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INTRODUCGCAO

Um dos aspectos mais interessantes ¢ de maior relevancia scientifica e econo-
mica na pratica sorotherapica ¢, sem duvida, o que concerne & duragio da activi-
dade especifica dos soros, especialmente daquelles cuja afericio pode ser feita com
bastante rigor, isto €, os antitoxicos (antitoxinas) e os antipeconhentos (antive-
nenos). O interesse dessa questio reside na attitude diametralmente opposta,
assumida aprioristicamente, de um lado, pelos clinicos ¢, do outro, pelos immuno-
logos, acreditando em geral os primeiros que, para ter effeito curativo, um soro
deve ser recente, enquanto os segundos eram levados, pelas nogdes geraes sobre
o comportamento das proteinas, a acreditar na possibilidade de conservagio da
actividade therapeutica de tal producto por periodos relativamente dilatados.
Todavia, guiados pela prudencia que sempre tem orientado o preparo e applicagio
de todas as substancias biologicas, os sorologistas acharam, desde o comego, pre-
ferivel restringir a um prazo relativamente curto as indicagbes referentes a con-
servacio da especificidade das antitoxinas e antivenenos entregues ao consumo.

Infelizmente, essa attitude de prudencia dos technicos, justificada pela neces-
sidade de uma observagio mais demorada desse importante aspecto da sorothe-
rapia, foi sempre mal comprehendida pelos clinicos e pelos pharmaceuticos, os
quaes ainda agora costumam exaggerar a sua repulsa ap emprego de soros menos
recentes sob a vaga allegagio de inactividade. Conforme veremos adiante, essa
repulsa que a0s laboratorios productores causa transtornos formidaveis e avul-
tadas perdas, nio se justifica nem mesmo do ponto de vista immunologico, dahi
promanando o proprio interesse scientifico e economico do problema. Si € bem
verdade que a era sorotherapica foi iniciada ha pouco mais de 40 annos, nio ¢
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menos certo que, s1 houvessem desde cedo comprehendido o enorme alcance da
exacta determinagio da duragdo da actividade dos soros therapeuticos, os espe-
cialistas teriam provavelmente procurado ha mais tempo coordenar esforcos no
mntuito de elucidar as classes medica € pharmaceutica, sobre a conveniencia de, em
certos casos, preferirem até productos antigos a outros de recente preparagio.

Effectivamente, é curioso que, apezar de se haver publicado mais de uma
dezena de memorias technicas sobre o assumpto, todas concordes na demonstracio
da perduradoura especificidade dos soros, ainda hoje os proprios medicos se
recusem a langar mio de productos menos recentes. Que os collegas nio tém razio
nesse modo de ver é facil demonstrar por uma analyse da literatura scientifica,
que poude ser agora vantajosamente completada pelo redoseamento, por nos effe-
ctuado, de antitoxinas e antivenenos de preparagio bastante antiga e conservados,
em condigbes sem duvida desvantajosas, em mio dos consumidores.

RESENHA BIBLIOGRAPHICA

A — ANTITOXINAS

1. A primeira referencia, existente na literatura sobre a conservagio da
actividade das antitoxinas, parece ser a nota publicada em janeiro de 1902 pelo
Ministerio do Interior da Franga, com a informacio de que “o soro antidiphterico
nio perde suas propriedades curativas pela conservagio mesmo durante um anno”.

2. Em editorial publicado em maio de 1904, o Journal of the Royal Army
Medical Corps vehiculou a informagio de que “o soro antidiphterico conservado,
tanto na Inglaterra, como na India, por mais de um anno, revela alguma perda
mas insufficiente para contraindicar sua utilizagao™.

3. Em 1905, Miller (1) examinou 82 partidas de soro antidiphterico e re-
doseou-as pelo methodo de Ehrlich, repetindo, assim, a technica que havia sido
empregada na determinagiio original. Verificou que apenas em 25 partidas, por-
tanto em cerca de 30 9, tinha havido alguma perda do poder antitoxico. Levando
em consideracio que, no preparo das partidas, o laboratorio concedera uma mar-
gem de 6 a 25 % a mais da actividade marcada, verificou este pesquisador que,
ao cabo de 2 a 3 annos, a potencia era mais ou menos igual 4 indicada no rotulo
das empolas, tirando de seu estudo as seguintes conclusdes:

a) o soro antidiphterico perde sua actividade aos poucos, os mais fortes
um pouco mais rapidamente, mas nunca tio depressa quanto se suppde;

b) a indicagdo da actividade nas empolas, desde que inclua a margem dada
pelo laboratorio, garante a conservagio do poder exacto por muitos annos;
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c) a procura do soro fresco ndo se justifica, porquanto um soro velho pode
apresentar ainda uma potencia exacta, sendo portanto utilizavel até que se ob-
tenha outro.

4. Em 1907, Kinyoun e Hitchens (2) examinaram 100 partidas differentes
de soro antidiphterico, devolvidas ao laboratorio depois de terem estado no com-
mercio de 13 a 27 meses, tendo observado uma perda de 0 a 48,6 9% na actividade
das mesmas. Verificaram ainda que a perda maior da actividade occorria nos
soros que haviam sido concentrados por simples evaporacdo, devendo-se a pro-
posito notar que naquelle tempo ainda nio se empregava commumente, nem
mesmo nos Estados Unidos, o methodo de concentragio por precipitacio frac-
cionada das globulinas. De seu estudo, esses auctores concluiram naquella occasiio
o seguinte: a depreciagio (inmactivacio) é um factor variavel, independente do
tempo durante o qual um soro esteve exposto 4 venda; a perda media de 25 %,
correspondente a um periodo de 12 a 15 meses, deve ser coberta por uma margem
de 24 96 para cada anno.

5. Em 1910, Anderson (3), trabalhando no Laboratorio de Hygiene de
Washington com 18 amostras de antitoxina diphterica que haviam sido conser-
vadas em differentes temperaturas e por periodos variaveis de 1 a 3 annos, ve-
rificou que:

a) a antitoxina, conservada em geladeira a cerca de 5°C, perde em media
6 96 de seu poder por anno;

b) conservada a 15°C, sua perda é de cerca de 10 9 por anno e de 36 %
ao cabo de 3 annos:

c¢) mantida em temperatura ambiente, variavel entre cerca de 21°C no
inverno ¢ 37°C no veriio, a antitoxina soffre uma inactivacio media de 20 % ao
anno € de 59 9% em 3 annos, o que mostra a conveniencia de se manterem os soros
em temperatura relativamente baixa.

6. Em 1912, MacConkey (4), desejando verificar o effeito exercido, sobre
a actividade do soro antidiphterico, por temperatura proxima da do corpo humano,
tratou de estudar comparativamente a influencia de differentes modos de distri-

buigdo e conserva sobre o poder antitoxico de 3 partidas, tendo concluido que:

a) distribuido em empolas e mantido a 36°C, o soro perde cerca de 36 %
de sua actividade em 6 meses e de 49 9% em um anno;

b) conservado em recipientes maiores (frascos de 250 cc.) na temperatura
de 36°C, sua inactivagio attinge 60 % a0 cabo de 6 meses;

c) sua conservagio sob uma camada de parafina nio reduz a perda;

d) conservado em empolas, o soro perde actividade a 36°C cerca de 6 vezes
mais depressa do que na temperatura da geladeira.
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7. Em fim de 1916, este mesmo auctor (5) completou um trabalho de redo-
seamento de varias qualidades de soros e especialmente do antidiphterico, cuja
inactivacao estudou em 31 amostras que haviam sido conservadas sem maiores
cuidados. Sua conclusio final foi que “os soros mantém sua especifidade por um
periodo muito mais longo do que se acredita” e que a antitoxina diphterica perde
em media 23 % de seu poder no periodo maximo de verificagio, correspondente
a 4 annos e meio.

8. Em 1916, Brazil (6), baseado em observagio que fizera em 1896 na Hos-
pedaria de Immigrantes em S. Paulo, por occasiio de um surto de diphteria entdo
registado e que cedera facilmente ao emprego de soro especifico comprado no
mercado e de preparacio muito antiga, publicou uma monographia, em cuja pri-
meira parte referiu os resultados da redeterminag@o de actividade feita em amos-
tras de 10 partidas de antitoxina diphterica.

As conclusdes dessa parte do trabalho sdo as seguintes:

“Esta verifica¢io de dosagem feita em ampoulas de differentes partidas de
soro devolvidas ao Instituto, depois de um periodo de 4 a 7 annos, de enfrasca-
mento, nos prova a saciedade quio exagerada é a ideia predominante sobre a alte-
rabilidade do poder anti-toxico dos soros therapeuticos. Vemos, com effeito, que
o soro anti-diphterico conservou de modo perfeito o seu valor anti-toxico dentro
do praso de 5 annos de entregue ao consumo. Os soros de seis a 7 annos perderam
no maximo 13 9%, perda essa insignificante que ndo autorisa a rejei¢io do pro-
ducto. Devemos ainda salientar que em relagiio aos soros examinados, € razoavel
suppor que nem todos tivessem sido conservados em excellentes condigdes™.

“Por todas as razdes expostas verificamos que nio ha motivo algum justifi-
cavel para a rejeicio dos soros antigos. Ao contrario, em igualdade de circums-
tancias, dando-se uma margem a pequena perda possivel do valor antitoxico, €
preferivel o emprego do soro velho. Guiado por orientagio contraria, podera o
clinico ser levado a preferir um séro baixo de 200 unidades, por exemplo,
de recente preparo, a um outro de 800 ou 1.000 unidades, de preparo antigo. O
erro entretanto é palpavel, como passamos a demonstrar. Emquanto que do pri-
meiro serdo precisos pelo menos de 30 a 40 centimetros cubicos para ter-se de
6.000 a 8000 unidades exigidas para o tratamento de um caso de diphteria de
media intensidade, do segundo, admittindo-se uma perda de 20 9% seriao necessa-
rios, no maximo, apenas 15 centimetros para obter-se o mesmo numero de uni-
dades. O criterio que deve orientar o clinico no emprego dos soros anti-toxicos
é a indicacio da dosagem e a applicagio de um certo numero de unidades de
accordo com a gravidade do caso e a edade do paciente.”

B — ANTIVENENOS

1. Em 1907, Calmette (7) mostrou que a redeterminagio de actividade de
empolas de soro antivenenoso, devolvidas, ao cabo de 1 ¥4 e 2 annos, da India e
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da Indochina, no decurso de seus trabalhos fundamentaes sobre a sorotherapia
anti-ophidica, revelara o seguinte: “seu titulo nio havia baixado sensivelmente.
O aspecto do liquido que ellas continham havia-se modificado apenas um pouco :
este estava descorado e em seu seio fluctuavam pequenos flocos brancos. Estes
flocos nio indicam alteragio: sio constituidos por deposito de albumina pre-
cipitada™.

2. Em 1917, Brazil (6), na segunda parte de sua citada monographia, pu-
blicou os protocollos de redeterminagio do poder neutralizante de 4 partidas de
soro anti-crotalico e 7 partidas de soro anti-ophidico (anti-crotalico e anti-bothro-
pico), depois de um prazo variavel entre 26 e 47 meses de seu empolamento.

Eis suas conclusdes no particular:

“(Os soros anti-peconhentos perdem muito mais do seu valor anti-toxico, do
que o soro anti-diphterico, sendo de notar que sua perda foi extremamente va-
riavel, ficando subordinada ao limite maximo de 33 %, o que se verificou uma
unica vez. Uma das causas dessa variagio ¢ o modo tio vario pelo qual é conser-
vado o soro. Este é enviado, com effeito, para as fazendas, onde algumas vezes é
tratado com o necessario carinho, sendo guardado em lugar fresco e ao abrigo
da luz. Na generalidade dos casos, porém, € atirado para cima de um movel qual-
quer, exposto a accio da luz e do calor, e, nestas condighes resiste muito menos
do que quando é mantido com os necessarios cuidados. De um modo geral, péde-se
admittir uma perda de 30 % em tres annos, o que nio representa grande cousa,
tratando-se de soros muito anti-toxicos. E’ aconselhavel, quando se tenha de em-
pregar um soro antigo, injectar-se uma dose de 30 9% mais forte do que a do soro
de recente fabricagio. Esta pratica ¢ muito mais razoavel do que substituigio
constante de provisdo.

E’ um facto geralmente admittido que os soros depois de um certo tempo de
enfrascamento, sio menos toxicos do que os soros muito recentes, o que levou
alguns laboratorios a deixarem envelhecer os soros antes de entregal-os ao
consumo.

O Instituto Pasteur de Paris, adoptou de ha muito tempo, essa pratica, no
laboratorio, antes de serem expedidos.”

“Depois de algum tempo de enfrascamento dos soros, forma-se um precipi-
tado, que pelo repouso se deposita no fundo do frasco ou ampoula. Agitado tur-
va-se, tomando uma apparencia desagradavel. Este precipitado niio indica uma
alteracio do producto, nem accarreta a substancia anti-toxica, que permanece no
liquido. Este pelo repouso ficara limpido e poderd ser aspirado cautelosamente,
afim de ser injectado sem a substancia precipitada.”

3. Em 1921, Houssay e Negrette (8), pesquisando o poder neutralizante em
amostras de 7 partidas de soro anti-ophidico devolvidas do interior e que haviam
sido conservadas durante 13 a 23 meses provavelmente sem precaugbes especiaes,
verificaram tambem que a inactivagio dos antivenenos se processa lentamente.
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Observaram, porém, que sua perda havia sido proporcionalmente maior do que a
registada por Brazil no trabalho citado no paragrapho anterior. Essa differenca
aquelles auctores a attnibuiram a circunstancia de haverem trabalhado com anti-
venenos de valor antitoxico inicial mais elevado. Todavia, uma analyse dos pro-
tocollos publicados revela que, em relacio ao poder anti-bothropico, a comparagio
feita pelos dois auctores argentinos entre os seus resultados e os de Brazil nio é
cabivel, pelo facto de Brazil haver usado o veneno de Bothrops jararaca para
determinagao do valor anti-bothropico, ao passo que Houssay e Negrette usaram
para esse fim o veneno de Bothrops alternata.
Suas conclusGes sio as seguintes:

““Apezar de reputarmos as perdas reaes mais elevadas do que as calculadas
por Brazil, que notou ser o soro antiophidico um dos que mais se alteram, todavia
estamos de accordo com elle em que os soros ainda sio activos depois de muito
tempo. Praticamente e na falta de soro fresco nio se deve vacillar em empregar
um soro velho, o qual quasi seguramente produzira effeito.

Como corollario do que verificimos resulta que, si os soros fortes tém muita
acgio e pequeno volume, o que é de grande vantagem, no entanto se inactivam
mais rapidamente do que os fracos, nio sendo, pois, 0s mais economicos’ .

4. Em 1922, Phisalix (9), em seu conhecido trabalho sobre animaes vene-
nosos, dedicou apenas poucas palavras ao soro anti-venenoso, limitando-se visi-
velmente a reproduzir a informagio ja antiquada de Calmette. Disse ella textual-
mente: “Este soro conserva durante cerca de 2 annos seu valor anti-toxico em
todos os climas; depois esse valor decresce pouco a pouco.”

5. Em 1925, Anderson e Caius (10) examinaram soros antivenenosos (an-
ti-cobraico e anti-viperico) preparados no Instituto Central de Pesquisas de Ka-
sauli, distribuidos em empolas de 40 cc. devolvidas ao laboratorio em prazos de 3,
6, 9 e 12 meses depois de terem sido conservados nas seguintes condigdes:

a) mantidas em um armario e protegidas pelo seu involucro natural, sem
qualquer precaugio contra a luz;

b) mantidas do lado de fora sem involucro e expostas a luz directa;

¢) mantidas em uma caixa fechada, dentro de geladeira e de todo protegi-
das contra a luz;

d) mantidas na geladeira sem qualquer involucro e sem protecgiio contra
a luz;

e) mantidas em mesa do escriptorio sem qualquer involucro e expostas i luz
e 4 temperatura ambientes.

As conclusdes de seu importante trabalho sio as seguintes, em relagio ao po-
der neutralizante para com o veneno de cobra de capello (Naja naja) :



AMARAL, ARANTES & FoxseEca — Antiloxinas e antivenenos 329

a) o antiveneno, a semelhanca de todos os outros soros, perde gradualmen
te actividade durante os primeiros 6 a 9 meses de sua conservagio;

b) em seguida a essa perda inicial, surge de subito um reforgo de activida-
de que chega a ultrapassar o limite apresentado originalmente pelo producto; isto
occorre dentro dum periodo de 12 a 14 meses apés o empolamento;

c) esse ganho da actividade nio é devido as particulas que geralmente se
depositam por meio da centrifugacio:

d) a luz e o calor existentes ordinariamente nos tropicos (dentro de casa)
nio exercem influencia apreciavel sobre a potencia do antiveneno.

6. Em 1927, Pawlowsky (11), em sua compilagio sobre o mesmo assumpto,
seguit os passos de Phisalix e Calmette, dizendo que o soro antivenenoso ‘“‘nao
perde sua actividade especifica no decurso de cerca de 2 annos”.

7. Em 1931, Maitra e Ahuja (12), tendo encontrado, no Instituto de Ka-
sauli, 19 amostras de antiveneno indiano de 2 12 a 9 annos de preparo, trataram
de verificar si as mesmas ainda possuiam poder neutralizante em relagio ao ve-
neno da cobra de capello. Eis textualmente a conclusio a que chegaram: “cerca
de 50% das amostras retiveram sua actividade original muito tempo depois do li-
mite admittido para sua applicagio therapeutica que ¢ de 2 annos a contar da
data do preparo. Cerca de 50% das amostras se haviam enfraquecido mas ainda
mantinham perto de metade do poder antitoxico inicial, o que demonstra ser ape-
nas quantitativa a deterioragio produzida por uma conserva prolongada; o soro
antivenenoso, como o anti-diphterico, mantém sua especificadade, ou, por outra,
é ainda capaz de neutralizar in vitro o veneno da cobra durante um prazo muito
mais longo do que o admittido actualmente.”

C — CoNCLUSAO GERAL BIBLIOGRAPHICA

Do estudo da literatura existente sobre o assumpto se podem, portanto, tirar,
parcialmente, varias conclusdes, a saber:

a) Embora haja no pormenor alguma discordancia entre os trabalhos dos
varios auctores, se tem verificado em geral que o soro antidiphterico pode ser
conservado sem precaugdes especiaes durante um periodo relativamente dilatado,
porquanto a maior perda verificada, no periodo maximo de 7 annos até agora
observado, nio é sufficiente para contraindicar o emprego do producto;

b) em igualdade de condigdes, os antivenenos, mesmo depois do periodo
maximo de observagio, até agora assignalado, de 9 annos apds o preparo, ainda
conservam bastante actividade para se justificar sua utilizagio para fins cura-
tivos;
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¢) a inactivacio encontrada nas antitoxinas e antivenenos estudados esti
sujeita a certas variagdes, observaveis de partida a partida; ella independe do
maior ou menor prazo de exposigio, mas se processa sempre mais lentamente na
geladeira do que na temperatura ambiente.

CONTRIBUICAO ACTUAL

Pelo exposto no capitulo anterior se deduz que o estudo da conservagio do
poder neutralizante das antitoxinas e antivenenos tem sido feito até agora em
partidas ndo concentradas e cujo preparo datava no maximo, respectivamente, de
7 a 9 annos. Seria, pois, interessante verificarmos si a exposicio de taes pro-
ductos, durante periodos mais dilatados, 4 temperatura ambiente, ou o facto de
terem sido concentrados por precipitagiao fraccionada, poderia contribuir para seu
maior ou mais rapido enfraquecimento. Essa pesquisa afigurava-se tanto mais
importante, quanto o Instituto Butantan estava, no particular, em situacio espe-
cial para favorecer essa verificacio e isto pelas seguintes razdes:

1.*) ha mais de 20 annos este Instituto se dedica ao preparo simultaneo de
antivenenos e antitoxinas alem de outros productos biologicos;

2*) ha perto de 15 annos vem produzindo antitoxinas e antivenenos con-
<entrados, tendo portanto acompanhado os laboratorios norte-americanos e prece-
dido os institutos europeus e outros na pratica da refinacio dos plasmas por pre-
cipitagio fraccionada das globulinas;

3.2) ha quasi 20 annos vem recebendo empolas de soros antitoxicos e anti-
peconhentos, devolvidas das fazendas do interior, onde sio conservadas sem
maiores precaugoes e depois de haver decorrido muitos annos de sua distribuigao.

Para esse fim, tratimos, preliminarmente, de aproveitar amostras de soros
muito antigos, alguns com cerca de 25 annos de preparo, procurando wverificar
até que ponto havia chegado sua inactivagio. As partidas examinadas correspon-
diam, de um lado, aos seguintes productos:

a. Antitoxina diphterica

b. ad tetanica

¢. Antiveneno crotalico
d. hy bothropico
e. 2 ophidico.

Doutro lado, ellas eram representadas, em parte, por soro obtido por sangria
directa de cavallos immunizados e, em parte, por pseudo-globulina oriunda da pre-
cipitagio fraccionada do plasma correspondente.
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a) Verificagies sobre a antitoxina diphterica

Ja havendo, conforme indicamos acima, outros auctores estudado a activida-
de de soros antidiphtericos de até 7 annos de preparo, procuramos fazer as nos-
sas determinagoes em partidas mais antigas. Para esse fim, aproveitamos empo-
las de partidas cuja distribuicio datava de perto de 7 a 20 annos (entre 1925 e
1912), havendo, pois, ultrapassado de até 4 vezes o prazo maximo concedido an-
tigamente pelo Instituto para sua utilizagio therapeutica.

Qutrosim, limitimo-nos em nossas pesquisas a verificar si as varias partidas
de soros antidiphtericos antigos de que dispunhamos ainda retinham 50% de seu
poder antitoxico inicial e isto porque nos pareceu, a priori e a luz da bibliogra-
phia, que a inactivagio raramente chegaria a ultrapassar metade da potencia pri-
mitiva.

Technica — Na aferigio do poder neutralizante empregiamos o methodo clas-
sico de Ehrlich, usando antitoxina padrio fornecida pelo Laboratorio de Hygiene
de Washington e fazendo a inoculagio das misturas em cobaias de 250 grs. de
peso medio. E’ bem verdade que, ha cerca de 20 annos, o Instituto, baseado alids
em observagio de Ehrlich, vem empregando, na determinagio do poder neutrali-
zante da antitoxina diphterica, pombos adultos com peso medio de 300 grs.,
inoculando-os com as misturas por via intra-muscular na regiio peitoral, em vez
de cobaias, por via subcutanea e aferindo, de tempos a tempos, em cobaias de
peso padrio, os resultados observados em pombos (13). O volume da mistura
inoculada nos pombos ¢ tambem de 4 cc. e, pois, igual ao que se emprega nas
cobaias segundo o methodo de Ehrlich, consistindo a unica differenca nestes.dois
processos em pequena alteracio do limite de morte (L+) da toxina, o qual, em
via de regra, ¢ para os pombos cerca de 0,01 cc. maior do que para as cobaias.

Nas determinagbes feitas, resolvémos preliminarmente verificar si a activi-
dade da antitoxina contida em varias empolas numa mesma partida nio apresen-
tava oscillagio, tendo concluido, conforme se vé no protocollo abaixo, que essa
oscillacio nio occorre.

Em seguida, tratimos de tirar a limpo si o precipitado que, por decantagio, se
forma no interior das empolas e que é constituido por pseudo-globulina, poderia
exercer qualquer influencia sobre o resultado do redoseamento. Para esse fim, o
conteudo de cada empola foi separado em duas porgdes: uma, inteiramente limpi-
da e obtida por centrifugagio do liquido ; outra, representada pelo liquido em esta-
do natural, sem previa centrifugacio.

Os resultados de nossas determinagdes acham-se indicados no quadro I.

11
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QUADRO 1
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60 . 25.X1.1015 centrifugada | 400 ™ S 200 ¥ - L £
. — | —_— com precipitado | — A | 2 S -
74 - ; 14, 111.1916 centrifugada 60 ™ J25 " 60 % \ 3.08 A cobaia
” - ! - com precipitado — ¢ 325 * + 60% |/ ; Yoitrd Muken
s (0 FIED
88 i J.X.1016 centrifugada 350 * "o ¥ Bt =4 50 %o } il §
3 7.4
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*8 s 8 + 8 + B :+ B

" 24.VIIL1917 centrifugada 1800 * |[390 " | —50% :t 0
5 s Mgy com precipitado - | wooom " e
concentrada 28.1V.1021 centrifugada 300 * ¢ 150 ™ + 50 % [ Preparado
CAlRS. g com precipitado = n o w " ‘l 6.10 1_I|;: cuglobu-
" 56.VIL. 1921 centrifugada | Jo0 v | v 180 * — B0 % ] 2 ﬂ“f, "
— - — com precipltado — | » » " i ' -

« 25, VIIT.1922 centrifugada 00 » |¢200 " | +50% o PRV
e e L Lo R O e 8 T B R
" 28.VI1II.1921 centrifugada 300 ” y 1600 — B0 %o ‘ 1%l b .

_— poa com precipitado : - - _ ur "
. - 19.XIT.1925 centrifugada | 2000 " 5 1000 ™ — 50 % B
: —_—  com precipitado — ¢ 1000 ™ + 60 % ‘ 6,40 A cobaia
| | | | T
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(*) Tendo verificado que o pH das partidas, coneentradas no periodo anterior ao seu, era muito baixo (acidez nl-
tida), a actual directoria, ao reorganizar os servigos de concentragiio de plasmas, estabelecen que nenmhuma partida deve-
ria ser exposta ao consumo sinfio com o pH 7.0, determinado pelo potenciomeltro.
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Conclusses — O redoseamento de antitoxinas diphtericas antigas, entregues
ao consumo entre cerca de 9 e 20 annos passados e devolvidas por suspeita de
inactividade, revelou que:

12 — em diversas empolas de uma mesma partida nio havia variacio da
porcentagem da perda do poder antitoxico:

2° — em cerca de 62% das partidas, essa perda ndo tinha siquer chegado a
50%, havendo attingido ou ultrapassado esse limite em apenas 38% dos casos;

3.° — parece nio haver perda progressiva do poder antitoxico em resultado
do envelhecimento; a inactivagio occorre apparentemente nos primeiros tempos,
ficando depois o producto mais ou menos estabilizado;

4° — o precipitado que se forma no seio do soro niao exerce influencia al-
guma, ou pelo menos apreciavel, sobre o poder antitoxico do mesmo;

5. — a concentragio parece niao exercer influencia sobre a duragio da acti-
vidade.

b) Verificagdes sobre a antsitoxina tetanica

No decurso de nossas pesquisas sobre a inactiva¢io da antitoxina diphterica
pelo envelhecimento, verificiamos que o precipitado que se forma nas empolas é
inteiramente inerte, nao exercendo, pois, qualquer influencia sobre a actividade
do producto. Por essa razio, resolvémos, de referencia 4 antitoxina tetanica, fa-
zer apenas o redoseamento do liquido tal qual se encontra nas empolas.

Guiados igualmente pelas indicages do comportamento da antitoxina diphte-
rica, fizemos com a tetanica apenas o redoseamento do poder antitoxico em relagio
a 40%, 509 e 809%, respectivamente, da actividade primitiva das partidas.

Nossos estudos no particular versaram sobre 7 amostras de antitoxina teta-
nica entregues ao consumo entre 1915 e 1926, tendo, portanto, envelhecido cerca
de 5 a 16 annos.

Technica — Na afericio do poder neutralizante empregamos o methodo nor-
te-americano, estabelecido por Anderson e Rosenau, utilizando-nos de toxina e
antitoxina padrdes fornecidas pelo Laboratorio de Hygiene de Washington. Cum-
pre-nos assignalar, a proposito, que esse processo tem sido o unico adoptado em
Butantan desde que foi aqui iniciado o preparo do soro antitetanico e que nio se-
guimos o novo padrio, ultimamente estabelecido pelo Comité de Hygiene das Na-
coes ¢ chamado de europeu ou mesmo internacional, cuja unidade é realmente me-
tade mais fraca do que a americana.

Os resultados de nossas verificagdes sobre a perda da actividade da toxina
tetanica estio condensados no quadro II.

11
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QUADRO II

REDOSEAMENTO DE ANTITOXINAS TETANICAS ANTIGAS

| |
Partida Qualidade - Distribuicio ALY Perda .;ﬁ“
primitiva presente |
: I
9 nio concentrada = 20-IX-1915 | 1000 uw.a. 400 n.a. | 60% =
25 = x | 16-IV-1917 | 500 " 300 " | 40% 5.60
) concentrada 11-I1-1918 | 2000 ™ B0 ™ | 60% s
35 3 | 711918 | 2000 ¢ ] 1000 » | 30% —
i . | 20-IX-1923| 300 " 200 * | 33% -
9 - 19-X-1923 00 " | 200 " 50 % 5.45
123 = 24-IV-1926 = 300 " : 150 * | 50 % 4.80
Conclusoes

O redoseamento de antitoxinas tetanicas, entregues ao consumo ha cerca de
6 a 15 annos e devolvidas por suspeita de inactividade, revelou que:

1., — a perda do poder antitoxico attingiu apenas 33 a 40% em 2 das 7 par-
tidas examinadas, 509% em J outras, nio ultrapassando 60% nas 2 restantes;

2.° — a inactivacio nido depende do tempo de envelhecimento, pois ella oc-
corre nos primeiros annos, ficando depois a antitoxina mais ou menos estabili-
zada;

3. — a concentracio nio exerce influencia apreciavel sobre a duragio da
actividade.

c-e) Verificacies sobre os antivenenos: crotalico, bothropico ¢ ophidico

Para o exame da inactivagio dos antivenenos (soros antipeconhentos) langa-
mos mio de empolas correspondentes a 51 partidas distribuidas entre 1907 e
1925, cujo envelhecimento havia attingido entre 6 e 25 annos, ficando, dess’arts,

grandemente ampliadas as observagbes feitas a esse proposito por outros investi-
gadores.

Techmica. — Na determinagio da actividade dos antivenenos, os laboratorios
tém usado varios processos, baseados em principios os mais dispares, o que ¢ tal-
vez devido a enorme differenca observada, entre as especies de serpentes, nos com-
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plexos principios toxicos e antigenicos dos respectivos venenos. Encarados em
conjuncto, 0s principaes processos podem ser discriminados em: in witro, in vivo
e mixtos. _

O mais importante dos processos de determinagio in vifro é o de Calmette e
Massol (14), baseado no poder precipitante do soro anti-cobraico em relagio 4
peconha. Este processo € sujeito a resultados desencontrados, pelo que pouco
tem sido utilizado.

O principal methodo in wive, alidas baseado em idea de Lamb (13), é o de
Calmette (16), que consiste na determinacdo do poder preventivo exercido, sobre
coelhos de 2 kilos, pelo antiveneno especifico, em relagio a 1 mgr. do veneno da
cobra de capello, injectado por via subcutanea 2 horas mais tarde. Esse processo
ndo tem sido adoptado geralmente em relagio a outros antivenenos, porque apre-
senta grandes variagbes, alem de o poder preventivo nem sempre ser um bom
indice da actividade curativa.

O typo da technica mixta é a de Brazil (17), empregada ha mais de 25 annos
em Butantan e seguida neste trabalho. Consiste em: diluir com agua physiolo-
gica, em tubos separados, quantidades variaveis de veneno, até completar 1 cc.;
juntar em cada tubo 1 cc. do soro a determinar e incubar a mistura a 37°C duran-
te 30 minutos a 60 minutos; injectar entio cada dose na veia axillar de um pombo
(300 grs. de peso medio), sendo o resultado indicado pela sobrevivencia do ani-
mal. Desconhecendo provavelmente esses trabalhos feitos e publicados no Brasil,
Anderson (18), em data recente, acaba de descrever e Maitra e Mallick, de
adoptar (19), como sendo original, esse mesmo methodo no estalonamento de
antiveneno anti-viperico da India.

E' bem verdade que Acton e Knowles (20), baseados em que a neutralizagio
do veneno por meio de mistura in vifro com o antiveneno correspondente, seguida
de sua inoculagio intra-venosa em pequenos animaes de laboratorio (coelhos no
caso em aprego), estia longe de indicar a potencia real de tal soro sob as condigoes
verificadas nas picadas, lembraram a conveniencia de fazerem-se taes determina-
goes em especies mais affins do homem, pelo que resolveram mais tarde (21)
fazer a verificagio do poder curativo do antiveneno em macacos, primeiro ino-
culados, por via hypodermica, com a pegonha em estudo.

Qutrosim, ndo é menos certo que, continuando o trabalho por um de ndés (A.
do A.) iniciado no Antivenin Institute of America, Githens e Butz (22) veri-
ficaram que certos venenos contém, alem de seus principios toxicos siderantes,
outras substancias dotadas do poder de fixar os anticorpos, embora incapazes
de matar os pombos rapidamente. Dessa verificagio decorreria, no opinar
destes investigadores, a necessidade de se usar, na afericio dos antivenenos, de
preferencia um methodo de leitura indirecta, baseado no estabelecimento pre-
vio do limite de morte (L.+) dos venenos correspondentes.

De outro lado, tendo em vista a desigualdade de comportamento dos varios
venenos quando introduzidos por via hematica, um de ndés (A. do A.) ja
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procurou aferir a actividade de antivenenos pelo poder curativo por elles exer-
cido por via subcutanea sobre camondongos previamente inoculados pela mesma
via com a pegonha correspondente. Todavia, esse processo, por ser bastante
delicado, ainda nio esta convenientemente estalonado, de sorte que resolvémos,
neste trabalho, recorrer a antiga technica de determinagio do poder neutrali-
zante em pombo, tanto mais quanto havia sido esta a usada em todas as deter-
minagbes feitas primitivamente sobre os que iamos redosear. Para esse fim,
empregamos o veneno de cascavel (C. ferrificus) na determinagio do poder
do soro anti-crotalico e da fracg¢io anti-crotalica do soro anti-ophidico e o de
jararaca (B. jararcca) no caso do soro anti-bothropico e da fracgio bothropica
no soro anti-ophidico, preferindo sempre, em virtude das conhecidas variagdes
da actividade toxica das peconhas, amostras de veneno que no particular se
approximassem dos chamados padrdes: DML = O mgr. 001 no da cascavel e
O mgr. 02 no da jararaca, para o pombo, por via venosa.

Os resultados de nossas verificacies estio resumidos nos quadros III,
IVelV.

QUADRO 111
Potencia em mgr. por cc.
Partida Qualidade Distribuigio | oAt Perda ph
- N actual
primitiva | presente
| | r

23 | nio concentrado | 17-VII-1909 19, M. s 60 % —
3 pe » | 15-VII-1911 | 05 : 0,2 60 % 7.98
34 = " 29-1X-1911 18 | 0,95 47,3 % 7.78
4 - - 31-VII-1913 | 18 | 1,0 4.5 % ==
47 e - 3-V-1914 | 14 0,7 50 % 8.02
53 5 - 20-111-1915 1,6 09 439 % 7.28
59 “ - 13-VII-1916 | 1.2 0,5 584 % 8.08
61 " " 22-1X-1916 | 0,9 0.4 56 % 7.72
63 concentrado | 26-XII-1916 | 1,8 | 1,1 38,9 % —
67 nio concentrado | 2-IV-1917 1,0 0,6 40 % 7.86
68 » je | 22-VI-1917 | 0,9 0,4 56 % 7.98
88 concentrado | 7-1-1922 | 0,8 0,6 25 % —
92 ” | 1811923| 08 0,4 0% | &7
104 - . 24-X-1921 | 1,0 0,8 20 % 5.15
107 Y - 27-111-1925 | 09 0,7 23 % e
111 " u 11-1-1926 1,2 0,9 5 % -

—_— — . . s
— —r— e e — o =

17




338 Memorias do Institulo Butantan — Tomo VII
QUADRO IV
REDOSEAMENTO DE ANTIVENENOS BOTHROPICOS ANTIGOS
a. Antivenenos bolhropicos monovalentes: contra Bothreps jararaca.
e e Te et WL : Potencia em mE_l = sside -_-i_ =
Partida Qualidade | Distribuigio | POy o Rania s | Notas
:primithn presente | I -
i |
1 | niio concentrado|  29-XI-1920 | 16 14 | 12% |
2 »”» - 11-XI11-1920 | 1,6 13 19 %
1 " o | 12-VII-1921 | 24 12 50 % Em 1926 havia
i | Ja perdido 33%.
4 - " 1 12-VII-1921 | 2.4 15 o | " » »
5 s s | 13-VII-1921 | 14 ]," 42 % | i owe "= s
6 | » = [ aerxaen | 23 1,4 % | Em 1916 havia

ja perdido 36%.

b. Antivenenos bothropicos polyvalentes: conlra B. jararaca, B. atrox, B.

alternata, B. neuwiedii, B. cotiara ¢ B. itapetiningae.

jararacussu,

Lt 88Y

45
47

a8
96
100
112

| niio concentrado

L] e
L2 4]
LE] L4 ]
L] L5 ]
Ll "
L1 ] "
e e ]

w wE

mixto

: nao concentrado

concentrado
-

|

13-V-1911
15-111-1912
4-XI1-1312
29-1V-1912
§-VI1II-1913
3-11-1915
8-1X-1915
18-X1-1915
22-111-1916
J0-1X-1916

23-X-1917
4-X11-1922
24-1V-1923
9-X1-1925

3,0 15
2,7 2,1
1,4 1,2
2,0 15
[ aa. P10
20 | 14
20 | 12
B g ke
e R A |
13 | 68
|
|
Ja 1,0
s T 1.2
| 20 1,2
22 18 |

|
o0 % |

22 %
14 %
25 %
o %
30 %
40 %
33 %e
39 %
56 %o

33 %
2 %
40 %
18 %

1.97

7.59

6.89
6.8€

7.67 |

Mistura
soro pseundo-
globulina.

i

Il
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QUADRO ¥V

REDOSEAMENTO DE ANTIVENENOS OPHIDICOS ANTIGOS

339

Antiveneno polyvalente contra Crotalus terrificus — Bothrops jararaca, B. atrox.
B. jararacussu, B. alternata, B. neuwiedii, B. cotiara e B. itapetiningae ¢ cuja activi-
dade antitoxica ¢ expressa em relagio aos venenos de C. terrificus B. jararaca.

Partida Qualidade Distribuicio o D Sk B 375 /=
primitiva I presente pctan
. ! [ |
22 | nio concentrado | 26-VIII-1907 | 03x08 01509 | 50 x33% | 7.72
41 » "  30-VI-1908| 03x13 | 0125x08 | 538x38%  —
75 " " | 5-X-1910] 03x%12 | 515x11 | 80x 8% | —
91 - " bO7-X-1911) 035x27 | 015%1,8 | 51x33% | 8.02
108 " » | 11-XI1I-1912 | 03 x 2.4 02%16 | 33%x33%| 8.10
117 » » | 16-VIII-1913 ' 0,5 % 2,0 02513 | 50x33%| —
136 " " | 18-IV-1914 04 % 1.8 022%09 | 453%50%| —
145 Ii o " 13-111-1915 . 04,% 2.0 024 %13 | 40x35%| —
165 | ” o 30-111-1916, 03 x14 | 009X 05 | 70 x64% | 7.42
166 - ” 31-111-1916 0,3 % 1.0 0,11 X 06 | 63 % 40% | 8.13
169 - " 5-VI-1916 02 x 14 011 %05 | 45%64%| —
187 - . 19-VII-1917 | 1.2 x 24 09186 | B5x33%| —
197 » " 25-V-1918| 04 X114 | >02x08 50 x 43% | 7.
233 | concentrado 6-VI-1922 04 % 1,1 > 0,2 x 0,8 [{r:'rﬂ X 2% —

Conclusées — O redoseamento de antivenenos entregues ao consumo ha cerca
de 6 a 25 anos, isto é, entre 1907 e 1925, revelou que:

a) em relagio ao antiveneno crotalico,

1°

3.°

a perda do poder antivenenoso attingiu ou foi inierior a 50 % em
12 das 16 partidas examinadas (75 90), tendo oscillado entre 56 a
60 % mnas 4 restantes:

a inactivagio parece nio estar ligada directamente ao tempo de en-
velhecimento, pois occorre desde os primeiros annos, parecendo
estacionar logo depois;

a concentra¢io nio exerce influencia apreciavel sobre a duragio da
actividade.

b) em relagio ao antiveneno bothropico,
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1" a perda do poder antivenenoso attingiu ou foi inferior a 33 % em
10 das 20 partidas examinadas (50 %), oscillando entre 36 e 50 %
em 8 (40 %);

2° a inactivacio parece nio estar ligada directamente ao tempo de en-
velhecimento, pois occorre desde os primeiros annos, parecendo es-
tacionar logo depois;

3° a concentracio nao exerce influencia apreciavel sobre a duragio da
actividade.
c¢) em relagio ao antiveneno ophidico,

1° a perda do poder anticrotalico attingiu ou foi inferior a 50 % em
10 das partidas examinadas (72 %), tendo variado entre 51 e 70 %
nas 4 restantes (28 %) ; a perda do poder antibothropico nas mes-
mas empolas oscillou entre 8 ¢ 50 9% em 12 partidas (85,6 %), ha-
vendo sido de 64 % nas 2 restantes (14,4 %) ;

2° o poder anticrotalico (anti-neurotoxico) soffre relativamente com
maior frequencia a inactivagio do que o antibothropico (anti-cyto-
Iytico) ;

3. a inactivagio parece nio estar ligada directamente ao tempo de en-
velhecimento, pois occorre desde os primeiros annos, parecendo es-
tacionar logo depois.

CONCLUSOES FINAES

1. O precipitado que se forma no secio das antitoxinas e antivenenos e
constituido por pseudo-globulina, parece nio exercer influencia alguma, ou pelo
menos apreciavel, sobre a actividade dos mesmos.

2. A refinagio dos plasmas por precipitagio fraccionadas das globulinas
e a concentracio de ides hydrogenio representada pelo pH encontrado no con-
teudo das empolas tambem ndo parecem influenciar a inactivagio, mesmo depois
de um longo periodo de envelhecimento dos productos.

3. O envelhecimento nio é causa apparente da inactivagio, a qual occorre
nos primeiros tempos, parecendo depois ficar estacionaria.

4. [Essa inactivagio apenas attinge, mesmo dentro de 25 annos, 50 9% do
valor primitivo, chegando raramente a 60 9% (muito excepcionalmente, a 70 %),
nio havendo, portanto, razio absoluta para devolugio das empolas por parte
dos consumidores aos laboratorios productores que, em via de regra, ao indi-
carem a actividade de seus productos, deixam uma razoavel margem para ga-
rantia de seu emprego por longo tempo.
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ABSTRACT

In the retitration of many samples of antitoxins and antivenins that had
aged for a period sometimes as long as 25 years under ordinary conditions,
without special preservation precautions, in the consumers’ hands, many inter-
esting facts have been disclosed. These may be briefly summarized as follows:

1. The precipitate formed with the aging of antitoxins and antivenins and
represented by pseudoglobulin seems not to exert any marked influence upon
their activity.

2. Neither the method of refination or concentration by fractionated
precipitation of globulins as employed at the Instituto Butantan in its routine
work since 1917, nor their final hydrogen ion concentration (pH) seems to con-
tribute towards their inactivation even after a long aging as proved by the

retesting of samples of batches concentrated as early as 1916 at the Instituto
Butantan.

3. Aging itself probably is not the cause of their inactivation as this
occurs during the years following their distribution, becoming more or less
stabilized afterwards. Their inactivation at first may reach 50 % of their
primitive titer of which the loss seldom represents 60 9% (exceptionally 70 %)
even after 25 years of aging.

5. Therefore, there is no definite reason for aged antitoxins and antive-
nins to be entirely discarded from consumption in as much as virtually all
producing laboratories leave a margin of safety in the titer borne on the label
of the ampules of each batch they prepare.
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