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Em 1942, Fonseca Ribeiro € Guimarazes (*) apresentaram suas primeiras
observagdes sdbre a neutralizacdo da toxina tetanica e do veneno crotalico, pelo
clorifilinato de potéassio.

Para a toxina tetdnica, verificaram uma prote¢do contra 3 injetando
a toxina misturada com solugdo aquosa de clorofilinato de potassio, admitindo
também a possibilidade de permanéncia do poder antigénico.

Procurando ampliar essas observacBes, resolvemos verificar:

a) Se uma toxina tetdnica poderia ser desintoxicada “in vitro” e em que
tempo.

b) Se na desintoxicagdo “in vitro” a toxina seria destruida ou somente neu-
tralizado sem poder toxico, conservando-se o carater antigénico.

PARTE EXPERIMENTAL

Para verificar quantas D.M.M. seriam neutralizadas por uma quantidade fixa
de clorofila, utilizamos cobaias de 350 gramas. Partindo de uma toxina séca,
foi preparada uma solucdo em glicerina a 50%, a qual diluiu-se de modo a con-
ter 10, 100, 500, 750 e 1000 D.M.M. em um volume de 0,75 crn3; juntou-se, a
cada uma dessas doses, 0,5 cm3 de uma solucdo a 1% de clorofila hidrossolivel
de May and Baker Ltd.. Apoés contacto de 15 minutos, ao abrigo da luz, os
animais eram injetados com a mistura, por via intramuscular.

Com a mesma toxina, foi feita uma diluicdo, sem clorofila, de modo a con-
ter 1 D.M.M., com a qual foram injetadas as cobaias testemunhas. Os resultados
obtidos estdo expressos no quadro |I.



«
252 Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. i, fase. 2, 1950

QUADRO |

Acdo desintoxicante da clorifila s6bre a toxina tetanica

Cogsa(;agde D.M.M. Resultado
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
1 10 0 0 0 0
2 10 0 0 0 0
3 100 0 0 0 0
4 100 0 0 0 0
5 500 0 0 0 0
6 500 0 0 0 S
7 500 0 0 0 S
8 500 0 0 0 0
a 500 0 0 0 0
10 500 0 0 0 0
li 500 0 0 0 0
12 750 S S S +
13 750 s s s +
14 750 S S S +
15 750 s s s +
16 750 s S S 4
17 1000 S s +
18 1000 s +
19 1000 S S 4-
20 1000 S +
21 1000 S +
22 0 S S +
23 S S S +
24 Testemunhos S S S "
25 (1 D.M.M.) S s S +
26 S S S +
27 S S 3 "
Nota: 0 = auséncia de sintomas; S = sintomas de tétano; _j- morte.

Verifica-se, por éste quadro, que 0,5 cm.3 da solucdo aquosa de clorofilinato
de potadssio a 1% foi suficiente para neutralizar o efeito téxico de 500 D.M.M.
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de toxina tetdnica; para 750 o efeito protetor da clorofila ndo mais
se manifestou, nas mesmas condicdes.

Tendo consignado éstes resultados, decidimos verificar a possibilidade de de-
sintoxicar uma toxina tetanica, pelo contacto com clorofila hidrossolivel, em es-
tufa.

Tomamos entdo 100 cm3 de toxina tetdnica (D.M.M. para cobaia = 1/15.000)
e adicionamos 1 grama de clorofila hidrossollvel, previamente esterilizada em
autoclave, por 20 minutos, a 115"C.

Essa mistura de toxina com clorofila foi conservada em estufa a 37"C e amos-
tras diarias eram tiradas para acompanhar a desintoxicacdo. Depois de térmos
obtido a desintoxicagdo de mais de uma partida, verificamos que a desintoxica-
cdo total era obtida ap6és uma permanéncia de 8 a 10 dias, na estufa.

A toxina tetdnica assim tratada, inoculada em cobaias de 350-400 gramas,
na dose de 1 cm3, ndo mais foi capaz de provocar sinais de tétano.

Obtido assim um nUmero razoavel de animaisi injetados nessas condigfes, 30
dias ap6s, mais ou menos, receberam os mesmos de 5 a 10 D.M.M., injetadas
por via subcutdnea, cujos resultados estdo expressos no quadro |Il.

QTIADRO 11

Conservacdo do poder antigénico da mistura toxina tetdnica e clorofiia hidrossolavel

Cobaias injeta- Reinjetadas com 5 D.M.M. Reinjetadas com 10 D.M.M.
das com 1 cm3 (19 cobaias) (13 cobaias)
de toxina-cloro-
fila sobrevivem morrem sobrevivem morrem
32 13 6 6 7

4 cobaias testemunhas injetadas com 1 D.M.M. morrera em 96 horas

Estes resultados indicam que, dos animais que receberam a injecdo de to-
xina tetdnica desintoxicada pela clorofila hidrossolivel, 68,4% resistiram a sub-
sequente inoculacdo de 5 D.M.M. e 46,1% resistiram a 10 D.M.M..

Com o fim de verificar se a desintoxicacdo da toxina tetadnica pela cloro-
fila poderia depender mais do fator luz do que do fator temperatura (estufa a
37°C, escuro), foram preparados dois frascos com 0,5 g de clorofila e 100 cm3
de toxina tetdnica (0,25 cm3 da diluicdo a 1:50.000 = 1 D.M.M. camundongo).
IJm dos frascos foi conservado nai estufa a 37“C (escuro) e o outro foi mantido
na luminosidade e temperatura ambientes.
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De ambos os frascos foram retiradas amostras em tempos sucessivos, a fim
de testar a toxicidade em camundongos, como se v& no quadro IlI.
QUADRO 111
Comparagdo da acdo desintoxicante da clorofila sdbre a toxina tetdnica na luz
em condi¢des ambiente, e no escuro a 37°C (as doses injetadas em cada animal

foram 0,25 cm3 das dilui¢Bes correspondentes)

N.“ de ordem dos

Tempo de animais Sobrevida dos animais
contacto da Material Material Diluicao
mistura da em am- 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
estufa biente
0 S S H-
2 horas 2 1:50.000 0 S S +
3 0 S S
4 0 S S
5 _ 1 50.000 0 0 0 0
6 1 50.000 0 0 0 0
7 1 40.000 0 0 0 0
0
24 horas 8 1 40.000 0 0 0
— 9 1 50.000 0 S S +
— 10 1 50.000 0 S S +
— 1 1 40.000 0 S S +
— 12 1 40.000 0 S S +
13 — 1 30.000 0 0 0 0
14 - 1 30.000 0 0 0 0
15 - 1 20.000 0 0 0 0
_ 0 0 0
48 horas 16 120.000 0
— 17 1 50.000 0 0 S S
- 18 1 50.000 0 0 S S
— 19 ' 1 40.000 0 S S S
— 20 1 40.000 0 S S S
Nota: 0 = auséncia de sintomas; S — sintomas de tétano; -J- morte.
(¢} quadro Il evidencia que a desintoxicacdo da toxina tetdnica pela cloro-

fila hidrossoltvel se processa com mais velocidade na mistura colocada a 37"C
no escuro do que na mistura mantida na luz e temperatura ambientes. E' as-
sim que se verifica que, com 48 horas de contacto, a mistura conservada a 37'C
j& ndo mostrava toxicidade a 1:20.000, enquanto no mesmo espaco de tempo, a
mistura deixada no ambiente ainda possuia efeitos téxicos na diluicdo a 1:50.000.
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DISCUSSAO

A desintoxicacdo de toxinas microbianas, assim como de venenos ofidicos
por intermédio de varias substancias dotadas de agdo fotoquimica, tem sido am-
plamente descrita na literatura; as substancias toxicas, perdendo o carater letal,
perdem também a propriedade antigénica. A simples irradiagdo dos venenos de
cobra determina a destruicdo dos mesmos, como foi demonstrado por Arthus (2),
talvez pela coexisténcia, nestes venenos, de substincias fluorescentes, conforme ve-
ficaram Taisorda € Taborda (3). Um detalhe interessante, no particular, foi acres-
centado por Eidinow (4); trabalhando com o veneno de naja, observou que sua
destruicdo s6 ocorre nos comprimentos de onda compreendidos entre 300 e 2.800 A,
a ndo ser que a solucdo do veneno sejai misturada com eosina, antes da irradia-
¢do, passando entdo a ser destruido com maiores comprimentos de onda.

Para todos ésses casos, como também nas verificacdes de Shortt € Mal-
11CK (5) com o azul de metileno, existe necessidade da irradiagdo do veneno puro
ou misturado com a substdncia fotossensibilizadora, para que haja destruicdo do
poder toxico, destruindo-se também o poder antigénico.

Nas nossas experiéncias com a clorofila hidrossolivel, o fendbmeno se passa
de maneira diferente, ndo s6 porque ndo ha necessidade de irradiacdo da mistu-
ra toxina-clorofila, como também porque a toxina desintoxicada conserva ainda
a propriedade antigénica. N&o se pbdde, até o presente, estabelecer um paralelo
entre a toxina desintoxicada pela clorofila e a anatoxina (desintoxicacdo pelo al-
deido férmico), mas ndo resta ddvida em que o processo da clorofila é muito
mais rapida, exigindo aproximadamente um terco do tempo necessario para a
obtencdo da anatoxina.

RESUMO

Confirmando o trabalho de Fonseca Ribeiro € Guimaraes, 05 AA. demons-
traram mais que, com 15 minutos de contacto, 0,5 cm3 de clorofila hidrosso-
lovel a 1% neutraliza 500 D.M.M. de toxina tetanica; que 100 cm3 de toxina
tetdnica (1 cm3 = 15.000 D.M.M. cobaia) em contacto com 1,0 g de clo-
rofila hidrossoltvel, na esufa a 379C, perde totalmente sua toxicidade, ao
cabo de 8-10 dias, conservando o poder antigénico: 32 cobaias injetadas com 1
cm3 cada, da toxina desintoxicada pela clorofila, sdo injetadas 30 dias depois,
com 5 e 10 D.M.M. de toxina, sobrevivendo, respectivamente, 68,4% e 46,1%;
demonstraram ainda que o fator luz é menos importante do que o fator tempe-
ratura (estufa 379C) na desintoxicacdo da toxina tetdnica pela clorifila hidros-
solavel.
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SUMMARY

Confirming the studies of Fonseca Ribeiro and Guimaraes, the authors showed
besides that with a contact for 15 minutes, 0.5 ml. of hydro-soluble chlorophyll
at 1% neutralizes 500 M.L.D. of tetanic toxine; that 100 ml. of tetanic toxine
(concentration of 1 ml. = 15,000 M.L.D. guinea pigs) in contact with 1,0 g. of
hydro-soluble chlorophyll in the incubator at 379C. loses completely its toxicity
in from 8 to 10 days, while still keeping its antigenic quality: 32 guinea pigs
injected with 1 ml. each of this toxin, detoxicated by chlorophyll, were injected
30 days after with 5 and 10 M.L.D. of toxine, and 68.4% and 46.1%, respectively,
survived; the light factor is of less importance than the lemperature factor (in-
cubator 379C.) in the detoxication of tetanic toxine by the hydro-soluble chloro-
phyll process.
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