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COHERIBUCIOH.ÁL ESTUDIO DU IDS VEZEHOS DE SERPIEITES

DEL GENERO BOTHROPS

Se han reunido en este trabajo una serie de ensayos, reali­

zados en el deseo de estudiar el comportamiento de los venenos de

algunas serpientes sudamericanas.

Todos estos ensayos se refieren a la actividad coagulante del

veneno por la facilidad de su dosaje a través de la misma.

Se ha estudiado aqui acción de temperatura y acción de la con­

centración del ión hidrógeno y se hicieron además ensayos de ad1

sorción, para todo lo cual fue necesario establecer un método cuan­

titativo de dosaje.

mientras se realizaba este trabajo apareció uno de Slotta y co-­

laboradores que en algunos puntos coincidia con lo realizado por

nosotros, tal comola acción del pH sobre el principio coagulante

que el estudia sobre los venenos de Crotalus T. T. y B. Jararaca y

nosotros sobre los de Bothr0ps Alternate, Heuwiedii y JararaCa.

También establece el mencionado autor un método de dosaje basado en

los mismosprincipios que el empleadopor nosotros, pero lo reali­
za en forma distinta.



-UBR|S 3:marisa.

POSIBILIDAD DE ESTABLJCEB'UN METODO CUnNTITATIVO DE MEDIDA
,-.--,—

DEL PODER COAGULANTE DE LOS VENENOS.

Para estudiarmel principio coagulante de los Venenostrata

mos de establecer un método que permitiera el dosaJe de esas ;

actividades en forma companible.

Se pensó por supuesto en emplear para esto la velocidad de

coagulación de un plasma.

Se estudiaron separadamente los diversos componentes y fas
tores del sistema: ­

V E N E N 0

cuando se estudia el poder.coagu1ante de un Veneno emplea­

do en soluciones muy concentradas,frente a un mismoplasma, se

hace dificil determinar diferencias en los tienpos de coagula­
ción para pequeñas diferencias de la concentración del veneno.

Ensayando soluciones diluidas de veneno de Bothrops Alter­

nata se encontró que,empleado en soluciones de concentración ­

entre l y 10 gammaspor centímetro cúbico para 2,5 centimetros

cúbicos de plasma¡se obtenían tiempos de coagulación que varian

entre doce y diez y nueve minutos comolo indican los cuadros ­

siguientes,donde Pll,P12,etc. son los plasmas estudiados.



CONCENTRACIONES TIEMPOS DE COAGULACION (en minutds).

311 P12 913 214 3915 1:16

10 ó/cc. 3 2% 2 3% 3 4%

9 " 3 2% 2 3% 4%

8 'ï 3 3 2: 4 4-;­

7 7' 2 3% 2%- 4-2 3% 4%

6 " 3% 3% 2% 51 4

5 9 4 4 2% 6% 4 6

4 '3 4% 5 3-": 6

3 ¡v 6' 6 4 si 5-;- a

2 ñ 7 8% 6 40 lo; lo

1 " 12 14% 10 14 15 19

puede verse aqui que variaciones de un gammapor centímetro cÉ

bico representan,en soluciones de concentración inferior a 5 fl

3/00. Variaciones de tiempo de cogulación facilmente observables.
Para concentraciones mayores las diferencias de tiempo de coagu­

lación se leen con un error considerable y no nos pareció conve­

niente emplearlas.
P L A S M A

A"’Él plasma utilizado se obtiene de sangre de caballo oxalgáa,

preparada por adición de 4 centimetros de solución de oxalato de

sodio al 2,6 fi a 100 centímetros cúbicos de liquido total (san­

gre más solución de oxalato):el plasma se separa de los globulos

por centrifugación.

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

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



tambiénentre distintos laboratorios.

Desgraciadamente no ocurrió asi;diferentes plasmas dieron —

tiempos diferentes para cantidad-de cantidades iguales de un mis

mo veneno (ver el cuadro anterior).Sin enbargo,un mismoplasma,

no muyenvejecido,coagulado con cantidades crecientes de un mig

moveneno,da tiempos iguales,dentro del error experimental,como

se puede ver en el cuadro siguiente:

CONCENTRACIONES TIEMÏOS DE COAGULACION (en minutos).

'LÉÉ" ' zhoras
10 ‘¿'/cc. — y h

9 n 3-3; 3

8 9' 3% 3‘:

7 'ï 3-5: 3:;­

6 " 4 4

5 " 4% 4

4 " 5 5

3 " 7 7

2 u 8 8

1 n 13 12

ado chikigbqplasma de un mismo caballo sacado y usado siem­

pre en condiciones idénticas,pero en distintos dias,por ejemplo,

da resultados,sino iguales,por lo menospróximos;lo que si bien

no resuleve el problema anterior es algo más cómodoen su uso y

podria ser que haciendo más rigurosas las condiciones se obtuhig
ran para diferentes muestras de plasmas de un mismo caballo, e

idénticas concentraciones de venenoe,iguales tiempos de coagulg
ción. El ejemplo siguiente-que aclara lo que acabamos de decirv



se ha llevado a cabo con veneno de BothrOps Neuwiedii.

COHCEGTRACIONES TIJHÏOS D3 COAGULACION (en minutos).

_ - P11 P12 Pl3

10 í/cc. 2% 2% 3

9 " 2?: 2% 3

8 " 3': 2% 3%

7 " 3% 3 3%

6 " 3% 3 3%

5 " 3% 3-35 4

4 " 4a 5
3 " 4 55

2 " 3%.:- s‘i 7-:­

1 _ ,k0 00

.MP

¡3?

Basado en estas determinaciones se estableció un método de me­

dida que fué empleado en buena parte del trabajo y posteriormen_

te sustituido por el método gráfico indicado más adelante. A

fare proceder con el primer métodose establecía el tiempo

de coagulación de un plasma determinado frente a concentracio­

nes decrecientes del veneno;esto nos daba lo que se podria 11a­

mar velocidad de coagulación con una solución de veneno determi

nada y a tiempo cero de la experiencia. Ese mismoveneno se so;

metia luego al tratamiento fisico o quimico cuya acción sobre el

principio coagulante se deseaba estudiar. A los tiempos que se —

considenha Oportuno se tomaba una muestra,se llevaba a las mis­



mas condiciones que en la solución inicial (neutralidad en

el caso del estudio de la acción de distintos pH) y se deteg

minaba su actividad coagulante,por supuesto frente al mismo.

plasma, empleando también una serie de concentración decre­
ciente.

Juwymoqw;_se obtiene asi que alguno de los tubos coin­

cide en su tiempo de coagulación con otro de la escala ori­

ginal a tiempo cero. Si no coincide exactamente,se hace una

pequeña interpolación que permite establecer el Valor de esa

diferencia: se sabe asi que cantidad de principio activo hay

en ese tubo y como la cantidad inicial es también conocida —

se puede calcular la atenuación del poder coagulante por una

simple operación.

Comoejemplo damos el cálculo para determinar la atenua­

ción sufrida por una solución de veneno de Bothrops Jararaca

de una concentración de 100 gammaspor centímetro cúbico man

tenida durante media hora a pH 2,2. I

La solución acuosa de veneno (solución inicial, solución

a tiempo cero) ha dado con el plasma peiíutilizar los siguien
tes tiempos (escala de plasma):

­



CONCJHTRACIONE TILMÏO DE COAGULACION (en minutos).

10 zi/ c c . 3%

9 " 4%

8 " 4%

7 " i

6 u 6'

5 " 6%

4 " 8

3 " 9

2 " 12%

1 " 25

De la solución de veneno a pH 2,2 tomamos una porción y previa

neutralización la llevamos a. una concentración de 25 gammaspor

centímetro cúbico;flscentimetros cúbicosde esa solución más 2,5

centígïetros cúbicos de plasma tardan en coagular a 37°C. 63-mi­
nuto; Corresponden en nuestra escala al tubo que contiene una

concentracion de j gamas por centímetro cúbico. el tubo de

ensayo hemos puesto 29' gammasde veneno original se han destrui

do pués 20 gamas y la atenuación es: ñ

25 a’lcc. -------- —-20 b’lcc.

100 (/cc. _________.. x

x: 80/1;

Es decir que la atenuación es un 80,6y 1a actividad actual un ­

20;}.

Si en lugar de llevar la, dilución final a 25 gamas por cen
timetro cúbico 1a llevamos a. una concentración de 50 ganunaspor



Uubol')
centímetro cúbicorel tiempo de coagulación es ahora de 4 minu­

tos,tiempo que esta comprendido entre el de lOs tubos de lo gam

mas por centímetro cúbico ÉL 9 gammaspor centímetro cúbico, y
corresponde por lo tanto a una concentraciógüa; 9,5 gammaspor

centímetro cúbico,como en el tubo habíamos puesto 50 gammasy

ahora sólo encontramos 9,5 significa que han desaparecido 40,5:

50------------- -- 40,5
100 ——————————————— 81

la atenuación que ahora encontramos es de 81x; Hay una diferen­

cia de lqáentre las dos medidas)tolerable perfectamente en un ­
método biológico.

Pbsteriormente el empleo continuo de este método nos indicó

a menudose debía interpolar y esto nos indujo a hacer un tipo ­

de interpolación grafica que es más simple. Eara ello se esta­

blece la escala de coagulación a tiempo cero,como antes,con es­

tos valores se construye una curva en coordenadas cartesianas ­

ortcgonalcs poniendo comoabscisas la concentración de Veneno ea

gammaspor centímetro cúbico y comoordenadas el tiempo de coa­

gulación,en minutos. Una curva de este tipo es de la que figura

en la página siguiente. Para determinar la atenuación se proce­

de comoen el caso anterior,pero en lugar de realizar un cálcu­

lo se toma en ordenadas el tiempo de coagulación observado para

la solución en ensayo y se traza una paralela que corta a la cug
va trazada,en ese punto se baja una perpendicular al eje de las



concentraciones y el punto de contacto determina exactamente la

concentración en veneno activo en ese tubo. En general se prefig

ren hacer diluciones de modoque esa concermración final sea de,

5 gammaspor centimetros cúbico o menor porque evidentementepse

ve en la curva.a mayores diluciones la diferencia de tiempo es —

mayor,para una mismadiferencia de concentración,y 1a exactitud
de la medición lo es también.

25‘
24.

22

18.

16.

1h.

H

°HN‘w.kmÓ‘Nunao



Sea por ejemplo el tubo gja la altura correspondiente trazamos

el segmentoIÉ'y por B la perpendicular a1 eje de las E a quien

corta en C,el punto C nos dá la concentracion de j gammaspor ­

centímetro cúbico que es lo que ahora se encuentra presente en

el tubo,hacemos los mismos cálculas que la vez pasada y encon­

tramos una atenuación de 80fi&'Para el tubo l' en lugar del in­

terpolar trazamos el segundo ÏÉ y por E la perpendicular al ­

eje de las concentraciones,el punto E nos dá la cantidad de gmg

mas por centímetro cúbico presentes en ese tubo,en este caso -H

9,75; originabnente habia 50 ganmaspor centímetro cúbico luego

Se han destruido 40,25.

4? 50 J/cc ------ —-40,2¿ J/cc

100 ó/cc ------- --80,5x Í/cc

luego la atenuación es de 80,59 fi .
Curvas similares a la anterior se obtienen con los venenos dd

Bothrops Jararaca y Bothrops Neuwiedii.

Un método gradico similar fué proPuesto por Houssay,Sordelli y

Negrette (1918) quienes por la necesidad de su trabajo estable
cieronoña curva que se extiende hasta soluciones de veneno muy­

concentradas mientras que nosotros sólo usamos la región entre

1 y 10 gpmmaspor centímetro cúbico.

Slotta y otros (1937) han establecido un método semejante ­

para el dosaje del trincipio coagulante de los Venenosdefinieg
do la unidad coagulante (U.C.0.) comola cantidad de veneno en”

gmamasque tiene una acción ooagulante establecida en la siguieg
te forma: el veneno se disuelve en un centímetro cúbico se solu­



4!

ción fisiológica,se le añade 5 centimetros cúbicos de sangre

oxnïgáa y se busca 1a cantidad que produce la coagulación de

esos 6 centimetros cúbicos de liquido en 10 minutos,exactameg

te. La cantidad de'veneno en gammaspreSente en un centímetro

cúbico de liquido o sea la sexta parte de la original es 1a g

nidad de coagulación,llamandose "Tenor de coagulación de un vg

nene" a la cantidad de unidades coagulantes que tiene un mili;

gramo de veneno secado a1 vacío.

aun método de este tipo pensamosutilizar en el trabajo pe­

ro fué abandonado al encontrar que los tiempos de coagulación

variaban con los distintos plasmas (cosa que no sucede en las

experiencias de Slotta) y por lo tanto sólo-podria utilizarse

estableciendo un veneno tipo que serviera de término de compap

ración de las unidades de coagulación. Fué por esta razón que

lo abandonamosy empleamosel descrito más arriba con los re­

sultados ya mencionados.­
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ACCION DE LA TEMPERATURA SOBRE EL PRINCIPIO COAGULANTE.

La atenuación en soluciones,de1 poder coagulante de los venenos

por el calor es conocido desde hace tiempo. Puede mencionarse el tra

bajo de Houssay,Sordelli y Negrette (1918),cuyos autores a parte de

constatar el hecho antes mencionado encuentran que los venenos de

serpientes del género BothrOps,entre 60° -7Oo C. tienen una dismnng

ción brusca del poder coagulante apareciendo aumentar esta propiedad

a los 80° C. produciéndose desde ahí una disminución lenta. Estos mig

mos autores encuentran que el veneno de B. Alternate no presenta siOm

enpre la recuperación.­

Braier (1935) encuentra,como en el trabajo anterior y comohemos

confirmado nosotros que a partir de 37‘;C.,con el aume1to de tempera
tura,la actividad coagulante del venenórdTgminuyeprogresivamente,og
teniendose anulación total entre 72° C- 75 o C.

Nosotros estudiamos la estabilidad de los tres venenos, emplea­

dos en solución acuosa, al pH (pH 6) que resulta por simple disolñr

sión de los mismosy a las temperaturas que se indican en cada caso

particular.
Los cuadros que van a continuación constan de seis columnas, 1a

primera indica la concentración de la solución original del veneno ­

que fué sometida a calentamiento; la segunda indica el tiempo de ca­

lentamiento; la tercera, el tiempo de coagulación de la solu­
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ción de veneno,dilu{da convenientemente después de la experien­

cia;1a cuarta columna expresa la cantidad de veneno activo que de

acuerdo con la concentración original y posterior dilución debie­
ra existir en un centímetro cúbico si el veneno no hubiera sido ­

calentado;1a quinta columna da la cantidad de veneno activo preseg

te en un centímetro cúbico,después de calentar;finalmente,la sex­

ta columnada el porcentaje de atenuación sufrida por el veneno,
resultante de la diferencia de las dos anteriores.­

VENENO DE BOTHROIS ALEERNA1¿¿

Se utilizó veneno de BoürOps Alternate al uno por mfl;las tem

peraturas ensayadas fueron 100°—56°-42°y 37° C..Se tomaron mues­

tras a tiempos definidos y se determinó el tiempo de coagulación

por el método indicado en la parte correSpondiente. Sd obtuvieron

los siguientes resultados:
E N S A Y O S a 100 C.

I II III Iv v VI
Concentr. Tiempode Tiempo de Veneno act; Ven.activo Porcent­

orïfinal calentam. coag.(min) vo calculad. encontrado atenuac./cc.) ( 3//cc.) ( X/cc.)
100 15 m 25 100 3 97

100 30 m 38 100 2 98

100 60 m no coagul. 100 l 99

1000 15 m 7% 100 3.5 96.5

1000 30 m 6 1000 5 98,5

1000 60 m 29 1000 l 99,9



I II III IV
Concentración Tiempo de Tiempo de Venen.act.

ori inal calent. coagula. calculad.
(fica) (min) (' wea)

1000 15 m 15 lo

1000 30 m 24 10

1000 60 m ‘8 lO

ENSAYOS a- 42'0.

logo 15I; ¿il {g

1000 30 m 4% 10

1000 60 m 5 lo

E N s A y o s a 37° c.

I II III IV

1000 15 m 4% lo

1000 30 m 4% lO

1000 60 m 4% 10

1000 24 h 4% 10

E N S A X O S a 56° c.

V
Ven.activ.
encontrad.
( X/cc)

1.5
1

1

10

lO

6,5

lO

lO

10

10

VI
Porcentaj.
de atenua.

10

VI

35

OQOO

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

las lineas representa una temperatura. En las ordenadas figura la act;
vidad (cien menos atenuación) y en abstiaas el tiempo de calentamiento
en minutos.­
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100

80 .

70 .

60

50 .

20 ,

lo _

57°C

Bothropl Alternata

56°C

law:
15m ¿Om 50m

Se hicierén ademásensayos de estabilidad a temperatura ambiente(18°­

20°C.) y en frío (0 ' C)cuyo resultado está tabulado a continuacion:

I
TEMEERATURA AMBIENTE.

II III IV V VI
Concentración Tiempode Tiempode Ven.áotiv. Ven.activ. percent.ori inal

(x cc)
1000

1000

1000

1000

100

10

experienc. coagulac.’ calculado emcontrado atenuac.
(horas) (min (X/cc) (í /cc)

24 3 lO lO

24 3 10 ‘ 10 .

24. 3% lo 8 ¿o

'ENSAYOS EN FRIO.

24 3 lO lO O

24 3 10 10 0

24 3 10 10 0
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VENENO DE BOTHROPS NEUWIEDII.

La estabilidad a la temperatura,del principio coagulante del veneno

de Bothrops Neuwiedii fué determinado en la misma forma que en el caso

anterior y a las temperaturas de 100o -56° y 37° C.

Para información en el trabajo corriente ae hizo una comparación a

temperatura ambiente y otra a frío (0 °C.).En.los casos de temperatura

ambiente se determine tambien la influencia de la dilución en la atenng

ción,permaneciendo los demás factores constantes. Se obtuvieron los si­

guientes resultados:

ENSAYOS A 56 ° c.

I II III IV V
Concentrac. Tiempo de Tiempo de Veneno act. Veneno act. Porgéntaj.
Original Calentam. coagulac. calculado. encontrado de atenuac.
( X /cc) (horas) (min) ( x'/cc) ( y /cc)

1000 á lO 10 1 90

1000 tí} 4% 100 4 96

1000 1 7 100 3 97

1000 24 8 100 2 98

100 É 11 lO l 90

100 i 5 100 3 97

100 l 13 100 1 99

100 2 4 1000 4 99,6

100 24 12 1000 l 99,9

10 É 12 lO l 90

10 % 13 10 < l 7 90

10 1 21 10 < 1 7 9o

10 2 30 10 <1 790

10 24 no coagula lO <1. 790



‘f

MMLQ ­
' II III IV V VI

Concentracion Tiempo de Tiempo de Ven.a tiv. Ven.act. Porcent
original. calentam. coagulac. calcu ado encontra. atenuac .
(‘X/cc) (horas) (min) ( x /cc) ( 1 /cc)

1000 % 8 100 2 98

1000 % 2% 1000 10 99

1000 1 5% 1000 3,5 99,65

ENSAYOSA 21° c

I II III IV v VI

1000 % 2% lo 10 o

1000 % 2% 10 9 10

1000 1 2% 10 9 10

1000 2 2% 10 9 10

1000 24 2% 10 8 2o

100 % 2% 10 9 10

100 % 2% 10 9 lo

100 1 2% 10 9 10

100 2 2% 10 9 10

100 24 3% 10 5 50

Lo % 2% 10 e 2o

10 -% 2% 10 8 2o

10 1 3% 10 5 50

10 2 3% 10 4 60

10 24 5 10 3 7o



ENSAYOS A TEMPERATURA AMBIENTE.

I l II III IV’ V VI
Concentracion Tiempode Tiempode Venen.activ. Ven.act. Porcent.

Orig nal experienc. coagulac. calculado encont . actenua.
(g co) (horas) (min) (5 /cc) (X¡/cc
1000 24 3 10 '9 lo

100 24 3 lo 9 I lO

10 24 3 10 9 10

ENSAYOS ¿mi FRIO 53° L1

I II I I I Iv v VI

1000 24 3 lo 9 10

100 24 3 10 9 10

10 24 3%- 10 7 30

El gráfico adjunto muestra el comportamiento del veneno B. Neuwiedii
a distintas temperaturas:

íOO .

0
90 57 c

80

70

60 Bothrppa Neuwíedii



VENENODE BOIgers JARARACA.

4a

La estabilidad ténmica del principio coagulante del veneno de Both!

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

rior,se obtuyieron los siguientes resultados:
ENSAYOSA 100 ° a.

I II III IV V
Concentra. Tiempode tiemp.de "en.act1v. Ven.act.
original. calentam. coagulac calculado encontr.
(18/ch H/cc) ( min) (If/cc) (¡r/cc)

1000 i 5 100 10

1000 1; 7 100 4

1000 l 11 100

1000 a; 4 100 10

1000 a} 100

1000 1 6% 100

1000 á 10 100 8,5

1000 ¿r 20 100 5

1000 1 24 100 2

ENSAYOSA 56° c.

100 1 20 10 4,5

100 2 27 10 4

100 24 52 10 1

lO l 32 lO 2

lO 2 38 10 l

10 24 52 lO 1

VI
Porcenta e
atenuacion

55

60

90

80

90

90



II
Concent. Tiemp.deori(fi
1000

1000

100

100

lO

lO

ENSAYOS A TEMPERATURA AMBIENTE.

III IV
Tiemp.de Ven.activ.

experien. coagulac calculado
(horas) (min) ( Xycc)

24 3 lo

24 3% 10

24 9 lO

¿ENSAYOS EN FRIO (o ° cz

II III IV

24 3% 10

24 6 10

24 12,5 10

V
Ven.act1v.
encontrado

( Wee)

10

5

2,5

v

9

4,5

VI
Porcentaje
atenuacioñ

50

75

VI

lO

55

80

Adjunyofigura el gráfico de la estabilidad térmica del venenoB.Jara­
raca.

57° C Y:oc - —

ro

SO

70 _ 56°C .

60 L

5C

4G Bothropa Jararaca

50 _

20 4_

lo 10000

60m



I
Concent .
or ginal

/cc)

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

100

100

100

10

10

lO
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ENEAYOS A C.

II III IE. V VI
T1emp.de T1emp.de Ven.activ. Ven.act iv. Porcentaje
experien. coagulac . calculado enoontrad. atenua cion
(horas) (min) (‘á/ce) (6/00)

á 3% 10 10 0

,3 3% 10 10 o

1 3% 10 10 o

2 4% 10 8-9 10-20

3 4% 10 8-9 10-20

24 5% lO 6 40

72 7% 10 2 80

l 7% 10 9 10

2 7% 10 9 10

24 11 lO 6,5 35

l 11 10 6 .5 35

2 12 10 6 40

24 14 10 5 50



Observandolas curvas obtenidas por nosotros para los tres vene­

nos se ve quemel principio coagulante puede considerarse estable

en solución, a 37°C. aún cuando se observan pequeñas Ghenpauon.s

(10 fi,en el veneno de B. Heuwiedii). A 56°C. se observa una gran

atenuación para los venenos de B. Heuwiedii y B. Alternata (Algo

mayor para el primero), y una bustanten menor en el de B. Jararaca,

hecho confirmado por el dato de 24 horas (JLK)670o. concentración

original) en que para el veneno de B. Neuwiedii 1a atenuación es

total, mientras que para el veneno de B. Jararaca es tan sólo de

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

nos pueden considerarse totalmente atenuados.
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ACCIDH DE LGS DISTINTOS pH SOBRE EL PODER COAGULANTE

DE VENENOS DEL GENERO BOTHRDPS.

Hace ya veinte años Houssay,Sgrdelli y Negrette (1918) al es­

tudiar el problema de la acción de los venenos de serpientessobre

la coagulación de la sangre determinaron la estabilidad del prin­

cipio de Bothor0psAlternata frente a los ácidos y a los álcalis:

utilizando soluciones de hidróxido de sodio y de ácido clorhídri­

co,que variaban entre N] y N/ ,encontraron que,en general,a

concentracionesaltas,alrggggor dezN/sppara los álcalis,el vene­
no se atenueba fácihmenteíreaultó más sensible a la acción de los

ácidos,pués en solución N/loo de ácido clorhídrico ya se notaba u

‘ na atenuación evidente. ­
Esta inestabilidad del principio coagulante frente a los ¿leg

lis y ácidos fuertes,estudiada en el venenode B.Alternata ha si;

do confirmada posteriormente para otros por diversos autores. Slot
ta y otros (1937) lo establecieron para el B.Jararaca y el Crotalus
T.Terrificus:por las cifras de una serie de cuadros que publicaron,

se puede ver que,1a estabilidad del principio coagulante de esos ­

venenos es muy pobre a pH muy ácidos o muy alcalinos,mientras que

es muchomayor a pH alrededor de la neutralidad. De los dos Vene­

nos el de Crotalus T.T. es mucho más estable que el de BothrOps JE
raraca.—



Vinculado a estos hechos,aunque no se refiera directamente
a la estabilidad del principio coagulante frente a los distin­

tos pH,sinó más bién al pH en que se realiza un óptimo de coa

gulación(sin neutralización),puede citarse el trabajo de Eagle
H. (1937) Quien encontró que el óptimo de coagulación para el ­

veneno de BothorOps Jararaca era 6,5.­

Micheel y Jung (1936) estudiaron la estabilidad del princi

pio tóxico del veneno de BothorOpsA1ternata,encontrando con al

gunas pequeñas diferencias una atenuación semejante a la halla­

da por nosotros para el principio coagulante del mismoveneno.

Las únicas ntferencias en contra de estoflhechos son las pu­
blicadas por Klobusitzky (1935) quien,al hacer una serie de en­

sayos de purificación del veneno B.Jararaca lo puso en contacto

con soluciones de fosfato trisódico al 9%que poseían un pH. su

perior a 12,encontrando,sin embargo,que,podia recuperar,del ve­

neno disuelto en las mismas,una parte del poder coagulante. La

contradicción podría explicarse porque la atenuación no es ins­

tantanea y las recuperaciones que obtiene,bastante pequeñas.­

Los ensayos que nosotros hemos realizado tuvieron por obje­

to estudiar la estabilidad de distintos venenosde serpientes ­
del género Dothrops,disueltos en soluciones buffers que dan pH

variable.
Deseabamostener una idea de las regiones de estabilidad,y

saber el pHen que se puede trabajar sin atenuación,a fin de a­

plicar luego ese conocimiento al estudio del veneno.

.26



Comoen las experiencias descritas anteriormente,el veneno de

B.Alternata y B.Neuwiedii procede de laaviboras llegadas al Iná­

tituto Bacteriológico (D.N.H.). El veneno de B.Jararaca procede

del Instituto Butátán del Brasil,por gentileza de su director Dr.
Afradio DoAmaral.

SOLUCIQEES DE VENENO.

Para preparar las soluciones se procedió en la siguiente fo;

mazse pesó 0,05 gr de veneno y se agregaron cincuenta centímetros

cúbicos de agua destilada obteniendose soluciones al uno por mil.
Luego la solución se diluyó hasta la concentración de uno en diez

mil (lOO‘í/cc). Esta dilución se hizo con la solución buffer cu­

ya acción se deseaba estudiar. De la solución de veneno uno en

diez mil,que se dejó a una temperatura de IÉL2O°C.,se tomaron de

tiempo en tiempo muestras y se determinó sobre ellas la actividad

coagulante,comparada con la actividad original del veneno coloca­
do en condiciones de estabilidad máxima.

Para hacer el ensayo de coagulación se toma un centímetro cfi

bico de la solución en estudio y se neutraliza;las soluciones neu

tralizantes se preparan de tal concentración de modode emplear

en esa operación menos de un centímetro cúbico de la misma y lug

go se completa a dos centímetros cúbicos con agua destilada;asf& l

la concentración es de 50 X/cc;se diluye luego de tal modoqua se

puede utilizar el métodode coagulación descrito en otro lugar.

Un ensayo previo penmite determinar,para cada pH,las concen­

traciones a que puede convenir utilizar esas soluciones.Cuando por

rsos ensayos previos se taque la atenuación esmuygrande,se pue­

23'
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de ensayar directwacnte,sin dilución posterior la solución neutra­

lizada,pues si la atenuación es de alrededor de 80 7” lOs tiempos

de COagulación, caen generalmente dentro dc nuestra escala, confeg

cionada entre uno y diez j/por centímetro cúbico (ver método de me
dida)

SOLUCIOHJS BUFFERS.

Los buffers se prepararon con distintas mezclas salinas según

las necesidades. Asi las de pH 12,5 - 11,7 —11,3 —10,8 y 10,3,

fueron preparados con fosfato trisódico 0,15 n y fosfato disódico

0,2 M (segun Sgrensen) haciendo una serie de mezclas cuyo pH se con

trolo luego potenciométricamente utilizando electrodo de vidrio;de.

ellas se tomaron las que porseian un pH adecuado para nuestra expe­

riencias. El control potenciométrico mostro que estas soluciones te
nian una estabilidad conveniente para aquellos ensayos.­

Las soluciones entre pH 8 y 10 se obtuvieron en forma similar.

Entre 5,3 y 8 se emplearon las mezclas de fosfatos de Sarensen si­

guiendo las indicaciones de Clark (1323). Las soluciones de pH in­

ferior a 5,3 fueron preparadas de acuerdo con los tipos de Mc llvai

ne mezclando fosfato disódico 0,2 My ácido cítrico, de acuerdo tqg

bien con las indicaciones de Clark (1923). t

En un ensayo de coagulación en presencia de las mismas cantida­

des de sales, pero llevando las soluciones a pH7 (de gran estabili
dad), se vió que las mezclas indicadas no tienen influencia prOpiaF

en el fenomeno de coagulación. Comoejemplo podemos mencionar,de en

tre muchos, en siguiente:



ar

Tiempode coagulación de la solución acusa de veneno:5% minutos.

Tiempode coagulación de la solución de veneno en buffer:5% minut.

Modificación debida a las sales: 0%.

Unensaye similar,realizado con buffer de ftalato de potasio y ¿ci
do clorhídrico,indicó lo inadecuado de esta solución para nuestro
estudio.

....... __oo-__-__-_­

ESTUDIO DEL COMIDRTAMIENTO INDIVIDUAL DE LOS VEEENOS A DIFERENTES_É
En todos los cuadros que van a continuación la primera columy

na indica a que tiempos se han controlado las actividades de diva;

sas muestras de veneno al 1/10.000. La segunda indica qdeïfi; tarda

do en coagular el plasma puesto en contacto con la solución por ana

lizar,habiéndose empleado el métodoya indicado. En la tercera co­

lumna hemos señalado,por comodidad,la cantidad de veneno activo que

de acuerdo con la concentración original debiera existir en un cen

tImetro cúbico,si no existiese atenuación,la cuarta columnaindica

la cantidad de veneno realmente activo,presente en la solución,la

diferencia entre la columnaanterior y ésta es la cantidad de veng

nono cuya acción coagulante se ha inactivado. Finalmente la última

columnaindica el porcentaje de la atenuación habido. Los gráficos

señalan aún mejor esas atenuaciones. En el eje horizontal se toman

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

(cien menos atenuación).

pH 2l2

El buffer fué preparado según los tiempos descritos por Mc.Il­

vaine (Clark,segunda edición 1923) con fosfato trisódico 0,2 M. y

ácido cítrico 0,1 M.



BOTHROPS ALTERNATA

Tiempo de Tiempo de '3/cc orig. Uycc actualacci n. coagulacion.

o h no coaguló 50 <1

1 h no coaguló 50 <1

2 h no coaguló 50 <1

BOTHROIB JARARACA

Tiempo de Tiempo ge ,
acci n. coagulacion :\/cc orig. 17cc actual

á h 4% m 50 7

¡5 h 4% m 5o "7

1 h 5 m 50 6

2 h 5% m 50 5

24 h 9 m 50 2%

__ÉQÏÉBQEÉ_HEHHLEQEI__

Tiempo de Tiempo ¡deaccion. coagulacion. u//cc orig. í/cc actual

0 h 5 m 5 295

3%h 6% m 5 2.5

É h 6 m g 2

fi h 2% m 25 10

% h 4% m 10 3

1 h 212- m 25 10

2 h 4 m 10 3,5

28

Porcentaje deatenuaci n.

798
>98

798

Porcentaje'deatenuacion.

87.5

87.5

89

90

97,5

Porcentaje de
atenuación.

50

50

60

70

70

65

90
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pH 2,2

@.Neuw1edii

B.Jararaca
B-Altermt‘a

oir» J_h___ 2hE1226.
El buffer fué preparado según el tiempo de Mc IlVaine.

Tiempg deaccion.

(op-I

Tiemïg deon.8.00

1e

(uh-I­

MNH 5‘D‘b‘D‘D’

BOTHRogg ALTgfigqgrgg;

Tiempode y'cc/orig. b/cc actual Porcentajéecoagulacion atenuacion.

7 12 m 50 <1 >98

>12 m 5o <1 798

712 m 50 < 1 >98

Bomggors JARABACÉ

Tiempo de Sec/cris. ‘f/cc actual Porcentaj. decoagulacion. atenuacion.

4% m 50 515 89

5 m 50 5 90

5' m 50 5 90

5%“m 50 4,5 91

8 m 50 3 94



2112.6

BOTHROEBNEUHIEDII.

Tiempgde Tiempo ge í/co org. X/cc actual Porcentagedeaccion ' coagulacion atenuacion

É: h 5 In 5 2,5 50

% h 3 m lO 8 20

1 h á m 10 6 4o

2 h 7 m 1o 1,8 82

100

90

80

70

‘ 60 PH.2,6

1 50

1+0

55

2o B,Neuwíedii

10 . BlJnraraca

0' B.A1te.rnata . l
1h 2h 5h ¿4h

.BPLLL
Buffer preparado segfin el tipo de McIlvaine.



‘ f’r’l 'Ï' ". n‘BO -L.u.¡..4¿(I'LLa.-"Lo__—..______

Tiempo de Tiempo de 6/oc orig
acción coagulación

0 h 5% m jo

i h 12 m jo

1 h >12 m 5o

2 h >12 m jo

B. JARARACA.

Tiempo de Tiempo de X/Oc origacción. coagulacion

... 3
9 m 57: m 25

i- h 4 m 25

fi h 4% m 25

1 h 8% m 25

2 h 9-;- m 29'

24 h 3% m '25

B. NEUWIADII.

Tiempo de Tiempo de
acción coagulacion

í h 5 m

é h 5 m

ih ‘94

2 h 7 m

6 h 10% m

24 h no coagula

5/06 actual

370o actual

4.75

3.75

3.75

3

2.5

0.75

{7oc actual

51

52:33:25:

92

98

> 98

7 98

Porcentode
atenuación.

81

85

85

88

90

95

Porcentaj.de
atenuación.

28

98

398



pH 592

B.Nauwieáii

BaA] ire ma Ea _f L
9h Efiq. ag la Eu ¿a

pH 5,8

El buffer ae preparó según tipo de Mc Ilvaine.

B. ¿DEE RNATA.

Tiempó de Eiempo de 3700 orig 5/00 actual
acción coagulación

1 h 14 m 5o 1

Bo JARARACA.

Tiempo de [Tiempo de 5700 orig. 870o actualacción coagulación

o h 3% m 25 9
-3 .. <íh wm ü D

Porcentaje de
atenuación.­

98

Porcentaje de
atenuación.

64

80.
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B. JARARACÁ.

Tiempo de Tiempo de. 5786 orig ÏÚCCactual Porcentaj.de
acei n coagulación - atenuación.

i h 6;- m 25 4 84

í h m 25 3,5 86

2 h 8 m 25 3 88

24 h 5% m 50 9 V92

B. NLÏUWEDIL

:1-h á m fl ' W 5 4.5 15

¿Í- h e m A- 4 20

1 h 6 m 5 4 20

2 h 7% m 5 2.5 8 50

3 h 13 m 5 1 80

‘ 4 h 9 m 10 1,5 92

100'

9o pH 5’8

80

70 B.Neuw10d11

J 60 ,

50 .

ho _

'50.

A 20 _

10

o l .

0h 1/“2L_*.._*lh_w___ _ 2h

El buffer se preparó de acuerdo con el tipo de Mc. Ilvaine.
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B.Alternata

Tiem o de Tiempo de X Ícc Klee Porcen.
acci n coagulac. original actual Aten.

1 h 0m 5 5.25 37.9‘

2 h 6-‘¡m j 2.75 4g

É‘Éh 5 295 jo

<3h 8 m 5 2.25 555

24 h 14%m 5 1 80

B.Jararaca

Tiempo de Tiempo de K7cc. ‘j/cc Porcen.
gación coagulac. original actual Aten.i
á h 4 m 10 8,5

1 . _ F 17.5i h b m 9 4.79 19

%}h :g m lO 8 20

_ ' }2oñ h 7 m j 4 20l h
1 h 8 m 5 3.5 30

2 h 103m 5 3 4o

5% h 13' m 9 2.2) 5°

24 h 14 m 10 2.75 72.5

B.Neuwiedii

Tiempo Tiempo de X/cc. 'ü/cc. Porcen.
de acc. coagulao. original actual Aten.

O h 4 m 5 5 0

i h 4 m 5 5 o

h J 4 m 5 5 o

l h 4 m 5 5 0

Z h 4 m 5 5 °

3h 5 m 5 4 20

3%h m 5 395 50

\



B.Heuw¿edii

Tiemgo de‘ Tiempo dc ú/cc X1 cc. Eorcen.
acción ‘ coagulac. original actual ¿ten.

20 h 4'm 30 4.5 55

PH 4,4

- B.Náuwied11

B.Jararaca

¿0 . ‘

50 _

20

10

O I I ¡ l l

°h 1h 2h 3h un 5h 6h 7h

PH 525 ‘jzb “b92'7 y 796

Los buffers empleados para estos pH son las mezclas de fosfa­

tos de Sfierensen(Clark,1923).

Aqui dadas las circunstancias del estudio conjunto de varios

buffers de pHdistinto se ha modificado algo la disposición de



de los cuadroszen la primera columna se consigna el tiempo de

acción del buffer,en la segunda el pH a que está sometido el ve­

neno y las siguientes se han utilizado comoen el caso anterior.

B.Alternata

Tiempo pH Tiempo X/co X/cc. Porcen.
de acc de coag. origï actual Aten.

4 h 53 4‘; m 5 5 0

24h 5.6 4-";-m 5 4.5 5

4 h 5.6 4% m 5 5 0

24h 5,6 4%; m 5 5 o

4 h 6.2 5 m 5 4.5 5

24h 6,2 4%-m 5 5 o

4 h 7 4-}: m 5 5 o

24h 7 4’“ m 5 5 0

4 h 7,6 47‘3-m 5 5 o

24h 7.6 4% m j j o

B.Jararaca

7 h 5.3 — Gá‘m' b 4.5 10

7 h 5,6 6’; m 9 4,5 10

7 h 6,2 bi m 5 4,5 10

7 h 7 6' m 5 5 o

7 h 7.6 6% m 5 4,5 o



B.Heuuiedii

Tiempo pH Tiempo. ,8/cc X/cc. PorcentE.
de acc. de coag. original actual Aten.

4 h 5.3 4% u 5 5 ' 0

7 h 5.3 4% m ” 5 0

3° h 5.3 5% El 5 3.75 29

4 h 5.6 4; m 5 5 0

7 h 5,6 5 L1 5 5 0

50 h 5.6 5 m 5 p 0

4 h 6.! 5m 9' 5 o

7 h 6.2 4'55 m 5 5 ’ 0

3o h 6,2 5 m 9' 9 o

4 h 7 4% m j p 0

7h 7 4-2: m 5 D 0

30 h 7 5 L 5 b o

4 h 7.b 4%m ó ) 0

7 h 7,6 m 5 5 o
30 h 7.b 5 m 5 9- 10

EHBiz-8.5- 9 -9.5 y 10

Estos buffers fueron preparados con mezclas de fosfato ddsó­

dico,trisódico y mon0potásicoy fueron controladas Lotenciométri­
camente.

B.Alternata

Tiempo de pH Tiempo ée (¡cc K/cc. iorcen.
acción coagul. original actual Aten.

, - 1 _ , .24 n q 7; m 9 4,3 lO
4 12.5

24 n o 5 9' 4,25 19'



B.Alternata

Tiempo pHeúéG - fiefifio de Ï/cc fi/oo Porcen.
de acc. coagulao. original actual Aten.

24 h 6,5 7%m 5 4,5 10*12,524 h 8.5 5 m 9' 4.25 15

24 h 3 7% m 5 4.25 19

- . _}1sa4 h 9 9 p 4,29 15

24 h 9.5 7am 5 4,5 los1524 h 9.5 5-2 m 5 4 20

24 h 10 7fm 5 4,5 lo E15
24 h 10 5-;- m 5 4 20

B.Jararaca

4 h 8 73 m 5 4,75 9

24 h 8 7 m 5 4 20

4 h ¿5,5 7:; m 5 5 o

24 h 8.5 7-”;-m 5 4 20

4 h 9 7 m j 4.5 10

24 'n 9 b-g m 5 4,5 10

4 n 9.5 m 5 4.75
24 h 3.) 62' su ; 4,25 15

4 h lO 7; n 9 4,5 10

24 10 51 m 9 4,25 15

B.Nauwiedii

24 h 8 BL m 5 5 o

24 h 8 4¿ m 5 5 o

24 h 8.5 31; m 5 5 o

24 h 8.5 4am a” 5 °
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B.Neuwiedii

Tiem o de pH Tiempo de 37cc 37cc Porcen.
acci n coagulac. original actual Aten.

24 h 9 4¿ m 5 5 0

24 h 9.5 ñi m 5 j o

24 h 3,) 4“ m j 5 o

24 h 10 sá m j 5 o

24 n lO 4; u j j O

fiH 10,3

El buffer fué preparado con fosfato trisódico a; 9p y ÍosfaïL

to disódico y luego controlado potencioméfricamente.

_É¿¿1Éernata

Tiempo Tiemfá 3700 Ïch
de acc. de coag. original actual

1 h 3% m 10 9

2 h 4 m 10 10"!

3 h 4 m 10 9-10

7 h 3% m lO 6

8 h 5% m 10 b

2a h j m 10 5,5

54 h 9 m lO

B.Jararaca

1h 2% m '> a“ Í 10 10

2h 2¿ 10 8'3

3h 2m 10 8-9

7h 4%m lo 7

8h 4%m 10 7

Porcen.
Ateno

10

0-10

0-10

4o

4o

45

5o

10-20‘

10-20

30



Tiempo de
acci n

24h
54h

1h
2h
3h
7h
8h
84h

B.Jararaca

Klee. Porcen.
actual

6 4 o

5 50

10 O

10 O

lO 0

10 0­

lO 0

5o

b 40

El buffer fue preparado comoen el caso del pH 10,3

Tiempfi de
acción

1h
2h
'jh

24h

Tiempo de {/cc.
coagulao. original

5% m 10

Bi m 10

B.Neuwiedii

2 m 10

2 m lO

2 m lO

2 m 10

2 m lO

22m 10

7 m lB

pH 10,8

BoAlternata
Tiempo coñEïÏ_ïfiïüï7ïrig.

4-5. m 25

4'11- m 25

m 25

no coagula 2j

B.Jararaca

4»; m 25

e; m 2)

10 m Ej

X/cc act.

3 88

3 88

2,j 90
< l >98

9 80

2,5 90

2.25 94

Aten.

Porcen.At



B.Heuwiedii

Tiempo de Eiempo de /CC@ /cc.
acción coagulae. orig. actual

É h 3% m 5 5

1 h m - 5 4,
2 h 4;; m 5 3,7 '

5 h fi m 3.75
24 h 72; m 5 2

190 pH 10,8

90

5° 3.Neuniedii

70 ’

60 _

50 .

40

50} B.Jartraca
20 _

1o _ B.Alternat.a

O A 4 .

Oh 5h LH]

pH 11 z

'B.Alternata

Tiempo de üiemPo de É/oc X/cc.
acgión coa%ulac. original actual

É h j m 5,251 3

h 4%111 50 (3

44*

Poren.
Aten.

lO

25

60

Porcen;no
FJ

88
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EH lllz

El buffer; lo mismoque en el caso ahterior y en los siguien­

tes fué preparado con las mezclas de fosfato di y trisódico.
B.Alternata

Tiempo Tiempo ï/cc. í/cc. Porcen.
de acc. de coag. original actual Aten.

i h 7% Ii 50 4 92

í h 15 m 50 <1 /98

li; h 22 m jO <1 >98

BH 12,5

B.Alfehnatál

i h no (3095-11-13 50 <1 >98

B.Jararaca

i h 5 m 50 5.5 88

é h _6 m 5o j 90

1 h 7%111 50 3.5 92

2 h 10%m 50 2,5 95

3 h 17 m 5o 1 98

B.Heuwiedii

á h 4 m 50 5 90

1 h 9' m 50 4 92

2 h 93 m 50 5.9 94



80

70

60_

"8

50 .

20

m_

pH 12,5

B.Jararaca y BaNouwiadii

B.A1ternatn

Oh 1/2h 1h
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. . . l‘. V.A contlnuac1ón flguran los gÏuÍlCOS de cada uno ae los venenos

a diversos pH para moutrar la atenuación sufrida por Ogdauno

de ellos.

Bothropa Alternata

pH 4,4
*—-—O
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p“ 508

2h 5h 4h 5h 6h 7h 8h
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El estudio de las atenuueiones para cada veneno particular,in_

diea que,para Cadauno de ellos,existe una zona de estabilidad ¡es
tante amplia, considerando comotal aquella en que las soluciones.

tienen una atenuación no mayor de l5flsen veinticuatro horas y que

permite,en un plazo de dos o tree horas trabajar cnn los venenos ­

sin peligro de atenuación: Fuera de esta zona de estabilidad las ­

atenuaciónes se presentan rapidamente. Basta observar el ejemplo

del veneno de B.Neuwidii donde la atenuación en 8 horas a pH 10,3

es 0 ¡ámientras que a pH 10,8 y a 2 horas de acción es de 25¡8 lo

misuo ocurre en la región ácida, el veneno es estable a pH 5,3 y

se atenühKya 35 ¡aa 4; horas a pH 4,4 y a pH 3,8 a las 2 horas la

atenuación es de 50 fi-»­

Unasfiecto particular presentan las curVas de atenuación de algu

nos venenos a pHu cercanos a la región de estabilidad (véase Hin­

wil’dii 3,2 —3,8 —4,4 y 10,8, Jararaca 10,3 y Alternate 10,3). '33

ra la atenuación a pH 5 del principio coagulante del veneno de Crg

taluslüerrificus, Slotta y otros (1937) han encontrado una curva —

parecida aunque para tiempo mucho mayor y que se aparta de las ob­

tenidas a pH l y a pH 8,7.­

Esto parecería indicar que a esos pH existiría una reacción de

atenuación mas compleja que en los otros casos. a1 principio la a­

tenuación es muy lenta y dLSPuéSde un tiempo se hace rápida.

De les venenos estudiados el de Bothrops Heuwidii se revela eg

moel más estable, no sólo por su zona de estabilidad más amplia L

sino tambien por presentar sus curvas menor atenuación que la de —

los otros dos venenos,en todos los pH: le sigue luego el B.Jarara—

ca, y por ultimo el más inestable es el veneno de B.Alternata.

Esto se puede observar en los gráficos individuales que figuran

en cada pHparticular y que indican claramente la diferencia de ete
nuación.



EEHTATIVAS DE PURIFICACION DEL VENENO DE BOTHROPS

ALTERNATA POR ADSORCION.

El éxito que ha tenido la purificación de diVersas sustancias

de gran actividad bionológica por adsorción y elución sucesiva en

distintos soportes coloidales nos indujo a ensayar el métodocon el

veneno de BothrOpsAlternate.

Ya desde los comienzos del estudio de los venenos de serpientes

la adsorción del principio,o principios activos del veneno (en el

supuesto que las distintas acciones obedezcana principios diferen­

tes1 fué tratada por diversos autores:

Houssay,Sondelli y Negrette (1918) encuentran que el veneno de

B.A1ternata pierde su acción coagulante al ser agitado con carbón

anima1,o al filtrar por bujia Berkefsld,es de notar que el poder ­

coagulante a que aquí se hace referencia es con respecto a la le­

che y no al plasma.

En trabajo algo posterior los mismosautores encuentran adsor­

ción por el carbón,del principio coagulante,para el plasma de cabg

llo,de los venenos de B.Alternata,B.Neuwiedii,B.Jararacussu y Crotg
lus T.T.

M.A.Catán de Houssay (1921) encuentra que el veneno de Cobra ­
un“ “mama<0“ a

(Ñeuwiedii tambien) no sigue exactamente la ley de Freundlich, no

pareciendo por tanto ser fenómenode adsorción pura,sólo hace ex­
O

cepción la temperatura de 45 C.,el fenómenoen cuestión parece tra

tarse de una repartición del veneno entre el carbón y el solvente.



Másadelante Braier (1935) encuentra que la adsorción del prig

ci‘pio coagulante del veneno de B.Alternata con hidróxido de alum;

nio,caolin y carbón animal es muy grande recuperandose muy poco por

elución.

En nuestro trabajo hemos estudiado la adsorción por medio del

hidróxido de aluminio preparado según WillstgaeTÓáo’WánwdoBÜ, eg

contrando que el veneno se adsorhia cuando se empleaban soluciones

del mismoen agua destilada,dependiendo esta adsorción de la canti

dad de hidróxido de aluminio presente,no estando influenciada por

la agitación del adsorbente con el veneno y noténdose la convenien

cia del empleo de hidróxido de Aluminio de preparación reciente.

Un ensayo cuantitativo de la adsorción del veneno,por hidróxi­

do de aluminio coloidal,demostró ser,en las condiciones de la expg

riencia,muy grande Qmayorde 99%).­

El tiempo de coagulación a que nos hacemos referencia en todos

los ensayos,es el tiempo que tardan en coagular 0,5 centímetros cg
bicos del sobrenadante,que resulta después de centrifugar la mezcla

de veneno y adsorbente,y 2,5 centímetros cúbicos de plasma,a 37° C.

DEMOSTRACION DEL IODER ADSORBENTE DEL HIDROXIDO DE ALUMLNIO

PARA EL VENENO DE BO‘I‘HBQPS ALTERNQT_A¿

Se emplea solución de Veneno al dos por mil (2000 B’/cc)e hidróxi­

do de aluminio en agua,de 10 mg por centímetro cúbico (lOOOO'Í/cc).

Al(0H) Veneno Volumen total Tiemp.de coagulac.

o ï/cc. 200ï/ec- 0,5 cc instantáneo

4000 X/ec. 200 ¡(í/ec- o, 5 ¿e 9m



VARIáCIOE 'B

Al(0H)3
1000 X/cc.

ZOOO‘X/CC.

3oooK/cc

4000 K/cc.

LA ADSOHCION CON EL ¿UL O DEL HIDROXIDO DE ALUHINIÜ

Volumen total Tiempo de
coagulación

0,5 CC. 1m

0,5 cc. 2 m

0,5 cc. 9 m

O,5 cc. ' 9 m

3060 4600 ¿ke

IHELUEJCIA DEL GgADO DE LEVE JCI¿IEHTO

Al(0H)3
jOOO X/cc.

10.000X/cc.

5.000X/cc.

10.000X/cc.

Gondición Tiempo de
del Al(OH) coagulación

viejo 7 m

Viejo lO m

reciente 18 m

reciente 18 m
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Comose vé, el sobrenadante tarda más en coagular para el hidró­

xido de aluminio dé preparación reciente, es decir éste es el de ma­

yor poder adsorbente.

INFLUENCIA DE LA AGITACION EN EL PODER ADSORBEHTE

El veneno se emplea en solución al dos por mil y el hidróxido de

aluminio en una concentración de lO mgpor centímetro cúbico.

Al(OH) Veneno Vol. total Diempo de agi- Tiempo de
(mg) 3 ( g/cc.) ( cc.) tación (min.) coag.(min.)

5 200 1,5 15 3

5 200 1,5 30 3

5 200 1,5 bo 3

10 200 1,5 19 j

1o 200 1,5 30 5

lO 200 1,5 60 5

Comose puede ver en el cuadro anterior, a igualdad de otras condi­

ciones la agitación no tiene influencia.
lHÏLUEHCIJ DE L4 IJMPBRATJRA

Varios ejemplos nos han confirmado que la adsorción es tanto ma­

yor cuanto menor es la temperatura.Por otra parte Freundlich(1926)

admite que en la fórmula: a = otqïíÏdonde a es la cantidad de sus­

tancia adsorbida por un gramode adsoroente sólido y 3 la concentra­
ción del veneno qye quedi'en solución cuando se alcanzó el equili­

brio,que,l/n amuentacon la temperatura y a altas teuberaturas es

igual a l,siendo pequeño sinembargo el ractor temperatura.

Ensayos de tenpcratura

Cuatro centimetros cúbicos de solución al diez por mil se mezclan

con treinta y seis centimetros cúoicos de hidróxido de aluminio, se

agitan, se toma una parte y se deja a temperatura ambiente durante
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veinticuatro horas y la porción restante se deja durante el mismotiem­
-po en cámarafrigorífica (0° C.)se centrifuga luego y se encuentran los

siguientes resultados:
Solución mantenida en cámarazno coagula en dos horas.

Solución mantenida a temperatura ambientezcoagula en siete minutos.

Entre la solución de veneno y el veneno adsorbido existe un equilibrio
cuya constante varía con la temperatura comolo demuestra el siguiente
ejemplo:

Se toman diez centimetros cúbicos de solución de veneno al diez por mil

y noventa centímetros cúbicos de hidróxido de aluminio,se agitan y se ­

separan dos porciones (A y B).

g se mantiene veinticuatro horas en la cámara frigorífica;despuós de cen

trifugar la mitad de esta porción se toma 0,5 centímetro cúbico más 2,5

centimetros cúbicos de plasma y se tiene un tiempo de coagulación de 60

minutos. La parte no centrifugada constituye la porción g

g se mantiene a temperatura ambiente por veinticuatro horas (8o C.) De eg

ta porción se toma la mitad,se centrifuga y 0,5 centimetros cúbicos dan

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

g se mantiene veinticuatro horas a temperatura ambiente (12° C.).Tiempo

de coagulación veinte minutos.

g se mantiene Veinticuatro horas en la cámara frigorífica (0' C.). Tieg
po de coagulación sesenta minutos.

En resumen la solución A sacada recién de la cámara tarda en coagu­

lar sesenta minutos y después de veinticuatro horas de temperatura am­
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biente'(l2"c) veinte minutos. La solución B tarda después de vein­

ticuatro horas (8 °C.) cuarenta minutos y luego de veinticuatro ho­

ras de cámara su tiempo de coagulación es sesenta minutos.

Se hizo un ensayo para saber si el principio tóxico para lanchas

(en el supuesto que sea distinto del principio coagulante)era adsor­

bido por el hidróxido de aluminio encontrándose se adsorbe con faci­
lidad.

Solución de veneno al diez por mil,se deja veinticuatro horas en

la cámara frigorífica, O,lcc de veneno más 0,9cc de hidróxido de alu­

minio,el sobrenadante no da coagulación en dos horas.­

ENSAYO EN LAUCHAS.

Solución testigo de veneno inyeg Solución sobrenadante del adsorbi­
tada en laUChaSde Veinte gramos. do irlyectada en lanchas de veinte

gramos.

3%DoMoMo - 8 DeMoMo ­

Jal'DOMOMO" DoMoMo v

l DOMOM.+ DOMOM.

2 DeMoM. *

REFERENCIAS:D.M.M. : Dosis mortal minima.

no muere.

+ muere.
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ADSORCION CQE_BUFFER DE FOSFAÏOÉ;

Al hacer ensayos de adsorción de veneno a distintos pH empleando buf­

fer de fosfatos se encontró que las sales inhiben parcialmente la ad­

sorción comose puede ver en el cuadro siguiente:

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

5 mg 200“ l cc agua 40 m

5 mg 200! 1 cc buffer pH 6,2 4o m

C 071

vbuffer de fosfatos a distintosSe hicieron luego ensayos de adsorción

pH (en los pHestudiados la atenuación debida a1 buffer no existe o es

despreciable comparadacon la debida a la adsorción del veneno). En el

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

Al (OH)3 Veneno .pH Tiempo de coagulación(24 h.de estacionamiento)

9 me l mg 8 2 m

9 ms 1 m6 7 3 m

9 mg l mg 6 lO m

9 me l ms 5 23 m

g L U_g_; o N E_S¿

. La menor adsorción en buffer pH 6,2 (en el cual el veneno non es

atenuado) nos indujo a estudiar la elución con fosfatos de lo adsor­

bido por el hidróxido de aluminio en medio acuoso.

rara proceder a la elución se decanta el sobrenadante de lo adsor



bido en las condiciones habituales y se reemplaza por 0,9 centímetros

cúbicos de la mezcla salina conteniendo fosfatos y a pH6,2: se agi­

ta diez minutos,se centrifuga,se decanta el sobrenadante,repitiéndose

1a Operación tres veces. La elución con buffer pH6,2 dió en la prime

ra alución tres minutos3en la segunda cinco minutos y medio y diez mi

nutos en 1a tercera,lo que indica que hay pasaje del veneno adsonbmdo

a la solución:

EJEMPLO DE UN ENSAYO REALIZADO.

Adsorción con hidróxido de aluminio,en solución acuosa y elución

con buffer de fosfatos de pH 6,2.

Al(0H)3 Veneno Vol.total Tiempo de coagulación
TUBO1 5 mg 20021/éc 1 cc. 28m

TOBO2 5 mg 2ooï/ce 1 cc 1h 15m

E L U C I O N E S.

Núm.deelución Vol.de fosfato Tiempo de
agregado- coagulación

la. 0,9 cc 3 m

TOBO 1 2a. 0,9 cc 5% m

3a. 0,9 cc lo m

la. 0,9 cc 4 m

TUBO 2 2a. 0,9 cc 7 m

33. 0,9 cc 12 m



En realidad la elución del veneno se puede realizar también con agua

destilada,pero la cantidad eluída nunca es tan grande comoen el ca­

so de lñs fosfatos,según lo indica el hecho de obtener en ese cgso ­

tiempos de coagulación mayores.

Comoestos ensayos de elución indican la imposibilidad de recupe

rar una porción importante del veneno adsorbido no se continuó con ­

ellos.

nDSORCION CON CnOLIN.

El caolin utilizado contenía 100 miligramos por centímetro cúbi­

co y fue preparado por el método siguiente: tratamiento con ácido ­

clorrhimico veinticuatro horas a 60°C. luego veinticuatro horas aehmaá

L)]QVQJOhasta reacción negatiVu de ión cloro y molienda en nero a
de bolas.

Se estudió le adsorción en agua destilada encontrándose ser muy
grande,tanto comoen el cuso de hidróxido de aluminio.

Veneno caolin Vol. Total. Dianpo de coagula.

zooth 0,1 co 0,5 cc l m

200 v 0,3 co 0,5 cc 18 m

200 »I 0,4 cc 0,5 cc 35 m

El cuadro anterior muestra que lu ¿dsorción aumenta con la con
centración del adsortente.



En los pHhabituales y con buffer de fosfatos disminuye la adaog

ción comolo demuestra el siguiente ejemplo:

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

200 We; 0,5 cc n20 destilada 50 ma

2oo " 0,5 cc buffer 6,2 16 m

Las eluciones mostraron que la recuperación es aún menor queman

el caso del hidróxido de aluminio,raz¿n por la cual no se continuó.
---_-—a_­



TENTATIVAS DE IURIFICACION DEL VENENO DE BOTHROPS ALTERNATA

SEGUN EL METODODE D.von KLOBUSITZKÏ.

La publicación del tjgajo de D.von Klobusitzky (1935) so­
bre la acción coagulante y la purificacion del veneno secreta­

do por la glándula del BothrOpsJararaca,donde el autor describe

los métodos para purificarlo,nos induJo a repetirlo con el veneno

BothropsAlternata. Esta tentativa era tanto más interesante cuan

to que según Klobusitzky la sustancia por el obtenida,que denomi­

na Bothropotoxina,estarfa formada tan sólo por carbono,hidr5geno,

oxígeno y carecería totalmente de nitrogeno.

Hemosensayado los dos métodos prOpuestos por el autor y con

ninguno hemos tenido éxito. Pensamosque este fracaso pueda deber

se a las condiciones fisicas y químicas a que hay que someter el ­

Venenodurante el proceso de purificacion. En su primer método el

autor calienta el veneno a 70°C.durante unos diez minutos, condi­

cion que de por si parece suficiente para inactivarlo en alta pro­

porcion comose puede ver en las experiencias que estudian la ac­

ción de la temperatura sobre el principio coagulante..Aunque el vg
neno de BothrOps Jararaca que emplea Klobusitzky es algo más esta­

ble a la temperatura,que el de BothrOpsAlternata empleado por no­

sotros llama la atención los resultados que describe.

Una explicación del fracaso del segundo método la tuvimos ­
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masadelante al estudiar la estabilidad de ese principio frente

frente a distintos pH. Vimos que era sumamenteinestable en me­

dio fuertemente alcalino y precisamente en el método de Klobu­

sitzky se añade a la solución otra de fosfato trisódico al 9%

que da un pH mayor de 12. Indudablemente el agregado de esa so­

lución inactiva el veneno total o parcialmente según el tiempo
de contacto.

PARTE EXPERIMENTAL.

M E T 0 D 0 19 li - l 7 fi

-‘áe disolvió un gramo de veneno seco en 40 centimetros cúbi

cos de cloruro de sodio al 6fiL El pH de esta solución es 6, de

manera que para facilitar la coagulación se llevó a pH 5 por g

gregado de ácido clorhídrico al Sfi. Luego la solución se calen
tó en bañomaria a 70°C.,agitando sienmre durante diez minutos;

Después de esta Operación se ensayó el poder coagulante que re­

sultó nulo,por lo cual decidimos no seguir adelante en esa ex­

periencia. En otra tentativa continuamosese calentamiento lle
vando a pH ó con hidróxido de sodio y terminando la precipita;

ción de proteinas con solución de hidróxido de hierro coloidal

al lOfiidespués de lo cual volvimos a ensayar el poder coagulag

te con resultado nulo,por lo que suspendimos la operación y de
oidimos estudiar el segundo método.

M E T O D 0 2?

Se preparó una solución de veneno a1 10%agitada vigorosa­
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mente con un aparato electrico durante el agregado de PO4Na3,
12H20 a1 9 76 ( 6 co.) y 3cc..de 012Ca al 15% hasta obtener un“­

lfquido lechoso que centrifugado,diera un sobrenadante,que di­

luido uno en veinticinco y Operando con un centítmetro cúbico

de esa solución por cinco centímetros cúbicos de sangre oxala­

tada no la coagulara en 15 minutos. Generalmente no se obtenía

este tiempo sino después del agregado de los reactivos durante

un númerode veces que variaba de diez a quince.Es de notar a­

quI,que en este trabajo,no se neutralizaba previamente a la coa

gulación,ni se tenía en cuenta para nada la dilución sufrida por
el agregado de reactivos que algunas veces era considerable.­

Cuandoel tiempo de la coagulación del sobrenadante era el ind;

cado por el autor,se centrifugaba y el precipitado de fosfgkrd­

céleico se disolea en ácido acético al 10 %,luego se sometfa a

una diálisis en la cámarafrigorifica durante ocho dias,hasta ­
que el líquido interior no diera reacción de ión calcio;en este

.punto se tomó el tiempo de coagulación y dió siempre pérdida tg

tal del poder coagulante,ls ¿éalizel principio activo que se de­
seaba purificar se había destruido totalmente.

Otros autores que han intentado la confirmación de los tra­

bajos de V.Klobusitzky tampoco han tenido éxito.

Braier (1935) trató de aislar la BothrOpotoxinadel veneno

de Bothrops.Alternata. Siguió los dos métodos indicados por el



mencionadoautor con resultado negativo; el fracaso del primero

lo atribuyó, comonosotros al calentamiento y también a la ac­

ción de los ácidos;pero,en nuestra opinion,el pHal que está eg

metido el veneno en este método (pH 5) no es tan bajo como para

inactivarlo}en el caso del segundométodoBraier atribuye el fra
caso al poco poder adsorLente del fosfato tricélcico y a la pro­

longadadiálisis.
Michael en su trabajo con Jung (1936) menciona que,a su pe­

did0,F-Bgcseer realizó experiencias para aplicar el métodode V.

Klobusótzky al Venenode B.Alternata,pero sin llegar a obtener ­

una BothrOpotoximalibre de nitrógeno.

b?



l?­

2?­

5?­

59­

COIICLUSIOZI.jS

Se estableció un método de medida del poder coagulante de los

venenos, cuya exactitud permitió aplicarlo satisfactoriamente
en el curso del trabajo.

Examinando las curvas de atenuación de los venenos por la tem­

peratura se ve que el principio coagulante puede considerarse

estable en solución, a 37°C. duranten una hora; a 56°C. duran­

te el mismo intervalo de tiempo su atenuación es considerable

(menor en el caso del veneno de 3. Jararaca) y a 100°C. se pue­

de considerar total.

El estudio de la acción de la concentración del ión hidrógeno

sobre el principio coagulante muestra que los tres venenos tie­

nen una zona de estabilidad amplia entre pH 5,3 y 10,3 fuera de

la cual la atenuación es rápida. De lOs tres venenos ensayados

es más estable, tanto en la zona ácida comoen la alcalina, el

proveniente del B. Heuwiedii.

Se estudió la adsorción del principio coagulante por hidróxido

de aluminio coloidal y por caolin. Por elución es pequeña la ree

cuperación, lo que no permite utilizar este método comomedio de

purificación del citado principio.

No hemos logrado preparar la BothrOpotoxina de Klobusitzky -según

sus indicaciones- confirmando lo hallado por otros autores.
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