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CONTRIBUICAO AO ESTUDO DA COAGULACAO

III Nota. — Modificagao do plasma e do soro sob a
influencia do processo de immunisag¢ao.

Pelos Drs. VITAL BRASIL E ]J. VELLARD.

(Trabalho do Instituto de Butantan — S. Paulo Brasil)

CONSIDERACOES GERALES

Em precedentes communicagées (*) demonstramos que,
dentro da mesma especie animal, verificam-se variagdes indi-
viduaes do poder coagulante do soro e da coagulabilidade do
plasma. Estes dois phenomenos nio dependem apenas das
modificagoes quantitativas dos agentes directos da coagula-
¢do no sangue € no plasma, thrombina, fibrinogeno ou seus
componentes, mas ainda da presenga ou ausencia de outros
elementos que podem favorecer ou embaracgar a ac¢ao d’estes
ultimos. Assim ¢ bem conhecido que os saes de calcio favo-
recem a coagulagio, emquanto que certas substancias, taes
como a heparina de Howell ou outros corpos de acgio se-
melhante, verdadeiros fermentos anti-coagulantes, existem nor-
malmente no sangue ou apparecem em certas circumstancias,
podendo diminuir ou mesmo inhibir completamente a acgio
dos fermentos coagulantes. Alem d’isso, sabe-se igualmente
que certos factores de outra ordem, taes como a tempera-
tura, a reac¢ido, a concentracdo do meio, etc. podem igual-
mente modificar as condi¢bes da coagula¢do sanguinea.

Nio sendo possivel fazer depender o phenomeno da
coagulagdo da simples reaccdo quantitativa da thrombina so-
bre o fibrinogeno, é claro que todas as causas que possam
perturbar as condi¢des normaes do sangue ou modificar-lhe
de qualquer modo a coniposi¢do, tragam como consequencia
modificagoes mais ou menos profundas na coagulagio normal.

Entre as causas capazes de modificar profundamente

Recebido para publicacio em 8-3-927,

(*) Duas communicagdes feitas 4 Sociedade de Biologia e Hygiene a
primeira publicada no Brazil Medico de 1.° de Maio de 1926, e a segun-
da no Boletim do Instituto Brasileiro de Sciencias.
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o egtado physico-chimico do sangue, podemos considerar o
processo de immunisagdo e como corollario necessario os dif-
ferente« estados pathologicos. N’'um, como n’outro caso, o
meio circulante passa por alteracdoes mais ou menos accen-
tuadas, que estudadas com o auxilio das modificacoes da
coagulagdo normal, ndo sO offerecem um interesse theorico,
como fazem prever pontos de vista de ordem pratica do
mais alto valor, applicadas a estudos de immunologia e de
clinica medica.

Proseguindo no programma que tragdmos, occupar-nos-
emos, na presente nota, das variacoes do poder coagulante
do soru e da coagulabilidade do plasma sob a influencia do
processo da immunisagdo, reservando para a proxima commu-
nicagdo o estudo das variagoes do poder coagulante do soro
humano no curso dos differentes estados pathologicos.

() meio sanguineo, durante a immunisacdo dos animaes,
passa por modificacdes sensiveis, conhecidas de modo in-
completo, dada a insufficiencia da analyse chimica. Entre as
modificacdes assignaladas, resalta a que se refere as varia-
¢oes proporcionaes das differentes fracgdes proteinicas do
sangue.

Desde os trabalhos de Atkinson, Ledingham, Seng e
Joachin, de Gibson e Banzahf, admitte-se que, durante o pro-
cesso de immunisacdo, ha augmento consideravel das glo-
bulinas e mais particularmente da pseudo-globulina, com di-
minuicdo das outras fracgoes. Assim o soro normal do ca-
vallo contem em media 429, de pseudo globulina, 18 9%
de euglobulina e 40 9, de soro albumina, emquanto que no
cavallo immunisado a media seria de 78 9% de pseudo-glo-
bulina, 10 % de euglobulina e 129, de soro albumina, po-
dendo em certos casos, segundo Banzahf, a pseudo-globulina
attingir a propor¢ao de 95 9 mais alta do que seu titulo
normal.

As variacoes dos componentes proteinicos do sangue,
durante a immunisagao, traduzindo-se principalmente pelo au-
gmento da pseudo-globulina e diminui¢do da euglobulina, frac-
¢ao esta mais coagulante do que as duas outras, segundo as
experiencias de Hess, repetidas por O. Veiga, podem explicar
ate certo ponto a diminui¢ao do poder coagulante do soro
durantc o pericdo de immunisagao.

Alem d’essa explicacdo, outros factores podem ser in-
vocados para comprehensio do phenomeno, entre os quaes
couiven: lembrar o augmento de anti-coagulinas normaes sob
a influencia da accio estimulante dos differentes antigenos
e a formagao de anti-coagulinas especilicas nos casos de
immunisacdo contra certas substancias.

Estes factos que nos auxiliam a comprehensdao do phe-
nomeno, s3o apresentados debaixo de toda reserva, sem a
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minima pretensdo de exprimir uma interpretagdo definitiva,
que o estado actual da sciencia nido comporta.

Preoccupa-nos, principalmente, n’este trabalho, a apre-
sentecdo dos fictos, acompanhados das deducgées logicas que
os n'esmos attorisam e de algumas explicacdes de valor
pratico.

Pesquizas

De posse da technica simples e precisa, descripta em
nota anierior, para estudar o poder coagulante do soro e
a coayrulabilidade do plasma, examinimos um certo numero
de animaes immunisados contra o veneno ophidico, tendo en-
contrido grandes differengas de dosagens ndo s6 nos diffe-
rente; individluos, como no mesmo individuo, conforme o pe-
riodo de iminunisagdo, em que era examinado, emqguanto que
essa variagio do poder coagulante do soro e da coagulabili-
dade do plasma nio se observava nos animaes nao submet-
tidos ao processo de immunisagdo.

Piir1 melhor estudar estas variagOes tomamos animaes
que ainda nio haviam soffrido tratamento algum e antes de
comnecar a immunisal-os, dosamos-lhes o soro e o plasma por
duas vezes, a curtos intervallos, afim de verificar a fixidez
das respectivas dosagens. Submettidos ao processo de immu-
nisugdao, acompanhamos cautelosamente, as modificagdes, quc
s¢ operavam no sangue, fazendo dosagens successivas, duas
a trez vezes por semana e mesmo mais, acompanhando ao
niesmo tempo pelos methodos habituaes a formagio de anti-
corpos.

Variamos, n’estas experiencias, nio sé elementos que
1elles tomavam parte, como as circumstancias que poderiam
influir sobre o resultado final. Assim foram tomadas varias
especies animaes, de algumas das quaes mais de uma serie;
foram empregados differentes antigenos, pertencentes a typos
diversos. Entre as especies animaes estudadas podemos men-
cionar o cavallo, o muar, o boi e o cido. Dos antigenos,
ensaidmos os venenos das serpentes, a toxina diphterica, e
os germens B. C. G., o meningococcos e o paratyphico, sendo
que os experimentos cem os dois ultimos germens, foram
realisados, a nosso pedido, pelo distincto bacteriologista Dr.
Arlindo de Assis, a quem nos confessamos muito gratos, pelos
resultados que nos foram communicados.

No curso da immunisa¢do, qualquer que seja o anti-
geno empregado, pegonha, toxina microbiana ou germens,
o poder coagulante do soro soffre, n'uma primeira phase,
fortes oscillagdes irregulares, ficando quasi sempre abaixo
da normal, podendo, algumas vezes, por tempo limitado e
curto exceder o titulo normal; n’'um segundo periodo, quan-
do os anti-corpos comegam a apparecer na circulagao, o poder
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coagulante diminie bruscamente e depois de algumas varia-
coes, menos accentuadas do que as primeiras, tende a se
estabilisar abaixo da normal, nao baixando mais a medida
que a immunisa¢do progride. Terminado o processo de im-
munisacdo, quando o titulo de anti-corpos comeca a baixar,
o poder coagulante eleva-se rapidamente, fixando-se ao nivel
do normal e algumas vezes mesmo pouco acima. Esta ascen-
sdo ¢ muito mais rapida do que a diminuicio de anti-corpos.

A coagulabilidade do plasma é influenciada de modo
muito mais irregular, nido parecendo obedecer a uma lei fixa.
Suas variagoes, de pequena amplitude, acompanham algumas
vezes as do poder coagulante do soro, mas quasi sempre a
coagulabilidade tende a augmentar ligeiramente no comeco
da immunisacdo e se estabilisar em seguida ao nivel da nor-
mal, quer um pouco acima, quer um pouco abaixo, nio sof-
frendo no segundo periodo sendo modificagoes pouco im-
portantes; depois da immunisacdo volta a normal ou fica
um pouco superior.

Estas variacoes do poder coagulante do soro e da
coagulabilidade do plasma sdo mais ou menos fortes, segundo
os individuos, emquanto que a especie animal ndo parece
exercer grande influencia. O poder coagulante, em certos
casos, baixa de metade, emquanto que as modificacdes do
plasma soffrem apenas pequenas oscillagGes.

Nos animaes que soffreram immunisacdo anterior, quer
com o mesmo antigeno, quer com antigenos differentes, prin-
cipalmente si as duas immunisacdes sdo assaz approximadas,
as modificacoes sio menos accentuadas.

A natureza do antigeno parece ficar extranha as mo-
dificacoes assignaladas, nas curvas do poder coagulante ou
da coagulabilidade, durante o periodo de immunisa¢ao, por-
quanto tanto os antigenos que exercem poder coagulante
sobre o plasma, in vitro, (as peconhas), como os que sio
completamente destituidos d’esta accdo (toxina diphterica),
determinam as mesmas alteracGes no poder coagulante do
soro e na coagulabilidade do plasma.

As modificacdes que se operam, no sangue dos ani-
maes, durante o processo de immunisacio, sob o ponto de
vista da coagulacdo normal, nio dependem da natureza do
antigeno e por consequencia nao sao especificos; guardam,
entretanto, como vimos, anteriormente, uma certa relacio com
a formacado de anti-corpos, tanto assim que nos tracados indi-
cadores do apparecimento de anti-corpos na circulacido, coin-
cide a elevacdo d’estes com a queda da curva indicadora do
poder coagulante; a linha recta denunciadora da conservagio
da mesma dosagem do poder anti-toxico. com a recta do
poder coagulante. Depois de um certo grio de immunidade,
porem. as curvas do poder coagulante do soro e da coagula-
bilidade do plasma se fixam, emquanto continua subir a curva
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do poder anti-toxico. Nao ha paralellismo entre um e outro
phenomeno, havendo tio somente uma relagdo constante ini-
cial indicadora de alteragoes physico-chimicas do meio cir-
culante.

£9
Selecgdo dos animades destinados a producgio de soros

Anti-Toxicos, pelo exame previo do poder
coagulante dos respectivos soros.

Uma das questdes de grande interesse pratico em im-
munologia €é conhecer-se previamente o animal bom produ-
ctor de soro anti-toxico. Até o presente nao foi possivel es-
tabelecer-se um methodo capaz de indicar a distincgao entre
os bons e os maus productores de soro. Sabe-se, ao con-
trario, que tomando-se uma grande turma de cavallos e im-
munisando-os ao mesmo tempo e exactamente pelo mesmo
processo contra a toxina diphterica, ao apurar-se as respe-
ctivas dosagens, chega-se quasi sempre aos mais desseme-
lhantes resultados. Emquanto que, em alguns cavallos, o soro
attinge ao mais elevado valor anti-toxico, em outros as do-
sagens sO alcangam valores medios ou titulos tdo insignifi-
cantes que nao podem ser aproveitados. E’ indubitavel, que
a differenca, d’estes resultados, s60 pode estar nos animaes
empregados na immunisagao.

Com o estudo, que vinhamos fazendo do sangue, sob
o ponto de vista da coagulacdo, tivemos a idéa de achar
uma solugdo para este problema, procurando uma indicagio
no valor coagulante do soro, dada as profundas differencas
individuaes do meio circulante.

Examinamos, para isto, grande numero de animaes
antes dc tomal-os para o processo de immunisagio com dif-
ferentes antigenos toxicos e comparamos, posteriormente, as
dosagem do poder coagulante dos soros dos differentes ani-
maes, com os valores anti-toxicos por estes alcangados. Os
resultados obtidos nos levam a estabelecer, pelo menos pro-
visoriamente, que os animaes possuidores de soros muito
coagulantes sdo os melhores productores de anti-toXina.

Como documento d’este modo de ver, citaremos, entre
muitos, apenas a seguinte experiencia feita com o prestimoso
auxilio do Dr. Lemos Monteiro, encarregado, no Instituto
de Butantan, do preparo do soro anti-diphterico: Tomamos
dez cavallos e dosamos-lhes, cautelosamente, pela nossa te-
chnica, o poder coagulante dos respectivos soros, passando-os
em seguida ao Dr. Lemos Monteiro, que os immunisou ao
mesmo tempo, pelo mesmo methodo, empréegando a mesma
technica. Ao fim da immunisagdo chegou-se ao seguinte re-
sultado. comparando-se o poder coagulante dos differentes
soros, com os respectivos valores anti-toXicos.
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Poder coagulante do so- " o
N. do cavallo ro antes da immunisagao Poder anti-toxico

23 0,i7ve. e, 300 u. a.
31 0:208¢c: e 800 u. a.
37 0123 e S 500 u. a.
39 0,24 c. c. 000 u. a.
20 0,25 c5¢. 700 u. a.
30 025 cF e 300 u. a.
42 045 c. c. 5o =a.
41 046 c. c, 200 u. a.
43 0,48 c. c. 150 u. a.
38 0,51 ¢. ¢ 150 u. a.

Vé-se, por estes dados, que ndo ha verdadeira pro-
porcionalidade entre o poder coagulante do soro e capaci-
dade de formar anti-corpos; ha, entretanto, uma relacdo cons-
tante que nos permitte chegar ao fim colimado, isto €, se-
leccionar o cavallo bom productor. Assim € que nessa turma
de dez cavallos, encontramos seis cavallos bons, dosando entre
300 e 800 unidades e quatro maos productores que ficaram
entre 5 e 200 unidades. Pois bem, na turma dos bons, ©
poder coagulante do soro variou entre 0,17 cc. e 0,25 c.c,
emyuanto que nos maos o poder coagulante oscillou entre
a5 ce e 051 cc.

Este estudo comparativo continia no intuito de fir-
mar em mais abundante documentacdo, os factos adquiridos.

Formacio de anti-coagulinas especificas no 86ro e no
plasma dos animaes immunisados contra as pegonhas.

Si as modificacoes do séro e do plasma no pheno-
meno da coagulacao physiologica normal, durante o curso de
immunisa¢do, foram apenas assignaladas, a ac¢do anti-coa-
gulantc especifica do soro de animaes immunisados contra
as peconhas, tem sido objecto de estudos dignos de serem
registados.

N’uma primeira nota tratamos longamente do poder
coagulante de um grande numero de veneno de thanatophi-
dios, principalmente de nossas especies Sul americanas de
Crotalinw. Sendo estes venenos extremamente complexos, pos-
suindo a um tempo propriedades neuro-toxicas, hemolyticas,
hemorrhagicas, coagulantes ¢ proteolyticas, uma questdo se
apresentava de saber-se si estas differentes acgdes eram neu-
tralisadas, no mesmo grao, pelos soros therapeuticos, prepa-
rados contra estes venenos, e bem assim de conhecer-se si
esta neutralisacdo era especifica.
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Os primeiros trabalhos sobre a ac¢do anti-coagulante
dos soros anti-peconhentos, foram os de Lamb (1904), que
assignalou a especificidade do soéro anti-vipera Russelii, em
relacio as coagulinas do veneno desta especie. (Quasi ao
mesmo tempo, Noc trabalhando sob a direccio de Calmette
(1905), nao conseguia neutralisar a ac¢do coagulante do ve-
neno de diversas Lachesis, pelo s6ro anti-venoso de Calmette,
o quc era natural, por tratar-se do so6ro anti-naja, a despeito
da explicacio deste ultimo autor, para este insucesso, de
haver empregado como antigeno, venenos aquecidos a 75°.

Martin (1905), observou que um soéro anli-Nolechis
sculatus neutralisava a accdo coagulante do veneno desta es-
pecic e em menor grao o de outras especies visinhas, mas
era completamente sem accdo sobre o das Viperadee. Um de
nos (Vital Brazil) em 1906, seguindo a technica de Noc.
verificou que os soros anti-ophidicos de Butantan, depois de
contacto de 15 minutos com os venenos correspondentes, im-
pediam estes de coagular o plasma citratado do coelho. em-
quanto gue o contacto de séro e plasma, ndo impediam 0%
venenos de exercerem sua accdo. Verificou, alem disto, que
esta accao impediente era especifica, isto é que o soéro anti-
bothropico nao neutralisava a ac¢do coagulante do veneno
crotalico e vice-versa que o so6ro anti-crotalico nenhuma ac¢ao
exercia sobre a coagulante do veneno bothropico. Mais tarde
Arthus e seus collaboradores (1911), empregando séros e
veneno de Butantan, confirmaram a acc¢do anti-coagulante es-
pecifica dos soros. Houssay e Sordelli (1918) assignalam,
entretanto, que as propriedades anti-coagulantes dos soros
dos animaes immunisados contra as peconhas, sdo especificas
até certo ponto, mas nao de um modo absoluto, indicando,
alem d’isto, gue o plasma destes animaes coagula difficil-
mente pelos venenos, empregados na immunisagao dos mesmos.

A dosagem do poder anti-toxico, in viro, geralmente
empregada para julgar do valor dos soros anti-peconhentos,
é, indubitavelmente, o methodo que fornece os resultados
mais uteis e mais exactos. Apresenta, entretanto, algumas
desvantagens, entre as quaes convemn notar, o tempo, as ve-
zes, um tanto longo, exigido para obtencdo dos resultadoS,
o preco relativamente elevado do custo, pelo sacrificio de
animaes em experiencia, nao facilitando, porisso, do=agens
multiplas e repetidas, finalmente a sensibilidade limitada, nao
revelando as differencas minimas e consequeéntémente, nio
permittindo acompanhar desde © inicio, o progrédim®nto do
processo immunitario, controlando a marcha da formatio d®
anti-corpos.

Os methodos que, até agora, tém sido propostos para
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