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Em trabalhos orientados com o fim de indagar de uma possivel
acido da clorofila em intoxicactes experimentais de animais de labo-
ratério por toxinas varias, fomos logo conduzidos ao emprego de um
derivado hidrossoluvel daquele pigmento por ser de mais facil e cémodo
manejo.

Na grande série dos derivados conhecidos da clorofila figuram
0s sais de potassio das clorofilinas cuja solubilidade em dgua e facili-
dade de obtencao justificaram a sua escolha. De fato as clorofilas
(A e B), que representam ésteres do fitol, podem ser saponificadas,
mesmo a frio, libertando o alcool e originando o clorofilinato de potassio.

Em provas preliminares observamos que soluctes recentes de
clorofilinato de potassio protegiam animais contra a injecdo de dose
mortal de veneno erotilico (Crotalus terrificus terrificus), depois de
expostas a irradiacdes de determinado comprimento de onda.

Estes primeiros resultados podem ser julgados das seguintes
experiéncias:

1.°) cobaia — peso 410 gr.; 2 D.M.M. de veneno crotilico de
mistura com 1 em.* de solucdo recente de clorofilinato de potdssio a
0,2%, injetadas as 10,30 horas: paresia as 15,30 horas; morte as
17,25 horas,

2.9) cobaia — peso 420 gr.; 2 D.M.M. de veneno crotilico e
1 em.? de solucdo recente de clorofilinato de potassio a 0,2%, a mistura
com exposicio prévia a luz artificial durante 1,45 horas; injecdo as
11,25 horas; até a tarde ndo apresentou sintomas evidentes porem
amanheceu morta no dia imediato.

3.9) cobaia — peso 460 gr.; 2 D.M.M. de veneno crotilico e
1 em.? de solucdo recente de clorofilinato de potassio a 0,2%, a mistura
com exposicao prévia a luz solar durante cerca de 3 horas; inje¢do as
10,25 horas; paresia as 15,15 horas; 48 16 horas contratura dos mus-
culos cervicais; morte as 20,35 horas.
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4.°) cobaia — peso 400 gr.; 2 D.M.M. de veneno crotalico e
1 em.? de solucdo recente de clorofilinato de potassio a 0,2%, a mis-
tura com exposicio prévia a luz ultra-violeta durante 15 minutos; in-
jecdo as 10 horas; nenhum sintoma de intoxicacio; sobreviveuw.

5.%) cobaia — peso 440 gr.; repetido o protocolo n.° 4 usando
5 D.M.M. de veneno crotalico com 1 ¢m.? da solucéo de clorofilinato,
a mistura irradiada ao wltra-violeta por 15 minutos; injecdao as 9,30
horas; nenhum sintoma de intoxicacio; sobreviveu.

6.°) cobaia — peso 450 gr.; 2 D.M.M. de veneno crotilico
com 1 em.? da solucdo de clorofilinato, a mistura irradiada ao uléra-
violeta por 15 minutos; no momento da injecio a mistura € acrescida
de mais 3 D.M.M. sem irradiar; injecdo as 9,35 horas; nesse dia
nenhum sintoma de intoxicacdo; no dia imediato mostrou discreta
paresia e inchaddo no ponto inoculado; os sintomas desapareceram
gradativamente; sobreviveu.

Tais provas, com carater preliminar, mostraram que o clorofi-
linato de potassio é dotado de uma propriedade antitéxica para o
veneno de cobra (crotilico) depois de um processo de ativacido ao ultra-
violeta. Elas ndo bastam entretanto para assegurar que apenas o
ultra-violeta tem a propriedade de ativacdo, mesmo porque a luz solar
contendo tambem ultra-violeta deveria agir em dependéncia de um
maior ou menor espaco de tempo; inclusive como as folhas de onde
proveio a clorofila estiveram seguramente, por muito tempo expostas
ao sol, houve bastante oportunidade para que o pigmento fosse ativado,
e como tal se mostrasse depois de extraido, o que nio aconteceu; é de
crer, pois que esse tipo de ativagdo possa se registrar apenas em pro-
dutos derivados, como o clorofilinato de potassio que empregamos e
niao no pigmento em forma de ester. Acontece ainda que as solucoes
de clorofilinato de potassio quando conservadas em laboratério por
algumas semanas mostraram-se espontaneamente ativadas pelo enve-
lhecimento. As alteracoes sofridas pela solucao de clorofilinato de
potassio pelo envelhecimento, conduzem assim a um processo de ati-
vacdo comparavel, ao menos no que respeita a prova biolégica que
utilisamos, as mesmas modificacdes que provocou o ultra-violeta num
pequeno lapso de tempo; pela exposicio a luz solar direta muito pro-
vavelmente se conseguiria a ativacdo num espaco de tempo interme-
diario ao do ultra-violeta e ao do envelhecimento da solucdo.

Em uma experimentacio, ainda com o veneno crotalico, obtive-
mos os resultados constantes do seguinte quadro:
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EXPERIMENTACAO COM O VENENO DE COBRA

Clorofilinato de K .
E ‘ solucao = 0,27 Veneno crotélico
] E peso B (en \.'1-!}.1(4::1‘!& ) B Ob Bervaqiies
5 [Fme sem |irradiado ao sem , irradiado 2o
- irradiar  |uvioleta 157 irmﬂiar : uvicleta 15"
1|10 | — ‘ — 3 D.MM. ‘ _ Morte ¢/ 18 hrs.
2 720 — . — 3 D.M.M. i — Morte ¢/ 12 hrs.
3 640 — [ — 3 D.M.M. i — Morte ¢/ 17 hrs.
4 570 — — 3 D.M.M. ] = Morte ¢/ 13 hrs.
5 540 — ‘ _— 3 D.M.M. | — Morte e/ 16 hrs.
| | |
6 ! 430 — 1 em.? — | 3 D.M.M. | Morte no 9.0 dia (*)
7 I 460 — | 1ecm3 —— E 3 D.M.M. Sobrevida
8 | 540 — | 1ecmsd = | 3 D.M.M. Sobrevida
9 | 380 == 1 em.3 — 3 D.M.M. Sobrevida
10 500 == 1 em.3 — 3 D.M.M. Sobrevida
11 350 — 1 em.3 — 3 D.M.M. Morte ¢/ 7 hrs.
12 340 — 1 em3 3 D.M.M. Sobrevida
13 510 == 1 em.3 === 3 D.M.M. Sobrevida
14 | 380 - 1 em3 — 3 D.M.M. | Morte no 9.° dia (*)
15 490 = 1 em.? — 3 D.M.M. Sobrevida
16 580 — 1 em.3 — 3 D.M.M. Sobrevida
17 380 | — 1 cm.? — 3 D.M.M. Sobrevida
|
18 | 385 — 1em3 | 3 DMM. | — Sobrevida
19 320 — 1 em.? 3 D.M.M o Sobrevida
20 | 315 — 1 em?® | 3 DM.M — Morte no 9.2 dia (*)
21 365 — 1 em.?® 3 D.M.M 2 Sobrevida
22 365 — 1 em3 3 D.M.M o Sobrevida
23 500 — 1 em.d 3 D.M.M = Sobrevida
24 485 — I 1 em3 3 DM.M — Sobrevida
25 305 —_ | 1 em3 3 D.M.M — Sobrevida
26 | 385 ‘ 1 em3 | 3 D.M.M s Sobrevida
27 505 \ 1 em.3 1 — 3 DM.M — Sobrevida
28 ] 555 ‘ 1 em3 \ — 3 D.M.M = Sobrevida
20 £ 500 l 1 ems ‘ - - — 3 D.M.M. Morte e/ 24 hrs.
30 i 510 1 1 em3 | = = 3 D.M.M. Sobrevida
(*) Os animaiz marcados com um asterisco morreram 9 dias apdés a inoculacio, provavel-

mente em consequencia dn baixa de temperatura ambiente ¢ nio em razio do efeito do toxico.

Estes resultados elucidam bem alguns detalhes: é notavel a
protecio que pequenas quantidades de clorofilinato de potassio (ordem
de 200 y) exercem contra a intoxicacio pelo veneno de cobra
(3D.M.M.), seja depois de sofrer um processo de irradiacdo ao ultra-
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violeta (ns. 6 a 26) seja ap6s o envelhecimento de suas solucoes, em
temperatura ambiente (ns. 27, 28 e 30),

Visto que as solucGes de clorofilinato de potassio necessitam de
um processo de ativacéo pelo qual adquirem a propriedade antitéxiea,
o fendomeno difere essencialmente do que se conhece para a chamada
acdo fotodinimica de algumas substdncias, como o azul de metileno,
por exemplo: o azul de metileno quando exposto & irradiacdo solar,
de mistura com o veneno de cobra, inativa esse veneno, porem, o corante
irradiado, isoladamente, permanece absolutamente ineficaz; tambem
no caso da irradiacdo de solucdo de azul de metileno com veneno de
cobra ou toxinas, se sio destruidas as propriedades téxicas, tambem o
sdo as propriedades antigenéticas do veneno da cobra ou da toxina,
pelo que o animal de prova, nio sofrendo sintomas de intolerancia,
igualmente ndo fica imunizado. Dai nos ter ocorrido indagar se no
nosso fendémeno haveria concomitante inibicio das propriedades anti-
genéticas quando destruida a capacidade téxica do veneno de cobra
pelo clorofilinato de potassio.

Utilizamo-nos dos mesmos animais que sobreviveram na prova
anterior acrescidos de um grupo de testemunhos, isto &, de animais
garantidamente nao imunizados, a ver se, pelas dosagens dos respec-
tivos soros, seria possivel uma indicacdo dos anticorpos do sangue.

Tal experiéncia foi encaminhada como segue: (*)

PROTOCOLO 1.°

Acgdo neutralizante do soro normal de cobaia para o veneno crotilico
Soro 0,6 — Veneno 0,0000075 — Vol. 2 ec. — 60" estufa 36%c.

Soro Pombo Hora D'“éﬁ;,gd.‘“ e
T: 341 15,28’ -+ 90’ —
T2 339 15,32 -+ 90’ -
Ts 332 15,36 - 90° —
T 344 17,01 Paral. -+ A,
0,0000010 342 15,46’
D. M. M. { 0,0000015 337 15,49’ (1} Paral. - as 13 h.
0,0000020 327 15,55' /) + A.
NOTA: O sinal ﬁ indiea sobrevida; - indica morte; -+ A. indica gue o animal amanheceu

morto.

Sendo excessiva a quantidade de veneno empregada (5 D.M.M.),
repetimos a mesma experiéncia com dose menor (2 D.M.M.):

(*) Agradecemnos so Dr, Mario Pereira, do Instituto Pinheiros, o auxilio que nos emprestou
na feitura destas provas.
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PROTOCOLO

20

Acao neutralizante do soro normal de cobaia para o veneno crotdlico
Soro 0,6 — Veneno 0,000008 — Vol. 2 ece. — 60" estufa 36°C.

Soro Pombo | Hom | PRDZN | PR
T 384 10,30' 7] -+ A.
T2 398 10,32’ 7] s A
Ts .390 10,34’ " Paral,
Ty 387 10,37 i
D. M. M. 0,0000015 388 11 horas il Paral. as 15 horas

Com esta prova ficou estabelecido que 0,5 em.? de soro normal
de cobaia representam a quantidade limite para neutralizacdo, de

2 D.M.M. de veneno crotalico.

soros, ao mesmo protocolo de experiéncia.

PROTOCOLO 3.2

Isto posto procedemos, nos restantes

Soro 0,5 — Veneno 0,000003 — Vol. 2 ce. — 60’ estufa 36°C.

Soro Pombo Hora mgs’;",‘}l%? 4 m“gs'%l'l?_.,,‘ 4
;| 358 1430' | + 17 hs, | i
8 401 14,33’ Paral, Paral.
9 393 14,35 » -+ A
10 398 14,37 Qf Paral
12 382 14,39 ] + A.
13 349 14,41 Paral
15 402 14,44 Paral, + A,
16 383 14,47 > + A,
17 397 14,50' i
18 399 14,52 Paral, -+ A,
19 347 14,54’ d + A,
21 396 14,56 ¢ + A.
23 343 14,58’ . ]
24 403 15,00" Paral, | 4 A
25 423 16,55’ 1] |  + A
26 713 15,12 Paral. | - A,
27 356 15,07 [} | + A
28 421 16,57’ ] |  + A
30 523 15,25' 1] | Paral
Ts 357 15,27 I3 >
To 400 15,29’ 1] »
T 394 15,31 I} 4- A,
0,0000015 416 17,00' ] + A,
KM { 0,0000020 | 426 17,01 i ir e
L) 1 .
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Este e o protocolo anterior (n.° 2) permitem separar 3 grupos
de soro conforme o seu comportamento: a) os que neutralizaram in-
tegralmente as 2 D.M.M. do veneno crotilico (ns. 17, 23 e Ty);
b) o8 que nao impediram a morte dos animais de prova dentro de
24 horas (ns. 7, 9, 12, 15, 16, 18, 19, 21, 26, 27, 28, T,, T. e T;) ; ¢) o0s
que nédo tendo neutralizado integralmente as 2 D.M.M. impediram
entretanto a morte dos animais dentro de 24 horas (ns. 8, 10, 13, 30,
Ty, T; e Tg). Para cada um destes grupos conviria naturalmente
repetir a prova variando as quantidades reciprocas do veneno e do soro:

PROTOCOLO 4.°
GRUPO A
Soro 0,5 — Veneno 0,000006 — Vol. 2 ce. — 60’ estufa 36°C.

Dia 18-0-41 Dia 19-9-41

Soro Pombo Hora as 17,15 as 8,15'
17 429 14,27 d + A.
23 447 14,29" |4 as 17 hrs, -

Ts 430 14,31 -+ as 17 hrs. =

Vé-se com esta experiéncia que a prova anterior, equivalendo
a 0,5 cm.? de soro para 2 D.M.M., estava no limite de acio neutra-
lizante, ndo havendo diferenca evidente entre um dos soros testemu-
nhos e dois de animais que receberam anteriormente o clorofilinato de
potassio com as 3 D.M.M. de veneno crotilico.

PROTOCOLO 5.9
GRUPO B
Soro 1,0 — Veneno 0,000003 — Vol. 2 ee. — 60" estufa 36°C.

Soro Pombo Hora et E:.;'?S" 4 e+ gs:;;_. 4
7 446 13,51 7] Paral. 4 13 horas
9 437 13,55' 1} Paral,
12 443 13,58’ 7] Paral. 4- 13 horas
15 ‘ 438 14,00 Paral. Paral, -+ 13 horas
16 455 14,03' d Paral
18 | a2 14,06 ¢ ;
19 453 14,08’ ] .
21 449 14,11 ] + A
26 440 1413 |  Paral. + A
27 444 14,16' > -+ A,
28 428 14,18’ ] Paral,
T: 425 14,20’ Paral, + A
Tz 434 14,23 d + A
Tz 445 14,25’ 1] + A
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Aqui tambem se demonstra nido haver diferenca significativa
entre trés soros testemunhos e 11 soros de animais que haviam rece-
bido a injecdo de 3 D.M.M. de veneno crotalico neutralizado pela
clorofila.

PROTOCOLO 6.°
GRUPO C
Soro 1,0 — Veneno 0,000006 — Vol. 2,2 ce. — 60’ estufa 36°C.

Soro Pombo Hora 01'5;31'7?1‘5.‘“ D'“aslgs“l';.‘ 4
8 427 14,33’ Paral. -+ A.
10 441 14,37 : 4 A,
13 432 14,39 j -+ A.
30 405 14,43 Paral. + A.
Ts 451 14,41’ + 4s 17 hrs. =
Ts 454 14,46’ Paral. + A,
Ts 452 14,48' ﬁ + A.
. MM {0,0000015 406 14,49 + A.
0,0000020 426 14,53’ Paral. —+ A.

Igualmente neste caso ndo é permitida nenhuma diferenciacio
entre os animais tratados e os testemunhos.

E’ bem de ver entretanto, que tal tipo de experimentacio,
acusando resultados negativos, ndo permite concluir pela inexisténcia
de reacdo imunitiria nos animais injetados pela clorofila 4+ veneno
pois que a quantidade de anticorpos que porventura se houvessem
formado, por uma tnica inoculacdo de 3 D.M.M., poderia bastar para
proteger o animal contra nova dose tdéxica porem ndo ser suficiente
para uma evidenciacdo do tipo que escolhemos. Para esclarecer esse
ponte aproveitamos algumas das cobaias da experimentacdo da pg. 5
reinjetando-as com 3 D.M.M. do veneno crotilico. A existéncia de
um processo de imunidade se revelou evidente como se pode julgar da
relacdo seguinte em que todos os animais foram injetados com a clo-
rofila 4+ veneno em 26/8/941, sangrados para a tentativa de dosa-
gem do poder neutralizante do soro em 10/9/941 e reinjetados com o
veneno em 26/9/941:

Animal n.° 7 — Sobrevida

L1} ” 13 == "
” a8 16 . ”
L1} ” 17 e L1}
” " 24 i "

" "

28 — em 27/9/941 discreta paresia — sobrevida
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Animal n.° 30 — em 27/9/941 morte sem sintomas de envenena-
mento crotdlico.
Animal n.® T — Morte em 17 horas
” ” T — Morte em 14 horas
2 " T — Morte em 14 horas
Nao pode assim restar nenhuma divida de que as propriedades
antigenéticas do veneno crotalico ndo foram destruidas pelo clorifili-
nato de potassio, embora esta substancia houvesse neutralizado o efeito
toéxico do veneno; ainda aqui, portanto, manifesta-se uma diferenca
entre o tipo de acdo da clorofila e o das substancias de acao fotodi-
namica, como o azul de metileno.
Para indagar se o efeito neutralizante da clorofila seria de
tipo especifico para o veneno crotdlico ou tambem evidenciavel em
outras toxinas procedemos a experimentacao com a toxina tetanica:

EXPERIMENTACAO COM TOXINA TETANICA

@ " Clorofilinato de K | ) ——— -
) solugdo a 0,2% Toxina tetanica

g peso (envethecida) Obaervacées

E gramas

- irf‘selﬁnr | irradiada ir::g;“ irradiada

1 195 | 2 em.® —_— 3 D.M.M. — Sobrevida

2 185 | 2 em.B — 3 D.M.M. — Morte no 8.° dia
3 330 | 2 em.3 —_— 3 D.M.M. — Sobrevida

4 210 | 2 em.3 —_ 3 D.M.M. == Sobrevida

5 225 — 2 cmJ3 S 3 D.M.M. Morte no 6.2 dia
6 175 — 2 em3 —_ 3 D.M.M. Morte no 3.2 dia
T 215 = 2 em3 — 3 D.M.M. Morte no 6.2 dia
8 215 — 2 cm.? —_— 3 D.M.M. Sobrevida

9 165 |1 em3* | 1 em3*| 3 D.M.M. — Morte no 3.2 dia
10 205 {1 em3* |1 em3*| 3 D.M.M. — Morte no 3.2 dia
11 225 |1 emB3* |1 em3*| 3 D.M.M. i Morte no 4.2 dia
12 240 |1 em3* | 1 em3*| 3 D.M.M. - Morte no 2.9 dia
13 195 (1 emB3* |1 em3*| 3 D.M.M. = Morte no 3.2 dia
14 225 |1 em3#% |1 em3%| 3 D.M.M. — Morte no 4.2 dia
15 210 — — 3 D.M.M. l - Morte no 3.2 dia
16 | 215 | = — 3 D.M.M. | — Morte no 4.2 dia

(*)  As inoculagies assinaladas foram feitas 24 horas depois da inje¢iio da toxina tetfinica.

Os resultados dos quatro primeiros animais confirmam o mesmo
fendomeno registrado a propésito do veneno crotilico, isto é, ainda aqui,
com a toxina tetdnica, existe um manifesto efeito protetor por parte
do clorofilinato de potassio; para os animais 5, 6, 7 e 8, em que a
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clorofila envelhecida foi ainda irradiada, o efeito protetor foi bem
menos evidente o que sugere, a exemplo de outras substancias (ergos-
terol ao se transformar em calciferol ou derivados deste) que a acao
excitadora, sobre uma solucdo ji espontaneamente ativada, conduz a
formacao de substancias inativas. Parece assim que, a partir da
clorofila inativa e mediante um processo de excitagdo, forma-se, gra-
dativamente, o corpo dotado de atividade; continuando, porem, o esti-
mulo, esse corpo ira tambem se transformando em outro, sem capa-
cidade neutralizante da toxina. Provavelmente a mesma coisa nao
havia ocorrido na experiéncia com o veneno crotalico porque a solucao
que entdo empregamos, embora espontaneamente ativada era menos
envelhecida que a usada nas provas de toxina tetadnica; note-se
tambem que os animais ns. 9 a 14 néo resistiram gquando houve um
intervalo razoavelmente grande de tempo (24 horas) entre a injecao
da toxina e da clorofila.
RESUMO

Os A. A. demonstram que solucoes aquosas de clorofilinato de
potassio sofrem um processo de ativacdo, quer espontanea, pelo enve-
lhecimento, quer por acdo de radiacoes luminosas, adquirindo a capa-
cidade de neutralizar, “in vivo™ a toxina tetdnica ou o veneno de cobra
(Crotalus terrvificus terrvifieus, Lawrentius). Concluem tambem que
esse processo de ativacdo, cujo mecanismo nao puderam esclarecer,
deve ser de tipo comparavel ao da formacdo do calciferol, isto é, que
depois de ativada, a clorofila pode perder esta propriedade pelo em-
prego de maiores doses do estimulo,

A toxina neutralizada pelo clorofilinato de potassio ndo perde
suas propriedades antigenéticas garantindo um processo de imunizacio
do animal que a recebe.

Abstract

The authors demonstrate that aquous solution of potassium
chlorophilinate undergo a processes of activation either spontenous,
through aging, or through luminous mneutralising tetanic toxine or
snake poison Crotalus terrificus terrificus, Lau-
rentius “in vivo”. They also conclude that activation processes
whose mechanism they were not able to explain, must be of a lype
comparable to that of the formation of caleiferol, i. e., that after being
activated the chlorophile may lose this property by the emploiment of
larger doses of the stimaulus.

The toxine neutralised by potassium chlorvophilale does not lose
its antigenetic properties insuring a processes of itmmunization in the
animal which receives it.
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