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ACA0 DA VITAMINA C (ACIDO 1-ASCORBICO) SOBRE AS
TOXINAS DA GANGRENA GAZOSA

POR

A. BULLER SOUTO & C. I.LIMA

INTRODUGAO

A gangrena gazosa € essencialmente uma toxemma. Em sua patogenese,

3 Tesistencia organica individual desempenha um papel capital.
E’ bem conhecida a influencia da vitamina C sobre a resistencia organica,
bem €Omo suas propriedades neutralizantes sobre as toxinas e poder de inativa-
Sobre o virus. A acio da vitamina C sobre a toxina difterica for observada
p?r Harde (1) que atribui aquela substancia o poder de neutralizar a toxina in
%€, in vivo, fixal-a in loco, protegendo desta maneira o organismo. Harde
_ ilippe (2) encontraram certo poder antigenico das misturas de toxina neu-
'Zada pela vitamina C; este pode- antigenico seria ligado nio somente i ca-
“ie oxi-redutora, como ao poder estimulante da produgio de adrenalina pelo
SSsmo. Harde e Greenwall (3) acharam que a vitamina C aumenta a re-
Sistenci das cobaias contra 1 D. M. M. de toxina difterica padrio, tornando me-
m"tﬂxitus os solutos de toxinas e ndo destruindo as propriedades anti-toxicas da
i I't'ffxinn difterica. Jungeblut e Zwemer (4) concluiram que a vitamina C in
r“i nativa a toxina difterica; in vivo, pequenas doses preventivas tornariam as
t?bmas emporariamente resistentes ou menos sensiveis a pequenas doses de to-
Xing, O qQue se pode apreciar pelas provas intracutaneas, Grooten ¢ Bezssonoff (35)
:;:‘m demonstrar que a vitamina C, apos neutralizacio quimica (pH), inje-
hﬂtiam cobaias simultaneamente com 2 toxina difterica, lThes aumenta a resis-
a intoxicacio contra fraca quantidade desta toxina; nio puderam, porém,
;?‘:hr a agio direta sobre ela acreditando antes que a vitamina C estimula
Ya {ﬁ)rffqﬁes do organismo, as quais.l aufncﬂtamla H::S:ist{'ntia a infnxic:?qﬁu. Z‘il-
tericy, N30 encont-ou agio protetora in oo da vitamina C sobre a intoxicagio dif-
Sobre a toxina tetanica, Jungeblut (7) observou notavel poder incenti-



2606 Memorias do Instituto Butantan — Tomo XII

vante da vitamina C, nio tendo, porém, conseguido demonstrar a agao pro‘&
tora. A agdo da vitamina C (acido l-arcorbico) sobre esta toxina foi estudacs
por Schulze e Hecht (8), que lhe observaram tambem, e simultaneamente COEt
Diechoff (9) a acio sobre a anatoxina difterica. A acio antivirulenta ou Vi
cida da vitamina C foi verificada sobre os virus da poliomielite, da encefalite, €
mosaico ¢ do herpes. :

O aspecto pratico d:sse estudo estaria no segumtc ¢ sabido que o organisi®=
da crianca necessita de uma “doése quotidiana minima” de 0,003 gs. de acido 1-8%
corbico, ou sejam 60 unidades internacionais, ao passo que um adulto -—--‘“‘:
da “dose quotidiana minima” de 0,009 gs. ou sejam 180 unidades. No periodo @€
paz essas “‘doses quotidianas minimas” sio facilmente obtidas na ragio alamw
nos periodos de guerra o mesmo nio se da, resultando das deficiencias nutritivé
tio comuns durante os mesmos, todos os grius de carencia vitaminica que explicaf by
talvez, a insolita frequencia e a gravidade entio manifestada pelas infecgoes §
grenosas. Ela é segundo Aperlo (1) um: “processo che ha il triste pnﬁlcﬂl"
comparire ogni volta che una guerra piu o meno lunga ed atroce viene impegn=
da popoli fra loro belligeranti e, solo rarissimamente in tempo di quicte e di Pa
insorge a minaciare l'esistenza di qualche ferito accidentale”. _

“Eppure la gangrene gassosa costituisce l'affezione pitt commune e t ri-
bilie che minacci la vita dei feriti di guerra e quali sempre essa aggredische €
se tavolta no uccide, molto apesso tragicamente munifica delle pit estese e d€ "
panti mutilazione™.

Por isso e tendo em vista a literatura acima referida, resolvemos inves igal
a agio da vitamina C (acido 1-ascorbico) sobre as toxinas gangrenosas. NO | =
sente trabalho descreveremos uma serie de verificagbes que fizemos sobre a a6%%
preventiva, curativa in vivo e neutralizante in vitro, da vitamina C sobre as &
xinas do Cl. welchii, C1. oedematimaligni (vibrion septique), CIl. nedtnﬂﬁeﬂ’
do Cl. histolyticum, ' 0

ACAO DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO cLOSTRIDIUM
WELCHII .

Tecnica

Toxina utilizada — Toxina seca, preparada pela precipitagio, por mei0
sulfato de amonio, do filtrado isento de germes; proveniente de uma ¢t '
de 18 a 20 horas a 37° C. O sobrenadante era recolhido e seco em baixa ¥
peratura, em vacuo sulfurico e, depois, sobre anidrido fosforico até peso €
tante, A dose minima letal da toxina era de 0,0004. '
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Fitamina C — A vitamina (acido 1-ascorbico) foi-nos fornecida pela Casa
Bayer, 4 quem agradecemos. Usamos um soluto de vitamina C, que continha
30 miligramas por cc. e com pH 6,6 (= 0,1). '

Animais de prove — Usamos camondongos, que, além de serem os animais

*0siveis recomendados pela Comissio Permanente de Padronizagio Biologica da

das Nagoes (10) para doseamento das toxinas welchii (em vista da

*Ua capacidade uniforme de sintetizar a vitamina), nos poderiam fornecer resul-

Qdos mais constantes. Foram utilizados 4 lotes, tio padronizados quanto possi-
Vel, ¢ em geral da mesma idade com peso vatiante entre 17 a 20 gs..

:, Como a D, M. L. das toxinas gangrenosas é aquela que mata alguns, mas
%40 todos os camondongos inoculados, foi necessario utilizar sempre lotes muito
MUmerosos. S6 com um lote de 70 animais é que conseguimos determinar a

‘M.L. Com um segundo lote de 168 camondongos, determinamos a agio pre-
mﬁ"a: com um lote de 152, determinamos a aciio curativa; e, com um de 118,
fMinamos a agiio neutralizante.  As inoculagdes da toxina welchii foram
'S por via venosa. As injegies da vitamina C o foram por via muscular,
Xeéto nag experiencias sobre a acio neutralizante. Nestas, injetamos por via
“’fmﬁ as misturas de vitamina C e toxina welchii. A cada serie de pes-
izas corresponderam testemunhos paralelos.

Foram feitos ensaios preliminares afim de wverificar: 1.2, si a toxina supor-
bem a diluicio em salina de pH 6,6 (== 0,1), pois est= era o pH da diluigio
¥itamina C; 2.9, si doses de 25 mgs. de vitamina C eram bem suportadas pe-
Qmondongos e pela via venosa, nio obstante as experiencias de Rohmer,
BQ“OHHH. Stoer- e Perrier (11) ja terem provado que os mamiferos suportam
S Massicas de vitamina C; 3.9, si os solutos de toxina continham cobre, pois,
Onforme Barron, De Meio e Klemperer (12), este metal é catalizador
G OXidacio do acido ascorbico, exercendo acgio em concentracio de 46 micro-
u:ﬁnas_ Esta pesquiza do cobre adquiria grande importancia, porque nossas di-
hlqﬁeg foram feitas em salina fisiologica. Conforme Mawson (13), Kellic e
itva (14), “The oxydation catalysed by Cu was very much slower when NaCl
e t”, embora Barron, De Meio e Klemperer nio tivessem podido notar este
' inibitorio do cloreto de sodio sobre a autoxida¢io da vitamina C. E so-
hﬂ“dﬂ porque o cobre, além de oxidar a vitamina C, conduz a formagio de pe-

OXido de hidrogenio (15), cuja agio sobre as toxinas anaerobias € sobejamente
ida,

. As rigorosas analises dos solutos das toxinas, realizadas na seccio de Qui-
e Pelo nosso colega, Carlos Slotta, mostraram que os solutos estavam pratica-

t_" livres de cobre. Slotta empregou “o metodo indicado por Fischer, que
Onsiste em adicionar na concavidade de uma placa de Tuppel, para cada 3
f0tas de soluto, 3 gotas de um soluto de 1 mgs. de difenilticcarbazona em 10 cs.
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de tetracloreto de carbono. Segundo Feigl (Qualitative Analyse mit Hilfe V08
Tiipfelreaktionen, Leipzig 1935, 175), di-se a viragem do soluto reagente par®
o amarelo castanho ainda com a presenca de 0,2 gamas de cobre”.

ACAO PREVENTIVA

Um lote de 168 camondongos foi utilizado: 112 animais receberam, durant
3 dias, 10 miligramas de vitamina C por via muscular; este lote foi repartido "*'“
2, um de 55 animais, que receberam 1 D.M.L. de toxina e outro de 50 animais
que receberam 2 D.M.L. Como testemunhos foram utilizados 56 camondong®
dos quais 26 receberam 1 D. M. L. e 30, 2 D. M. L.

Os resultados obtidos estio resumidos no quadro I e grafico I.

QUADRO 1
ACAO PREVENTIVA DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO cL. WELCHY

VITAMINA C ANIMAIS
Toxina | = s x -
Intervalos das E ~ E 1] u -
inoculagdes Deses Doges | 2| S0 |85 | 2
= sn |E2pn] 3
l=s |32 | =
24 he. |24 he. | 24 hs. | 10 mgs. | 10 mgs. | 10 mgs. | 1 DML, |ss] 1uss | awy, | 1455 | e
10 mgs. | 10 mgs. | 19 mgs. | 3 DML, | 57] 3557 | 385, | 3857 3%
r t DML |2 | 1126 | 57000 | 1326 | 5%
1 2pML. |30] 2030 | oo, | 2000 | P
__--""lII

NOTA — Nio bouve alteracio apoés 48 horas de observacio,

ACAO CURATIVA

Procuramos verificar: 1.° qual o periodo maximo em que a vitamina C Pf'
deria exe-cer sua atividade contra 1 e 2 D.M.L. de toxina do CI. welch®s
2.9, si déses de 10 mgs., repetidas com intervalo de 1 e 3 horas, teriam agio €™
tiva inaior do que ddéses unicas. Para esse fim, 152 animais foram divididos
5 lotes: o primeiro lote, de 30 animais, que foi subdividido em 2 outros de 13 a'nl"
mais, que receberam, respectivamente, 1 D. M. L. e 2 D. M. L., sendo @ ¥
mina C dada, uma hora depois, a cada animal, na dése de 25 mgs, (grafico 1n)-

2.°, o lote de 29 anmimais foi tambem subdividido em 2 outros, mpﬁﬁﬂ'
mente, de 15 e 14 animais, dos quais um recebeu 1 D.M.L., e o outro, 2 p.MI-
e, 2 horas depois, 25 mgs. de vitamina C (grafico III). |
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O 39 lote, de 32 animais, exatamente como os primeiros, recebeu, resptl:ﬂ“
vamente, 1 e 2 D.M.L. de toxina e, 3 horas depois, 25 mgs. de vitamina C (8@

fico IV).

O 4.2 lote recebeu, 1 e 3 horas depois da inoculagio respectiva de 1 € 2 .

Memorias do Instituto Butantan — Tomo XII

D.M.L. de toxina, 2 déses de 10 mgs. de vitamina C (grafico V).

O 5.2 lote, testemunho, recebeu somente, respectivamente, 1 e 2 D.M.L. de

toxina.

Os resultados obtidos estio resumidos no quadro II.

ACAO CURATIVA DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO CL. WELCHIL

QUADRO II

ANIMAILIS

Procuramos verificar i witro: 1.° si a vitamina C neutralizava a
welchii; 2° si a neutralizagio obedecia a lei das proporgdes multiplas;

NOTA — XNio houve alicracdo apdés 48 horas de observagio.

ACAO NEUTRALIZANTE in vitro

si 0 tempo de contato exercia influencia na neutralizagio.

Para esse fim, foram deixadas quantidades de 1 D.M.L. em contacto, na o
peratura de 30° C, durante 30 minutos com 10 e 25 mgs. de vitamina C, § -
inoculadas em 15 e 13 camondongos, respectivamente ; igualmente 2 D.M.L. P
tas em contacto, na tempe-atura de 30° C, por 30 minutos com 10 e 25 mgs+ S

ram inoculados em 2 lotes de 15 camondongos (grafico VI).

Intervallos -
Inoc. Toxina: ; Vitamina C Sobrevi- Sobre '
Inoc. vit. C 11-;::: Dﬂi Iﬂf: ;El“;l:: :g';: 1:;!’ H:gn;: % :: ::H*r g
lhora | 1D.M.L.{ 25mgs.| 15 3715 | 8) % 5/15 | 666% |
| lhora | 2D.M.L.|  25mgs.| 15 | 24215 | 66% | 14715 | 66%
2 horas | 1 D.M.L. 25 mgs. | 15 4115 | 733% 7/15 | 533%)
2 horas | 2 D.M.L. 25mgs. | 15 | 12714 | 1425 | 12114 | 1428 )
3horas | 1 D.M.L. | 25mgs.| 15 | 815 | 466% | 9/15 | 400% |
2D.M.L. 25 mgs.| 16 | 15/15 00% | 1s5/15 | 00% |
le3horas | 1 D.M.L. | 10 10 mgs. | 15 416 | 75 % i | 75'%%
2D.M.L. |10 10mgs. | 16 | 166 | 0% | 16116 | 0 %
N3 v e 13 715 | 533% 715 | 533% |
2 DAL [OT 15 | 1515 | 00% | 15/15. | 00%

.
: =g f ek

3;. .-'-3

¥
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Qutra série de experiencias foi realizada deixando-se em contacto, na tempe
ratura de 30° C, por 60 minutos 1 D.M.L. com 10 mgs. e 2 D. M.L. com 25 mg*
de vitamina C, sendo inoculados 2 lotes de 15 camondongos com cada dése (8™
fico VII).

30 camondongos testemunhos em 2 lotes de 15 foram inoculados com 1 € 2
D.M.L., respectivamente.

Os resultados estao resumidos no quadro III.

QUADRO III

ACAO NEUTRALIZANTE DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA
DO CL. WELCHII

ANIMAILS —
Toxina Vitamina C. Sobrevi- Sobreve
de T:ﬂr:[:]rlu Doses Doses I;:l?!i:l- 5 E:’Tﬂl!::m 'rsz;h': . M*Enl:ifm :;nlﬁ 'IIE
l 30 minutos | 1 D.M.L. 10 mgs. | 15 7/15 | 533% 9/15 | 40 %
1 D.M.L. 25 mgs. | 13 7713 | 461% o/13 | 307%
l 2 D.M.L. 10mgs. | 15 | 13/15 | 133% | 14/15 6,6%
2 D.M.L. 25mgs.| 15 | 1515 | 00% | 15115 | 00%
60 minutos | 1 D-M.L. 10 mgs. | 15 9/15 | 40 % | 10415 | 333%
2 D.M.L. 5mgs.| 15 | 1515 | 0% | 1515 | 0 %
1 D.M.L. T 15 715 | 533% 7/15 | 533%
2 D.M.L. T 15 | 15105 | o% | 1505 | 0%
—

NOTA — Nio houve alteracho apis 48 horas de observaqlo.

CONCLUSOES

1.1 — A vitamina C (acido 1-ascorbico) parece incrementar a resistenc™

organica do camondongo, tornando-o mais resistente 4 agio da toxina dO
welchii,

23 — A vitamina C (acido l-ascorbico) exerce acio curativa até 1 hot?
depois de inoculada a toxina welchii, nio tendo agio quando a toxind
inoculada 2 e 3 horas antes. A vitamina C em dodses repetidas de 10 mg*
1 e 3 horas depois de inoculada 1 D.M.L., tem acio curativa mais nitid3
que em doses unicas de 25 mgs., porém, é sem acio contra 2 M. D. L..

33 — A vitamina C (acido l-ascorbico) nio demonstrou exercer acio 7€
tralizante sn oifro mesmo apos contacto de 60 minutos com a toxina,

8
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sensibilizar o organismo do animal as. misturas de toxina-vitamina ou ‘dar em
contacto com a toxina do Cl. welchii, produtor de degradagio mais tDIl"-ﬁ ?
para o camondongo do que a toxina s6. A intensidade da agdo toxica des'®

p-odutos é diretamente proporcional : ao tempo de contacto das misturas: toxind”
vitamina e a quantidade de vitamina utilizada.

ACAO DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO
CLOSTRIDIUM OEDEMATIS MALIGNI
(VIBRIAO-SEPTICO)

Toxina utilizada — Toxina seca preparada por precipitacio por mei0 ‘.
sulfato de amonio, do filtrado isento de germes provenientes de cultura de 5
horas a 37° C.. O precipitado era recolhido a seco a baixa temperaturd ﬂ"
vacuo sulfurico e depois sobre anidrido fosforico até peso constante. A D-. M.4
desta toxina era 0,00005.

Vitamina C — Usamos a vitamina C (acido l-ascorbico) ql.:lt'rtlt:ﬂlﬂﬂ"é
puro, na diluigio de 50 mgs. por cc. com pH 6,6 (= 0,1). Esse proc®
foi-nos fornecido pela Casa Bayer, a quem agrad:cemns a gentileza.

r

h..

Animais de prova — O camondongo, que € o animal sensivel, utilizado '

-

doseamentos das toxinas, conforme as recomendagbes do C. de PadroniZ ﬁ
Biologica da Liga das Nagdes (16), e pelo National Institute of Health {1 |
foi tambem preferido pelas nossas pesquizas atuais. Usamos 4 lotes tio pa® "f

nizados quanto possivel, em geral com a mesma idade, com peso variando ¢ '
17 a 20 gs.. As DD. MM. LL., sendo por defini¢io aquelas que matam alg¥ '
mas nio todos os camondongos injetados, exigiram sempre lotes mais ou MEEE

numerosos.

]

- »
||I" "

Com um lote de 50 animais fixamos a D.M.L.; com outro de 83 ar
determinamos a acio preventiva e, com 2 lotes de 62 animais, estudamos,
pectivamente, a agio curativa e a neutralizante. As inoculagbes da toxind *
vibrido septico foram feitas por via venosa. Excéto nas experiencias sobre 3 ¥
neutralizante, em que injetamos as misturas de vitaminas C e toxina VIP™
septico por via venosa, nas demais a vitamina C foi injetada pela via mt o

.

-

e

A cada serie de pesquisas co-responderam testemunhos paralelos. x
Experiencias preliminares demonstraram: 1.% que a toxina nio era 2
quando diluida em liquido com pH 66 (= 0,1); 2.° que a vitamina C.
dobses de 25 mgs. por via venosa € muscular, nio tinha efeito nocivo ﬁﬂt'"
vida dos camondongos ; 3.2, que as nossas diluigdes de toxina do vibrio ﬂpﬂw
tinham cobre em dése maior do que 0,2 gamas, conforme as analises reali

na secgio de Quimica pelo nosso colega Carlos Slotta.

10
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ACAO PREVENTIVA

Utilizamos um lote de 83 camondongos, dos quais 61 foram injetados, du-
rante 3 dias seguidos, com 10 mgs. de vitamina C por via muscular. Este 0¥
foi dividido em 2 partes: 30 receberam 1 D.M.L. e 31 receberam 2 D.M.I
de toxina vibriio septico. Como testemunho, 10 animais, receberam 1 D.M.L. € 12

receberam 2 D.M.L.,
Os resultados obtidos estio resumidos no quadro IV e grafico VIII.

QUADRO 1V

ACAO PREVENTIVA DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO
CL. OEDEMATIS MALIGNI (V/BRIAO-SEPTICO)

[ VITAMINA C ANIMAIS

z | & |.=:] . |32

% m 9 @t I :
Intervalos das Doses : E = EE ;-':3 = EE!
inoculagbes o < 53 |S5¢ £5 K =!

i - Vige]| =

- - r L M
24 he. | 24 hs. | M hs. | 10mgs. | 10mgs. | 10 mgs. 1 DML, X0 /30 | G 8 i L“ﬁ
10 mgs. | 10mgs. | 10mgs. | 2MDL | 31 | 1531 | 51,75 | 1581 | T
1 DML, 10 510 | 5P, 510 M

2pML | 12 | 1012 | 16| 1012

NOTA — Nio houve alteracio apds 48 horas de observagdo.

ACAO CURATIVA

- - L] - L] l
Procuramos verificar: 1.2, si a vitamina C tinha agdo curativa contra

foxina do Cl. oedematis maligni; 2.° qual o espago maximo em que S€ i
ceria esta acio; 3.0, si ddses repetidas de 10 mgs. de vitamina C teriam -

curativa maior de que ddses unicas.

Um lote de 62 camondongos foi subdividido em 5 outros: no primei® |
animais foram inoculados com 1 D.M.L. e 2 D.M.L., recebendo, 1 hora d

25 mgs. de vitamina C (grafico IX).
No segundo lote foram inoculadas 1 e 2 D.M.L. e, 2 horas depot®

mgs. de vitamina C (grafico X).
No terceiro lote foram inoculadas 1 e 2 D.M.L. e 5 horas depois:
mgs. de vitamina C (grafico XI).

12
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No quarto, injetado com 1 e 2 D.M.L., foram dados, com intervalos ie
1 e 3 horas, 10 mgs. de vitamina C (grafico XII). -
No quinto lote foram injetados 1 e 2 D.M.L., servindo como testemunh
Os resultados obtidos estio resumidos no quadro V. '

QUADRO V

ACAO CURATIVA DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO CL
OEDEMATIS MALIGNI (VIBRIAO SEPTICO)

L S

I ANIMAILS
ntervallos : - - . :
Inc. tox. gangr.; AR o - 4 | Mortos Sobrevi- M | ‘
Inc. vit. C. 0fo8 LIoush I:Tﬁz- 24 ll-a:m :;nlﬁ h.; c-ﬁnl::n ﬁ bs- |
=
lhora | 1D.M.L smgs.| 5| 25 |0 | 25 | @ "_’-‘-"
1 hora | 2 D.M.L. 25 mgs.| 5 25 |60 | 35 | 9 _*"
2 horas | 1 D.M.L. 25 mgs.| 5 2/3 60 % 3/5 ot ]
2horas | 2 D.M.L 25 mgs.| § 5 | 0% | 35 | 4=
Shoras [1D.M.L.| 25mgs.| 5| 15 | oo | 25 | &0 %Y
5 horas | 2 D.M.L. 25 mgs.| 5 3/5 40 % A/3 20 ®q
le3horas | 1 D.M.L. |10—10 mgs.| 3 o5 |10 % | o5 | 100 =
leJhoras | 2 D.M.L. | 10—10 mgs. 5 &/5 20 % 5/3 0 =
- 1 D.M.L. B 10| S/10 | 50 % | Sn0 | SuSE
— 2 D.M.L. = 12 | 10/12 166% | 10712 | 16°F i'

-

NOTA — Nio houve alteracio apés 48 horas de observacio.

A desigualdade na agio antitoxica da vitamina C, que se notam nitida® -
no quadro acima, ji haviam sido registadas por Harde e Greenwald (3), € "
Bezssonoff (5), nos seguintes termos que acentuou: “On remarquera qU€ =
méme inégalité de l'action antitoxique de la vitamine s'est réguliérement ™0
nifesté au cours des experiences de Mlle Hard et de Greenwald et Mme. 5y

ACAO NEUTRALIZANTE

Procuramos tambem aqui verificar si a vitamina C: 12, neutfﬂ“ﬂ
toxina do Cl. oedematis maligni (vibriio septico); 2.°, si o tempo de O™ 0
exercia a¢io sobre o poder neutralizante da vitamina C. Da vitamina C &3
de 10 a 25 mgs. foram deixadas em contacto 30 minutos a 30° C, comii
D.M.L. de toxina do Clostridium oedematis maligni (grafico XIII). &

Em outra seric de ensaios, 10 a 25 mgs. de vitamina C permanece™ *
contacto a 30° C., durante 60 minutos, respectivamente, com 1 e 2 D-H'I"."
toxina do Cl. oedematis maligni (grafico XIV). |

14
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Todas as misturas foram injetadas pela via venosa. Os resultados estdo
resumidos no quadro VI.

QUADRO VI

ACAO NEUTRALIZANTE DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO
CL. OEDEMATIS MALIGNI (FIBRIAO SEPTICO)

ANIMAILIS

Tempo de Toxina Vilamina C Sobesel. ‘
contacto Doses Doses lﬂ*:;;‘;;- 3-1:,2:11.:.;! - veaes 1:-' hornn ’ be

30 minutos | 1 D.M.L. 10 mgs.| 5 0/5 | 100 % o/5 | 100 %
30 minutos | 1 D.M.L. 25 mgs.| 3§ 0/5 100 % 0/5 100 *
30 minutos | 2 D.M.L. 10 mgs.| 3 3/5 40 9% 3/5 w0 ®
30 minutos | 2 D.M.L. 25 mgs.| 3 2/5 60 % 275 6 *
60 minutos | 1 D.M.L. 10 mgs. | 10 0/10 | 100 % o/10 | 100 *
60 minutos | 2 D.M.L. 25 mgs.| 10 00 100 | 10 | 2%
= 1 DL, £ 10 a/10 | 60 % g0 | ©0F

— 2 D.M.L. = 12 | 1012 | 166% | 10712 16.6%

NOTA — Nio houve alteracio apds 48 horas de observaglo.

CONCLUSOES

1.2 — A vitamina C (acido l-ascorbico) parece tornar o camondong? s
resistente a agio da toxina de Cl. oedematis maligni (vibrido septico).

232 — A vitamina C (acido l-ascorbico), até uma hora depois de i“”‘“_ s
a toxina tem acio curativa contra 1 e 2 D.M.L.; inoculada 2 horas depo®
toxina, apresentou desigualdade de agdo anti-toxica; ddses repetidas de lgﬁ
¢

feitas e 1 ¢ 3 horas depois da injecdo de 1 D.M.L. de toxina de Cl. ©

maligni protegem 100% dos animais inoculados. cl
32 — A vitamina parece ter agio neutralizante sobre a toxina de

oedematis maligni; essa agdo neutralizante parece obedecer i lei das P
multiplas; o tempo de contacto parece aumentar o poder neutralizante de
mina C sobre a referida toxina.

AGCAO DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO
CLOSTRIDIUM OEDEMATIENS

meio %

oro%

Toxina utilizada — Toxina seca preparada pela precipitagio por
sulfato de amonic em atmosfera inerte, do filtrado isento de germes:

16




A. BULLEr Sovro & C. Lima — Vilamina C na gangrena gazosa

100

90
8o

GRAFICO XIII

2Ln. L8h. 72h.

PR P - 1 DML. 25eegs. wil. C T

————— — = DML. 25mgs. vit., C — W

--am—am - ] DML, 10mgs. vit. C — 30

l i = = = DML. 1bmgs. vit. C "
m— i = i = i = II'-'HL‘ Tlﬂ.
x X 5 = * DML Test

GRAFICO XIV

.
— -
Hh o — —— — — — —
ey o a =] -~ L= ] Ly | =
/
L
| ] LY -‘\—-—.j.——i.l.—l—l—-_‘___’._-'
-~
48h. T72h.
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niente de cultura de 6 dias a 37° C. A toxina foi recolhida e seca em bai®
temperatura sobre cloreto de calcio e depois sobre anidrido fosforico até Pes®
constante. Trturada e tanmusada foi conservada em ampolas fechadas no vacud:
A D.M.L. desta toxina era de 0,000242.

Vitaming C -— Usamos vitamina C (acido 1-ascorbico) quimicamente pur®
na diluicio de 50 mgs. por centimetro cubico, com pH 66 (= 0,1). A8
decemos a Casa Ilayer a gentileza de no-la ter fornecido.

Animais de prova — Adotamos camondongos, de acordo com as recome®”
dagoes da Comissio Permanente de Padronizagio Biologica da Liga das Nagoe*
(18) e do National Inst, of Health (19) expedidas sobre o doseamento das toxind*
ocdematiens, Usamos 4 l6tes tio padronizados quanto possivel, em geral co® s
mesma 1dade e com peso vatiante de 17 a 20 gs.. A D.M.L., sendo aques
que mata alguns, mas ndo todos os camondongos injetados, exigiu que us
semos sempre lotes mais ou menos numerosos de camondongos. Com um Jot®
de 60 animais determinamos a D.M.L.; com um de 68, a acio preventi*™
com um de 73, a agio curativa e com um de 100, a agdo neutralizante.

Nio obstante as pesquizas de Grotova (20) sobre a via de inoﬂlw
venosa a que se deveria dar preferencia nos doseamentos da toxina do Cl o#dt”
matiens preferimos seguir a tecnica indicada pela Liga das Nacoes (18): -
¢, usamos a via muscular nas inoculagdes das toxinas de Cl. oedematiens. A
vitamina C tambem foi aplicada por via muscular. A cada serie de Pﬁ‘l"":’
corresponderam testemunhos paralelos. Provas preliminares demonstraram: b3
que a toxina suportava bem a dilui¢io em salina fisiologica com pH 6,6 (f
0,1); 2.9 que déses de 25 mgs. eram bem suportadas pela via musculaf; >
que 0s nossos solutos de toxina oedematiens nio continham cobre, cO
analises realizadas na sec¢io de Quinica pelo nosso colega Carlos Slotta.

ACAO PREVENTIVA

Durante 3 dias seguidos, 46 animais receberam 10 mgs. de vitamina C P
via muscular; destes, 22 receberam 1 D.M.L. ¢ 24 receberam 2 D.M.L #
toxina; 22 animais serviram como testemunhos: 22, inoculados com 1 D'H'I’
e 11 com 2 D.M.L. O periodo de observagio foi prolongado por 72 hor®*
pois em alguns casos encontramos modificacies apds 48 horas de o
Os resultados estio resumidos no quadro VII e grafico XV.

18
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QUADRO VII

ACAO PREVENTIVA DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DE
CL. OEDEMATIENS

I VITAMINAC l : ANIMAILS
. - - .
Intervalos das 1;:““ % S.E I %lﬁ}' I E"- —;‘?'g ?
¥ " -— .
inoculagies DOSES p | sz ‘EEE iz -‘-‘:E' %
HEE RN AL
24 hs. | 24 hs. | 34 hs. |10 mgs 10 mgs. |10 mgs. | 1 DML, | 22 | 222 | 909%, | 32 | 963%
I 10 mgs [10 mgs. |10 mgs.| 2 D.M.L. | 24 | 924 | 6259, | 924 | 6259,
1 D.MLL. |11 | 411 | 368, | 511 | S46%,
| l 2 DML, | 11 | enn | asas, | am | 2740,

NOTA — Nio houve alteraclo apds 72 horas de observaclo

ACAO CURATIVA

Procuramos verificar: 1.2, qual o periodo em que a vitamina C poder™=
exercer agio curativa; 2.°, si doses repetidas de vitamina C teriam agao €55
tiva maior do que as doses unicas. 73 animais foram divididos em 3 0% L"
o 19 lote receben 25 mgs. de vitamina C, 1 hora depois de inoculado com A8
2 D.MLL. de toxina oedematiens (grafico XVI). 1:

O 292 lote recebeu 25 mgs. de vitamina C, 2 horas depois de inoctui®™
com 1 e 2 D.M.L. de toxina oedematiens (grafico XVII).

- :
O 39 lote recebeu 25 mgs. de vitamina C, 5 horas depois de inocua™
com 1 e 2 D.M.L. de toxina oedematiens (grafico XVIII). :

e

O 40 lote recebeu 2 doses de 10 mgs. de vitamina C com intervalos § 7
] ¢ 3 horas apds ter recebido a toxina oedematiens. (grafico XIX).

O ultimo lote serviu de testemunho.

Os resultados estio resumidos no quadro VIIL
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QUADRO VIII

ACAO CURATIVA DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO

CL. OEDEMATIENS
ANIMAILS

{ Intervalo — .-
= = y 2 £ g - - E -
Inoc. toxinas Toxina Vilamina C | = : - =l - - - o A e ';

" ¥ = E o !_: ol . o+ s
Inoc. Vit. C Doses Doses 2l 2 Z:i% g _L:-;..E:;. é: ‘i'EE
2|27 | @28 | 37| %58 | 3T |Te8
1 hora t D.M.L. 15 mgs. s| os 100 * 39 63,5 35 | B85
1 hora 2 D.M.L. 25 mgs. 6] o6 100 *, }{s 31, .'r:E 16570
2 horas 1 D.M.L. 25 mgs. 5| o 100 ©, 3 E 58 | B85
2horas | 2 D.M.L: 25 mgs. 6| o 100 o, | 4 i, | 58 | 158
Shoras | 1 D.M.L. B mgs, | 5| 38 &, | 78 1250, | 78 | 125
5 horas 2 D.M.L. 25 mgs. 6] 56 166 | 66 D *® 66 0.y
fe3horas | 1 D-M.L. | 1010megs. | 5] o8 100 ¢, | os 1009, | ys | 55
1 ¢ 3 horas 2 D.M.L. 10-10 mgs. 6] 26 16,6°, 46 1667, 66 0
- 1 D.M.L. — 0] 110 90 ¢, | 410 6 °, | 410 |0
- 2 D.M.L. — 7 7 TLAY, 7 14.2%, 7 0%

ACAO NEUTRALIZANTE

Procuramos verificar: 1.°, si a vitamina C neutralizava a toxina do Ch
oedematiens; 22, si esta neutralizacio obedecia a lei das proporcdes multiplas:
3.% si o tempo de contacto exercia influencia sobre o poder neutralizante. A
vitamina C em déses de 10 a 25 mgs. foi deixada em contacto a 30° C PoF
30 minutos com 1 e 2 D.M.L. de toxina do Cl. oedematiens (grafico XX)-

Em outra serie de ensaios, 10 a 25 mgs. de vitamina C permaneceram &
contacto a 30° C., durante 60 minutos, com 1 e 2 D.M.L. de toxina (grafico XXI)-

As misturas foram injetadas por via muscular. Os resultados estio rest
midos no quadro IX.

QUADRO IX

ACAO NEUTRALIZANTE DA VITAMINA C SOBRE A TOXINA DO
CL. OEDEMATIENS

—
ANIMAIS S
.
# . : L
Tempo de Toxina Vitamina C | = E F -j-:",:-, E; ---ill'-"_:II= E r ';J.-'-'E
contacto Doses [oses Ls' 2= 3+ 4 L= £z :::'EF
=] =S 2Eg E SE% | EF | S¢
E| = Brd | = % = e,
J) minutos 1 D.M. L. 10 mgs, 10 10 100® 10 1062, 10
30 minutos | 1 D.M.L. % mgs. [10] o510 1000, opio | 1000, | oq10
H minutos 2 D.M.L. 10 mgs. 10 10 1002, 10 100 10
30 minutos 2 D.M.L. 25 mgs, 0] 0Dy10 1000, 2110 e 210
) minutos 1 D.M. L. 10 mgs. 10 10 1P 10 L1 1110
70 minutos 2 D.M.L. 25 mgs. 10] Dy10 [ 1 10 1p0# , 10
— i D.M.L. | T 20| 620 70, | 1320 A, | 1320
- 2 D.M.L. T 20 | 1420 | W20 e, | 2020
=

NOTA — Nio houve alteraclo apds 72 horas de observago.
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GRAFICO XIX
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