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No curso de experiéncias (1) sébre os ¢ido désse novo agente farmacologico sao as

efeitos produzidos pela injegdo do veneno
de Bothrops jararaca em cdes, foi possivel
demonstrar, no sangue circulante, a presenga
de substincia que produzia contragdo lenta
do intestino isolado de cobaia, suspenso em
banho de Tyrode. O principio assim iden-
tificado era de origem endégena, porquanto
o miisculo apresentava-se completamente des-
sensibilizado ao veneno; era, além disso, re-
sistente 4 aciio dos anti-histaminicos (bena-
dril, neoantergan, antistin, etc.) e a aciio da
atropina, o que permitia excluir a possibili-
dade de se tratar de histamina ou de deri-
vado da colina. Experiéncias realizadas in
vitro mostraram que a adigdo de pequenas
doses de veneno ao sangue desfibrinado, era
de molde a gerar, ao fim de meio minuto a
um minuto de incubagdo a 37°, um princi-
pio novo que produzia contracdo da muscu-
latura lisa do intestino isolado de cobaia,
do intestino isolado de coelho, do atero da
rata e de outras musculaturas lisas experi-
mentadas. As condigbes para a demonstra-

{*) O veneno.de Bothrops jararaca usado neste
trabalho foi posto & nossa disposicdo pelo Instituto
Butantd. Devemos agradecer,ainda a Laborterdpica
8. A. o ter permitido a colaboracio da senhora
Eline 8. Prado, para a realizacfio de experiéncias
ainda em andamento. Uma parte substancial das
manipulacdes do plasma foi realizada pelo nosso
técnico Sr. Jaime Ferraz.
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seguintes: suspenso um fragmento de ileo
de cobaia, em um banho de Tyrode de
7 cc. de capacidade, mantido a 37°, por meio
de termostato (uma das extremidades de frag-
mento do intestino fixada ao fundo da cuba
e a outra extremidade ligada a uma alavan-
ca isotdnica e de inscrigdo frontal), a con-
tracio da musculatura lisa é registrada em
cilindro enfumacado, de acérdo com as técni-
cas habituais. A adicio de 100 a 200y do
veneno de jararaca ao banho, produz forte
contragdo do intestino, a qual resiste a su-
cessivas lavagens, caindo o tonus novamente
ao normal, ao fim de alguns minutos. Uma
nova adigdo do veneno, produz nova contra-
¢do, porém muito menos intensa que a pri-
meira; depois de repetidas lavagens o tonus
volta ao normal. Dai por diante, o intestino
apresenta-se refratirio (dessensibilizado) a
qualquer nova adi¢io da mesma dose do ve-
neno e mesmo a doses muitas vézes maiores
do que a aplicada anteriormente. A explica-
¢do para ésse fato simples, constitue a de-
finicdo mesma da auto-farmacologia, expres-
sdo introduzida por Sir Henry Dale (2) para
designar fendmenos dessa natureza. No caso
em questdo, a toxina do veneno ndo consti-
tue o agente primario da agiio farmacolégi-

Vol. T, N* 1.2



ca sobre a musculatura lisa, mas age indire-
tamente liberando, do proprio intestino iso-
lado, um principio ativo (auto-farmacoldgi-
co) o qual constitue o agente do efeito
observado, isto é, da contracdo da muscula-
tura lisa do intestino isolado. O estado re-
fratario, ou de dissensibilizacdo, resulta do
esgotamento do principio ativo, liberado do
proprio tecido animal. Fatos semelhantes,
observados por Kellaway (3) e por Feldberg
e Kellaway (4) constituem a base para a in-
terpretacio de inimeros envenenamentos pro-
duzidos pelos venenos de cobra e de abelha,
toxinas bacterianas, fermentos proteoliticos
do tipo da tripsina (5) e ainda o curioso fe-
némeno da anafilaxia, sébre o qual nio
entraremos aqui em detalhes. Entre os prin-
cipios que tém sido identificados como li-
berados dos tecidos nessas condigoes, figu-
ram: a histamina, a acetil-colina, a adenosi-
na e uma substidncia que produz contragdo
lenta do intestino isolado, a chamada slow
reacting substance (S. R. S.). O fendomeno
por nés observado revelou um mnovo princi-
pio, nfo descrito anteriormente, e que é li-
berado do plasma ou do sangue total, sob
a acio do veneno de Bothrops jararaca. Em
experiéncias ulteriores verificamos ainda que
a tripsina cristalina, fermento proteolitico,
também liberta o novo principio, quando
adicionada ao sangue desfribrinado. Esse
principio novo foi designado como bradici-
nina (de brady — lento e kinesic = movi-
mento) indicando tratar-se de principio di-
ferente da histamina e da acetil-colina, e que
produz lenta elevacio do tonus, sobretudo
quando adicionado em doses moderadas,
Apresenta analogias com a slow reacting
substance mas é duvidoso que tenha qual-
quer parentesco com a mesma: 1°) a S. R.
S. nunca foi obtida a partir do plasma san-
guineo; 2°) o veneno de Naia naia que li-
bera a S. R. S. da gema do ovo nio libera
bradicinina; 3?) a bradicinina, como veremos
adiante, é um polipéptido e é destruida pela
acdo ulterior do préprio veneno e da tripsi-
na; a S. R. S. nunca foi convenientemente
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isolada e, portanto, nada se sabe sébre a sua
natureza ou comportamento em face de agen-
tes proteoliticos.

A demonstragio da existéncia da bradici-
nina pode ser ‘feita de maneira simples e ele-
gante, tomando-se o intestino isolado de co-
baia, préviamente dessensibilizado ao vene-
no de Bothrops jararaca. Na maioria dos ca-
sos, 0 sangue desfibrinado de co ou de boi
ndo contém qualquer principio estimulante
da musculatura lisa e, portanto, pode ser
adicionado ao banho sem que resulte qual
quer efeito sdbre o mesmo. Portanto, o mus-
culo mosira-se insensivel a acdo do veneno
e também do sdro ou do sangue total, quan-
do adicionados isoladamente. Quando os dois
(veneno e soro) sdo misturados préviamen-
te, incubados durante 1 minuto e adiciona-
da a mistura ao banho de Tyrode, contendo
o intestino isolado, segue-se uma contragio

forte do intestino, como mostra a figura 1.

FIG. 1 — Tragado das contragdes do intestino iso-
lado de cobaia. Nas trés primeiras seccoes, dessen-
sibilizagio ao veneno de Bothrops jararaca. Na
quarta seccio, adicio de 0,2 cc. da solugio de glo-
bulina de boi. Na quinta secgio, 2 cc. de globulina
+ 0,2 mg. do veneno foram incubados durante 2
minutos e, em seguida, 0,2 cc. da mistura adicio-
nados ao banho, resultando forte contragdo.
H = solugdao de histamina 1: 2 milhdes.

O fenémeno curioso é que a incubagdo mais
prolongada do séro com o veneno leva a
destruigio do principio gerado, embora o
musculo continue a reagir a uma nova mis-
tura de veneno e sbro, o que mostra que
nio se encontra dessensibilizado ao agente
ativo gerado naquelas condiges. Como fe-
nomenos semelhantes sio tamhém observados
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com um fermento proteolitico (tripsina) e
como os venenos mais ativos sdo também os
mais proteoliticos, foi admitida como prova-
vel tratar-se de um fenémeno de proteolise.
Nesse caso, a liberacdo da bradicinina seria
o resultado da ruptura de uma ligagdo pépti-
da e a sua destruicdo, o resultado da ruptu-
ra de outras ligacdes péptidas nela existen-
tes. Por outras palavras, a bradicinina teria
a constituicdo de um polipéptido (formado
pela ligacdo, em cadeia, de varios amino-aci-
dos), o qual, por sua vez, estaria ligado as
proteinas do plasma por uma ligagio —
-CO-NH-. Trabalhos em andamento, realiza-
dos pela nossa assistente Sylvia O. Andrade,
usando a técnica de cromatografia em papel,
desenvolvida por Consden,
Gordon e Martin (6) levaram a demonstra-
¢do de que a bradicinina é realmente um po-

recentemente

lipétido, alids complexo, apresentando pelo
menos 8 a 10 residuos de amino-dcidos.

Para ésses trabalhos de andlise cromatografica,
foi preciso desenvolver uma técnica de purificagio
da bradicinina. Verificamos inicialmente que o pre-
cursor da bradicinina (bradicinindgeno) encontra-
se na fracdo globulina, precipitada pelo sulfato de
aménio, entre 35 a 45 por cento de saturagio. De-
pois de precipitacio pelo sulfato de aménio, o
material é colhido por centrifugacio, redissolvido
em minimo de &gua distilada e dializado durante
60 horas, & temperatura ambiente, contra dgua cor-
rente. Depois de diilise, as globulinas totais sdo
tratadas com 1/10 de volume de uma solugio de
veneno a 1/1000 (1 mgm por cc.); a mistura é
incubada durante 2 a 3 minutos, a 37° e, em se-
guida, despejada em dois volumes de alcool eti-
lico em ebuligdo; depois de 10 minutos, o mate-
rial é filtrado em Buchner e o filtrado evaporado
em vicuo e o residuo secado por tratamentos su-
cessivos pelo eter e pela acetona. O pé colhido
(bradicinina bruta) é entio submetida a uma ex-
tragio por acido acético glacial. O extrato acéti-
co, depois de centrifugado, é, entdo, tratado com
oito volumes de eter. O precipitado, colhido por
centrifugagiio, apresenta atividade equivalente a 4
vézes a da bradicinina bruta. Esse material, bem
soliivel em agua sobretudo se a extragio pelo acido
acético é repetida uma ou duas vézes, pode ser ain-
da purificado por uma ou duas extragoes com al-
cool etilico a 80% e ulterior precipitagio com
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acetona. A bradicinina assim purificada, com ati-
vidade 12 a 15 vézes & da bruta, apresenta-se como
um pé ligeiramente amarelado e ndo mais contém
amino-acidos livres. Pela hidrolise com acido clor-
hidrico concentrado, liberam-se os amino-acidos, os
quais estio sendo identificados pela cromatografia
em papel. Em experiéncias ainda em andamento,

senhora Eline S. Prado, usando coluna de dxido
de aluminio, péde elevar a atividade a 35 vézes
a do material bruto.

O material purificado, produz forte con-
tracio da musculatura lisa, quando adicio-
nado ao banho de Tyrode, na dose de 10 a
15 y, portanto, numa concentracido final de
1 a 2 por um milhdo. Produz queda da pres-
sdo arterial do coelho, gato e cio. Cérca de
cinco a dez mgms de material purificado,
produz queda prolongada da pressdo arterial
do coelho, de certo modo analoga a produ-
zida pelo veneno quando injetado na veia..
Injetada em cobaia, na dose de 5 a 10 mi-
ligramos, em cobaia de 250 gramas de péso.
a bradicinina produz um quadro curioso de
morte que sobrevém ao fim de algumas ho-
ras, depois de prolongado coma. O animal
permanece 2 a 4 horas em decibito lateral,
respiragio apenas perceptivel, e raros movi-
mentos das patas dianteiras; os reflexos sdo
progressivamente abolidos, passando o ani-
mal, imperceptivelmente, do coma a morte.
As quantidades existentes no plasma normal
sio perfeitamente compativeis com a possi-
bilidade da bradicinina constituir o interme-
diario altimo, ou mais importante, para a
producido do choque observado quando o ve-
neno ou a tripsina cristalina sdo injeta-
dos na veia. Ndo deixa de constituir um
fato curioso que o agente causador da mor-
te, ndo seja o proprio veneno da cobra, mas
exista préformado no organismo, esperando
por um fermento proteolitico para ser li-
bertado e causar o choque.

Um outro aspecto interessante do proble-
ma é o fato de que a mesma globulina (bra-
dicininégeno) que gera a bradicinina, quan-
do em contacto com o veneno, é a mesma
fragio que gera a hipertensina (hipertensi-
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nogeno), quando em contacto com a renina.
Portanto, a mesma fragdo do plasma possue,
sob forma inativa, os precursores de dois
principios de agfio antagénica: um vaso-pres-
sor (hipertensina) e outro hipotensor (bra-
dicinina), o que lembra situagio semelhante
existente no lébulo anterior da hipéfise, o
qual contém dois principios de efeitos bem
distintos: a pitressina e a oxitocina, os quais
dificilmente podem ser separados pelos mé-
todos extrativos comuns.
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