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DOSAGEM COMPARADA DA ATIVIDADE DOS EXTRATOS
GLANDULARES E DO VENENO PURO DE PHONEUTRIA
NIGRIVENTER (Keyserling), 1891 (*)

rokR WOLFGANG BUCHERL

(Laboratério de Zoologia Médica, Instituto Butantan)

1. INTRODUCAO

Os acidentes humanos, provocados pela picada de Phoneutria nigriventer
(*), da familia CTENIDAE, subfamilia CTENIN AE, costumam ser classificados
pelos médicos clinicos em casos leves, de média gravidade, gravissimos e fatais.

Sdo nove os casos mortais, humanos, documentados por médicos competentes.

Vital Brazil e Jean Vellard (1) referem-se a 1 caso de morte de um
homem de 40 anos, ocorrido em Itanhaem e relatado pelo Dr. Novais; de um
menino de 7 anos que morreu 17 horas depois de picado e cujo caso foi publicado
pelo Dr. Luiz Guimarides (2); mais um acidente, ocorrido em Jai e relatado
pelo Dr. Paulo Martins,

J. Vellard (3) comenta o acidente fatal de um menino de 10 anos, morto
meia hora depois de picado. O fato foi relatado pelo Dr. Francisco Gusmio;
o de uma moga, de Taubaté, que morreu 20 horas depois.

O facultativo Francisco Gusmio comunicou mais 3 casos de morte, ocorridos
em Franca, dois de escravos de um fazendeiro e o terceiro de um preto adulto,
que teve morte ja depois de algumas horas apds o acidente.

Flavio da Fonseca (4), mterpretando os boletins de acidentados, enviados
continuamente ao Instituto Butantan, encontrou um caso de morte apesar da
soroterapia.

Entre os casos reconhecidamente gravissimos e que devem somar a muito
mais do que os fatais mencionados, cita o proprio Vellard (3) dois, por ele
mesmo observados e que traduzem a resposta dramdtica do organismo humano
a peconha déste aracnideo.

Entregue para publicacio em 7.XI.53. :
*) Phoneutria nigriventer parece-nos idéntica a Ph. fero, como seri demonstrado
oportunamente, 1
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Casos de média gravidade e leves sio enumerados as cenfenas, tanto mos
boletins sanitarios, enviados ao Instituto, como tratados pelo préprio Hospital
que o Butantan mantem para socorrer os acidentados por animal pegonhento.

Em face destes acontecimentos, nZo hesitaram Vital Brazil e seu colaborador
Jean Vellard (5) em realizar experiéncias de laboratorio, as mais variadas, tanto
com a aranha Phoneutria fera como com Phoneutria nigriventer (por éles cha-
madas Clenus ferus e Ctenus nigrivenfer, respectivamente). Estas pesquisas
se estendiam durante os anos de 1925 e 1926; partiam de picadas diretas em
animais de laboratorio, de extratos de venenos, de venenos puros, em solugies
e culminaram com a fabricagio de um séro especifico anti-ctenidico.” (*)

Pelo presente trabalho, pretende-se recapitular, de um lado, o que ja foi
feito pelos grandes mestres Vital Brazil e Jean Vellard e, por outro, quer-se
contribuir para uma melhoria dos processos do doseamento das peconhas, da
propria imunizagio e da titulagio dos soros especificos.

2. OBTENCAO DAS GLANDULAS E DO VENENO PURO DE PH.
NIGRIVENTER

Para a obtengio das glandulas inteiras, cheias de pegonha, segue-se ainda
hoje o processo descrito em 1925 por Brazil e Vellard e que consiste em narco-
tizar as aranhas vivas; segurar com pin¢a denteada as bases das queliceras e,
descrevendo-se um movimento para cima, puxar as mesmas. Obtém-se, entio,
as duas glandulas presas as queliceras apenas pelo canal eferente do veneno.

Pode-se, entio, separar as glandulas e tritura-las, sozinhas ou mesmo jun-
tamente com as queliceras, em gral de wvidro, adicionando-se, como solvente,
dgua destilada com cloreto de sodio a 085%, em pH acidificado, neutro ou
alcalino.

Quando se pretende trabalhar com grande numero de glindulas, retiram-se
estas, como fo1 descrito, e guardam-se em glicerina pura, a 3.° C de temperatura.

O processo do esmagamento total da glandula inteira. com ou sem os
ferrGes, fornece necessariamente extratos que, além da peconha, contém quan-
tidades variaveis e incontrolaveis de elementos estranhos, celulares, muscula-
res, da quitina, etc..

Por este motivo, almejaram ji os proprios Brazil e Vellard por um mé-
todo que permitisse obter somente a peconha, em estado tio puro quanto pos-

(*) Sugerimos a substitui¢gio do nome “Soro anti-cténico” pela de “anti-ctenidico™
para incluir também o genero Phonentria.
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sivel e 1sento de substancias proteimiformes estranhas. Ideiaram e realizaram,
ja em 1926, o seguinte processo: Extraiam-se as glandulas da maneira costu-
meira; lavavam-se as mesmas em agua; secavam-se na estufa e quando sécas,
pesavam-se. Depois, imergiam-se em salina e apés embebimento, espremiam-
se de leve com um bastonete de vidro, indo o veneno naturalmente dissolver-se
na salina; retiravam-se os envolucros vazios; secavam-se e repesavam-se. A
diferenca das duas pesadas dava a quantidade exata da pegonha obtida, conhe-
cida através do volume determinado de liquido solvente.

N

Algum tempo mais tarde, modificou Jean Vellard (3) um detalhe déste
processo, isto €, substituiu a espressio com bastonete pela seccio da glandula
com pequeno bisturi, conservando as duas pesadas.

A bem dizer, os pesquisadores obtiveram o veneno puro, mas apenas em
solugdes. As duas pesadas, uma vez com a glandula cheia, outra vez com
ela vazia, tambem poderiam ter sido fontes de inseguranca; finalmente, nio se
podia com este método fazer estoque de veneno puro, o que constituia certa-
mente o0 inconveniente maior.

Em todo o caso, verificaram os autores que a média de veneno puro, por
individuo, era em Phoneutria ferda em torno de 4 mg e em Phoneutria mgriven-

ter perto de 3,2 mg.

Elaborimos um processo novo que permite colher o veneno absolutamente
puro, sem prejudicar a aranha, de maneira que a mesma pode ser “reextraida”
cada 10 ou mesmo cada 5 dias, dando novamente uma determinada quantidade
de pegonha.

Com duas pipetas longas, umdas em seus extremos por um tubo de bor-
racha fina e elistica, antes lavado, esterilizado e completamente séco, irritam-

se as aranhas, mantidas e alimentadas em pequenos viveiros; estas, dotadas
de indole agressiva, nio tardam a morder no tubo de borracha, perfurando-o
<om seus ferrdes e depositando em seu interior duas gotas de veneno. Com
um capilar colhe-se a peconha, por ventura aderente a superficie externa do
tubo, que se passa entio a outra aranha, até que o interior do mesmo apresente
bastantes gotas de veneno liquido. Desliga-se um terminal e assopra-se o ve-
neno sobre uma placa rasa, antes bem lavada e séca. Finalmente espreme-se o
resto da pegonha, por ventura aderente is paredes internas do tubo, sobre o
mesmo vidro.

Seca-se 0 veneno em dessecador, em vicuo. Quando bem séco, pesa-se
O veneno sobre um vidrinho de relégio, antes exatamente tarado. Obtém-se
assim o veneno puro, em estado séco, exiatamente ponderavel em miligramas e
que pode ser guardado em vicuo, sobre cloreto de cilcio, em ambiente escuro
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ajuntando-se ao estoque a colheita de outras iracgoes da mesma peconha, obti-
da por novas extragbes das mesmas aranhas.

Este processo de obtencao de veneno puro, séco, alem de permitir a esto-
cagem e a colheita de maiores quantidades, possibilita igualmente fitulagies ex-
perimentais rigorosas e reproduziveis, bem como imunizar cavalos com a pe-
conha isenta de proteinas estranhas.

Com éste processo conseguimos, desde 11 de Junho até 4 de Novembro,
obter em torno de 130 miligramas de veneno séco de Phoneutria nigriventer.

Nos meéses de frio (Junho até Setembro) temos colhido as seguintes meédias
em miligramas, por aranha:

gantidade minma e s e e 0,03 mg;
fusntidade medias . oo T e e 0,44 mg;
quantidade MAXIMA . .csersrssiansmndesonesens 1,84 mg.

A quantidade mdxima individual varia bastante, principalmente em depen-
déncia da temperatura e alimentacdo. Sobrevindo nos méses de Outubro e
Novembro uma onda de calor prolongada, com a média de temperatura em torno
de 23 °C que deveri ser considerada como “Otima” para estas aranhas, pude-
mos colher as seguintes quantidades maximas individuais:

em26ude Outubroy.... -, .. 00 . 3,10 miligramas;
eIl e NOYENITO: e S fe ivn e o =a 400 “ ”
em 4 de Novembro  ...cccccececcn.s R Ut ”
em 31 de’Untubro L ccst s sl va. sy ) S ”

A média também se tem elevado consideravelmente, ficando em torno de
1 mg — 1,7 mg.

E verdade que, no afi de averiguar o “quantum” de veneno séco que
uma aranha poderia eventualmente inocular em picadas repetidas, temos insis-
tido com cada aranha, de maneira que ela picasse diversas vézes no tubo de
borracha, mas mesmo assim deve-se ter presente que sempre se tratou somente
de picadas diretas, isto é de quantidades de peconha que uma aranha
é capaz de largar e inocular numa ou mais picadas.

Compreende-se agora perfeitamente a justeza das afirmagées de antigos
experimentadores de que no werdo a pegonha era mais ativa do que no fnverno.
Nio € mais ativa (como veremos depois), mas € inoculada em maior
quantidade, revestindo-se logicamente de maior gravidade os acidentes
humanos, ocorridos no verio. ,
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3. PREPARO DOS SOLUTOS VENENIFEROS
a) Extratos glandulares: (Tabela I)

C;m as glandulas totais, extraidas de aracnideos vivos, Vital Brazil e fean
Vellard (1 e 5) prepararam os seguintes extratos:

Extrato A: — 1 — 2 glandulas em 0,5 cc de sol. fisiologico, empregado.
para experiéncias de atividade com ou sem prévia filtragio por papel;
pH dcido (em tormo de 5).

Extrato B: — 1 — 2 glandulas totais em 0,5 cc de agua de cal; pH em

torno de 8; empregado depois de filtragio por papel.

No intuito de repetir as experiéncias dos dois grandes mestres e pioneiros,
preparamos, entre outros, os seguintes solutos:

Extrato G: — 1 glandula fresca em 1 cc de sol. fisiologico, em pH 35 e
empregado depois de filtragio por papel.

Extrato H: — 1 glindula em 1 cc de sol. fisiol., mas com pH em torno
de 8 e filtragio por papel.

Extratos 1-]J-K: — Glandulas guardadas durante 10 a 40 dias em glicerina
com pH em torno de 5, a baixa temperatura (3.° C), eram retiradas.
da glicerina, trituradas em gral, adicionando-se sol. fisiologico na pro-
porgio de 1,5 cc para 1 glandula; deixava-se macerar e centrifugava-se.

Ao residuo adicionava-se novamente 1,5 cc de sol. fisiol. por glindula: houve
nova maceragio e centrifugacio; o residuo recebia novamente 1,5 cc de sol.
fisiol. e fez-se a terceira centrifugagido; o residuo foi redissolvido pela
quarts vez com sol. fisiol. e mais uma centrifugagio foi {feita.

Como resultado obtivemos solutos veneniferos, com dissolucdo completa
da peconha, independentemente do pH. A filtragio por papel era dispensivel.

O Soluto I foi feito com soro fisiologico em pH 8; soluto J apresentava
PH 5 e o soluto K pH 6, 5. Os tres solutos nio mais eram concentrados nas
propor¢ées dadas por Brazil e Vellard e imitadas por ndés nos solutos G e H,
mas feitos nas proporgoes de 1 glindula em 6 cc de solvente, com 4 lavagens
e centrifugacdes, em 3 niveis diferentes de pH.

Brazil e Vellard tinham principiado suas experiéncias com Phoneutria
(Ctenus déles), fazendo picar diretamente animais de laboratério, principal-
mente camundongos, que morriam ripidamente em consequéncia da picada,

Querendo repetir esta experiéncia com solutos glandulares, imaginavam
que éstes solutos deveriam ser concentrados o mais possivel, para que os resul-
tados pudessem ser comparados ao efeito da picada direta. Fizeram, portanto,
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solutos supersaturados, em que uma grande parte da peconha, nio dissolvida,
permanecia sobre o papel de {iltro.

b) Solutos com o venemo puro: (Tabela II)

Vital Brazil e Jean Vellard (1 e 5) e mais tarde Vellard (3) fizeram
pelo método descrito um soluto do veneno puro:

Soluto C: — Soluto de veneno puro (calculado em mg pela diferenca das
duas pesadas da glandula cheia e vazia), feito em volume conhecido
de soro fiswlogico.

Com o nosso veneno séco, puro, exatamente ponderavel fizemos, também
em soro fisiolégico, os solutos D, E e F, o primeiro em pH acido, o segundo
em pH neutro e o terceiro alcalino, para a verifica¢io da influéncia do pH di-
ferente sobre a solubilidade da peconha pura. As nossas tres solucdes foram
feitas na proporgio de 1 mg de veneno séco para 6 cc de liquido solvente, com
4 lavagens e 4 centrifugacoes; sem filtracio.

4. TITULACAO DA ATIVIDADE DOS SOLUTOS GLANDULARES E DO
VENENO PURO:

a) Solutos glandulares: — (Tabela I)

Brazil e Vellard tinham determinado, conforme o costume daquela época,
a dose minima mortal, estabelecendo ainda que o animal (camundongo) deveria
morrer dentro de 1 hora apés a injegio. Nos determinamos sempre a dose
509% mortal, obedecendo a técnica, descrita por Reed e Muench (6).

Embora se possa admitir, com uma certa base de aproximagdo, que a
dose minima mortal seja o dobro da média mortal, hi a considerar ainda, que,
em se trabalhando com solutos glandulares, provenientes, portanto, de glin-
dulas trituradas com uma quantidade de peconha variavel de aranha, nio é
possivel, a rigor, repetir-se uma experiencia.

Um outro agravante consiste no fato de Brazil e Vellard terem empregado
poucos animais apenas, sanado pelas nossas titulagbes com virias dezenas de
camundongos, do mesmo peéso.

O interésse de um confronto entre as titulacées de Brazil e Vellard e as
realizadas por nos, pode visar, portanto, apenas aos seguintes problemas:

Um solvente aquoso acido ou neutro dificultaria a solugio com-
pleta da pegonha?
Esta solugio se daria melhor em ambiente alcalino?
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Deveriam empregar-se solugbes o mais possivel concentradas e
filtradas: ou seria melhor usar diluicoes maiores, com esgotamentos
diversos dos residuos e centrifugacgio?

Poderiam preparar-se solutos ativos com glandulas, guardadas du-
rante meses em glicerina, em temperatura de 3°C?

Haveria a possibilidade de estabelecer-se um confronto de ativi-
dade entre os solutos glandulares (recentes ou glicerinados) e a pe-
gonha pura, séca, exatamente ponderavel e titulavel?

“Tabela I:
Soluto A: — Dose minima mortal por grama de camundongo, por via m-
tramuscular 0,04 glandula (Brazil, Vellard).
Soluto G: — Dose média mortal, subcutirea, por gr. de camundongo =

0,004 glandula.

O soluto A era limpido: o G se apresentava opalescente.

Solutos feitos com o residuo, que ficou no papel de filtro, ainda matavam
-camundongos, 0 que prova que a peconha niio se tinha dissolvido senio apenas
pela metade, mais ou menos.

A minima e média mortal podem ser consideradas como coincidentes nestes
-dois ensaios (sem rigorismo cientifico), com solventes dcidos.

Soluto B: — Dose minima mortal por gr. de camundongo, intramuscular
= 0,005 glindula; Soluto alcalino, filtrado por papel (Brazil e
“ellard).

Soluto H: — Dose média mortal por gr. camundongo, subcut. =0,001
glandula.

O soluto B era fortemente opalescente. Mesmo muito concentrado, per-
‘mitiu melhor solubilidade da pegonha, em comparagio aos solutos A e G. Os
pesquisadores nio dosaram o residuo sobre o papel de filtro, nem mencionam
s¢ houve ou nao tal residuo.

O soluto H era opalescente; ficou um residuo sobre o papel de filtro que,
-apos solugio em solvente alcalino, ainda matava camundongos.

Os quatro solutos, que sio perfeitamente compariveis em atividade, pro-
vam, portanto, que nio ¢é tanto o pH que interfere na solubilidade-se bem que
a alealinidade do solvente ajude realmente a melhor solubilizagio — mas sim a
concentragdo e filtragio por papel.

Esta afirmativa ¢ satisfatoriamente confirmada pelos solutos I, J ¢ K,
em que se fizeram 4 dissolucoes dos residuos da pegonha e se centrifugava
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cada vez. Independentemente de pH neutro, icido ou alcalino, conseguiram-se
solugdes 100 % das peconhas, com meédias mortais por gr. de camundongo via
subcutanea, em torno de 0,0007 glandula (pH 8); 0,0008 glandula (pH neutro).

Mesmo apos as 4 lavagens, ficou em cada soluto um pequeno residuo
(restos celulares e musculares, etc..). Este foi também retomado e redissolvido,
mas as titulagoes déstes residuos nio revelavam mais toxicidade alguma para
camundongos, mesmo em concentragoes grandes.

Os tres solutos foram feitos com glandulas guardadas por longo tempo em
glicerina, a frio, o que prova ser éste modo de estocagem bastante aproveitavel.

A concordancia das titulagées da dose 509¢ mortal dos tres solutos e sua
maior atividade em comparagio aos solutos A, B, G, e H sio novos indicios
da boa solubilidade, independentemente do pH.

Nio nos sentimos capacitados em afirmar se a atividade um pouco maior
do soluto I (pH alcalino) deva ser interpretado como em dependéncia do pH.
Cremos que isto nio se dé e que esta ligeira variagio deva antes ser atribuida
a aue aquelas glandulas tinham realmente maior quantidade de pegonha.

A titulagio do solvente, em pH 8, nio revelou toxicidade alguma, por
via subcutanea.

v) [Fenenos puros: — (Tabela II)

Soluto C: — 00005 mg = Dose minima mortal por gr. de camundongo,
por via venosa (Vellard);
0,0025 mg = Dose mimma mortal por g. de camundongo por via
intramuscular (Vellard) ;

Solutes D, E, F: — 000035 mg = Dose 509% mortal por g. de camun-
dongo via venosa;

0,0007 mg = Dose 0% mortal por g. de camundongo via sub-

cutianea.

Os nossos tres solutos com veneno puro, séco, exatamente ponderiavel em
mg, revelaram solubilidade 100%, pelo método de 4 lavagens e centrifugagdes
e com diluigio final das solugbes-mies de 1 mg para 6 cc de solvente: demons-
traram ainda que a solubilidade independe do pH do solvente. A surpreenden-
te concordancia das titulagoes revela que o veneno puro, séco e comodamente
estocavel, tem sempre a mesma atividade e constiti o ideal em peconhas ara-
cnidicas. Os tres solutos se apresentavam limpidos, sem um trago de opales-
céncia.

Fica demonstrado novamente que se pode obter relativa concordincia entre
as titulagbes de Vellard (minimas mortais) e as nossas (médias mortais).
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5. IMUNIZACAO COM SOLUTOS GLANDULARES E SOLUTOS DE
VENENO PURO

A primeira imumzagio foi feita por V. Brazil, em 1925, em um carneiro.
Num periodo de 13 dias praticaram-se 12 injecdes subcutineas diirias de um
soluto glicerinado de glandulas totais, injetando-se ao todo 84,98 glandulas.

O soro obtido neutralizava 1 minima mortal.

Numa outra imunizacio de um 2.° carneiro injetaram-se em 13 sema-
nas 268,42 glindulas, mais 296 mg de veneno puro (em solugio), chegando
o soro a neutralizar 0,6 mg de peconha de Phoneutria nigriventer. (O mesmo
animal foi injetado simultaneamente com peconha de Lycosa erythrognatha —
L. raptoria de Brazil e Vellard).

Um terceiro carneiro finalmente recebeu 114 mg de veneno puro, em
8 semanas de injecdes (3 injecdes semanalmente) hipodérmicas, protegendo 1
cc do soro contra 0,6 mg de veneno puro.

Um quarto carneiro recebeu em 9 semanas 239 mg de veneno puro por
via intradérmica, neutralizando 1 cc do séro 0,8 mg de peconha.

Atualmente imunizam-se no Instituto Butantan cavalos com triturados de
glindulas totais, glicerinadas a 409, neutralizando 1 cc do séro 1 dlm. da
peconha em cobaio.

Cremos ser possivel comegar-se agora com a imunizagio com a peconha
pura, séca, exatamente ponderivel e que, completado o ciclo imunizatério, per-
mitirda uma aferigiio rigorosa do poder neutralizante do soro por cc em relacio ao
Veneno puro e seco, o que significarda um novo passo avante na bdéa qualidade
dec soro antictenidico do Instituto Butantan.

6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os solutos de glindulas totais feitos por Brazil ¢ Vellard em dgua de cal
€ram mais ativos do que os em soro fisiolégico. Os primeiros eram forte-
mente opalescentes e os ultimos limpidos. Concluiram, entio, os pesquisado-
Tes que a opalescéncia seria sinal de atividade ou do grau da solucio da peco-
nha no solvente.

Como nés tivéssemos obtido solutos opalescentes também em meio acido e
neutro, parece que a opalescéncia nada tem a ver com a atividade. Os solutos
de pegonha pura sio sempre limpidos e, ao mesmo tempo, ativissimos, apre-

sentando a mesma dose 509 letal, quer pela via venosa quer pela via sub-
cutinea.
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A opalescéncia dos solutos glandulares é devida a suspensio no liquido de
¢lementos celulares, musculares, etc. macerados em gral juntamente com
0 veneno.

O pH alcalino ajuda realmente a melhor solubilizagio da peconha, prin-
cipalmente quando se fazem solutos muito concentrados. Mas as nossas ex-
periéncias tém-nos ensinado que é melhor dissolver tanto a pegonha pura como
os triturados glandulares, até 4 vézes, centrifugando-se cada vez em lugar
da filtracio por papel. A primeira solubilizagio pode ser feita em meio le-
vemente alcalino; as seguintes, em ambiente neutro. O soluto final devera ser
sempre na proporczo de 1 mg de veneno séco para 6 cc de soluto ou 1 glandula
para 6 cc.

A glicerina levemente acida, a frio, constitii um bom meio de conservagio
das glandulas totais.

A concordancia relativa das nossas titulagbes, tanto das glandulas totais
como do veneno séco, com as de Brazil e Vellard nos psem a vontade para
render homenagem ao alto critério e rigor cientifico dos dois mestres.

Preparando-se os solutos glandulares, quer de glandulas recém-extraidas,
quer guardadas em glicerina, a frio, em pH em torno de 5, com 4 “lavagens”
sucessivas e centrifugagoes, consegue-se nio somente solubilizar completamen-
te a peconha (em pH inicial 8, depois 6,5), mas éstes solutos apresentam uma
atividade aproximadamente igual, e tanto mais uniforme, quanto maior tiver
sido o numero de glandulas.

Apesar das substiancias proteiniformes estranhas, que se obtém nos so-
iutos glandulares e que determinario também a formagio de anti-corpos es-
tranhos, pode-se, imunizar com glandulas totais, desde que se tenha inicial-
mente um estoque de varias centenas e se proceda a titulagio do soro ou com
veneno ou com glandulas que tenha a mesma atividade inicial.

A titulacio dos soros com veneno puro, séco, seri sempre preferivel.

Temos visto que a dose 509 mortal por grama de camundongo, por via
subcutanea ¢, respectivamente, 0,0007 mg de peconha séca e 0,0007 de glin-
dula total. Por outro lado, temos obtido pelas picadas das aranhas no tubw
de borracha valores entre 1, 2, 3, 4, 5 e num caso até 8 mg de veneno sévo.
Nos meses de frio, deveri estar a média de veneno séco por aranha em torno
de 1 mg e, na época quente, de 2, 5-3 mg. Nunca, porém, se poderio excluir
casos de picada, em que sejam injetadas as quantidades miximas acima ditas.

7 mg de veneno séco constituem a dose 509 letal para 10 kg de camundon-
go ou sejam 500 camundongos em picada direta ou por via subcutinea e 1.000
camundongos em inje¢io venosa.
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Se se quisesse admitir que o organismo humano tenha apenas a mesma
sensibilidade em face deste veneno que o do camundongo, deveriamos encarar
a possibilidade de, nos meses de calor, em que as aranhas injetam muito mais
peconha do que no inverno, verificarem-se casos muito graves, principalmente
em criancgas de pouco péso.

Consequentemente deveriam também 5 cc do soro antictenidico neutrali-
zar pelo menos 5 mg de veneno séco ou seja 1 mg por cc.

Comparando a atividade da pegonha pura com os solutos glandulares, vemos
que seriam necessarias 70 glandulas para produzirem o mesmo efeito de 7 mg
de veneno séco. Deduz-se pois que a média de veneno puro, por aranha, esti
em torno de 2 mg. enquanto que as guantidades minimas e mdximas individuais
deverio naturalmente variar entre 0 e 8 mg.

Nio se pode concluir dai que, se por ventura fossem necessirias, em
média, 500 glandulas para imunizar um cavalo, entio seriam necessarios 500
mg de veneno séco, puro para obter o mesmo efeito imunitirio, porque nio se
tem realmente a garantia de que as glindulas estavam cheias ou mais ou menos
vazias de veneno.

Na imuniza¢io com veneno puro é mister proceder-se¢ a ensaios, com di-
ferentes sangrias e dosagens do poder neutralizante do soro. Certamente po-
derd iniciar-se a imunizacdo com a dose de 0,1 mg de veneno seco, dobrando-se
esta dose cada 4.° dia.

O fato de um carneiro, imunizado com 114 mg de veneno, nio ter forne-
cido soro muito mais concentrado do que o que recebeu 239 mg demonstra
a necessidade de se fazerem diversas sangrias de controlo.

A velha questio de serem as peconhas mais ativas no verio do que no
inverno, também esta resolvida com a obtengio do veneno séco. Este apre-
senta sempre a mesma atividade e independe das variagées climiticas. O que
nio independe destas ¢ a quantidade da peconha, que é realmente muito
maior nos meses quentes.

Tudo isto tem seu valor e deve ser tomado em consideracio, pois o proble-
ma da Phoncutria nigriventer tende a estender-se também a outros paises,
como o Uruguai, onde foi confirmado por Costa (7) e MacKinnon (8); a
Argentina (9) e a propria Alemanha. Neste ultimo pais capturaram-se virias
dezenas de Phoneutria migriventer, vindas com as remessas de bananas e es-
palhadas pelos armazéns dos portos de Hamburgo e Bremen (10).

7. CONCLUSAO
-

O melhor processo de solubilizar completamente a peconha pura,
séca, ou os macerados glandulares de Phoneutria nigriventer consiste em dissol-
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ve-los em agua destilada com NaCl a 0,85%, em 4 operagoes seguidas. Na
primeira dissolve-se na solugdo alcalinizada (pH em térno de 7 ou 8) e nas
outras 3, em pH neutro. A filtragio por papel é substituida por centrifugacio.
A propor¢io do veneno ou da glandula em relagio ao solvente deve ser de 1
mg de veneno para 6 cc ou 1 glindula para 6 cc de solvente.

Na imunizagdo de cavalos com pegonha pura ou com elindulas in-
teiras ha a considerar o seguinte:

Imunizando-se com glindulas totais, obter-se-4 um soro com uma série
de anticorpos estranhos, intiteis na soroterapia, provenientes de substincias pro-
teicas celulares, glandulares, etc.., misturadas com a peconha (fator da “opales-
céncia” dos solutos glandulares); na titulacio dos soros, que deveriam
neutralizar pelo menos 1 mg de veneno séco por cc, deveria substituir-se a d.lm.,
feita em cobaios, pela DIL= ¢ feita em grande niimero de camundongos : para
obter-se maior rigor cientifico deveriam as titulacies ser feitas com veneno
puro, séco; quando feitas com extratos glandulares, deveriam éstes ser titu-
lados antes e depois. _

Sempre serd preferivel, desde que se tenha bastante veneno séco, imuni-
zar com éste, principiando-se com 0,1 mg. que corresponderia, em média, a 0,1
glandula e que seria a dose 50% mortal, mais ou menos, para 140 gramas de
camundongo.

Do ponto de vista de acidentes humanos, ficam ple-
namente confirmados os casos, denominados na clinica de “leves”, de “média
gravidade”, “gravissimos” e “fatais”.

Nos meses ou nos climas frios, uma Phoneutria nigriventer poderi ino-
cular nas picadas diretas quantidades de peconha que oscilam entre 0,03 mg
(média minima) até 1,84 mg (média mixima). A média minima provocaria
©s “casos leves”; a média mixima, os “casos de média gravidade”. A quanti-
dade média mesmo inoculada no inverno estaria em térno de 0438 a 0.7 ou 1
mg. Esta porcio formaria o grosso dos casos clinicos leves ou de média gra-
vidade , naturalmente agravados, quando a vitima for de pouco péso ou de na-
tureza mais sensivel.

O quadro clinico sofre uma alteragio brusca no verio ou nos climas com
temperatura constantemente quente. Por éste tempo a média minima ji es-
taria em torno de 0,3 mg; a média, no sentido exato da palavra, ji se eleva-
ria para 2 ou 2,5 mg e a média poderia estar em torno de 3 mg de veneno puro.

A sintomatologia clinica ji refletiria, por éste tempo, intoxicacies de média
gravidade até gravissimas (com comprometimento geral do sistema neuro-vas-
cular profundo e periférico: suores, calefrios, perturbacdes visuais até ceguei-
Ta, vomitos, paresias, anuria, além da dor local sempre presente.)
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fiste aspecto clinico, naturalmente, s6 pode ser considerado normativamen-
te. Ha os casos extremos, individuais. Individuais por parte da agressora (a
aranha) que pode, num caso determinado, nido injetar veneno algum ou injetar,
em picadas repetidas 4-5 ou mesmo 8 miligramas; individuais também pelo lado
da vitima (a pessda), que pode ser crianca na mais tenra idade, com pouco
péso, ou pessoa adulta, ou sadia ou fraca; pouco ou muito sensivel, etc..

Na pritica clinica, portanto, podem decorrer anos, sem que haja um sé
caso fatal: mas também poderiam verificar-se seguidamente diversos casos fa-
tais, na auséncia da soroterapia especiiica.

Foéra da profissio e, portanto, incompetentes, apontamos ao especialista
apenas o que poderia acontecer, verificada a atividade assombrosa da pegonha
de Phoneutria nigriventer, perfeitamente comparavel & de Crotalus terrificus
terrificus do Brasil. Cabe a éle a tarefa ardua e cheia de responsabilidade de
averiguar se deve ou nio empregar o soro num determinado caso.

Cremos poder dar o conselho, sem pretender entrar por seara alheia, que
entre nos, durante o verio, apresentando o paciente sintomas de intoxicagio
geral (sistema nervoso) e tendo decorrido apenas pouco tempo desde o aciden-
te, ¢ de bom aviso administrar-se o soro anti-ctenidico, especialmente, quando
a vitima for uma crianca.

Temos visto, em animais de experiéncia, que depois de 24 horas, a toxina
ja esti quase totalmente eliminada, de maneira que a soroterapia, decorrido
um dia, talvéz nio tenha mais indicagao.

. = 8. SUMARIO

Ospresente trabalbo procura apresentar uma repetigio das pesquisas feitas
por Vital Brazil e Jean Vellard e trazer uma contribuigio nova principalmente
no tocante as titulagoes e o preparo dos extratos das glandulas totais e da pego-
nha pura de Phoneutria nigriventer. ,

Fica demonstrado, segundo ja tinham ﬂhscn ado DBrazil e Vellard, que
as concentracoes dos solutos glandulares, na pmpnrqun de 1 glandula por cc de
solvente e filtracio por papel, nio favorecem a solubilidade da peconha, que
fica sobre o paipel de filtro, principalmente quando os solutos sio Acidos.

Também os solutos concentrados alcalinos deixam grande parte da pego-
nha sobre o filtro.

-

A solubilidade da pegonha pura ou dos macerados glandulares se torna
perfeita, quando se praticam 4 redissolugoes dos residuos e se substitai a fil-
tracio por centrifugacio.O ph alcalino favorece a melhor solugio, mas ¢ in-

dispensavel.
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Glandulas estocadas em glicerina pura, a 3°C, conservam toda a sua ati- -
vidade por meses.
As doses 509% meortais por grama de camundongo sio: '
0,0007 glandulas por via subcutanea;
0,0007 mg de veneno puro, séco, por via subcutanea;
0.0003 mg de veneno puro, séco, por via venosa.

Por via venosa a peconha age rapidamente, morrendo o animal dentro
de meia hora a 1 hora e meia e comegando a eliminagdo ja depois déste tempo,
para completar-se em 12 horas, mais ou menos.

Injetando-se a peconha por via subcutinea, principiam os sintomas de in-
toxicacio dentro de 10 a 15 minutos; agravam-se apos outros 15 minutos a 1
hora, podendo os animais falecer ainda dentro de 3 a 5 horas. A eliminagio
da peconha é completa em 24 horas.

Através do processo de obtencio do veneno puro, por picada direta de
aranha, mantidas vivas no laboratério, sio estabelecidas as seguintes quanti-
dades em mg que as aranhas podem injetar em picada:

maximas individuais: — 3, 4, 5, 6 até 8 mg; (no verio); 1, 8 mg no
mnverno;

médias: — 0, 4-0, 7-1 mg no inverno e 2-2, 5 mg no verio ou climas
quentes;

minimas: — 0, 03 mg no inverno ¢ 0,3 no verio.

Nos processos mmunitarios aponta-se a conveniéncia de o0s soros serem
titulados com veneno puro, devendo preferir-se como animal de controlo o ca-
mundongo, substituindo-se as minimas pelas doses 509 letais; indica-se ser
ideal imunizar-se com o proprio veneno puro. O poder neutralizante do soro
anti-ctenidico deveria ser expressado em mg de veneno séco, puro e o mesmo
deveria neutralizar pelo menos 1 mg de pegonha por cm?.

Demonstra-se que acidentes humanos fatais, devidos a picadas por Pho-
neutria nigrivenier, sio realmente muito raros, mas que podem veri-
ficar-se, devendo o clinico examinar a sintomatologia geral do paciente, seu
péso, o tempo decorrido entre o acidente e o tratamento, etc.., para capacitar-se
se deve ou nio empregar o soro especifico.

Demonstra-se que a “‘opalescencia” dos solutos glandulares nada tem a
ver com a atividade dos mesmos, isto €, que esta é devida a suspensio no soluto de
substancias celulares, etc..

Confirmam-se as pesquisas realizadas por V. Brazil e ]J. Vellard no to-
cante a solutos concentrados icidos, alcalinos e em relacio a atividade do ve-
neno puro.
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SUMMARY

Based on the studies of Vital Brazil and Jean Vellard on the action
of the venom of the spider Phoneutria nigriventer, a new technic is described
for preparing an extract by using dried pure venom and poison glands.

In the light of the conclusions of the above mentioned authors, the more
concentrated solutions, in acid as well as in neutral and alcaline media — in
the proportion of 1 gland to every cc followed by filtration through a filter
paper-are not radiable, as a great part of the venom is retained on the filter.

To obtain complete solution of pure venom and of poison glands, 4 con-
secutive solutions are required, each followed by centrifugation.

The final extract should be in the proportion of 1 mg of dried venom
or 1 poison gland, to 6 cc of liquid. It is convenient to make the first solu-
tion at an alcaline pH, although the other 3 solutions may be neutral to litmus,

Poison glands retain their full activity, when stored during months in
pure glycerina, at 3°C.

The mean lethal dosis per gram of mouse is as follows:

00007 pland s ds s Jedlinsic s s « v subcutaneously,
0,0007 milligram of dried venom . .. .. ..... subcutaneously,
0,0003 milligram of dried venom .......... intravenously,

When 'injefted intravenously the poison acts rapidly. Death occurs in
mice within half to one and a half hours. After this time the elimination sets
in, becoming more or less complete in 12 hours.

On subcutaneus injections, the first symptoms of intoxication are seen
within 10 to 15 minuts, increasing up to 30 to 60 minutes with the animals
succumbing usually 2 to 5 hours afterwards. The elimination of the venom in
the survivors is complete in 24 hours.

200 adults and 600 young specimens of Phoneutria nigriventer are kept
alive in the author’s laboratory. Their venom is extracted every 2 weeks in
summer and monthly in winter.

The quantities of dried venom, from a single adult spider, are as follows:
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a) In winter-time: 02 — 18 mg .....ccvvvrcrvan.... maximum ;
B S M R 1T S e O i S b mean ;
D03 Loty o L svia cng winiaas minimum.
b) In summer time: 3,0 to 50 and even 80 mg ............ maximum ;
A RS L 1 e T SR mean ;
03— 1.0 mF s e AT R T minimum.

The specific anti-ctenmidic serum should be standardized with pure venom
rather than with gland-extracts, its neutralizing power being expressed in mg.

An efficient anti-ctenidic serum should neutralize 1 mg of dried venom
per cc or 70 lethal doses (LLDyy), on mice, subcutaneously.

Fatal accidents in human beings seem to occur only occasionally, even in
the Sio Paulo region, on the Brazilian East coast and in the other South-and
Central American countries, being still rarer in winter or cold climates. Ho-
wever, death may be possible (9 fatal cases having been observed).

Physicians are, therefore, advised to treat every case individually accord-
ing to the age and weight of the victims, their susceptibility, symptoms of
intoxication and principally the time which has elapsed since the accident, in
order to judge if serum therapy is warranted.

ZUSAMMENFASSUNG

In vorliegender Arbeit werden die Erforschungen und Giftbestimmungen,
die Vital Brazil und Jean Vellard, an der Spinne Phoneutria nigriventer vor-
genommen hatten, nachgeprift. Andererseists werden wesentliche Verbesserun-
gen dargelegt, die es gestatten, sowohl das trockene Reingift wie auch das in
den (Gnitdrusen enthaltene Gift, exakter zu bestimmen.

Es wird gezeigt, wie schon Brazil und Vellard gefunden hatten, dass
sowohl konzentrierte Driisengiitlosungen wie auch Reingiftlosungen (1 mg
Reingift oder 1 Giftdrise zu nur 1 ccm Losungsfliissigkeit), mit nachfolgendem
Abfiltern, das Giit nicht nur nicht ganz zur Losung bringen, sondern dass auch
sehr viel Gift auf dem Filterpapier bleibt.

Dies ist besonders der Fall, wenn das Losungsmittel sauer reagiert. In
alkalischem Medium ist die Losung etwas besser, aber auch bei weitem nicht
volistandig.

Um eine vollstandige Losung sowohl der Reingiite als auch der mazerierten
Giftdriisen zu erhalten, empiehlt es sich, als Losungsmittel physiologische
Kochsalzlosung zu verwenden. Die Hauptsache jedoch ist, dass man das Gift
mindestens viermal zur Losung bringt und immer hernach abzentrifugiert. Das
erst Mal 16st man am besten bei pH Werten um 8 herum; die weiteren
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Riickstinde dann in neutraler Losung. Das Endverhaltnis von Reingiit oder
Giftdriisen zur Losungsmenge sollte 1:6 sein, also 1 mg oder 1 Drise auf
6 ccm Losungsmittel.

In schwach sauerem Glycerin aufbewahrte Giftdrusen verlieren bei einer
monatelangen Konservierung bei 3.° C nicht an Wirksamkeit.

Die 50 %ig todlichen Dosen dieses Giites liegen pro Gramm Maus:

bei 0,0007 Giitdriise, subkutan;
bei 0,0007 mg Reingift, subkutan;
bei 0,0003 mg Reingift, intravenos.

" Nach intravenoser Einverleibung kommt das Gift sehr rasch zur Wirksam-
keit und die Miuse sterben schon nach einigen Minuten bis spatestens 90 Mi-
nuten. Nach dieser Zeit setzt schon die Giftausscheidung ein und diese ist nach
ungefahr 12 Stunden komplet.

Bei subkutaner Einspritzung findet man die ersten Intoxikationsanzeichen
schon nach 10 bis 15 Minuten. Sie werden immer schwerer, allgemeiner und
bosartiger inerhalb der nichsten 15 Minuten bis zu 1 Stunde. Nach 3 bis
5 Stunden konnen immer noch einige Tiere sterben; dann beginnt die Aus-
scheidung, die nach 24 Stunden auch beendet ist.

Diese giitigsten Spinnen Brasiliens werden in unserem Laboratorium zu
Hunderten lebendig gehalten. Jede Woche oder jede zweite Woche wird ihnen
das Gift abgenommen. Dabei bedienen wir uns eines dunnen, elastischen Gum-
mischlauches, dessen Enden an zwei langen Glaspipetten befestigt sind. Da
Phoneutria nigriventer sehr angriffslustig ist, beisst sie einmal oder auch mehrere
Male in den Schlauch, wobei ihr Gift im Innern desselben deponmiert wird und
dann bequem auf ein Glas gebracht werden kann. Es wird in Vahuum getrock-
net und kann so als weisslicher Staub monatelang im Vakuum dber Kalzium-
chlorit aufbewahrt werden.

Nach dieser Methode haben wir folgende mengenmissige Werte pro Spinne

erhalten:

grosste individuelle Mengen: — 3; 4; 5; 6 und sogar 8 mg im Sﬁmmcr,
1, 8 mg im Winter;

mittlere Menge: — 0,4 bis 0,7-1 mg im Winter und 2-2, 5 mg im Sommer;

Mindestmenge: — 0,03 mg im Winter und 0,3 mg im Sommer.

Die gleichen Dosierungsifern im Tierversuch beweisen, dass das Trocken-
gift sowohl im Winter wie im Sommer die gleiche Wirksamkeit hat. Damit
kommen wir auch auf den Grund, warum altere Forscher immer gemeint haben,
in den heissen Jahreszeiten seien die Spinnen giftiger als in den kalten. Sie
sind immer gleichgiftig, nur haben sie in den heissen Sommermonaten mehr Gift
als in den kalten Jahreszeiten.
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Bei der Titulierung der durch Pferdeblut gewonnenen spezifischen Seren
ist es zu empfehlen, dass man zur Bestimmung der Serumswerte Trockengiit
verwendet, statt des mehr oder weniger unkontrollierbaren Giftdrusenextraktes.
Am besten ist es nuturlich, wenn genugend Reingiit vorhanden ist, dass man
die Pferde mit Reingift immunisieren kamn.

Reingiftlosungen sind immer wasserklar. Die “Opaleszenz” der durch
Driisenzerreibung erhaltenen Losungen steht mit der Wirksamkeit in keiner
Beziehung, wie Brazil und Vellard angenommen hatten, sondern ist vielmehr
der Ausdruck, dass neben dem Gifte auch Zell-und Muskelsubstanzen mit n
Suspension oder Losung gingen. Da diese ebenfalls eiweissartiger Natur sind,
diirften die damit gewonnenen Seren viele unniitze Antikorper enthalten, die
fiir die Therapie unerwiinscht sind.

Die Titulierung der Seren sollte in Bestimmungen der 50 9 todlichen
Dose an Maiusen geschehen, statt der bis jetzt angewandten mindest todlichen
Dose an Meerschweinchen, weil die Mause billiger sind und vor allem in gros-
seren Mengen zur Verfiigung stehen und weil man bei diesen Tieren relativ
weniger des so wertvollen Trockengiftes verbraucht.

Die Neutralisierungskrait des spezifischen Serums sollte in mg ausgedriickt
werden und ein gutes Serum sollte wenigstens pro ccm 1 mg Trockengiit neu-
tralisieren.

Wenn man unsere Erfahrungen tuiber die beim Biss in den Gummieschlauch
zu verschiedenen Jahreszeiten abgeschiedenen Giftmengen auf die menschliche
Therapie tibertrigt, so kommt man zu dem Schlusse, dass menschliche Todes-
fille durch den Biss von Phoneutria migriventer zu ganz grossen
Seltenheiten gehoren dirften, dass sie aber immerhin im Bereiche des
Moglichen stehen. Bisher sind 89 von Arzten beglaubigte Todesfille, auch
erwachsener Menschen im Staat Sio Paulo vorgekommen.

Da, wie wir gesehen haben, die eingespritzten Giftmengen grossen Schwank-
ungen unterworfen sind, muss es immer dem behandelnden Arzte anheimgestellt
bleiben, festzustellen, ob Lebensgefahr vorhanden ist und ob es notig ist,
Serum zu spritzen. Ist das Allgemeinbefinden des Patienten gestort, machen
sich Sehstorungen, Pulsbeschleunigung, Schiittelirost und Ubelkeit, etc.., be-
merkbar und ist der Patient ein Kind mit wenig Gewicht und ist erst eine sehr
kurze Zeit zwischen dem Bisse und der Behandlung verflossen, so ist die spe-
zifische Serumbehandlung unbedingt angezeigt.

Zum Schlusse zeigt diese Arbeit noch auf die Moglichkeit hin, dass die
giftigste Spinne Brasiliens, Phonecutria migriventer, auch in Uruguay, Argen-
tinien vorkommt, ja selbst schon bis nach Hamburg und Bremen mit den Bana-
nenexporten Lateinamerikas verschleppt worden ist, dass es sich also empfiehlt,
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wenn die betreffenden Lander wenigstens ein kleines Serumdepot, aas aus Bu-
tantan zu beziehen wire, halten wiirden.
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