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CONCENTRACAO, PURIFICACAO E CONTROLE FISICO-QUIMICO
DOS SOROS ANTITOXICOS E ANTIPECONHENTOS

rokR GUNTER HOXTER & DORIVAL DECOUSSAU

(Da Secgdo de Concentragdn de Soros do Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brasil)

INTRODUCAO

Desde o comego da soroterapia estudaram-se os meios para a purificagdo
e concentracio dos soros terapéuticos. As pesquisas neste sentido foram
motivadas pelo desejo de se obter os principios curativos, com o menor teor
possivel de substincias inertes, ¢ aumento de elemento especifico, adquirindo
assim efeito terapéutico superior. Procurava-se, com a purificagio destes pro-
dutos, baixar a percentagem de certos sintomas, tio desagradaveis, conhecidos
por doenca do soro, tio frequente com a aplicagio de soros impuros. Era
ainda objetivo da purificagio, elevar o efeito terapéutico do soro (1). Enquan-
to a concentragio de um soro eleva-lhe a dosagem especifica, a purificagio
o expurga de todas as substancias desprovidas de valor curativo.

O soro antitoxico é uma solugio estivel de proteinas que neutralizam a
acio destruidora das toxinas microbianas e das fitotoxinas. As proteinas do
soro antipeconhento neutralizam as pegonhas de animais venenosos. As pro-
teinas neutralizantes especificas sio produzidas no organismo animal depois
da injecio da toxina ou do veneno correspondente. Tais substincias provo-
cadoras da formagio de anticorpos produzem estimulos bem especificos; o anti-
corpo geralmente sé neutraliza aquele antigeno que provocou a sua formagio.
Os anticorpos encontram-se nas proteinas plasmdticas e sdo preparados partin-
do-se do sangue de animais imunizados. O valor neutralizante é dado em uni-
dades por ml para os soros antitoxicos, e em mg de veneno neutralizado para
0s soros antipegonhentos.

Os processos que tém sido usados para éste fim baseiam-se em principios
fisico-quimicos de fraccionamento de uma mistura cujas partes mostram dife-
rengas de solubilidade, de precipitabilidade, de ponto iso-elétrico, de velocidade
eletroforética, de resisténcia a desnaturacio por agentes quimicos ou fisicos, de
liotropia, de estabilidade termondinamica, ou de comportameato em presenca da
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acao de agentes proteoliticos. Estas diferencas dependem da estrutura e do
tamanho da molécula. A composi¢io quimica das fraghes proteicas do plasma
sanguineo é bem semelhante em todas, mas o tamanho molecular wvaria, ‘sendo
as maiores moléculas menos soliiveis, mais precipitaveis e mais facilmente desna-
turaveis que as menores.

A divisao classica reconhecia — A base de diferencas de solubilidade — a
presenca, no plasma, das seguintes fragGes proteicas: fibrinogénio, euglobulina,
pseudoglobulina, e serina ou albumina do soro. Por estudos electroforéticos
sabemos entretanto, que esta classificacio semi-empirica € melhor substituida
pela divisdo electroforética, do plasma normal: y — globulina, fibrinogenio, B
— globulina, a globulina, e albumina. No plasma de cavalos imunizados, os
anticorpos aparecem na fragdo da y — globulina, ou como uma nova iragao
entre a B — globulina e a y — globulina. N#o ha paralelismo entre a preci-
pitacio salina e a separacio electroforética. A primeira depende da relagio
entre a liotropia da proteina e a liotropia do ion precipitante, enquanto que a
velocidade electroforética depende da carga da proteina e de sua difusibilidade.
A carga externa da proteina é minima ou praticamente nula no ponto iso-elétrico,
crescendo com o afasta:ﬁentn daquele ponto. Abaixo do ponto iso-elétricto (lado
acido) a proteina tem carga positiva, acima déle predomina a carga negativa.
Como todas as fragdes electroforéticas do plasma tém pontos isoeléctricos dife-
rentes, o processo ideal para a obtencio do anticorpo puro, tal como ele existe
no plasma do animal imunizado, seria a electroforese do plasma num pH bem
afastado do ponto iso-eléctrico, mas dentro dos limites de estabilidade do anti-
corpo. Preparamos virias partidas de anticorpos electroforéticamente puros,
mas ainda existem dificuldades técnicas para a aplicagio do processo em escala
industrial.

A molécula proteica que constitui o anticorpo pode entio ser separada da
mistura plasmatica pela electroforese ou pelos processos classicos de precipi-
tagio. O mais comum entre éstes 1ltimos emprega o sulfato de amonio que
na concentracio de 1690 precipita fibrinogénio, euglobulina e uma parte inativa
da pseudoglobulina, transformada por aquecimento a 60." C. No filtrado desta
primeira precipitacdo passam a albumina e a pseudoglobulina antitéxica, a tiltima
sendo precipitada por uma concentragio de 26% de sulfato de amonio. Sepa-
rando o sulfato de amonio por didlise, a pseudoglobulina entra em solugao,
juntamente com um complexo lipo-proteico que se torna insoluvel com o tempo
ou pode ser retirado por uma precipitagio iso-eléctrica, pelo ajustamento do
pH num meio isento de sais, para o ponto iso-eleéctrico do complexo lipo-proteico
(2). A concentragio final destas solugdes de pseudoglobulina pode ser aumen-
tada por ultrafiltracio ou, com maior facilidade, pela crioconcentragio que
consiste no degélo fracionado da solugio congelada. Nos soros assim puri-
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ficados pela precipitagio com sulfato de aménio, sdmente 20% das proteinas
sio anticorpos, sendo o resto impurezas de pseudoglobulina inativa que tem
o mesmo grau de dispersio e a mesma liotropia que os anticorpos e porisso
precipitam em conjunto.

Fermentos proteoliticos desdobram a molécula antitéxica em duas fracGes
de tamanho quase igual, uma delas contendo toda a atividade antitoéxica da mo-
lécula original. Estas fragdes ainda podem ser termo-desnaturadas, sendo a
fracdo antitoxica mais estavel. Utilizando éstes principios, Pope (3) elaborou
um processo de purificagdo que consiste em:

1. Desdobramento com pepsina, da molécula antitéxica em duas fragdes;

2. Desnaturagio térmica em presenga de sais e desnaturantes quimicos
para precipitar a proteina nio-antitoxica, deixando a proteina antitéxica mo-
dificada em solugdo. Os anticorpos preparados por éste processo sio mais puros
que a pseudoglobulina antitéxica preparada pelo sulfato de amonio, éles tém
peéso molecular menor, sdo mais assimilaveis pelo organismo humano e produzem
menos reagoes séricas em virtude da modificagio radical da molécula original.
Adotamos o processo de Pope no Instituto Butantan desde agosto de 1947 para
a purificagio dos seguintes soros: soro antidiftérico, tetdnico, crotilico, histo-
litico, oedematiens, perfringens, vibriio séptico. Estamos estudando as condi-
¢Oes para aplicar éste processo, também aos outros soros (botrdpico, escorpidnico,
ctenico, licésico) que ainda estdo sendo purificados pela precipitagio com sulfato
de amonio, segundo o processo “Standard Methods” com pequenas modifica-
¢oes, usando p. ex. sulfato de amonio s6lido no lugar da solugio saturada.

TECNICA
1.2 fase: Mistura dos plasmas ¢ diluicdo

Os p.asmas citratados e fenicados (0, 49%) de varios cavalos sio mistu-
rados até dar um volume total de 50 litros. (Todas as medidas do vasilhame
usado sao conferidas préviamente pelo processo abaixo indicado). Se os
plasmas nio estiverem limpidos, éles devem ser passados através de uma ca-
mada de gaze para eliminar os grumos de proteina desnmaturada. Juntam-se
90 litros de dgua da torneira, aquecendo a mistura a 30° por meio de vapor
que passa na parede dupla de um caldeirio de ago inoxidivel, de capacidade
de 400 itros, munido de um agitador eléctrico e de 2 tubos para introduciio
dos electrodios externos de um potenciometro e dos termo-elementos de um
registrador automatico de temperatura. A diluigio com agua diminui o teor
proteico (ue depois da 2.* fase, onde o volume tota! atinge 150 litros, cai para
menos de 3%.
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2.2 fase: Ajustamento do pH a adigdo de pepsina

O plasma diluido é acidulado, com acido cloridrico diluido ao meio, até
um pH entre 3,5 e 40. Juntam-se 250 g de pepsina 1:10.000 (5 g por litro
de plasma) dissolvidos em 9 litros de agua, baixando o pH logo em seguida
para 320 pela adigio de mais um pouco de acido cloridrico. Observa-se
que a turvagdo inicial da mistura vai desaparecer quando o pH se aproxima
de 3.2 indicando assim, de uma maneira grosseira, a zona otima para a atuacio
da pepsina, que consiste na destruigio da albumina e modificagio das globulinas
2e e do anticorpo, deixando a y — globulina e o fibrinogénio intactos. O
vclume total da mistura é completado para 150 litros com dgua de torneira,
conservando a mistura a 30" com agitagio constante, durante 30 minutos, a
contar do momento da adigio da pepsina.

3.2 fase: Reajustamento do pH ¢ adicio de sulfato e toluol

Num estudo sobre a purificagio enzimatica dos soros, Harms (4) mos-
trou que o rendimento é maior com pH elevado e quantidade pequena de amé-
nio. O grau de dispersio do precipitado que se forma — e que consiste de
pepsina, fibrina, y — globulina, as fragbes termocoaguliveis da a ¢ g —
globulina, e do anticorpo — nio permite a filtragio acima de um pH de 4,3 e
com menos de 120 g de sulfato de amoénio por litro. Harms indica um limite de
130 g por litro, mas nds conseguimos filtragio rapida com quantidade menor.
Experiéncias realizadas com outros sulfatos — de sodio, potassio, litio, magné-
sio — demonstraram grandes vantagens do sulfato de amonio sobre os demais.
Por esta razio, também, substituimos a solugio de hidroxido de sédio a 40%
que Harms recomenda, elevando o pH para 4,30 com amoniaco concentrado
(249 ), depois da adicio de 18 kg de sulfato de amonio e 150 ml de toluol que
facilita a eliminagio de lipoides e precipitagio das proteinas inativas. O uso de
pirofosfato de sodio, que Harms junta nesta fase para evitar a formagao de
compostos coloridos do cresol e para elevar o pH, € considerado desnecessirio
por nos, pois ndo encontramos nas nossas misturas substincias catalisadoras
da oxidagio de grupos fendlicos nem ions de ferro; também, as proteinas for-
mam um sistema tampdo bastante eficiente e permitem atingir o pH 4,3 pela
adicio de amonia com relativa facilidade. O uso de sais tampoes (citratos,
fosfatos), em substituicio ao sulfato de amonio, ainda se encontra na fase
experimental,
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42 fase: Termo-desnaturacao ¢ filtragdo

Eleva-se a temperatura a 55° o mais rapidamente possivel para suster a
acio da pepsina cuja atividade proteolitica aumenta com a temperatura até 50°.
Com um volume inicial de 50 litros de plasma, conseguimos a elevagio da tempe-
ratura para 55.° em 4 minutos, mas com volumess maiores éste tempo aumenta, de-
terrmnando perda maior de antitoxina, razio pela qual estabelecemos, como
limite maximo 30 litros de plasma para o nosso aparelho. Conserva-se a tem-
peratura a 55" durante uma hora para desnaturar 70% da proteina original,
eliminando assim a y — globulina, a maior parte da a — globulina e as fra-
goes termolabeis da p — globulina e da globulina antitéxica- O precipitado é
separado por filtragio da mistura, resfriada a 45°, em caraougos de feltro,
deixando, apos 24 horas, um residuo bem ressecado e¢ dando um f{iltrado de

quase 145 litros que contem 50 — 60% das antitoxinas modificadas, além
de proteoses formadas pela agio da pepsina sobre albumina e a — globulina.

A lavagem do residuo nos carapugos nio compensa o trabalho dispendido, pois
a recuperagio de anticorpos extraidos foi sempre menor de 3% do total.

5% fase: Precipitagio da antitoxina modificada

No plasma original, toda a pseudoglobulina antitoxica é precipitavel por
uma concentragio de 250 g de sulfato de amoénio por litro, mas pelo trata-
mento com pepsina modificamos, além do tamanho molecular, também o grau
de dispersio do anticorpo que agora sO precipita totalmente com 340 g de
amonio por litro, as fragoes que precipitam entre 280 e 320 g sendo as mais
puras. Entretanto, deve-se limitar a concentragio final de sulfatos para evi-
tar a co-precipitagio das proteoses formadas pela agio da pepsina sobre a al-
bumina. Juntando 180 g de sulfato de amodnio por litro de filtrado da fase
anterior, obtem-se uma concentragio de mais ou menos 300 g por litro que é
suficiente para precipitar quase todo o anticorpo. A perda nesta fase é rela-
tivamente pequena (= 69%).

6.2 fase: Filtracdo ¢ secagem da antitoxina precipitada

Doze horas apds a precipitagio separa-se a maior parte do liquido por de-
canta¢io ou sifonagem, filtrando o residuo em papel de filtro Whatman No. 50,
de 50 cm de diametro. Este papel tem a vantagem de ser bem resistente, po-
dendo ser usado cérca de 20 vezes. A massa € retirada dos filtros com espatula
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de madeira, prefsrentemente canela e colocada em pano de brim, de malha bem
fechada, para segurar a proteina e deixar passar apenas o excesso de solucio de
sulfato de amonio e a humidade. O papel Whatman usado é lavado em agua
corrente até eliminagio dos sulfatos, deixando-o0 secar em temperatura ambiente
para nova utilizagio. Os panos com a massa permanecem 1 a 2 dias na tem-
peratura ambiente, colocando-os depois numa prensa hidraulica a 37° para retirar
0 resto do liquido.

7.3 fase: Diglise e ajustamento final

A massa prensada e bem séca ¢é a seguir fragmentada a mio, formando gru-
mos irregulares os quais se colocam no centro de uma folha de papel celofane.
Cada folha, com 400 g de massa, dobrada em forma de saco, cuja boca se
amarra, ¢ colocada em tanque de idgua corrente, refrigerada ou ndo, de tal modo
que somente o fundo do saco esteja em contato com a superficie de agua. A
didlise se processo até que uma amostra da agua, adicionada de solugio de clo-
reto de bario acidulada com acido cloridrico, dé apenas uma leve turvacio, o
que leva em média 6 dias. Neste tempo, a massa ensacada dissolve-se na igua
que penetrou pelos poros do papel celofane. Retira-se esta solugio de antitoxi-
na do tanque dialisador, mede-se o volume e junta-se 8 g por litro de cloreto de
sédio ¢ 20 m] por litro de uma suspensio de femol a 20%, em agua, dando
assim uma concentracio final de 0,4% de fenol. Acerta-se o pH para um valor
de 7,2 pela adigio de solugio de carbonato de soédio a 18,5%. Embora éste pH
nio seja o mais indicado para a conservagio do anticorpo, que € mais estivel num
pH mais baixo, nos preferimos deixar o soro em 7,2 para fins de estabilizacio
do estado coloidal; pois o soro terapeutico devia ter uma reagio na regiio do pH
fisiologico (7,4). Wadsworth na tltima edigio dos “Standard Methods™ (5)
recomenda uma outra fase suplementar de purificagio usando alumen para
adsorver mais algumas impurezas que possam existir no soro, mas verifi-
camos que éste procedimento nio contribui para aumentar a pureza e ¢é até
prejudicial, dando uma perda muito maior. O soro ajustado é diluido com
solucio fisiologica fenicada até o valor antitéxico ou antipegonhento desejado
e entio colocado numa camara fria a 4.°C, onde éle permanece durante 2-4
meses. Durante este tempo processa-se uma leve precipitagio e uma queda na
dosagem biologica até atingir um valor estivel. Além desse tempo de arma-
zenamento que serve para estabilizar o séro e garantir-lhe contra a perda de
atividade posterior a saida, damos ainda um excesso de 509% sobre a dosa-
gem indicada e uma garantia de 5 anos a partir da data de doseamento, pois,
0 anticorpor ¢ um dos poucos remédios onde nio se pode pecar por excesso.

0
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Depois de estabilizado, o soro ¢ submetido a um rigoroso controle fisico-
quimico e novo doseamento biologico. Apos a esterilizagio pon filtragem,
em vela e distribuigio na ampola, um servigo especializado de contrdle procede
ao exame final que consiste de 4 partes:

1. Verificagio da esterilidade por incubagio durante 14 dias em 3 meios
de cultura diferentes,

2. Verificacio da inocuidade por injecio em camundongos.

3. Verificagio comparativa da dosagem biolégica com padrdes interna-
cionais, ou, no caso das peconhas, com os padroes estabelecidos pela Secgio de
Venenos Animais do Instituto Butantan,

4. Verificagio dos caracteres fisico-quimicos,

Esta ultima parte consiste na determinagio de densidade, viscosidade, pH,
concentracio de fenol, concentragio de cloreto de sodio, pesquisa de sulfatos e
de metais pesados e da dosagem do teor proteico e do azoto nio-proteico.

Damos em seguida um resumo de virias técnicas que estio sendo usadas
no Instituto Butantan, durante o preparo de soros,

1) Afericio de vasilhames por processos quimicos: Encher o vasilhame com
dgua até um pouco abaixo da marca de volume, juntar uma certa quanti-
dade bem pesada de cloreto de sodio que ia dar uma concentragio de lg
por litro, completar o volume com agua até a marca ¢ dosar os cloretos em

10 ml da solucdo.
Clorcto posto x 10

Volume do vasilhame =
Cloteto encontrado nos 10 ml

2) Determinagdo da concentragdo de sulfatos duramte a purificagdo: Reati-
vo: Suspender 2 g de benzidina em 80 ml de adgua distilada, juntar 5
m| de acido cloridrico concentrado, completar o volume de 100 ml com
dgua distilada e juntar solugio de hidréxido de sédio a 409 até obter um
titulo acido de aproximadamente 0,2 normal, titulando contra hidroxido de
sodio decinormal, Filtrar. Técmica: Num balio volumétrico de 50 ml,
colocar uns 10 ml de agua e juntar 0,2 ml da solugio a dosar. Aquecer
um pouco, juntar 10 ml da solugio de benzidina, completar o volume de 50
ml com agua distilada e filtrar. Tirar 10 ml do filtrado limpido, juntar
algumas gotas do indicador de pirpura de bromocresol e titular contra
hidréxido de sédio decinormal.
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CALCULO: ;
NaOH para neutralizar 10 ml da sol. benzidina ...... A ml
i 5 # 30 :ml*do fhiltrado” S8e . k. % D ml
Peso equivalente do sulfato na solugdo ............... = A D

1
Sulfatos em g por litro = > (A—D) x P.E.

Sulfato de amonio em g por litro = (A—D) x 33
Grau de saturagio (Aproxim.) %6 = (A—D) x 6,6

3) Determinagio da densidade: E suficiente determinar éste valor a 20.° até
a 32 casa decimal por qualquer processo. Nos usamos a balanca de
Westphal ou um areometro sensivel, para volumes grandes, e a pesagem
direta de 2,00 ml, para pequenas quantidades. O teor proteico aproximado é
calculado pela féormula:

Proteina em % = 348 (densidade — 1,007).

Para soros com muita proteina recomenda-se a determinagio da densidade
na dilui¢io a 50% com solugio fisiologica.

4) Determinagao da viscosidade: Esta medida é de grande importincia indi-
cando a estabilidade do estado coidal das proteinas do soro. A determinagio
¢ feita no viscosimetro de Ostwald, dando o valor da viscosidade cinemitica.

5) Determinagio do pH: Um potenciometro Beckman com electrodios de
vidro e de calomelano é ajustado antes de cada determinagio com o seguinte
tampdo de fosfatos:

Solucio A= 9,078 g por litro de fosfato mono-potassico KH,PO,
Solugio B= 9,465 g por litro de fosfato di-sédico Na,HPO,
Misturando partes iguais destas solugdes — que podem ser conservadas sepa-
radamente na geladeira durante virios meses obtem-se um pH de 6,80 que
serve de ponto de referéncia para o pontenciometro,

6) Determinagio da concentragdo de fenol:

REATIVOS: a) Solugio decinormal de bromo: Dissolver exatamente

27837 g de bromato de potassio KBrO; ¢ 10 g de bro-
meto de potassio KBr em agua distilada e completar o
volume para 1000 ml.

b) Solugio decinormal de tiosulfato de sodio,

¢) Solugio de acido tricloracetico a 20%.,

d) Solugio de iodeto de potassio a 10%,

e) Acido cloridrico concentrado.

f) Solugio de amido.
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TECNICA: Diluir exatamente 2,00 ml de soro a dosar com uns 20 ml de
agua distilada, juntar 5 ml de acido tricloracético a 20%, ferver e filtrar. Lavar
o filtro com mais 5 ml de acido tricloracético, reunindo lavagem e filtrando num

frasco de 250 ml com rolha de esmeril. Juntar exatamente 10,00 ml da solugio
de bromo e 10 ml de acido cloridrico. Deixar num lugar escuro durante 30

minutos, juntar depois 15 ml da solugio de iodeto de potassio e titular contra
a solucio de tiosulfato de soédio, usando o indicador de amido.

CALCULO:

Fenol em g por litro = (10 — N) x 0,78

Tiosulfato de sodio gasto = N m]

7) Determinagao da concentracdo de cloretos: Misturar exatamente 5,00 ml
do soro a dosar com alcool a 90° G.L. até completar o volume de 50 ml num
balio volumétrico. Centrifugar a mistura durante 2 minutos. Tirar 10 ml
do sobrenadante limpido, juntar algumas gotas da solucgio de cromato de
potassio a 5% e titular contra a solugio decinormal de nitrato de prata.

Nitrato de prata gasto = N ml
Cloreto de sodio em g por litro = N x 5,85

8) Pesquisa de sulfatos e de metais pesados: Precipitando as proteinas com
acido tricloracético, como na determinacio do fenol, obtem-se um filtrado
que serve para pesquisa direta de sulfatos pelo cloreto de biario e de me-
tais pesados pelo sulfureto de sodio.

9) Doseamento do asoto: Determina-se o azoto total no Micro-Kjeldahl em
0,1 ml de soro, juntando 1 g de oxalato neutro de potassio ¢ 2,5 ml de
acido sulfurico concentrado para transformar o azoto em sulfato de amo-
nio. A distilagio é feita com adigio de 15 ml de solugio de hidroxido de
sodio a 40%, recebendo o distilado em 20 ml de uma solugio de acido bo-
rico a 29% que contém algumas gotas do indicador de vermelho metila.
O borato de amonio formado é titulado contra acido sulfurico centinormal.

Para determinar o azoto nio-proteico, precipitam-se as proteinas com
acido tricloracético, dosando o azoto no filtrado pelo Micro-Kjeldahl. A
diferenca entre azoto total e azoto ndo-proteico di o azoto proteico que,
multiplicado pelo fator 6,25 indica o teor proteico do soro.

Estabelecemos os seguintes limites para os caracteres fisico-quimicos
dos nossos soros: (Valor miximo)
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Densidade s A0S el o S ke 1,045

Viscosidade cinematica a 20° ............... 4 centistokes

pHE 2. 200 (minimo / 0)) e oo s 7.8

Nenolafminimo 3erf1), g cie . Soo i e 5 g por litro

Cloreto de sédio (minimo 7,5 g/1) ........ B BT N

ST TV T et Do e R R i DR S g 020

Mottt e aos e L e 0,001

Sy T it Rt e T P S P L, G L 15%

Azoto nio-proteco .......... S e B o s 0,3%
DISCUSSAO

Os processos de purificagio baseiam-se nos seguintes fatos:

1) O anticorpo ¢ uma proteina nova que se forma no plasma no decur-
so da imunizagio. E estavel e conserva suas propriedades terapéuticas mesmo
quando separado de outras proteinas plasmaticas.

2) As fragbes proteicas do plasma sio corpos distintos, cada um com sua
composigio quimica, com seu ponto iso-elétrico, com sua solubilidade, e outras
propriedades fisico-quimicas bem definidas.

3) Os anticorpos dos plasmas ‘equinos (anti-diitéricos, tetanicos, histoliti-
cos, oedematiens, periringens, vibrido-sépticos, botropicos, crotilicos, elapidicos,
escorpionicos, licosicos, e cténico), encontram-se na fragio que precipita em con-
junto com a y € uma grande parte da p — globulina acima de uma concen-
tragio de 150 g por litro de sulfato de amonio.

4) Pelas precipitagbes com sulfato de amonio consegue-se isolar o anti-
corpo, contaminado pelas fragdes adjacentes de P ¢ y — globulina, mas relati-
vamente puro, sem modificar as suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas

5) Pela agio controlada de pepsina pode-se desdobrar a molécula do anti-
corpo, em duas fragbes diferentes, a maior das quais retém toda a atividade
terapéutica e é mais termo-estive]l que a menor.

O processo de Pope que se baseia nestes fatos, modifica completamente a
molécula do anticorpo, reduzindo-lhe o tamanho e 0 péso molecular pela meta-
de. A fragiio ativa tem mais valéncias secundirias que a outra fracio. Em
virtude disso ela retém quase 90% dos carbohidratos da molécula original, tor-
nando-a mais estivel e mais resistente contra a agdo litica da pepsina e a desna-
turante do calor. De especial interesse sio as observagoes de Glenny e Llewel-
lyn-Jones (6) que verificaram que a molécula do anticorpo modificado pelo
processo de Pope é absorvida com maior rapidez e eliminada mais lentamente
que o anticorpo integral. A diminuigio do péso e do tamanho molecular faci-
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lita a absorgdo e a passagem do anticorpo pelos vasos, pois a sua contribuigiio
a viscosidade do sangue é menor. A menor velocidade de eliminacio, entretan-
to, ndo tem explicagio simples; proviavelmente hi um aumento das valéncias se-
cundiarias da molécula modificada que desta maneira se liga com maior forca
aos tecidos ou a outras substincias do sangue que dificultam a eliminagio. Ou-
tra vantagem terapéutica do anticorpo modificado é a eliminagio parcial da es-
pecificidade do animal produtor dos anticorpos. Quando separado das outras
fragbes proteicas pelo sulfato de aménio, o anticorpo ainda conserva todas as
caracteristicas das proteinas do cavalo e pode provocar reacdes em pessoas sen-
siveis a estas proteinas. O tratamento pelo processo de Pope provoca uma mo-
dificagio da molécula, destruindo quase totalmente as caracteristicas da espécie
equina. Temos assim quatro grandes vantagens do anticorpo modificado sébre
0 anticorpo comum :

a) Absorc¢io mais rapida;

b) Eliminagio mais lenta: .

c) Menor incidéncia de sintomas de doenca de soro:

d) Possibilidade de administrar em volume menor de séro, maior quanti-
dade de anticorpo, pois a diminuigio do péso molecular (na difteria: de ....
184.000 para 98.000) e o consequente enriquecimento em unidades por grama
de proteina permitem atingir uma dosagem mais elevada. O tratamento pela
pepsina, também, diminui a assimetria da molécula do anticorpo; na difteria,
a relagio entre o eixo maior € 0 menor, que, no anticorpo nio modificado é
de 7,0 passa a ser de 3,3. Isto significa sensive] diminuicio da viscosidade das
solugbes antitoxicas, facilitando a administracio ¢ a absorcio. Fizemos a ob-
servagiao que o anticorpo anidro, obtido por liofilizagio da solucio aquosa con-
gelada, dissolve-se na dgua quase sem discontinuidade de fase entre o solvente,
a solugdo saturada e o sodlido.

As vantagens apontadas compensam perfeitamente as perdas relativamente
clevadas que os anticorpos sofrem, quando tratados pelo processo Pope: jus-
tifica-se plenamente essa perda, pois os resultados qualitativos da purificagio,
mais importantes que o rendimento quantitativo, cabem no plano estabe’ecido
pelo Instituto Butantan que se bate principalmente pela qualidade do produto.
Nio poupamos esforgos para reduzir as perdas e conseguimos verificar que o
processo de Pope rende pouco, quando aplicado a plasmas de cavalos recem-
-imunizados, melhorando considerivelmente no decurso da imunizacio. Esta
observa¢iio encontra apoio nos seguintes fatos: Na imunizacio ha inicialmente
um aumento da y — globulina, com formagio d= um anticorpo muito avido
mas de pequena estabilidade. Depois de um certo tempo de imunizagio, e na
remmunizagio, forma-se um novo anticorpo que pelas caracteristicas estd mais
proximo da p — globulina, apresentando, porém, péso molecular mais e'evado,
Este dltimo anticorpo (@s vezes também chamado “fragio T") é mais estavel,
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entretanto menos resistente 4 agio da pepsina e porisso pode ser desdobrado
com maior facilidade para fornecer o anticorpo modificado.

Plasma de animal nao-imunizado
albumina a-globulina p-globulina y-globulina

Plasma de amimal recém-imunizado
albumina a-globulina B-globulina anticorpo + v

Plasma de animal imunizado

albumina a-globulina f-globulina anticorpo y-glob.
Plasma de animal hiper-imunizado

albumina a-globulina f§ 4 anticorpo v-globulina

A pepsina desdobra estas fragdes nma ordem indicada, da esquerda para &
direita, comecando pela albumina e terminando com a y-globulina que é mais
resistente. A cisio da molécula do anticorpo pelo processo de Pope produz
um novo anticorpo que pelas caracteristicas electroforeticas aproxima-se mais
da y-giobulina e adquire maior resisténcia contra a agio da pepsina. (Isso ex-
plica talvez a eliminagio mais lenta quando injetada em outro animal, quando
pensamos no papel das enzimas proteoliticas do organismo que tem de destruir
a molécula proteica para que ela seja eliminada pelos rins). Também outros
autores (7) verificaram que o primeiro passo na digestio é o desaparecimen-
to da albumina e a substituicio da fragio “T" por uma nova componente ¥.
Continuando a digestio, a nova y permanece inalterada, mas as outras fragoes
electroforéticas desaparecem.

RESULTADOS

Na tabela que segue reunimos os resultados obtidos no servigo de concen-
tracio e purificagio de soros durante os primeiros 10 meses do ano de 1948.
Indicamos a espécie de plasma, o volume tota] de plasma de cada espécie que
foi concentrado, o volume total de soro de cada especie obtida, a meédia das
dosagens, em unidades por grama de proteina para 0s soros antitoxicos, e em
miligramas de veneno neutralizado por grama de proteina para os soros anti-
peconhentos. Incluimos também os indices medios de purificagio que sio a
relagio entre a dosagem por grama de proteina antes e depois da purificagio,
e uma indicagdo aproximada do rendimento medio.
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Especie Proc. Plasma Soro Dosagem L. P, Rendimento
I 11 11T 4% Vv L | VIl
Diftérico v..eevevuen. Pope 2.750.000 217.300 60.000 5,2 43
Tethndco . cvvvvvennn Pope 34.500 45.850 38.000 4,3 32
Histolitieo ..cvvcecsss Pope 600 .000 2.200 35. 000G 6.0 45
Oedematiens ...... s T Pope 100, 000 8. 200 11.000 4.9 41
Perfringens ......... Pope 200 . 000 14.400 6.900 3.2 24
VIEEES oo i svvies wit v & Pope 100.000 6.000 10.009 4,0 30
Botrdpico ....... 5. Pope 4£50.000 31.100 S 3.0 21
Botropito ....eeeeees SulAm 400,000 £9.900 30 1.8 3l
Alternats ......ccuns SuAm 9.000 1.%00 27 1.1 24
AR Fiivoi vaadinns SuAm 24.000 2.600 12 2.3 29
COERrE inicansnsina SuAm 11.000 2.150 25 1,3 25
Insularis .....ccccee . SuAm 7.200 1.050 45 5.8 90
BT SuAm 8.300 1.200 16 1.7 31
Jararacucl ...cccnnee SulAm 10.100 1.800 9 1,4 32
Lachesis m. ......... SuAm 1.500 500 18 1.5 50
Crotdlico ...cocicsans Pope 600, 000 40.200 40 8.0 57
Crothlico ..cccavcsnne SulAm 200.000 42.400 18 24 57
EsCOrpionico ........ SuAm 59.200 7.650 37 1,8 20
MO | o ima s b SuAm 27.000 3.200 40 1,6 25
Yioksleos e cvssiat SuAm 19.000 4.750 400 1,4 24
I = Espécie do soro
. Pope — Protedlise
II = Processo usado para a purificacio: .
P P SuAm — Sulfato de aménio
III = Volume total de plasma em ml
IV = Volume total de séro obtido em ml
V = Dosagem em unidade por grama de proteina para os 6 primeiros
em mg de veneno neutralizado para os 11 seguintes
em doses minimas mortais para escorp. e cténico
em doses minimas necrosantes para licdsico
VI = Indice de purificacio
VII = Rendimento procentual

CONCLUSOES

1) O processo de Pope pode ser usado para a purificacio de plasmas equi-
nos, antitoxicos e antipeconhentos em geral, com reais vantagens.

2) Os plasmas de cavalos recém-imunizados dio um rendimento menor que
os de cavalos hiper-imunizados.

[

i

3) As vantagens do processo de Pope sobre os processos clissicos de sul-
fato de amonio sio manifestas pelas propriedades terapéuticas e fisico-quimicas
do anticorpo meodificado, que é de tamanho menor e quase totalmente despeci-

ficado.
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4) Um periodo de estabilizagio, antes da expedicio e saida do soro, o es-
tabelecimento de limites certeiros para as propriedades biologicas e fisico-quimi-
cas e um rigoroso controle final garantem a estabilidade e eficiéncia do soro.

RESUMO

Os autores estudam a concentracio e purificagio dos soros terapéuticos, a
partir do sangue de cavalos imunizados.

Eles mostram as vantagens do processo de proteolise segundo Pope sdbre
o processo classico de sulfato de amonio, dando detalhes da técnica usada no
Instituto Butantan.

Eles apontam, a necessidade de um controle rigoroso e indicam métodos
fisicos e quimicos que foram aplicados para este fim.

ABSTRACT

1) The Pope process may used for the purification of antitoxic and anti-
venomous horse plasma in general, with real advantages.

2) The plasma’ of freshly immunized horses yields less than that from
hyper-immunized animals.

3) The advantages of the Pope process over the classical ammonium sul-
fate process are evident from the therapeutic and physical-chemical properties
of the modified antibody which has a smaller size and lower molecular weight
and is nearly completely despeciated.

4) A period of stabilization, before the sending out of the serum, the
determination of fixed limits for the biologic and physical-chemica] properties
and a strict final control guarantes the stability and efficiency of the serum.

RESUME

Les auteurs décrivent leurs études sur la concentration et purification des
sérums thérapeutiques, procédant du sang de chevaux immunisés.

Ils démontrent les avantages du procés de protéolyse selon Pope sur le pro-
ces classic de sulfate dammonium, et donnent les détails de la technique em-
ployée dans I'Institut Butantan.

Ils affirment la nécessité d'un controle rigoreux et indiquent les méthodes
physiques et chimiques dont ils se sont servies pour ce fin.
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