Setbre. 1942

Suero anti latrodectus @

I. —OBTENCION ¥ PURIFICACION

Por PIROSKY 1G., SAMPAYO R., y FRANCESCH! C.

La picadura de Latrodectus (*%) provoca en el hombre un cuadro
clinico de por si dramatico, cuya gravedad, en ciertas regiones, se
traduce por una mortalidad de un 5 % (777). Hsta circunstancia
v la amplia difusidn de estos aracnidos, indujeron desde hace tiem-
po a investigar la naturaleza antigénica de estos venenos y la po-
sibilidad de obtener un suero especifico con fines terapéuticos.

(*) La preparacién del suero anti Latrodectus nos ha sido propuesta por
el Prof. B. A. Houssay. Este trabajo no hubiera sido posible realizar sin la
colaboracién entusiasta del Sr. JorGE W. ABALOS, docente de la localidad de
Colonia Dora, Provincia de Santiago del Estero, quien desde hace mis de dos
aflos remite en forma regular millares de arafias al Imnstituto de Fisiologia de
la Facultad de Ciencias Médicas de Buenos Aives.

)
Se las encuentra en el sur de Europa y Rusia (Latrodectus tridecimguttatus),
donde se las denmomina vulgarmente Malmignatte y EKarakwt; en Nueva Ze-
landia (Latrodectus Iatipo, Powell), en Australia (Latrodectus Hasselti), en
Madagascar (Latrodectus Meénavodi, Vinson). En el continente Americano se
han descrito tres especies: Latrodectus mactans Fabr., Latrodectus Geometricus
C. Koch y Latrocdetus Curacaviensis Miiller. La diferenciacién de L. mactans

£A

Las arafias del gémero Latrodectus se hallan ampliamente distribuidas.

¥y euracaviensis como especies no es un asunto resuelto.

(*#%) La picadura en el hombre produce un cuadro clinico de gran semejan-
za en todos los paises. El conjunto de sintomas, sindrome neurotéxico, han
permitido a BoGEN (3) y a Bramr (4) deslindar el «arafismo » como una en-
tidad clinica dentro de la medicina general. Rl dltimo de los autores eitados,
habiéndose hecho piear, ha realizado un minucioso estudio clinico y concluye:
«la picadura de la arafia adulta hembra Latrodectus mactans es peligro-
samente venenosa para el hombre». De acuerdo a este autor y al excelente
andlisis elinico realizado por GAJARDO To0BAR (5) puede resumirse la sintoma-
tologia como sigue: Reaccién local insignificante o nula; con frecuencia se
observa in sitn una mancha roja vinosa con los orvificios dejados por los que-
liceros. El dolor en el sitio de la picadura es constante. Sobreviene un perio-
do de calma, variable entre minutos y horas. Reaparicion del dolor con rdpida
diseminacién del mismo. E! dolor aumenta rapidamente, es violento, exte-

nuante, alcanzando su mixima intensidad en la cintura, en las piernas y en
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Con este propédsito ya, Scherbina (1903)! y Konstansoff (1904)2
consiguen inmunizar dos camellos con extractos de cefalotérax de
karakurt (L. tridecimguttats). El segundo de los autores obtiene
un suero del cual 0,01 de em?® protege al ratén blanco econtra
5 d.m.m. (dosis minimas mortales).

Hougsay y Negrete (°) inmunizaron conejos sometiéndolos cada
tres dias a picaduras de Lafrodectus. Troise (7) estudia el poder
neutralizante de suero anti-Latrodectus obtenido en conejos inmu-

nizados con triturados de glandulas; 0,05 de cm® de ano de los sue-
vos protegian al cavia contra 2 d.m.m. D’Amour (¥) compara la
accién protectora en animales, de un suero de convaleciente y de
un suero de carnero hiperinmunizado (anti-Latrodectus); 0,25 cin®
del primero protegen a la rata contra 1 dosis, y 0,2 cm?® del segundo
protegen al 50 % de las vatas contra 10 dosis medias mortales.
Finlayson (°) prepara suero de conejo contra las tres especies de

I 7100

Latrodectus descritas en Sud Africa por Pichard (*%): L. geomeiri-

S N

cus, L. concinnus y L. indistinctus. Los sueros obtenidos con las
dos dltimas especies tienen una accién precipitante y neutralizante
cruzadas. A su vez, ensaya el efecto terapéutico en el hombre de
un suero de carnero anti-Latrodectus, del cual 1 em® protege al ca-
via contra 150 d.m.m. Diez y ocho sujetos picados por Latro-
dectus fueron tratados con este suero por inoculacién de 5 em? por
via intramuscular, a excepciéon de un caso grave que lo fué por
via intravenosa. Todos estos enfermos se recuperaron dentro de
las 24 horas de inyectados, a pesar de hallarse algunos en colapso
en el momento de iniciar el tratamiento. Posteriormente a ests se:
rie, el autor observa tres casos fatales, que no habian sido tratados
con suero. Smith Dorm y D’Amour () inmunizan un conejo y
un carnero, inoculando a cada animal en el término de 11 semanas
v 6 meses un total de 150 y 3.000 Latrodectus respectivamente.
1 em? del suero de conejo o de carnero protegen al 50 % de las
ratas contra 4 y 5 dosis medias mortales, Maxianovich (*2) inocula
un equino durante 3 meses con veneno formolado de karakurt, con

log brazos. Con los dolores sobrevienen contracciones clénicas y movimientos
espasmédicos infermitentes. Pared abdominal rigida, fuerte opresién precordial ;
sudores profusos, sialorrea y lagrimeo abundantes. Ligera elevacién de la tem-
peratura, hipertensién arterial acemtuada, leucocitosis hasta de 18.000 y evi-
dente nefritis aguda. Las crisis se suceden durante varios dias hasta la con-
valescencia, caracterizada por dificultad en la marcha, fatiga fisica y mental.

La casuistica nacional serd motivo de estudio en la préxima Tesis del Doe-
torado del Sr. Sampavo R. Hasta el afio 1916 puede consultarse la conferencia
sobre « Arafias venenosas», Dr. B. A. Houssay, 12 Conf. Sudamericana de Hi-
giene, Microbiologia y Patologia, 17-23-IX-1916.
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antigeno incluide en lanolina, con antigeno fresco y finalmente,
hace picar al animal con dosis repetidas de 100 arafias. Obtiene
asi un suero del cual 2 cm?® tienen aecibn curativa cuando son in-
yectados al cavia por via subeuténea, 1 horas después de ha

picado por 3 karakurt (7).

Sobre la base de los resultados experimentales y clinicos gue an-
teceden puede decirse que la sueroterapia especifica debe ser hoy
el tratamiento de eleccién para la cura de la intoxicacién provo-
cada en el hombre por la picadura de Latrodectus, mas ain si te-
nemos en ctenta la poca o ninguna eficacia de los farmacos estu-
diados por Houssay y Negrete (¢) y de haberse ensayadoe ya — se-
gin Bogen (3)— setenta y cinco medicamentos sintomaticos.

A continuacién exponemos: A) la téenica utilizada para la ob-
tencién de un suero anti Latrodectus; B) la posibilidad de concen-
trar y purificar en alto grado la antitoxina especifica; C) los re-
sultados obtenidos al estudiar la propiedad del suero de neutralizar
el veneno y de curar la intoxicaeién experimental.

A) OBTENCION DEL SUERO ANTI Latrodectus

1. Conservacién del antigeno. — Hemos empleado cefalotérax de
hembras adultas de Latrodectus mactans (fig. N® 1). La necesi-
dad de mantener inalterado al antigeno, dado que las arafias nos

Fi1a, 1.— Latrodectus Mactans - 2x, Procedencia: Colonia Dora (Sgo del Estero).

eran remitidas mensualmente, hizo que ensayiramos diversos pro-
cedimientos para su mejor conservaciéon. De las diferentes técnicas
empleadas (congelacién de los cefalotérax y cierre de los tubos al

(*) Virar BraziL y VELLARD (13) prepararon suero anti-ardenido poli-
valente (Ctenus nigriventer y Lycosa raptoria) y comprobaron no sélo su poder
protector en los animales de laboratorio, sino sus efectos curativos en un caso
‘gravisimo de un hombre picado por Ctenus.
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vaeio, permanencia de lag glandulas en vacio con Acido sulftrico),
hemos optado por la simple conservacién de los cefalotérax en
desecador entre 0 y 5°C con vacio en ambiente de &cido sulfdrico
v potasa. Kn estas condiciones y separando el cefalotérax a me-
dida que se recibian las arafias, hemos podido mantener préctica-

icidad antigeno. (Control hasta dos

it =1

inalterada la tox del

]

nicii

A'v\te
afios).
2. Inmunizacién. — Un equino fué inoculado por via subeuta-
nea, a intervalos de siete dias, con dosis progresivas de antigeno.
Este se obtenia por triturado suave de cefalotérax en mortero es-

Tapra I

Inoculacién semanal, por vie subcuténea, de eviractos acuosos
cefalotéraz por cc. de solucion fistoldgica

Namere de Namero de Gmero de
Techa, ;;;E;r;; Fecha cefalotorax Fecha, i;;h;toul\:
24.X.1940 /2 10,117 1041 10 1.X.1041 .. 20
1 10 40
2 40 20
4 40 120
4 40 120
6 36 200
10 60 19.XT1.1941 . 200
20 100
40 120
31.X1I.1940 . 60 150
200
250
100
19.VI.1941 .. 250
Total inyect. . 145,5 Total inyect. . 1.436 Total inyect.. 820
Se interrumpe la inmuni- | Entre el 25. VI y 26.VI. | Entreel19.XIy 20 . X1.
zacién por estomatitis ve- | 1941 se practican 3 san- | 1941 se realizan 3 san-
sicular. grias de 6 litros, obte- | grias de 6 litros, obte-
niéndose el suero serie | niéndose el suero serie
Ne 1. No 2,

téril e incorporacién del producto en soluecibn fisiolégica al 0,8 %
v fenol al 0,1 %, en la concentracién de un cefalotérax por cm?®.

Se controld la toxicidad de cada solucién de antigeno por inocu-
lacién subcutanea de 0,5 y 1 em® a dos cavias de 250 gramos. La
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dosis minima mortal de las soluciones utilizadas para la inmuniza-
cion del equino, ha estado comprendida entre estas cifras.

En la tabla I se consignan los detalles de las inmunizaciones rea-
lizadas.

Una primera serie, iniciada eon 14 cefalotdrax el 24-X-1940 hubo
de ser interrumpida con motivo de una epidemia de estomatitis
vesicular que ataecé al equino en experiencia. Reiniciada el 19-T1I-
1941 finaliz6 a las 14 semanas, después de haber inyectado 1.436
cefalotérax. Con la sangria correspondiente se obtuvo el suero anti-
Latrodectus, serie N? 1. Después de un intervalo de 3 meses se
procede a una segunda inmunizacién que iniciada el 1°-X-1941 se
da por terminada a las siete semanas, con 820 cefalotérax inocu-
lados. Se obtiene asi el suero, serie N° 2.

B) CONCENTRACION Y PURIFICACION

La antitoxina especifica del suero anti Latrodectus se puede con-
centrar por precipitacién por sales y por digestién enzimatica.

1. Concentracidn por sales. — Bl suero tratado por sulfato de so-
dio al 22 % da un precipitade que contiene la mayor parte de su
actividad. Redisueltas las globulinas precipitadas en un volumen
igual al tercio del original se ha conseguido concentrar 2,2 veces el
valor antitéxico del suero primitivo. La valoracién se ha reali-
zado con mezclas de 12 dosis minimas mortales de veneno més can-
tidades variables de suero. Hstas mezelas, incubadas 1 hora a tem-
peratura de laboratorio (22°C) y contenidas en 0,5 de ¢m?® fueron
inyectadas por via intravenosa al ratén blanco de 15 a 20 gramos
de peso. Se han utilizado 5 ratones por dosis. Se considera como
valor, aquel que determina, en el término de 3 dias, el 50 % de
mortalidad. En estas condiciones el suero primitivo de la serie
N? 1 tiene un valor de proteccién igual a 0,022 de em?; este suero,
concentrado por sulfato de sodio, alcanza un valor de 0,010 de cm?
(tabla II). Es decir que 1 em® del suero primitivo de esta serie
protege al 50 9% de los ratones contra 544,8 dosis minimas mortales
y 1 em?® de suero de esta misma serie, concentrado por sulfato de
sodio lo hace contra 1.200. E!l contenido en proteinas del suero
primitivo y del concentrado es de 6,93 y 11,33 gramos por ciento
respectivamente; si consideramos el nfimero de dosis minimas moxr-
‘tales neutralizadas por gramo de proteina de cada uno de estos
sueros resultan los valores de 7860 y 10.584; el indice de purifi-
cacibn es de 1,35 (tabla II1).
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2. Purificacion por digestién enztmdiica. — Hemos utilizado el
método de la digestion pépsica y de la termocoagulacién diferencial
(método de Pope). El suero de la serie II asi obtenido presenta
las caracteristicas de fluidez y estabilidad de las antitoxinas ela-
boradas con esta téenica. KI valor de neuiralizacién del suero
primitivo de la serie II, determinado en las condiclones enumeradas

Tasra II

Neutralizacién de veneno Lactrodectus wmactans por suero especifico. Mezclas de

12 d.m.m. de veneno y cantidades variables de suero contenidas en 0,5 cc. ¢ inyectadas

por via venosa al ratén blanco de 15 a 20 grs.; las mezclas som <ncubadas 1 hora @

a temperatura de laboratorto (= 22° C). La solucién de veneno ha sido preparada

incorporando en solucion fistolégica el triturado de cefalotérax de Lactrodectus mactans

en la concentracién de 8 cefalotérax por cc. Lo dosts mintma mortal de esta solucién
es de 0,0085 cc.

Volume;l (6.0 Nemero de Observacién
- . Muerte
Sueros anti-Latrodectus . ratones inyecta-
dos para
Suero Veneno cada dosis [total inoculados
Serie L

0,025 0/5
Primitivo ........... 0,020 0,08 5 4/5
0,016 5/5
Concentrado por sul- 0,013 1/5
fato sodio ........ 0,010 0,08 5 2/5
0,008 5/5

Serie II. ]
0,025 0/5
Primitivo ........... 0,020 0,08 5 3/5
0,016 5/5
Purificado por diges- 0,005 0/5
tién pépsica ....... 0,004 2/5
0,0032 0,08 5 3/5
0,0025 5/5

en el parrafo anterior, es igual a 0,02 de cm® y el del suero dige-
rido de la misma serie es de 0,004; teniendo en cuenta los voltme-
nes respectivos y los valores extremos de neutralizacién habria una
pérdida del 45 % (tabla II).

Kl suero primitivo de la serie II contiene 7,2 % de proteinas y
1 em? del mismo protege al 50 % de los ratones blancos contra 600
dosis minimas mortales. Después de la purificacién enziméitica el
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contenido en proteinas es de 6,05 % y 1 em® protege contra 3.000
d.m. m. S consideramos el valor de proteeccién por gramo de pro-
R .

teina, el suero primitivo serie Il neutraliza 8.328 y la misma serie
purificada por digestidén protege contra 49584 dosis minimas mor-
tales; de ello resulta un Indice de purificacién de 6 (tabla IIT)
Tasra III
Dosis minimas mortales .
Protefna |de veneno neutralizadas| lndice
Sueros anti-Ltarodectus por de
% lec.c. de 1 gramo purificacién
suero de proteina
Serie :
Primitivo ..ooovviiv i 6,93 544,8 7.860
Concentrado por sulfato sodio .... 11,33 1.200 10.884 1,35
7.2 600 8.328
Concentrado por digestién pépsica 6,05 3.000 49.584 6,—
1

N

C) PODER CURATIVO DEL SUERO EN LA INTOXICACION EXPERIMENTAL
POR EL VENENO DE Latrodectus mactans

Kl poder curativo del suero ha sido estudiado determinando el
intervalo de tlempo dentro del cual es posible proteger un lote de
animales previamente inoculados con veneno de Latrodectus mactans.

GRAFICO | - Curva |- distribucion de muerte de 10 cavias, inyectado c/u con 40 DMM,
Curvall: id. id. id. id. 4 DMM
(via subcutdneal

10 cavias
8-
L R
6k i 1
s
2
0 R Y o | ] 1 1} ] -1 {
0 3 5 7 10 19 26 32 36 horas 44

En estos experimentos solo fueron utilizados cavias de 250 grs.
Al mismo tiempo que se inoculaban los animales destinados al en-
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sayo de proteccién, se determinaba la dosis minima mortal de la
solucién de veneno, la dosis minima neutralizante —por mezclas
«in vitro» e inoeunlacién al cavia— del suerc en estudio, asi como
la eurva de distribucién de muerte determinada por la dosis de

veneno empleada.

TaBra IV

Poder curativo del suero anti-Latrodectus serte I, purificado por digesiién pépsica.
Cavias de 250 grs. inoculados por via subcutdnea con 1 cc. de solucidn de veneno con-
tensendo 40 d. m. m. Sueroterapia por via iniravenosa.

i Suero (via venosa)
Cavia Solucién de Observacién
Lote veneno - PN
No Lactrodectus Inte?‘valo de YVolumen  alas
tiempo
45 1 _ anii- ¢
Testigos ... | 53 e = 1 hora estreptocdecico | T IETHe o
40 d. m. m. las 24 hs.
92 2Zec.c.
68 Griti-
84 Latrodec.
47 2 e.c.
1 3 1 c.c. 1h.45 Sobreviven
50
46 1 ce
83 Bobrevive
K7 »
27 1 ¢.c. Muere 48 hs.
2 30 1 cc. 2 horas Sobrevive
87 >
72 2 c.c. »
21
69
2 mueren antes
3 82 1 c.c. 4 horas de la aplica-
14 cién del suero
62

Un cin® de la solucién veneno contenia 40 d.m.m. y éstas eran
neutralizadas por 0,065 em?® de suero de la serie IT purificado por
digestién. Por otra parte, la distribueién de las muertes, de un
lote de 10 cavias, inoculados con 1 em® de la solucién de veneno
por via subcutinea, se realiza en el intervalo de siete horas. (Gra-
fico I, eurva N° I).
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Un lote de 21 cavias fué inyectado por via subeutinea con I em?
de la solucién de veneno; de estos animales, 3 fueron inoculados
por via venosa (vena safena) a intervalo de 1 hora, con suero nor-

ABLA YV

Poder curative del suero anti-Latrodectus serie 11, purificado por digestién. Cawias
de 250 grs. inoculados por via subcutdnea con 1 c.c. de solucion de veneno conteniendo

4 d. m. m. Sueroterapia por via subcutdnea y en un punto alejado del sitio de inyecciin

del veneno.
., Suero (subcutdneo)
Cavia | Sclucién de Observacisn
Tote veneno
Ne Latrodectus Int?rvalo de Volumen 4 dias
tiempo
672 lece = 1 hora anti- mueren en las
Testigos 665 | 4d.m.m. estreptocéecico 24 hs.
623 2c.c.
693
633 anti-
i 696 1 ee. 1 hora Latrodectus Sobreviven
647 > 0,5¢.c.
634
“eT7
692
2 694 1 c.c. 1h. 30 0,5¢.c. »
53
682
685
680
3 684 Tee 2 horas 0,5 c.c. »
607 (enfermos)
815
654
4 613 1 ec.c. 2 hs. 30
699 1 c.c. (enfermos) 0,5¢.c. >
666
695
5 676 1 cec. 2 hs. 30 0,5 c.c. »
642 (enfermos | (intravenoso) »
661 graves)

mal y los restantes distribuidos en grupos de 6, fueron tratados
a diferentes intervalos, por via venosa, con suero especifico (ta-
bla IV).
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La sueroterapia especifica, realizada en este caso con el suero
serie JI, purificado por digestién, aplicada hasta 98 minutos des-
pués de haber inyectado 40 dosis minimas mortales, protege prac-
ticamente a todos los cavias de la intoxicacién aguda provocada porv
el veneno de Latrodectus mactans. Tn este ex )‘31‘11116111:0, el tercer
nimales, destinado a ser tratade cuatre horas despué
de la intoxicacidén, muere antes de aplicirsele el suero.

En una segunda experiencia se utilizé una solucién de veneno
con 4 dosis minimas mortales por em? mneutralizadas por 0,008
de cm?® de suero, serie II, purificado por digestién, Diez cavias in-
yectados por via subcuténea con 1 em® de esta solucién de veneno,
mueren dentro de lag 48 horas de haber sido inoculados y la dis-
tribuecién de muertes se halla expresada por la curva II del gré-
fieco N© 1. TLa euracién se realiza sobre un lote de 28 cavias into-
xicados por via subcutdnea por 1 ecm® de veneno. Tres de los ani-
v los ranﬁmfoq ge d ‘r‘mhnvprm]

izados para control

males son v

cinco. Una hora desm

.J
n
)
¢

en grupos de 0. Una , :
son reinoculados con 0,5 em® de suero, serie II purlflcado por dl-
gestién. Todos los animales fueron reinyectados por via subeuté-
nea, a excepeién del Gltimo grupe, gue lo fué por via venosa, dada
la intensidad de los fenémenos téxicos. Como se indica en la
tabla V, los animales testigos, tratados con suero inespecifico, mue-
ren dentro de las 24 horas, sobreviviendo en cambio la totalidad

lecties, a pesar de ha-

de los animales tratados con suero an
llarse manifiestamente enfermos en el momento de recibir el suero,
los cavias de los dos uitimos grupos.

RESUMEN

Se ha inmunizado un equino por via subcutanea con cefalotérax
de Latrodectus mactans, triturados y suspendidos en solucién fisio-
légica. En una primera inmunizacién, se emplearon 1.436 cefalo-
térax distribuidos en 14 semanas y en una segunda inmunizacion
se utilizaron 820 cefalotérax en 7 semanas.

TLa antitoxina especifica del suero anti Latrodectus ha podido
ser concentrada por precipitacién por sulfato de sodio con un indies
de purificacién de 1,35, o purificada por digestién pépsica (método
de Pope) con un indice de purificacion de 6. Un cm® de este
nltimo suero protege al 50 % de los ratones blancos contra 3.000
dosis minimas mortales y un gramo de proteina protegeria contra
49584 d. m. m.

La concentracién y purificacién de la antitoxina Latrodectus por
digestién pépsica nos ofrece la posibilidad de realizar en el hombre
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la sueroterapia de la intoxicacién por picadura de dicho arienido,
eon las ventajas ya observadas en la aplicaciéon de otras antitoxinas
obtenidas por este método, entre otras, disminucién del volumen
a inyectar por elevada concentracién de las antitoxinas, mayor
velocidad de difusién y reduccién a un porcentaje minimo de las
reacciones secundarias provoeadas por los sueros corrientes.
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