 100
10 100
20 100
o4 100

ENSAYOS A 56° ¢C.

20
27
52
32
>8
52

v

10
10
10
10
10
10

v

encontr.

(y/cc)

10
4

4,5

(SRR N

VI

Porcentaje
atenuacion

90
96
44
90
95
97
91,5
95
98

55
60
90
80
90
90



I

origin.
( ce)
1000
100
10

1000
100
10

ENSAYOS A TEMPERATURA AMBIENTE.

IZ AEL IV

v
Concent. Tiemp.de Tiemp.de Yen.activ. Ven.activ.
experlien. coagulac ecalculado encontrado

(horas) (min) ( ¥/ce) ( ¥/ce)
o4 - 10 10
24 3% 10 5
24 9 10 245

ENSAYOS EN FRIO (0°c)

II III v v

24 3% 10 9
24 6 10 4,5
24 12,5 10 2

20

VI
Porcentaj§
atenuacion

50
75

VI
10

55
80

Adjunto figura el grifico de la estabilidad térmica del veneno B.Jara-

raca.

57° C

Bothrope Jararaca

100°C

lém §6m 60m




I

Concent.
original
/cc)

1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
100
100
100
10
10
10

o

ENSAYOS & 37 C.

II IIT IV . \4
Tlemp.de Tlemp.de Ven.activ. Ven.activ.
experien. coagulac. calculado encontrad.

(horas)  (min) (¥ /ce) (§/ce)

% % 10 10

3 3% 10 10

1 3% 10 10

2 4k 10 8-9

3 4% 10 8-9

24 5% 10 6
72 5 10 2
1 T3 10 3
2 % 10 9
ol 11 10 6,5
1 11 10 6,5
2 12 10 é

24 14 10 5

Vi

Porcentale
atenuaclon

10=20
10-20
40
80
10
10
35
35
40
50

34



Observando las curvas obtenidas per mosotros pura los tres vene-
nos se ve gue.. el principio coagulante puede considerarse estable
en solucidn, a 37°C. adln cuando se observan pequefias 52::;2342232
(10 7 en el veneno de B. deuwiedii)e & 56°C. se observa uns gran
atenuacién pars los verenos de B. Heuwiedii y Be Alternata (Algo
mayor para el primero), y una bustenten menor en el de B. Jéraraca,
hecho confirmado por el dato de 24 horas (100 b//oc. concentracidn
original) en que para el veneno de B. Neuwiedii la stenuacidén es
total, mientras que para el veneno de B. Jararaca es tan sblo de

90 por ciento. A 100°C. y una hora de calentamiento los tres vene-

nos pueden considerarse totalmente atenuadose.



ACCION DE LOS DISTINTOS pH SOBRZ EL PODER COAGULANTE

DE VENENOS DEL GENERO BOTHROFS.

Hace ya veinte afios Houssay,Sprdelli y Negrette (1918) al es-
tudiar el problema de la accibn de los venenos de sefpientessobre
1a.coagulacidn de la sangre de terminaron le estabilided del prin-
oipio de Bothorops Alternate frente & los dcidos y & los £lcalis;
utilizando soluciones de hidréxido de sodio y de dcido clorhfdri-
co,que vuriaban entre N/ ¥y N/ ,encontraron que,en general,a

10000 2
concentraciones altas,alrededor de lep parae los édlcalis,el vene-
no se atenuaba fdcilmente;resultéd més sensible a la accibn de los
doidos,puéds en solucién N/100 de dcido clorhidrico ya se notaba u
na atenuacién evidmnte. .

Esta Inestabilidad del principio coagulante frente a los dlcg

1lis y Acidos fucrtes,estudiade en el veneno de B.Alternata ha si-

do confirmada posteriormente para otros por diversos autores. Slot

13

ta y otros (1937) lo establecieron para el B.Jararaca y el Crotalus

TeTorrificusipor las cifras de una serie de cuadros que publicaron,

se puede ver que,la estabilidad del prinecipio coagulante de esos -

venenos es muy pobre a pH may dcidos o muy alcalinos,mientras que

es mucho mayor & pH alrededor de la neutrelidad. De los dos vene-

nos el de Crotalus T.T. os mucho mds estable que el de Bothrops Ja

raracée -



Vinculado a estos hechos,aungue no se refiera directanente
a la estabilidad del principioc coagulante frente a los distin-

tos pH,8ind mds bién al pH en que se realiza un Sptimo de coa

gulacidn(sin neutralizacidn), puede citarse el trabajo de Eagle

H. (1937) quien encontrd que el dptimo de coagulacién para el -
veneno de Bothorops Jararaca era 6,5.-

Micheel y Jung (1936) estudiaron la estabilidad del princi
pilo t8xico del veneno de Bothorops Alternata,encontrando con al
gunas pequefiag diferenclas una atenuacidn seme Jante a la halla-
da por nosotros para el principlo coagulante del mismo veneno.

Lag Unicas WM&ferencias en contra de estoﬂhechos son las pu-
blicadas por Klobusitzky (1935) quien,al hacer una serie de en-
sayos de purificacidn del veneno B.Jararaca lo puso en contacto
con solucilones de fosfato trisddico al 9% que posefan un pH. su
verior a 12,encontrando,sin embargo,que,podfa recuperar,del ve-
neno disuelto en las mismas,una parte del poder coagulante. La
contradiccidn podrfa explicarse porque la atenuacidn no es ins-
t;;tanea Yy las recuperaciones que obtlene,bastante pequefias.-

Los ensayo8 que nosotros hemos reallzado tuvieron por obje-
to estudlar la establilidad de distintos venenos de serpientes -
del género Pothrops,disueltos en soluclones buffers que dan pH
variable.

Deseabamos tener una idea de las regliones de establlidad,y
saber el pH en que se puede trabajar sin atenuacidn,a £fn de a-

plicar luego ese conocimiento al estudlo del veneno.

2%



Como en las experienclas descritas anteriormente,el veneno de
B.Alternate y B.Neuwiedil procede de 1= vifboras llegadas al Ind-
tituto Bacterioldgico (D.N.H.). El veneno de B.Jararace procede
del Instituto Butatdn del Brasil,por gentileza de su director Dr.

Afradio Do Amaral.

SOLUCIONES DE VENENO.

Para preparar las soluclones se procedid en la siguiente for
ma:se pesé 0,05 gr de veneno y se agregaron cincuenta centImetros
pﬁbicos de aéua destilada obteniendose soluclones al uno por mil.
Luego la solucidn se diluyd hasta la concentracidn de uno en dlez
mil (100 ¥ /cc). Esta dilucidn se hizo con la solucidn buffer cu-
ya accldn se deseaba estudiar. De la solucldn de veneno uno en
dlez mll,que se dejg-a una temperatura de 18-20° C.,806 tomaron de
tiempo en tlempo muestras y se determind sobre ellas la actividad
coagulante,comparada con la actividad original del veneno ¢oloca=-
do en condiciones de estabilidad méxima.

Para hacer el ensayo de coagulacidén se toma un cent{metro cﬁ
bico de la soluciln en estudio y se neutrallza;las soluciones neu
tralizantes se preparan de tal concentracién de modo de emplear
en esa operacidn menos de un centfmetro clbico de la misma y lug
go se completa a dos centf{mnetros clbicos con agua destilada;as(s 1
la concentracidn es de 50 ¥/cc;se diluye luego de tal modo que Se
phiede utilizar el método de coagulacidn descrito en otro lugar.

Un ensayo previo permite determlnar,para cada pH,las concen-
traclones a que puede convenir utllizar esas soluclones.Cuando por

Trs08 ensayos previos se wque la atenuacidn €s muy granﬂe,se pue~

<5



de ensayar directamente,sin dilugién posterior ls solucién neutra-
lizuda,puds si la wtenuwcibn es de ulrededor de 80 7, los tiempos

de cougulucibédn, caen generclucente dentro de nuestra escula, confec
cionads entre uno y diez j§ por centfuetro cibico (ver método de mé

dida)

S0LUCI0ii.3 BUFFERS.

—A<ﬂLos bufferé se-prepararon con distintus mezclas salinzs segin
las necesidades. As! les de pH 12,5 - 11,7 - 11,% - 10,8 y 10,3,
fueron preruraios con fosfato trisbdieco 0,15 .. y fosfato disédico
0,2 I (segin Sgrensen) heciendo una serie de mezclas cuyo pPH se con
trolo iuego potenciométricamente utiliz:indo electrodo de vidrio;de-
ellas se tomgron las yue porsefan un pH adecuodo para nuestre expe-
riencias. El control potenciométrico mostro quoe estas soluciones te
nfan unu estabilidad conveniente para aquellos ensayos.-

Lus soluciones entre pH 8 y 10 se obtuv.ieron en forma similar.
Entre 5,3 y 8 se emplearon lus mezclas de fosfatos de Sgrensen si-
guiendo las indicuciones de Clark (132%). Las soluciones de pH in-
ferior a 5,3 fueron prepuradas de acuerdo con los tipos de lic Ilwvei
ne mezclando fosfato disddico 0,2 L y dcido citrico, de acuerdo taw
bien con lus indicuciones de Clark (1323%). |

En un ensayo de coagulacidn en presencia de las mismas caentide-
des de sales, pero llevando las soluciones & pH 7 (de grun estabili
dad), se vié que las mezclas indicades no tienen influencia pr0piap
en el fenomeno de coaguleciédn. Como ejemplo podecmos mencionar,de en

tre muchos, en siguiente:



af

Tlempo de coagulacién de la solucidn acusa de veneno:5% minutos.
Tiempo de coagulacidn de la solucidn de veneno en buffer:5% minut.
Modificacidn debida a las sales: 0%.

Un ensaye similar,realizado con buffer de ftalato de potasio y 5c1
do clorhfdrico,indicd lo inadecuado de esta solucidn para nuestro

estudlo.

ESTUDIO DEL COMIORTAMIENTO INDIVIDUAL DE LOS VENENOS A DIFERENTES

pH.
En todos los cuadros que van a continuacidn la primera colum=-
na indica a qué tiempos se han controlado las actlvidades de diver
sas muestras de veneno al 1/10.000. La segunda indica qdézﬂg tarda
do en coagular el plasma puesto en contacto con la solucidn por ana
lizar,habiéndose empleado el método ya indicado. En la tercera co-
lumna hemos sefialado,por comcdidad,la cantidad de veneno activo que
de acuerdo con la concentracidn original debiera existir en un cen
tfmetro cibico,si no existiese atenuacidn,la cuarta columna indica
la cantidad de veneno realmente activo,presente en la solucidn,la
diferencia entre la columna anterior y ésta es la cantidad de vene
nono cuya accidn coagulamte se ha inactivado. Finalmente la dltima
columna indica el porcentaje de la atenuacién habido. Los graficos
gseflalam alln mejor esas atenuaciones. En el eje horizontal se toman

los tiempos de accidn y en el vertical el porcentaje de actividad

(cien menos atenuacidn).

pH 2,2

El buffer fué pre—arado segin los tiempos descritos por Mc.Il-
vaine (Clark,segunda edicidn 1923) con fosfato trisddico 0,2 ii. ¥y
dcido cftrico 0,1 M.
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BOTHROPS ALTERNATA

Tiempo de Tiempo de ) /cc orig. %/ ce actual Porcentaje de
accidn. coagulacidn. atenuacién.
Oh no coaguld 50 <1 598
lh no coaguld 50 ¢l y 98
2 h no coaguld 50 ¢l 98

BOTHROPS JARARACA

Tiempo de Tlempo de

accién. coagulacidn \'/ec orig. Y/cc actual Porcentajle de
atenuacion.
ih 4% m 50 7 87,5
tn 4 m 50 7 87,5
1h 5 m 50 6 89
2 h 5% m 50 5 90
24 h 9 m 50 2% 97,5

BOTHROES_NEUWIEDII

Tiempo de Tiempo de

accidn. coagulacibén. Y /cc orig. ¥/cc actual Porcentaje de
atenuaclon.
Oh 5 m 5 2,5 50
ih 62 m 5 2,5 50
th 6 m 5 2 60
% h 24 m 25 10 70
£ h 42 m 10 3 70
lh 2% m 25 10 65
2 h 4 m 10 3,5 90



60 pH 2,2
0
40
20 E:.Neuwiedii
2c
10 I - . BeJararaca
5 | B.Alterrta.t,g .
¢h 1h 2h

pE. oak
E1l buffer fué preparado segin el tiempo de Mec Ilvaine.

BOTHROPS ALTERNATA.

Tiempg de Tiempo de Y ece/orig. d/cc actual Porcentajde
accion. coagulacion atenuacion.
Oh Y12 m 50 <1 >98
>l2 m 50 <1 »98
lh 212 m 50 < 598

BOTHOROFS JARARACA

Tlemgg de Tiempo de Yce/orig. Y¥/ce actual FPorcentaj. de
acclon. coagulacion. atenuacion.

+ h £ m 50 T ) 89

in 5 m 50 5 90

A 5 m 50 ) 90

2 h 5% m 50 4,5 91

2 h 8 m 50 3 4




pE 2,6

BOTHROPS NEUWIEDII.

Tiempo de  Tiempo de f/cc org. X?bc actual
accion coagulacion
th 5 m 5 2,5
£ h 3m 10 8
lh 3% m 10 6
2 h 7 m 10 1,8

B.Neuwiedii

101 k . y B.Jararaca

3,Alternata

1h 2h 5h 4h

_PH 3,2

Buffer preparado segin el tipo de Mc Ilvaine.

Porcenta jede
atenuacion
50
20
40
82




Ticmpo de
accibn

o

oy #h
(=2 - S - A - 5

AV

Tiempo de
accibn.

H we s Ul
b’ p B B B B

Tiempo de
accién

lo a N S [T T SR

[\
N

A - -

4 -

T My

"M WY n
o i Lilllaite

Piempo de g /oc orig
coagulacibn
% »
12 m 50
212 m 50
ylam 50
Be. JARARACA.
Tiempo de X/oc orig
coagulacion
5% m 25
4 m 25
4% 1o 25
8% m 25
9% m 25
% m 25

B. NaUWI.DII.

Tiempo de
coeazulacion
5m
5m
5
7 m
104 m

no coagula

X/cc orig.

U/oc actual

X?cc actual

4,75
3475
3,75

Y/oc actusl

Porcent.de
atenuacién

92

98
>98
»98

Porcent.de
atennacibn.

Porcenta j.de

atennacién.

28

98
%98



Piempo de

Tiempo de

pH 3,2

3.Neuwiedii

il

20 L '

v HeJararaca

; A
*\\\,B-A}pernatu . .

o) Yo i /0

pH 3,8

El buffer de prepard seglu tipo de Mc Ilvaine.

Be ALTERNATA.

@iempo de Bycc orig J/ec actual
coagulacidn
14 m 50 1

Be JARARACA.

/
Tiempo de X/cc orig. ¥/ce actual
coagulacibn
3% m 25 9
5e m 25 >

Porcentaje de

atenuacibn. -

98

Ebrcentage de
atenusci

Ne

64
80.




Be JARARACA.
PTiempo de Tiempo de ﬁycc orig Wﬂcc actual
accibn coagulacibn
g0 bz m 25 4
l1h 6% m 25 315
2 h 8 m 25
24 h 5% m 50 9
Be NEUWIEDII.
ih stk e 445
in 6 m 5 4
l1h 6 m 5 4
2 h Te m 5 253
3 h 13 m 5 &
4 h 9 m 10 1,5
100
90 o P
80
701 B.Neuwiedii
- 60}
30 9
QO.F
01
201
10] B.Jararaca i
0 ; ‘ +Alternata :
Oh 1/2h 1h oh
PH 4,4

El buffer se prepard de acuerdo con el tipo de lic. Ilvainee

Porcentaj.de
atenuacibn.

34
86
88
92

15
20
20
50
80
92



B.Alternata

Diempo de Tiewpo de ¥ {ce ¥4cc Porcen.
accidn coagulace original actual Aten.
1h om b} 3,25 3Ty 2
2h bgn 3 2,75 45
3‘311 74m 5 2’5 50
6 h 8 n > 2,25 255
24 h 14zm 5 1 80
B.Jararaca
Piempo de Miempo de ¥/ co. Y/ce Porcen.
accidn coagulac. original actual  Aten.
:
th 4 m 10 8,5 20
, | _ ) } 17,5
L 6 m 5 4,75 15
+h 4 10 8 20
) ' }20
ER 7 m P 4 20
l1n ‘
la 6 m p) 555 30
2 h 103 m 3 3 40
5 h 18 m 5 2,25 50
24 h 14 n 10 2,75 72,5
BeNouwiedii
Piempo Tiempo de X /cce %4 /oc. Porcen.
de acc. coagulac. original actual Aten.
Oh 4 m 5 5 0
2 h 4 5 5 0
Eh 4 n 5 5 0
1lh 4 n 5 5 0
ah 4 m 5 5 0
Zh 5 m 5 4 20
3t h 5-;— m b 345 50

N



B.Heuwiedii

Tiempo de Tiempo de Y /ce f/ CCoe Forcex.
acecibn coagulac. original actuel Aten.
20 h 4 m 30 445 55

pH h’h
B.Nouwiedii
B«sJararaca
——__

40 |

30 |

20 |

10

0 ! . . . .

on lh 2h 3h 4h 5h 6h 7h

PH 5’5 —Dip '0’2‘7 y 79b

Los buffers empleados para estos pH son las mezclas de fosfa-
tos de S@erensen(Clark,132%).
Aqui dadas las circumnstancias del estudio conjunto de varios

buffers de pH distinto se ha modificado algo la disposieidn de




de los cuadrosien le primera columna se consigna el tiempo de
aceidn del buffer,en la segunda el pH a que ¢stéd sometido el ve-

neno y las siguientes se han wtilizado como en el caso anterior.

B.Alternata

Tiempo pH Piempo ¥ /co J/cce Por cen.
de acec de coag. origs actual Aten.
4 h 55 4z w 5 5 0
241 5,8 4% 5 4,5 5

4 b 5,6 4z m 5 5 0
24h 5,6 4% 5 5 0

4 h 6,2 5 m P 4,5 5
24h 6,2 4% m 5 5 0
4h 7 4% 1 5 5 0
24h 1 4z 1 p) 5 0

4 b 7,6 4t m 5 5 0
24h 7,6 4% B 5 5 0

B.Jararaca

Th 53  bium 5 4.5 10
7 h 5,6 6% m 5 4,5 10
7 h 6,2 of m 5 4,5 10
7h 7 6 m 5 5 0
Th 7,6 6% m 5 §y5 0



B.lou..iedii

T iempo pH Niemno | ¥ /cc ¥/cc. PorcentB.
de acc. de coag. original actual Aten.
4 & 5,3 4 n 5 5 "o
Th 543 4% m p) 5 0

30 h 53 5 1 > 2,75 29

4 n 5,0 43 m 5 5 0
T h 5,6 5 L 5 5 0

30 b 5,6 5m 5 > 0

4 h 6.8 5 1 5 5 0

7 h 6,2 4 m 5 5 7 0

30 h 0,2 5n 5 3 0

4 h 7 4? n 5 5 4]

Th 7 4z m p) p) 0

30 h 7 5 i 5 5 0

4 n 7,0 4z 2 p) Y

7 o 7,6 ff il 5 5 0

30 h 7,0 5 @ 5 48 30

pH 8% - 8,5-8 - 9,5 10

BEstos buffers fueron prepurados con mezclas de fosfato ddsé-

dico,trisédico y monopotdsico y fueron conirolades potenciondtri-

camente.
BJ.Alternata
Tiempo de  pd Dienpo de  Y/cec ¥/cc. Porcen.
accién coagul. original actual Aten.
’ ) . N l - . .
24 n < Te m ) 449 10

| - } 12,5
24 n o 5 p) 4425 15



B.Alternada
P iempo pieﬁé- | fieﬁéo de i/cc ¥/ca Porcexn.
de acc. coagulac. original actual aten.
24 h 3,5 7-,: 0} 5 4,5 10}12,5
24 b 8,5 o m p) 4525 15
24 n J T& p 4425 15
_ B,
a4 h 9 p) p) 4425 15
24 n 245 7ﬂm 5 45 10 &15
24 h 95 5% I 5 4 20
24 n 10 7rm 5 4y5 10 }15
24 h 10 5% m 5 4 20
B.Jararaca
4 h 8 Te 5 5,75 5
24 h 8 7 1 5 4 20
4 h 845 T n > 2 0
24 & 8,5 7% 5 i 20
4 h 3 7 4 L 5 4yt 10
24 n 9 bg m 5 45 10
4 a SI%) Te w o) 4,75 5
24 h 399 6% u 5 4425 15
4 h 10 T4 11 5 4,5 10
24 10 5% I 5 4,25 15
B.Neuwiedii
24 8 3. m 5 5 0
24 h 8 4. m 5 5 0
24 b 8,5 3. m 5 5 0
24 n 8,5 4 5 5 °



Tiempo de PpH Piemi0 de X?co Xyco Porcen.
accidn coagulac. oOriginal actual Aten.
24 h 9 4. m > 2 Y
24 n 3,5 32 0 > ) 0
24 1 242 4o m p) p) 0
24 h 10 3% 1 5 5 0
24 h 10 4 1 5 5 0
PH 10,%
Bl buffer fué preparsado con fosfato trisédico al 9, y fosfa-
to disbdico y luego controlado potenciomdtricamente.
B.Alternata
Tiempo D iempd ¥/ao ¥/ cc Poroen.
de acce de coag. original actual Aten.
1n 3L n 10 9 10
2 h 4 n 10 104 0-10
3 h 4 o 10 9-10 0-10
7 h 3% I 10 6 40
8 h 34 I 10 6 40
24 h o 10 290 45
54 n 9 m 10 50
Be. Jararaca
1h 2% m 10 10 0
2h 21 10 8 -9 10-20 -
3h 2m 10 3-3 10-20
Th 4zm 10 7 30
8h 4gm 10 7 30

B.Neuwiediil




B.Jararaca

Tiempo de Tienmpo de %/cc. K/cc. Porcen.
accidn coagulac. original actual Aten.
24 h 5% @ 10 6 40

34 h 5& m 10 5 50

BeNeuwiedii

lh 2 I 10 10 0
2 h 2 I 10 10 0]
3 h 2 1 10 10 0
7 h 2 m 10 10 0
8 h 2 m 10 10 0
a4h 20 10 5 50
54h 7 n 1p b 40
pH 10,8
El buffer fué preparado como en el caso del pH 10,3
TiempB de B.Alternata
accidn Tiempo coag. y/cc orig. ¥/cc act. Porcen.At
lh 4. m 25 3 88
2 h 45 m 25 3 88
% h 5' imn 29 249 90
24 h no coagula 25 <1 >38
B.Jararaca
lhn 4z | 25 5 80
2 h 6% m 25 2,5 90

3 h 10 n 25 2,25 94



Be.lleuwiedii

Tiempo de Piempo de /cce /ec.
aceidn coagulac, orige actual
@ % u 5 5
1h 3% I 5 4,5

2-h 4; m 5 LN 5
3 44 m 5 3,75
24 h Tz m 5 2
1D0 pH 10,8
g0
80 3.Neuwiedii
70 X
60 |
50
4o |
30
B.Jararaca
20}
10 2 ———=. B.Alternata
0 : =
oh 1h 2h 3h -’H’l
pH 11,3
BeAlternata
Tiempo de fiempo de t/ce ¥/cc.
acgiﬁn coagulacs original actual
s h 5 m 5’25 3
15 h 4sm 50 6

4

Poren.
Aten.

0
10

Porcen.
Aten.

p)

88




B.Alternate
Tiempo Tiempo ¥/cce ¥/cce
de acc. de coag. eriginal actual
2% h g m 50 2
fe h 13 n 50 5
BeJdaragraca
. h 3% I 25 10
l h 4% nm 25 T
2 A 7 m 25 4
3 h 6 m 50 585
100
90
80 PH 11,3

701
60}

501

B.Jararaca

B.Alternats

Ch 1h

Porcen.
Aten.
96

98

72
62
89

43




PH 11,7

El buffery 1o mismo gque ce¢n el caso ahterior y en los siguien-

tes fud preparado con las mezclas dec fosfato di y trisddico.

B.Alternata
T ielpo Tiempo Y/ cce ¥/0a. Porcen.
de acce de coag. original actual aten.
#n 5 m 50 4 92
1h 15 m 50 <1l ~98
1 h 22 m 50 <1 >98
pi 12,5
B.Alfefnatal
g h no coa;glila 50 <1 > 38
B.Jararaca
%+ h 5m 50 505 88
é h 6n 50 5 30
1lh T 50 3,5 92
2 h 10%m 50 2,5 95
3 h 17 m 50 1 98
B.Neuwied il
# h 4 m 50 5 90
1 50 4 92

b.:
* \JI
B



100

80

70

60 |

30 |

20

10

pH 12,5

BeJararaca y B.Neuwisdii
) <

BeAlternata

Oh

1/2h

lh




0 (@)
L)

(97]
©

(Y ; - ; =
A contimiacidn figuran los grificos de cada uno de los venenos
a diversos pH para mostrar la atenuacidn sufride por cade uno

de ellos.

,

Bothrops Alternata

L pH b,h
~ L)
r
C
50 ln 2h 3h 4h 5h &h Tn 8h

45



pH 10,3

40} Bothrope Aiiernata

|

20|

1C
[

pH 10,8

oh 1h 2h 5h 4h Sh 6h Th




Bethrops Neuwiedii

pH 4,4

oh 1h 2h Zh 4h 5h 6n

100

10.3
90

80

70 ' pH 10,8

60

Bothrops Neuwiedii

201

20

10

g7

e i



48,

100

80
Bothrope Jararaca

70

60|

pH 4,4

201

20 | |)
k\ pH 3,8
10 fi * 2 ODH 2’6

oh 1h 2h 3h 4 Sh Sh

100

90

80

70

60 Bothrops Jararaca

40

20|

20 N

pH 12,5 *
0] A . H
oh 1h 2h 3h




Bl egatudio de las atenuuciones p.ri caeda veneno particulcr,in-
dica que,purs cadu uno de ellos,existe una zona de estabilidad iqg
tante amplia, counsider:ndo como t4dl aquellu en gue las soluciones-
tienen una atenuacién no mayor de 15, en veinticuatro horas y que
permite,en un plazo de dos o tres horas trubajar con los venenos -
sin peligro de utemu.cibn. fuerc de esta zona de estabilidud las -
atennacibnes se presentan rapidimente. Basta observar el ejemplo
del veneno de B.Neuwidii donde la atenuacibn en 8 horas a pH 10,3%
s 0 s mientras que a pH 10,8 y & 2 horus de accién es de 254 lo
misso ocurre en la regidn dcida, el vensmo es estable a PH 393 ¥
se atenls, ya 35 48 4. horas 2 pH 4,4 ¥y & p8 3,8 a las 2 horas la
atenuacidﬁ es de 350 %‘p-

Un aspecto particular presentan las curves de atenuscién de algu
nos venenos a phi cercanos a la regidn de estabilidad (véase liRe-
wkiii 3,2 - 3,8 - 4,4 y 10,8, Jararaca 10,% y Alternata 10,3). fa
ra. la atenuzcién a pH 5 del principio coagulante del veneno de Cfg
talusT.ferrificus, Slotta y otros (1337) han encontrado unec curva -
parecida aunque parw tiempb micho mayor y que se aparta de lus ob-
tenidas u P 1 ¥y a pH 8,7.-

Esto parecerfu indicar que a esos pH existirfa un. resccién de
atenuacién mas couwpleja que en los 0tros cusose 4l principio la u-
tenuacién es nuy lenta y duspuds de un tiewmpo se hace ripidu.

De los venenos estudiudos el de Bothrops lleuwidii se revela co
mo el mds estdble, no so0lo por su zona de estabilidud més amplia ;
sino tambien por present:.r sus curvas menor atenuucién que la de -
los otros dos venenos,en todos los pH: le sigue luego el B.Jarara-
ca, y por §1timo el més inestable es el venem de B.Alternata.

Esto se puede observur en los grdficos individuales que figuran
en cada pH paryicular y que indican claranente la diferencia de ate

nuacidne.



TENTATIVAS DE PURIFICACION DEL VENENO DE BOTHROFS

ALTERNATA POR_ADSORCION.

El éxito que ha tenildo la purificacidn de diversas sustancias
de gran actividad blomeldgica por adsorcidn y elucidn sucesiva en
distintos soportes coloidales nos indujo a ensayar el método con el
veneno de Bothrops Alternata.

Ya desde los comienzos del estudlo de los venenos de serplentes
la adsorcidn del principio,o principlos activos del veneno (en el
supuasto que las distintas acclones obedezcan a principlos diferen-
tes/ fué tratada por diversos autores:

Houssay,Sordelll y Negrette (1918) encuentran que el veneno de
B.Alternata plerde su acclbn coagulante al ser agitado con carbdn
animal,o al filtrar por bujfa Berkefsld,es de notar que el poder -
coagulante a que aquf se hace referencia es con respecto a }a le~
che y no al plasma.

En trabajo algo posterlior los mismos autores encuentran adsor-
cién por el carbdn,del principlo coagulante,para el plasma de caba
1llo,de los venenos de B.Alternata,B.Neuwledll,s.Jararacussu y Crota
lus T.T.

M.A.Catin de Houssay (1921) encuentra que el veneno de Cobra =-

mo
con b“""“ \Om 18

(Neuwledil tambien) no sigue exactamente la ley de Freundlich, no
pareclendo por tanto ser fendmeno de adsorcién pura,sblo hace ex-
cepcién la temperatura de 45 oC.,el fendmeno en cuestidn parece tra

tarse de una reparticidn del veneno entre el carbdn y el solvente.



M3is adelante Braler (1935) encuentra cue la adsorcidn del prin
ci_plo coagulante del veneno de B.Alternata con hidrSxido de alumi
nio,caolin y carbdn animal es muy grange recuperéndo&e muy poco por
elucidn.

En nuestro trabajo hemos estudiado 1la adsorcidn por medilo del
hidrdxido de aluminio preparado segin Willstgaer@do}w&dhdozﬁ , el
contrando que el veneno Se adsorbia cuando se empleaban soluclones
del mismo en agua destilada,demnendlendo esta adsorcidn de 1la cantl
dad de hidrd8xido de aluminio presente,no estando influenciada por
la agitacidn del adsorBente con el veneno y notédndose la convenien
cla del emplec de hidrdxido de Aluminio de preparacién reclente.

Un ensayo cuantitativo de 1la adsorcidn del veneno, por hidrdxi-
do de aluminio coloidal,demostrd ser,en las condiclones de la expe
riencia,muy grande $msyor de 99%) .-

El tlempo de coagulaciln a gue nos hacemos referencla en todos
lee ensayos,es el tlempo que tardan en coagular 0,5 cent{metros cﬁ
blcos del sobrenadante,que resulta después de centrifugar la mezcla

de veneno y adsorbente,y 2,5 centfmetros clbicos de plasma,a 37° C.

DEMOSTRACION DEL PODER ADSORBENTE DEL HIDROXIDO DE ALUMINIO

PARA EL VENENO DE BOTHROIS ALTERNATA.

Se emplea solucidn de veneno al dos por mil (2000 Y /cc)e hidrdxi-
do de aluminio en agua,de 10 mg por centfmetro cfibico (10000‘3/cc).
AL1(OH) Veneno Volumen total Tiemp.de coagulac.
o Yje. 200 ¥ [ec. 0,5 cc instanténeo
4000 X/ec. 200 Y fee. 0,5 et 9m



VARIACION DE IA ADSORCION CON EL AUMENTO DEL HIDROXIDO DE ATLUNIINIO

Al (OH) Veneno Volumen total Tiempo de
3 coagulacidn
1000 Y/cce. 200 Y/cc. 0,5 cce ln
2000 Y /ecc. 200 Y/ac. 0,5 cce 2 m
3000 Y/ ce 200 Y/ce. 0,5 cc. gm
4000 ¥ /cc. 200 Y/cec. 0,5 cc. 9 m
.
10 |
9
8
Tt
6
5
P
4.1
3 I
2 |
b 8 ¢
o A ' A 4
1000 2000 3000 4000 g /s
INFLUZNCIA DEL GRADO DE ENVEJEC IIIBNTO
A.'I.(OH)3 Veneneno Vol. total Gondicidén Piempe de
A del Al (OH) coagulacidn
5000 ¥/cce 200 Y¥/cce 1,5 ce. viejo 7 n
10. 000Y/ cce. 200 Y/ecec. 1,5 cc. vie jo 10 m
5+000y/ce. 200 ¥/ce. 1,5 ac. reciente 18 m
10.000y/ cc. 200 y/ce. 1,5 ece reciente 18 m




Como se vé, el sobrenadante tarda més en coagular para el hidré-
xido de aluminio dé preparacidn reciente, es decir éste es el de ma-

yor poder adsorbente.

INPLUZKCIA DE Li AGIDACION LI LJL FODIR ADSORBIULE

El veneno se emplea en solucidn al dos por mil y el nidrédxido de

aluwzinio en une concentracién de 10 mg por centimetro cdbico.

AL1(OCH) Veneno Vol. total iempo de agi-  Tiempo de

(mg) 3 ( y/cce) ( cce) tacidn (min. ) coag. (nin. )
5 200 1,5 15 3
5 200 1,5 30 3
5 200 1,5 60 3

10 200 1,5 15 5

10 200 1,5 30 5

10 200 1,5 60 5

Como se puede ver en el cuadro anterior, a igualdaed de otras condi-
ciones la agitacidn no tiene influencia.

LIWLUSHC Iy 02 Lo JARLRATIRA

Varios e jemplos nos han confirmado que lc. adsorcibn es tanto na-

yor cuanto menor es la temperatura.Por otra parte Ireundlich(1l926)

1/0gonde a es 1. centidad de sus-

adinite que en la férmulat: a = oLe

tancia adsorbida por un gramo de udsorvenie sélido y c la concentra-
cibn del veneno gye quedqd en solucién cuando se slcunzé el equili-
brio,que,l/n awisenta coi lu temperuturua y & altas teu.eritures es
igual a 1l,siendo pequefio simembargo el iLaetor temperatura.

ansayos de tewperature

Cuatro centfmetros clovicos de solucibn al diez por mil se mezclan
con vreinta y seis cenvfuetros cdvicos de hidréxido de alw.inio, se

aziten, se toma una parte y se deja a tewpersturs aumviente durante

53 |
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veinticuatro horas y la porcién restante se deja durante el mismo tiem-

-po en cimara frigor{fica (0° C.)se centrifuga luego y se encuentran los
siguientes resultados:
Solucidn mantenida en cémara:no coagula en dos horas.

Solucidn mantenida a temperatura ambiente:coagula en siete minutos.

Entre la solucidn de veneno y el veneno adsorbido existe un equilibrio
cuya constante var{a con la temperatura como lo demuestra el sigulente
e Jemplo:

Se toman dlez centfmetros ciblcos de solucidén de veneno al dlez por mil
y noventa cent{metros ciibicos de hidrdxldo de aluminio,se agltan y se -
separan dos porciones (A y B).

A se mantiene veinticuatro horas en la cémara frigor{fica;despuds de cen
trifugar la mitad de esta porcidn se toma 0,5 centfmetro clbico mds 2,5
centfmetros ciibicos de plasma y se tiene un tiempo de coagulacibén de €0

minutos. La parte no centrifugada constituye la porclén c

B se mantiene a temperatura ambiente por velnticuatro horas (8° C.) De es
ta porcidn se toma la mitad,se centrifuga y 0,5 centi{metros clibicos dan

un tiempo de coagulacidn de 40 m. La parte no centrifugada constituye D.

C se mantiene velntlcuatro horas a temperatura amblente (12° Cs).Tiempo

de coagulacién veinte minutos,

D se mantiene velnticuatro horas en la cdmara frigorffica (0° C.). Tiem

po de coagulacidn sesenta minutos.

En resumen la solucidén A sacada recién de la cémara tarda en coagu-

lar sesenta minutos y después de velnticuatro horas de temperaturas am-
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biente (12°C) veinte minutos. La solucidn B tarda despuds de vein-
ticuatro horas (8 °C.) cuarentz minutos y luego de velnticustro ho-

ras de cdmara su tlempo de coagulacién a@s sesenta minutos.

Se hizo un ensayo para saber si el principlo tdxleo para lauchas
(en el supuesto que sea distinto del minciplo coagulante)era aasor-
bido por el hidrdxido de aluminio encontrindose se adsorbe con faci-
lidad.

Solucidn de veneno al diez por mil,se deja velnticuatro horas en
la cémara frigorf{fica, 0,lcc de veneno més 0,9cc de hidrdxido de alu-

minlo,el sobrenadante no da coagulacidn en dos horas.-

ENSAYO EN LAUCHAS.

Solucibn testigo de veneno inyegc Solucidn sobrenadante del adsorbi-
tada en lauchas de velnte gramos. do inysctada en lauchas de veinte
gramos.
i D.MM. - 8 DM.i. =
'Jel' DQE.M‘ - 20 DDM.M. -
1 D.M.M. > 40 D.M.M. '
2 DM.M. +

REFERENCIAS: D.M.M. - Dosis mortal m{nima.

no muere.

+ muere.



ADSORCION CON BUFFER DE FOSFATOS .

Al hacer ensayos de adsorcidn de veneno a distintos pH empleando buf-
fer de fosfatos se encontrd que las sales inhiben parcialmente la ad-

sorcidn como se puede ver en el cuadro sigulente:

Al (OH)3 Veneno Volumen total Completado con Tiempo de coagulacidn.

5 mg 200 ¥ 1l cc agua 40 m
5 mg 200 ¥ 1 ce buffer pH 6,2 40 m
Con

Se hlcieron luego ensayos de adsorciénYbuffer de fosfatos a distintos
pH {en los pH estudiados la atenuacidn debida al buffer no existe o es
despreclable comparéda con la debida a la adsorcidn del veneno). En el

sigulente ejemplo el veneno fué disuelto en cada uno de los buffer.

Al (OH)B Veneno pH Tiempo de coagulacidn
(24 h.de estaclonamliento)
9 mg 1l mg 8 2 m
9 mg 1l ng T 3m
9 mg 1 mg 6 10 m
9 mg 1 mg 5 23 m

ELUCIONES.
~ La menor adsorcidn en buffer pH 6,2 (en el cual el veneno not es
atenuado) nos indujo a estudlar la elucidn con fosfatos de lo adsor-
bido por el hidréxido de aluminio en medio acuoso.

Para proceder a la elucidn se decanta el sobrenadante de lo adsor



bido en las condiciones habituales y se reemplaza por 0,9 cent{metros
clbicos de la mezcla a@alina contenlendo fosfatos y a pH 6,2t se agi-
ta dlez minutos,se centrifuga,se decanta el sobrenadante,repitiéndose
la operacidn tres vdces. La elucién con buffer pH 6,2 d1d en la prime
ra elucidn tres minutos;en la segunda e¢inco minutos y medlo y dlez mi
nutos en la tercera,lo que indica que hay pasaje del veneno adsoriido
a la solucidn:

EJEMPLO DE UN ENSAYO REALIZADO.

Adsorcifn con hidrdxido de aluminio,en solucidn acuosa y elucién

con buffer de fosfatos de pH 6,2.

Al(OH)3 Veneno Vol.total Tiempo de coagulacién
TUBO 1 ..... 5 mg 200 Y 1 ce 28m
TOBO 2 eev.. 5 mg 200 Y;ce 1 cc 1h 15m

ELUCIONE 3.

Nim.de elucidn Vol.de fosfato Tiempo de
agregado. coagulacidn
la. 0,9 cc 3m
TOBO 1 2a. 0,9 cc 5% m
Ja. 0,9 cc 10 m
1z, 0,9 ce 4 m
TUBO 2 2a. 0,9 cc T m

3a. 0,9 cc 12 m

s



& realidud le elucibn del veneno se puede reulizar tambibn con ague
destilada,pero la cuntidad elufda munca es tan grande como en el ca-
so de las fosfatos,segdn lo indica el hecho de obtener em ese caso -
tiempos de coagulacibn msyores.

Como estos ensuyos de elucifn indican la imposibilidad de recupe
rar une poreidn importante del veneno adsorbido no se continud con -

ellos.

El caolin utilizado contenfa 100 miligramos por centfmetro cébi-
co y fud preparado por el método siguiente: tr:.tamfento con &cido -
clorrhidrico veinticuatro horas a 60°C. luego veinticuatro horas aebulie

LJ lavade  husta reaccibn vegutiva de idn cloro y moliende en *nol".ho =
de bolas.

Se estudié 1. adsorcibn en agu: destilede encontrdndose ser muy

grunde ,tanto como en el cuso de hidréxido de aluminio.

Vene no gaolin Vol. Totul. Yiempo de coaguls.
200 Y Jee 0,1 co 0,5 cc 1m
200 v 0,3 co 0,5 cc 18 m
200 0,4 cc 0,5 cc 35 m

El cuadro asnterior muestra que lu odsorcidn aumenta con la con

centracibn del adsorbente.



En los pH habituales y con buffer de fosfatos disminuye la adsor

c1én como lo demuestra el siguiente ejemplo:

Veneno Caolfn Completado Tiempo de coagulac.
a lcc. con:

200 ¥ e 0,5 ce H,0 destilada 50 m
200 0,5 cc buffer 6,2 16 m

Lag eluclones mostraron que la recuperacidn es aiin menor quemen

el caso del hidrdxido de aluminio,razdn por la cual no se continud.

LA T Y Telo L L T R P P ]



TENTATIVAS DE FURIFICACION DEL VENENO DE BOTHROPS ALTERNATA

SEGUN EL METODO DE D.gon KLOBUSITZKY.

La publicacidn del tjaajo de D.von Klobusitzky (1935) so-
bre la aceidn coagulante y la purificacidn del veneno secreta-
do por la gldndula del Bothrops Jararaca,ionde el autor describe
los métodos para purificarlo,nos indujo s repetirlo con el veneno
Bothrops Alternata. Esta tentativa era tanto mas interesante cuan
to que segin Klobusitzky la sustancila por &l obtenlda,que denomi-
na BothrOpotoxina,estarfa formada tan sdlo por carbono,hidréseno,
oxf{geno y carecerfa totalmente de nitrdgeno.

Hemos ensayado los dos métodos propuestos por el autor y con
ninguno hemos tenido éxito. Pensamos que este fracaso pueda deber
se a las condiciones f{sicas y quimicas a que hay que somster el -
veneno durante el proceso de purificac15n. En su primer método el
autor calienta el veneno a 70°C.durante unos diez minutos, condi-
c1dn que de por 8l parece suflclente para inactivarlo en alta pro=-
porcidén como se puede ver en las experiencias que eatudian la ac-
¢idn de la temperatura sobre el principio coagulante. Aungue el ve
neno de Bothrops Jararaca que emplea Klobusitzky es algo més esta-
ble a la temperatura,qus el de Bothrops Alternata empleado por no=-
sotros llama la atencidn los resultados que describe.

Una explicacidén del fracasc del segundo método 1la tuvimos -



mds adelante al estudiar la estabilidad de eSe principio Hmembe
frente a distintos pH. Vimos que ers sumamente inestable en me-
dio fuertemente alcalino y precisamente en el método de Klobu-
gitzky se afiede & la solucidn otre de fosfato trisédico al 93k
que da un pH mayor de 12, Indudablemente el agregado de esa 80-
lucién inactiva el veneno total o parcialmente segén el tiervo

de contactoe

PARTE EAPERINENTAL.
METODO 19

' Se disolvié un gramo de veneno seco en 40 centimetros edbi
cos de cloruro de sodio al 64 El pH de esta solucidn es 6, de
menere que para facilitar la coagulacidén se llevé a pH 5 por a
gregado de 4cido clorhfdrico &l 54. Luego la solucién se calen
t6 en bafiomerfa a 70°C.,agitando siempre durante diez minutos.
Despuds de estu operacién se ensayl el poder coagulante que re-
sulté nulo,por lo cual decidimos no seguir adelante en esa ex-
periencia. En otra tentative continuamos ese calentamiento lle
vando a pH 6 con hidrfxido de sodio y terminando 1la precipita:
cién de protefnas con solucibén de hidrdxido de hierro coloidal
el 10 después de lo cual volvimos a ensayar el poder coagulan
te con resultado nulo,por lo que suspendimos la operacién y dé

cidimos estudiar el segundo método.

M2T270DO0O 2°

Se preparé une solucidén de veneno al 10 agitada vigorosa-



mente con un aparato eléctrico durante el agregado de P04Na3,
12Ho0 a1l 9 % ( 6 ce.) y 3cc.de Ol,Ca al 15% hasta ohtener un'-

1{quido lechoso que centrifugado,diera un sobrenadante,que di-
lufdo uno en veinticinco y operando con un cent {¥metro cfibico

de esa solucidn por cinco cent{metros cilbicos de sangre oxala-
tada no la coagulara en 15 minutos. Generalmente no se obtenfa
este tlempo sino después del agregado de los reactivos durante
un nimero de veces que varlaba de dlez a quince.Es de notar a-
quf,que en este trabajo,no se neutrallzaba previamente a la coa
gulacién,nl ae tenfa en cuenta pars nada la dilucidén sufrida por
el agregado de reactivos que algunas veces era considerable.=-
Cuando el tiempo de la coagulacidn del sobrenadante era el ind}i
cado por el autor,se centrifugaba y el preclpltado de fosfgiri-
caleico se disolvfa en &Acido acético al 10 %,luego se somet{a a
una d1&lisie en la cimara frigorifica durante ocho dfas,hasta -
que o1 1fquido 1nterior no diera reaccidn de 18n calclojen este
.punto se tomd el tiempo de coagulacidn y did siempre pérdida to
tal del poder coagulante,®8 Jdeélr:el princlplo activo que se de-

seaba purificar se habfa destrufdo totalmente.

Otros autores que han intentado la confirmacidn de los tra-
bajos de V.Klobusltzky tampoco han tenido éxito.
Braier (1935) tratd de alslar la Bothropotoxina del veneno

de Bothrops Alternata. Siguid los dos métodos indicados por el



mencilonado autor con resultado negativo; el fracaso del primero
lo atribuyd, como nosotros al calentamiento y tembién a la ac-
c18n de los dcidos;pero,en nuestra opinidn,el pH al que esta so
metido el veneno en este método (pH 5) no es tan bajo como para
inact;varlo}en el caso del segundo método Braler atribuye el fra
caso al poco poder adsorLente del fosfato tricdlcico y a la pro-
longada dialisis.

Micheel en su trabajo con Jung (1936) menclona que,a Su pe-
didO,F~Bgssser realizd experiencias para aplicar el método de V.
Klobusatzky al veneno de B.Alternata,pero sin llegar a obtener -

una Bothropotoxima 1libre de nitrdgeno.




COLCLUSIOINLS

1%~ Se establecid un método de medide del poder coagulante de los
venenos, cuya exactitud nermitié aplicarlo satisfactoriamente

en el curso del trabajo.

29~ Ixaminando las curvas de atenuacién de los venenos por la ten=-
peratura se ve que el principio coagulante puede considerarse
estable en solucién, a 37°C. duranten une hore; a 56°C. duran-
te el mismo intervalo de tiempo su atenuacién es considerable
(menor en el caso del veneno de 3. Jararaca) y a 1l00°Ce. se pue-

de considerar total.

239~ El estudio de la accibn de lu concentracién del ién hidrbgeno
soore el principio coagulante nuestra que los tres venenos tie-
nen una zona de estubilidad anplia entre pHE 53,3 y 10,3 fuera de
la cual la atenuacidn es rdpida. De los tres vemenos ensayados
es nds estable, tanto en la zona £cida cono en la alcalina, el

proveniente del B. Illeuwiledii.

4~ Se estudid la adsorcién del principio coagulante por hidréxido
de alwzinio coloidal y por caolfn. Por elucidn es pequefla lu ree
cuperacidn, 1o que no permice utilizar este método como medio de

purificacibdn del citado principio.

59— No hemos losrado preparzr l. Bothropotoxina de Xlobusitzky -segdn

sus indicaciones- confirmando lo hallsdo por otros autores.
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