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Em estreita correlacdo com o Servigo Nacional de Fisealizacio
da Medicina e o Servico de Fiscalizacdo do Exercicio Profissional
de S&o Paulo, foram realizadas pelo Instituto Butantd e pelo Ins-
titute Adolfo Lutz, investigactes sbbre o conteudo de antifoxinag
dos varios sores antigangrenosos, encontrados a venda no mercado
brasileiro.

Em oufres paises tem gido realizados inguéritos semelhanties
a¢ que acabamos. de realizar,

Assim Henry verificou o poder antitdxico dos soros antigan-
grenosos empregados na guerra de 1914 a 1918, Os soros alemaes
foram pela primeira vez dosados pelos Alados em outubro de 1917.
Havia grande espectativa poig haviam sido preparados com um ba-
¢ilo novo ainda ndo conhecido dog Aliados. Porém os resultades
foram desapontadores. Menry '’ escreven “It iz now certain that
Conradi and Bieling, Aschoff were dealing with mixed cultures
in the belief that they were pure, and that these mixed clearly
definid in the literature published by Allied investigators.” A
quantidade de Welchil era apenas 1/5 a 1/10 da quantidade neces-
siria para oblier a completa neutralizacio de uma dose letal de cul-
tura pura. Os soros de Hoechst e de Gauss eram muito fracos, e o
sbro do Instifuto Bhering eram um pouce mais forte, econtinha quan-
tidade moderada de antitoxina V. septique, sendo nobre de antito-
xina Welchii e destituido de antitoxina oedematiens., Qs soros ingle-
ses eram bam mals fortes do que os soros alemfes, porém o que
melhor dosou fol o séro preparado por Weimberg, no Instituto Pas-
teur de Paris.

Prigge ¥ por ordem do Ministerio da Guerra do Reich, reali-
zou extensas investigactes sObre o efeito do séro antigangreneoso
e o sen contettdo em antitoxinas. Examinon também outros soros
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expostos 4 venda no coméreio e aplicados na ferapéutica e na pro-
filaxia da gangrena humana e da perifonite.

Prigege verificou que varios dos soros examinados nfc conti-
nham antitoxina alguma, nem econtrs a toxina no principal sgente
causador da gangrena gasosa, o Cl. welehii. "Tais verificacOes
vieram demonstrar porgue ndo havia sido possivel formar uma
opinifo realmente positiva sdbre o valor terapéutico do s6ro anti-
SANZFENoso.

As falhas no preparo ¢ na dosificaco dos soros anfigangre-
nosos nao decorrem da ausénecia de padrbes para a sua aferico,
pois, eonforme se pode 18r no trabalho que um de néds publicou com
Rivarola ¢ desde 1930, a Comissho Permanente de Padronizacio
Bioldgica da Organizacio de Higiene da Liga das Nacdes, tendo
em conta ag recomendacdes da Conferéncia sébre Padronizacdce de
Franefort (1928), resolvera estabelecer e recomendar um padrio
¢ uma unidade internacional para o sbro antiwelchii,

Posteriormente foram estabelecidos os padrdes e as unidades
para o sdro antivibriio séptieo (1835), para o sbro antinovyi
{1935) e para o sbro antihistolitico (1936).

Os processos estabelecidos pela Liga das Nagles foram adota-
dos oficialmente por quase todos og palses, porém as dificuldades
téenicas gue essas dosagens aecarrvetam constitusm até o prezente
um obstdculo a sua introducio na pratica rotineira dos laboraté-
rios produtores.

As consultas que recebemos sébre os processos de dosagem e
a interpretaciio dos resultades obtidos na avaliaco do poder anti-
téxico dos soros antigangrencsos, teem evidenciado o desconheci-
mento das téenicas oficialments recomendadas, o que i4 levou um
de nés a publicar com Rodrigues!s, uma nota a 8sse respeito.

Constituem motive de fathas no preparo e na dosagem das
toxinas: o emprégo de meios de cultive inadequades, como por
exemplo, os meios ricos de glicose para a obtencfo das toxinas do
Cl. welehii ¢ do ¢l mevyl; o uso de amostras ndo toxigenas; o
tempo de crescimento demasiado cuarto ou muito prolongado, a fil-
tracio inadequada das toxinas; a conservaciio em temperatura nio
favoravel; a estocagem em vidros clares; a falia de protecio con-
tra a oxidacZo; o emprégo de liguidos de diluicio com pH néo
acertado: o borbulhamento de ar ne momento da diluiclo, p. ex.,
da toxina tetinica. A demora em inocular as misturas diluidas e
nio conservadas ao abrigo da luz; o uso de animals hibridos ou
sem ter o peso padrfo p. ex. no caso do télano; ¢ mau ambienta



CONTEUDO DE ANTITOXINA DO SOR0O ANTIGANGRENOSO 355

de conservacfio dos animais de prova, nfio aquecidos a 385°C,
p. ex,, para 08 camondongos, 880 outras tantas caunsas de érro nas
dosagens das toxinas. O emprégo de solufo fisioldgico feito com
cloreto de s6dic impuro ou nédo fundido préviamente; a falta de
pipetas certificadas; o uso de padrdes mal conservados; o fend-
mene de Danicz pela falha na perfeita mistura toxina-antifoxina;
& deficiéneia no tempo de contato para neutralizacfio toxina-anti-
toxina; a desinfecfo da pele pela tintura de i6do, antes das ino-
culagbes dos solutes em prova p. ex, no iétano; o refluxe do li-
guido, ou a penetracio de minimas guantidades da mistura no
interior da aponevrose retardando a absorclo e modificando in-
telramente o8 resultados p, ex., no soro antinovyl, o uzo de séries
peguenas de animais, ou de animais muito hibridos, sdo também
falhas que, em geral, nfo sendo evitadas, ccasicnam erros nas do-
sagens dos sores antianaerdbios.

O emprégo de toxinas nfo eguivalentes acarretam resuliados
duvidosos nas dosagens, nio dando titules reais e sim titulos apa-
rentes. Na dosagem do sbre antiwelchil, o teor muito elevado de
toxina “alfa” em relacfio ao teor da ftoxina “beta”, causa dificul-
dade nas dosagens dos soros antigangrencsos. Em seus trabalhos
Stewart e Clampit (ref. Bengtson?) Weimberg e Guillaumie?® Ypsen,
Liewellyn-Smith ¢ Sordelli*! vassasram em revista varizs das cau-
sas que podem influir na dosagem dos soros antiperfringes.

O processo rotineiro, comumente usado na afericio dos titulos
dos soros, é determinar qual a quantidade de séro suficiente para
proteger animais de prova contra intoxicaclo letal por uma dosa
e prova da toxina padr8o {seja a tesi-dose no sbro antigangre-
nogo seja o limite de morie no sdro antiteténico),

Comparando-se a aclo antitdxica exercida pelo séro em prova
com a acdo antitéxica exercida por um sdro padrao relativamente
a uma dose fixa de toxina préviamente padronisada, obtém-se o ti-
tulo do séro em prova.

Devido ac poder de reacdo dos virios animais de prova, em-
pregados nas dosagens, ser individualmente muito diverso, neces-
sdrio se tormaria empregar séries grandes de animais para poder
afastar oz resultados que nfo pudessem sor estatisticamente acei-
taveis. A regularidade nos resultados seria estabelecida pelo au-
‘mento proporcional da porcentagem de animais mortos com dilui-
€0 proporcionalmente maior do séro desde que nas dosagens dos
soros antigangrenosos se observa a lei das proporgdes multiplas.
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A sensibilidade do animal empregade como reativo, conforme
um de nds ji4 demonstrou com Von Ubish 7 guarda intima depen~
déncia com os caracteristicos raciais, eom as condicdes climdticas,
com as condicdes alimentares, com a idade € com o peso.

Esta iniﬁerdepeﬁdéneia torna féaeil compreender porque s6 com
o empréco de séries grandes de animais serd vpossivel afastar os
erros nos resultados, K dificil porém, dentro das finalidades pra-
ticas, nos exames habituais de rotina, empregar séries muito gran-
des de animais, O esgencial é verificar si o efeito protetor do
sbro em prova, é ou nio & comparavel ac efeito protetor do sbro
padrio mesmo com séries menores de animais, obedecendo o que
se estabelecen comeo principio geral da padronizacio bioldgica. A
andlizse dos resultados obtidos permite comparar si o sdro em prova
protegen um ndmero maior ou menor de animais em relacdo ao
niimero de animais protegidos pelo soro nadrfo. Tal comparacio
& impossivel quando todos of animais usados como tesiemunhas e
gue receberam doses de prova da texina padrio e do sbro padrio
morrem ou sobrevivem. Para que isto ndo ocorra necessaric se
torna usar varias séries de testemunhas, essas séries de testemu-
nhas sfo sempre ineculadag com guantidades de toxina superiores
e inferiores a dose fest ou ao limite de morte empregado nas do-
sagens. Assim & possivel obter resultados comparaveis e estafis.
ticamente aceitdvels e que se aproximando tanto quanto possivel
da realidade, podem fornecer informactes sdhre o valor terapéu-
tieo do sbro antigangrenoso.

As fécnicas empregadas em nossas investizacdes foram as re-
comendadas pela “Comissdo Permaenente de Padronizacio Biold-
gicn da Liga des Nogdes™, '

Durante o perfodo da guerra de 1989/1945, a Organizacio de
Higiene da Liga das Nacdes solicitou ao “Medicel Research Council”
que: se encarregasse do fornecimento dos padrdes internacionais
enguanto o “Staten Serum Institul” de Copenhague, nio pudesse
vir a fazé-lo novamente,

As verificacdes de Hartley e Evans? demonstraram que as
antitoxinas padrbdes inglesas poderiam ser enviadas aos Institutos
produtores de soros por Hampstead, e que essas antitoxinas padrfes
de Hampstead poderiam ser usadas exatamente como as recebidas
anteriormente de Copenhague e o valor em unidades internacio-
nais poderia ser mantido. Coloecando & disposicio dos interessa~
dos, durante a guerra, os soros padrfes antigangrenosecs, Hartley
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e Evans, escreviam que o8 padrdes britdnicos nido deveriam subs-
tituir os padrdes internacionais correspondentes de Copenhague.
Ficariam na posicio dos padrdes ingleses antidiftéricos e antite-
tdnicos de antes da guerra, cujas unidades sempre haviam sido
tituladas em relacio aos padrdes internacionais de Copenhague,

Como as antifoxinas podem apresentar propriedades anormais
Hartley e Evans envidaram esforcos afim de que os padrdes in-
gleses n&o fossem diferentes dos padrdes de Copenhague. Com a
terminacdo da guerra os padrdes internacionais de Copenhague
foram retomados sem maiores complicacdes.

A determinacfo do novo padrio inglés am relagBo ao padrio
internacional correspondente néc opresentou dificuldade. Esses pa-
drdes apresentam tddas as caracteristicas e tédas as propriedades
dos padrdes internacionais de Copenhague. Foi assim mantida a
anidade internacional tal como é aceita e definida.- Os novos pa-
dries ingleses, rigorosamente preparados em relacic ac padrao
internacional correspondente, permitiram obfer uma exatidio que
nie ulirapassa os limites dos errvos de titulagem.

Segundo Hartley e Evans: “Nous pouvons done en conciure
que la valeur de 'unité internationale a dans chagque cas ét4 main-
fenue®.

Durante a guerra os padrfes gangrenosos puderam ser for-
necidos também pelo “Nacional Institute of Health” de Washingion.
Terminada a guerra esses padrles estio sendo novamente fornepi-
dos por Copenhague,

Foi gracas aos padrdes gangrenosos ingleses e americanos que
durante todo o.pericdo de guerra puderam ser mantidas as
unidades internaclonais e respeitado o principio infernacional
da padronizacio blolégica, sendo mantidas as definicBes sbbre as
varias unidates:

a} vpara o Clostridium Welchii, unidade antitdxica, ¢ a ati-
vidade antitdéxica exercida por 0.322 mg da antitoxina séca e es-
téivel, conservada no “National Institute of Health” de Washingien;

b)  para o Clostridum septicum, unidade antitdxica, é a ati-
vida antitdxica exercida por 0.2377 mg da antitoxina séea e estavel
conservada no “Institute Pasteur” de Paris;

¢e- para o Clostridium Novyi, unidade antitéxica, é a ativi-
dade exercida por 0.2681 mg da antitoxina séca e estivel conser-
vada no “Statens Serum Institute” de Copenhague;
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d) vpara o Clostridium histolyticum, unidade antifdxiea & a
atividade antitéxiea exercida por 0.3575 mg da antitoxina séeca e
estavel conservada no “Statens Serum Institute” de Copenhague.

As quantidades especificadas nas definicles acima represen-
tam também a unidede de antifoxina.

As preparacles séeas e estdvels ou padrdes (standards) a que
nos referimos sio conservadas nos Institutos Oficiais de Contrile;
bsses Institutos enviam periodicamente guantidades rigorosamente
pesadas, dissolvidas em mistura de duas paries de glicerina, dupla-
mente distilada, ¢ uma parte de salina a 0.835% sob a forma de
“golutos padries”.

De actrdo ainda com as especificacfes da Comissio de Padro-
nizaclo Biolégica consideramos como test dose:

1 — do Clostridium welehii (perfringens) — a quantidade de
toxina Welchit que, misturada a 1/5 de unidade antitéxica inter-
nacional de antitéxina padrfo antiwelchii, provoca a morte de al-
guns, porém nio de todos os camondongos, de 17 a 20 g inceula-
dos per wia venosa,

A test dose francesa segundo Weinberg e Guillaumie (1836),
de toxina Welchii é a guantidade de toxina Welehii que, mistu-
rada a4 uma unidade antitéxica de antitoxina padrio antiwelchii
(de fabricacdc francesa), provoca a morte da metade dos camon-

dongos inocculados,
Egzas duas difini¢es diferem do que se entende por unidade de

toxina que & a quantidade correspondente a 20 D. M. 1. de uma
dada toxina Welchii., Sa o titulo antitdoxico de um sbro antiwelehii
for determinado com o auxilio da unidade de antitoxina, éste titulo
& geralmente, infericr a0 que se obiém quande se ufiliza a test
dose (1t) de toxina, pois a test dose (Lt} de toxina tem, em geral,
um valor inferior a 20 D. M. L.

Nao é pois aconselhavel adotar a unidade de {oxina como base
para determinacido porqgue a mesma também estd baseada na defi-
nicio da D.M.L. e, a definicie da D.M.L. é motivo de contro-
vérsia. Com efeito a maioria dog autdres admite como D.M. L. a
quantidade de foxina gue mata cérea de 509% dos cameondongos in-
oculados com o péso variante entre 17 e 20 g, outros, porém, como
Benzoni (1938), consideram a D. M. L. come a2 menor guantidade
de toxina que mata 100% dos camondongos de 17 g de péso: as-
gim eztas divergénelas sfio sucetliveis de ocasionar diferencas muito
acentuadas nos resultados finais.
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II — do Clostridium septicum (edematis-maligni) — a quan-
tidade de toxina septicum gue, misturada a uma unidade aniité-
xica interpacional de antitéxina padrio anti-Clostridium septicum,
provoca a morte de alguns, porém, de nem todos os camondongos,
de 17 a 20 g, inoculades por vie venosa.

HI — do Clestridium novyi (edematiens) — guantidade de
de toxina Nowvyi que, misturada a dois contésimos de unidade anti-
toxica internacional de antitdéxina padrio anti-Clostridium novyi,
provoea a morle de algunsg mas ndo de todes os camondongos de
17 a 20 g, inoculados por vie muscular.

IV — do Clostridium histolylicum — a quantidade de toxina.
histolyticum que, misturada a uma unidade antitéxica internacio-
nel de antitéxing padrio, anti-Clostridium histolyticum, provoca a
morte de alguns mas ndo de todos os camondongos de 17 a 20 g,
inoculados por vig venosa.

Pela prépria natureza dessas definigBes, verifica-se g necessi
dade de serem empregadas séries grandes de apimails reativos, A
sengibilidade de animais & toxina gangrencsa varia, da mesma ma-
neirg que a sensibilidade dos animais reatives varia em rpelagio &
toxina tetdnica, conforme um de nds teve ccasifo de demonstrar
em colaboraciio ecom Von Ubish (1939).

Estas variacSes devem ser tomadas em consideraciio ao orga-
nizar os coeficientes morte-sobrevida sendo necessirioc usar vérias
séries da testernunhas: séries ineculadas com quantidades de foxi-
nas exatamente correspondentes 2 test-dose e ao gorc padrio e sé-
ries com guantidades minimas de toxina, superiores, e inferiores.
& test-doge empregada.

Baseados nas definigdes descritas acima o8 resultados por nds
obtidos foram interpretados como se segue:

Antitoring Welchdi

{1 emt da antitoxina padric internacional contém 20 T, 1)

Diluindo lem? da antitéxina padrio em 19 ecm® de salina, obti-
vemos uma solucAo em que lem?® continha uma unidade, donde
0.2em?® continha 1/5 de onidade. Asgsim, 0.2 em?® da diluicie do
sro a ser examinado, que protegeu aproximadamente B0% dos ca-
mondongos inoculados era equivalente a 0.2 de unidade do =séro
padréo, e lem?® era equivalente s 1 nnidade. A diluiclo usada ex-
primia diretamenfe o resultado da dosagem.
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Antitoxing septicum

{1 em® da antitoxinag padric internacional comtém 50 U, 1)

Dilaindo lem® da antitoxina padréio em 9 em?® de salina, obti-
vemos uma diluicio em que lem® continha 5 unidades, donde
0.2 em® continha uma unidade., Assim, 0.2 cm’ da diluicdo do
sbro 2 ser examinado, que protegeu aproximadamente 5G% dos ca-
mondongos inoculados, era equivalente a 5 unidades. Portanto,
a diluicdo usada fol multiplicada por 5, afim de obiermos o resul-
tado da dosagem. '

Antitoxina histoliticum

(1 omd da antifoxinag padrio internacional contém 28 U. L)

Diluinde lem?® da antitoxina padrio em 3 em’ de salina, obti-
vemos uma soluclo em que lem?® continha 5 unidades, donde 0,2 em?
.confinha ‘uma unidade. Assim, 0,2 em? da diluicio do sbro a ser
examinado que profegeu aproximadamenie 59% dos camondongos
inoculados, era equivalente a b5 umnidades. Portanto, a diluicdo
ugada fol multiplicada por 5, afim de obtermos o resultado da
dosagem.

Antitoxing Novyi

(1 cms da antitoxina padriic internacienal contém 20 U, L)

Piluinde lem® da antitoxina padrio em 99 em’ de salina, obti-
veros uma solucdo em que lem® continha 0.2 unidades. Assim
0.1cm® da diluicdo do sbro a ser examinado, que protegeu aproxi-
madamente 50% dos camondongos inoculados era eguivalente a
.02 unidade do sbro padrdc; lem® do sdro em prova equivalia
a 0.2 unidade do s6ro padric e b cm® eguivaliam a uma unidade,
Portanto, a diluiefo usada foi dividida por 5, afim de obtermes
o resultado da dosagem.

TECNICA

Achamos atil redescrever as téenicas para o exame oficial dos
soros antigangrenosos, ja descritas em nosso trabathe com Ro-
driguesl,
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PROCESSOS DE DOSAGEM

A — So6ro antiwelchii.

Para determinar a dose “test” foram preparadas as seguintes
soluches: '

1} lem® da aniifoxina padr@o fol diluida em solucfo fisio-
Togica de modo gue 1 cm?® continha 1 unidade antitéxica,

2) Umsa cerfa guantidade da toxina séca fol rigorosaments
pesada em um vidro de relégio séeo e farado, e em seguida dissol-
vida em solucdo fisicldgica,

3) As misturas de antitoxinas padrfio e toxina diluida foram
feitas de modo que 0.5 em?® {quantidade a ser injetada em cada
camondongo) continha: 0.2 em? de antitoxina diluida (1/5 da uni-
dade), quantidade varidvel da diluicAo da toxina (variamos de
.02 de em?®) e mais a quantidade de sdro fisioldgico necesziria
para perfazer o volume constante de 0.5 cmb® As misturas con-
gervadas & temperatura ambiente, durante 45 a 60 minutos foram
injetadas na guantidade de 0.5 cm?® por via venosa em camondon-
gos de 17 a 20 g,

Qs animais foram observados durante 48 horas: a maloria
morreu antes dag primeirag 24 horas, e poucos, depois dag 48 horas.

O protocolo abaixo di exemplo de determinacio da dose “test”
de uma toxina Welchii sfca:

QUADRO I
)
‘1 Proporeio
Toming o N de co- | No de ea-§ N2 de oo~ de camon-
ditwida Antitoring { mondongos | mondongos | mondongos dongos so-
usedos Mortos sobrew. breviventes
.16 em3 } 1/5 Unid. 12 0 12 12/12
0.18 emd | 1/5 Unid. 12 G 12 Co12/12
0.20 oem3 1/5 Unid. 12 § 6 6/12
0.22 cm3 1/6 Unid. 12 12 0 /12
0.24 cm3 1/5 Unid. 12 iz ) 0/12
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Por simples regra de 8, verificamos qual a guantidade de to-
xina, em milagramos, contida nos 0.2 em?® da soluclo de foxina.
A “test” dose é representada por &sses miligramos contideog mnos
0.2em? da diluicBo. O protocolo acima nos mostra que quando
aumentamos a dose de 0.02 cm® todos os eamondongoes morreram,
e que quando diminuimos a dose de 0.02 cm?® todos 08 camon-
dongos se restabeleceram apesar de ferem mostrado sintomas mais
ou menos graves, Determinada 2 “fest” dose (p. ex. 0.00325 g)
era feita a dosagem do sbro de valor desconheacido.

IT — Dosagem de séro antiwelchii tipo A de valor desconhes
cido,

Procedemos em duas fases: na primeira fase foi feita uma
dosagem, de aproximacio injetando-se uma série de misturas con-
tendo cada uma em 0.5 cm?, a dose “test” de toxina mais quantida-
des varidveis e distantes entre gi de antitoxina. Foram assim deter-
minados os limites grosseiros da quantidade de antitoxina capaz de
proteger o animal.

Na segunda fase as diluicdes foram de maneira a se apro-
ximarem muito dos limites indicados pela experiéncia preliminar,
sendo as misturas feitas de modo a conter nos 0.5 cm? a dose
“test” da toxina comhecida, mais as quantidades variaveis da anti-
toxina de valor ignorado,

Paralelamente foram observadas 3 (ifrés) séries de tfeste-
munhas, mistarande quantidades superiores iguais e inferio-
res a uma dose “test” e maig 1/5 de Unidade da antitoxina padréo.

Os animais inoculados foram conservados sob observagio du-
rante 48 horas. Og animais festemunhas fornecem a exata nocéo
sfbre o comportamento da test dose da toxina duranie a dosagem.
A proporgic de animais sobreviventes, portanio de animais prote-
gidos, indica o valor da antitoxina desconhecida.

O exemplo abaixo permite seguir a marcha da dosagem.

P. ex.; se a dosagem preliminar nos indicou gue a antitoxina
continha aproximadamente 400 unidades por cm?, na prova final
inoculamos grupos de 12 camondongos com misturas contendo mnos
0.5 em?, quantidades de antitoxina muifo aproximadas das 400 uni-
dades, mais a dose “test” da toxina {por exemplo: (.00325g),
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Nas provas de conirble usamos grupos de 12 camondongos
testemunhas.  HFxemplo de resultado:

Camondongos
Dioge test de Antitoring de valor
toxing desconhecido Proporgiio de
sobreviventes
0.2 em?® de 1/360 12/12
3.00325 . 0.2 cm3 Je 1/380 4/12
em 0.2 em? de 1/400 B/12
0. 2em? 0.2 em? de 1/420 0/12
0.2 emd de 1/440 0/12
TESTEMUNHA
Dose test de drd Proporeio conu
toring Ant. padrée gobrevivenrties
G.I8 em? 1/5 Unid, em 0.2 c¢m?d 1/12
0.20 em? 1/5 Unid, em 6.2 em? 4/12
0.22 em? 1/5 Unid, em 6.2 cm? /12

A antitoxina de valor desconhecido dosa portanto 380 Unidades
por em?®; pois nessa diluicio ela protegen alguns camondongos,
porém nem todos, contrs nma dose test” de toxina. A dose “fest”
de toxina unida a 1/5 de Unidade do sbro padrfio, matou 60% dos
camondongos inoculados, isto demonstra que o padrie funcionou
perfeitamente.

B — Sdro anti-vibrifio séptico (edematis-maligni)

I — Determinacio do “test dose”.

Para deferminar a dose “test” foram preparadas as seguintes
solucdes:

{1) lem? da antitoxina padrfc foi diluida em solucfic fisio-
légica de modo que lem?® continha 5 unidades antitoxicas,

(2) Uma ceria quantidade da toxina séea foi cuidadosamen-
te pesada em um vidro séco e tarado e em seguida dissolvida em
solucdo fisiologica.
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(3) As misturas de antifoxina e toxina diluidas foram feitas
de modo que, 0.5em® (guantidade a ser injetada em cada camon-
dongo) continha 0.2 cm® de anfitexina diluida {1 Unidade) mals
uma quantidade varidvel da diluicdo da toxina {(variamos em vo-
lume de 0.02 cm?) e mals a guantidade de soro fisiolégico nacessa-
rio para perfazer o volume constante de 0.5 em® -As misturas
conservadas em temperatura ambiente durante 45 a 60 minutos
foram injetados, na quaniidade de 0.5 cm?, por via venosa em
camondongos de 17 a 20 g,

Os animaiz foram cbservados durahte 48 horas; a maloria
morran rapidamente antes das primeiras 24 horas,

NOTA: Quando descrevemos & iéeniea de dosagem para a antitoxina
Welchii, paginas atras, demos também o exemple da delerminacio da dose
“test™ para a toxina Welchil sdca; seguimos a wmesma ovientacio para &
determinacio da dose “test™ da toxina séea v. séptico,

I1 — Dosagem de amostras de antitoxinas v, séplico de itiulo
desconhecido.

Em presenca de um s0ro antivibrido séptico de valor desco-
nhecido procedemos em duas fases: na primeira, com o objetivo de
orientar a dosagem, injefamos uma série de misturas contendo em
0.5 em?, a dose “test” de toxina padrde, mals quantidades varidvels
e digtantes entre si de antitoxina, sendo inoculados 4 eamondongos
gom a mistora. Os limites extremos de antitoxina que protegeram
completamente os camondongos eontra a morie e a gnantidade guea
nio profegeu ficaram, assim, estabelecidos,

Na segunda fase, preparamos uma série de diluicdes, ecom os
limites indicades pela experifneia preliminar, sendo as misturas
feitas de modo a serem eontidas em 6.5 cm®: a dose “test”
da toxina mais quantidades wvariiveis de antitexina em prova.

Para efeito de contrdle da “test” dose da foxina, misturamos
guantidades lHgeiramente superiores e ligelramente inferiores a uma
“test” dose com uma unidade antitéxica do sdro padrio e inocula-
moes a8 misturas em séries de 12 camondongos., (Hstando certa a
dose “test” morrem cérea de B09% dos camondongos incculados com
umsa test dose, os inoenlados com quantidade lgeiramente inferior
gsobrevivem e os inoculados com quantidade ligeiramente superior
morrem).
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Um exemplo de dosagem: a prova preliminar nos indicou que
a malor diluicio do s6ro que protegeu contra uma “fest” dose fol
de 1/100; sendo gue na diluiciio de 1/200 houve 100% de mortes.

Procedemos entido a diluigio com aproximacio mais rigorosa
entre 1/100 e 1,200,

Coemondorigos
Toxina Antitoxtna proporede de
sobreviventes
0.2 ecm?d de 1/100 12/32
0.2 em? de 1/120 12/12
Uma “test” dose i 0.2 em3 de 1/140 12/18
em (.2 em3 0.2 em3 de 1/160 6/12
3.2 cm3 de 1/180 0/12
0.2 emd de 1/200 f§/12

TESTEMUNHAS DA “TEST" DOSE

Camondongos
Toxine Antitoging padréo proporedo de
sobreviventes
Uma dose
“tegt® = 0.2 cemd UTma unidade em 9.2 em? 5/12
Menos de uma dose ] _
“test” = 0.18 cmd Ums unidade em 0.2 em3 12712
Mais de uma dose
“fost” = 0.22 em? Uma unidade em 0.2 em3 0/12

A antitoxina desconhecida na diluicdo 1/160, protegen céreag
de 50% dos camondongos inoculados. Multiplicando-se a dilui¢fio
por B temos 800 unidades infernacionais como titulo da antitoxina
em prova. Sabemos desde logo que a dose “test” de foxina estava
exata, pois unida com uma unidade do sbro padric mafou alguns,
mas nem todos os animais inoculados.

t
i

L e Soro anti-histoliticim — Os processos foram os mesmos
que 0s do sbro anti-vibride sético {cedemuiis-maligni).
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D v So70 antinovyi (Oedematiens).
I — Determinacdo do test dose.

Para a determinacfo da dose “fest” foram preparadas as se-
guintes solugdes;

(1) 1lem3d da solugdo padrio foi diluida de tal maneira que
lem?® continha 0.2 de unidade.

(2) Uma certa guantidade da toxina séea foi cuidadosamente
pesada em um vidro séce e tarado, e em seguida dissolvida em
solucfio fisioldgica.

(3} As mistaras de antiloxina e toxina diluida foram feitas
de modo que 0.2ecm? (gquantidade a ser injetada em cada camon-
dongo) continha 0.lcm?® de antitoxina diluida (0,02 de Unidade),
mais quantidades varidveis da solucio de foxina {variaveis de
0.02em?). As misturas conservadas 4 temperatura ambiente du-
rante uma hora, foram injetadas, por via intramuscular (0.2em?),
em grupos de 12 camondongos.

Os animals foram observados durante 3 dias. A mailoria mor-
rey nas primeiras 72 horas,

O protocolo abaixe ilusira a determinachc da “iest” dose de
{oxina edematica s8ea:

Antitoxing Proporedo de
Dose de toxing padrdo dilwida camondoengos
sobreviventes

0.06 cm? 0.02 de Unid. 12/312
.08 em? 0.02 de Unid. 12/12
0.1 cm? .02 de Unid, 12712
0.12 om? .02 de Unid. 6/12
0.14 em3 {4.02 de Unid 8/12

A dose “test” era portanto represeniada pelos miligramas con-
tidos em 0.12 cmd. O protocolo acima mosira gue guando a dose
foi aumentada de ¢.02 cm?® todos os camondongos morreran:, e gue
guando a dose fol deerescida da 0.02 em?® os camondongos mostra-
ram graves sintomas porém se restabeleceram,
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II — Dosagem de antitoxing edemdlica de tilulo desconhecido
pelo método da injecdo intramuscular,

Procedemos em dunas fases: na primeira, com o intoito de
orientar a dosagem, injatamos uma gérie de misturas contendo para
cada uma, em 0.2 ecm?, a dose “test” de {oxina, mais quantidades
variavels e distantes entre si de antitoxina, sendo inoculados 4
camondongos com a mistura, Os Umites grosseiros da guanti-
dade de antitoxina gue protegeram completamente oz camondongos
contra a morte ficaram assim determinados.

Na segunda fase, preparamos uma série de diluicbes rigorosas
com 08 limites indicados pela experiéneia preliminar, sendo as mis-
turas feitas de modo que em cada 0.2 cm?® estivessem contidas a
dose “test” da toxina, mais guantidades variaveis e proximas entre
si da antitoxina em prova.

Para efeito de contrdle da dose “test” da toxina injetamos
guantidades ligeiramente superiores e inferiores a essa dose “test”
mals 0.02 de unidade de antifoxina padr@o. Grupos de 12 ca-
mondengos foram inoculados com 0.2 cm® das diferentes misturas
e observados durante 72 horas. A proporcao dos animais sobre-
viventes foi anotada, calculando-se entfic o valor da antitoxina ds
valor desconhecido.

BRESULTADOS
QUADRO I
Soro horatéri Partid Data do | Resultade em unidades
anligangrenose Laboratoro Partida dogagem internaciontdis por owms
antiwelchil i 263 1943 menog de 20
tipo A 1 243 1944 menos de B
i 283 1944 igual a 10
1 275 1845 menos de B0
2 83 859 1943 menos de 20
2 42 968 1944 menos de 16 e mals
de B
2 38 387 1944 menog de 10 ¢ mais
de &
2 44 560 19244 igual a 10
2 82 073 1945 igmal a 75
2 82 077 1945 igual a 100
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Sére Faboratirt Partid Date da | Resultado em unidades
antigangrenoso | oraverto e dosagem | internacionais por omf
3 69 5g4 1943 mais de 20 ¢ menos
de 50
3 110 1844 mais de 20 e menos
de 40
3 b} 1945 menos de 100
5 28 1945 ignal & 100
1 263 1943 menos de 50
S4ro 1 243 1944 menos de B
antivibrido 1 268 1844 menos de b
septico 1 275 1945 menos de 62.5
2 33 BhG 1943 menaos de BO
a 42 968 1944 menos de B
2 38 381 1944 mencs de 5 -
2 44 580 1944 ipual 2 B
2 G2 073 1945 ignal a 125
2 62 07 1945 igual a 125
3 69 584 1943 menos de b0
3 110 1944 mals de 20 menos de 50}
3 b 1945 igual a 100
i 283 1943 menos de 10
a 243 1944 menos de 2
1 263 1944 menos de 2
1 275 1945 menos de H0
2 B33 8b9 1943 menos de 10
Soro 2 42 968 1944 menos de 2
antinovyi 2 38 381 1944 menog de 2
2 62 073 1545 igual a B0
2 62 077 1845 igual & 5O
3 69 BR4 1943 ignal a 50
3 110 1944 igual a 100
5 28 1845 igual a 100
1 263 1943 nac iem antitoxina
histolitiea
1 243 1944 nio tem antitoxina
histolitica
1 263 1944 nio tem antitexina
higtolitica
1 275 1945 nio tem antitoxina

histolitica
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‘ Séro Laboraidrio| Partida data de Eesuitad? em unidades |
autigengrenosc dosagem | internacionais por cm?
Sbro 2 33 859 1943 menos de 50
antihistolitico 2 42 968 1944 menos de 5
2 38381 1844 menos de 5
2 44 550 1944 menos de B
2 62073 1945 menos de 125
2 62 077 iM5 menos de 125
3 89 534 1943 nio dosa 50
3 110 1944 mais de 20 menos de 50
5 28 1945 fgual a 250
PISCUSSAQ

Segundo o relatdric de Mac Lennan '? com a progressic do ].°
Exercito do Deserto para as areas mais cultivadas da Tripolitinia
e da Tunisia, a incidéncia da gangrena gasosa aumentou passando
de 3.4 por 1.000 feridos a aproximadamente 7 por 1.000 feridos,
confirmando o gue haviamos previsto com Rodrigues (1843). Dos
casos relatados, T0% se restabeleceram, em grande parie devido ao
diagnéstico rigoroso, & boa cirurgia e 4 intensa soroterapia anti-
gangrenosa inframuscular e endovenosa aplicada em todos os casos:
no minimo 3 empdlas e de 90.000 a 110.000 unidades em média,
continuanda enguanto persistia a toxemia.

A mortalidade por gangreha gasosa osciloun ao redor de 30%
no Norte da Africa, conforme relatam Mac Lennan & Rogers ' em
contraste com a mortalidade na guerra passada gque osciloy ao redor -
de 50%. A presenca da hialuronidase nos fluidos de edema per-
mitin o diagnéstico mais preccce da infecio produzida pelo
Ci. welehdi, pelo Cl, septicum e pelo novyi (eedematiens).

Considerando a gangrens gasosa como uma combinacie de in-
vasfo bacteriana local e de foxemia, compreende-se: a vantagem de
associar ao tratamento sorolerdpico o tratamento quimioterapico
local na prevencio e no tratazmento da proliferaco bacteriana.

(O tratamento quimioteripico local por meio de um pd con-
tendo 99 partes de sulfatiazol e 1 parte de proflavina produziu
Htimos resultados na prevencio da gangrena gasosa, conforme re-—
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ferem Mac Intosh & Selbie?, principalmente devido & atividade de
tal pé contra o Cl. welehit, o CL novyt e o CL. septicum; a profiavina
exerce acio terapéutica importante contra o estafilococo e contra
os Gram negativos tais eomo a P. pyocyanea, o B. proteus e certos
coliformes,

Conforme escreve Feggeter ®: “If appears that S.P. powder
is a yaluable therapeutic agent in the treatment of var wounds; it
is certainly the best that T have used”. Ascroft? obieve excelentes
resultados ferapéuticos com o P3 {anto em feridas limpas como
-contaminadas.

O tratamento s6 pela penicilina nio tem produzido os resulta-
dos esperados na terapéutica da gangrena gasosa. Fm todos os
casos & aconselhivel associar sisteméticamente o sbro. Conforme
esereve Herrel ¥:  “As experience aceumlated, however, it was
evident that penicillin alone was not the final answer to suceesful
treatment of this disease. The role of penicillin is primarily to
rid the disease fissue of microorganism and the experience of the
British investigators demonstrated that fo conbine antitoxin with
penicillin was essential in ireatment of gas gangrene. In other
words, penicillin is an important part, but not the sole factor, in
treatment of this infection™. O sdro antigangrenoso e o tratamen-
to eirtrgico s8o py fatbres importantes na terapéutica da gangrena.

O éxito do tratamento da gangrens gasosa pela sdroterapia
guarda intimo paralelismo com o tratamento cirGrgico adequado,
conforme ficou bem esclarecido por Trueta'®

A excigiio cirdrgica do tecido morto e desvitalizado &, em todos
o8 casos, o cuidado profildtico mals importante na prevencio da
gangrena gasoza.

O séro antigangrenoso é antitdxico e antimicrobiane. A etio~
Iogia polimorfa da doenca obriga que o sbro seja também poliva-
lente. A fisionomia particular da guerra, através de sua possivel
correlacio com a flora predominante na regifo onde se travam os
combates, nflo apresenta um wvalor absoluto, fem antes um valor
de probabilidade na etiologia da sangrena.

Agsim na guerra de movimento prepondera o Cl welehii como
agente patogénico, ao passo que na guerra de estabilizagio a flora
se complica,

A guerra de 193833-1945 veiu evidenciar que Cl. novyi nas gan-
grenas gasosas niéo era tho raro como parecia e que a composicio
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do sbro antigangrenoso, no que se referia ao seu contetido em séro
antinovyi, deyeria ser revista. O baixo teor de séro antinovyi em
certog soros antigangrenosos polivalentes (15.000.U.1.) foi a
causa de 3 mortes, devido ter preponderado nesses casos a infecefio
pelo CL novyi conforme relata Mac Lennan {obra citada).

Trabalhos com relacdo & flora da gangrena gasosa no Norte da
Afriea e na zona de guerra do Pacifico demonstram ser o CL novyd
muite mais comum do gue se havia suspeitado. Dai eserever Me
Lennan {obrs. cit.}); “From this will be obvious that, in my
opinion the relative dosage of the various gas gangrene antitoxin,
and especially of Cl, sedematiens, urgently requires reconsideration™.

0 “War Wounds Committee of the Medical Research Council”
diante do fracasso da sulfanilamidoterapia nas infeccdes pelo CL
novyi (edematiens) resolveu insistir no uso da antitoxina especifica.
Conforme se poderd ler em um ediforial’ do Lancet €1843): “In
this Committee may have been influenced by recent experience in
the Middle Kast where oedematiens gas gangrens, which like
tetanus is principally a toxaemia and unaffected by sulphonamide
therapy was the most common type of infection™.

Com o desenvolvimente dos métodos rapides de diagndstico
hacteriolégico dos germes anaerdbios, a flora da gangrena estd
sendo melhor conhecida. Aschoff ! chamou a atencfo para a falsa
concepedo sébre a flora da gangrena gasoss nos feridos recentes.
Tal engano fol atribuide por Aschoff, ao falo dos baetericlogistas
terem realizado os ssus estudos em cidades on em zonas da reta-
guarda & ndo no proprio front de combafe. “Je mehr der Bakie-
ricloge Gelogenheit hatte, auch die gestiirmisch verlaufenden Fille an
der Front zel untersuchem, um so nehr lissen sich such andere
‘Erreger der Gasbdeme nachweisen”,

Asgchoff? lembrou que Weinberg ¢ Seguin encontraram em
126 casos de amputaces e dissencles: o bacilo de Weleh-Frinckel
em 96 amputactss e o bacilo de Novyi em 82 ampuiacbes, isto &,
‘na proporefo de 3:1 ac passo gue nas dissecedes {(39) agueles
germes foram encontrados na proporcio de 20 para 18, isio é, 5:4.
Acredita Aschoff que os pesguisadores franceses eertamente teriam
cehegado a resulfados diferentes sbbre a fléra da gangrena gasosa
si tivessem examinado os casos rapidos de gangrena, nas forma-
‘¢Oes sanitarias de primeiro gocorros. Bsses casos rdpidos morre-
ram antes de chegar aos hospitais da retaguarda. Aschoff poude
chegar a esta conclus@o apés ter examinade grande nimero de casos
‘imediatamente depois do ferimento, tendo assim chegado 4 conclu-
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sfo de ser muito maior a porcentagem do vibrifo séptico ou bacilo
de Ghon-Sachs (Pararauschbrandbacilius.) “Sc kamen wir zu
der Uberzengung dass im Kriege der Ghon-Sachssche Bacillus
(Pararauschbrandbacillus) eine Grossere Rolle spielte als der
Weleh-Frankelsche Bacillus™.

Nio fol possivel estabelecer se a viruyléncia aumentava com a
perda de sangue, o transporte dificultado, cu se as condicoes de
umidade e de resfriamento condicionavam malor agressividade do
germe. Sobretudo porgue nas amostras de terra examinadas o
bacilo de Welch-Frinkel estava presente em 2 tercos dos casos ao
passo que o vibrido séptico era o mais raro de todos os B causa-
dores dos edemas g£asos0R.

Essa nocdo sdbre a fléra da gangrena gasosa é de inferesse
para a composicio do sbéro antigangrenoso pols a ausencia ou o baixo
teor de determinada antitoxina poderi ser a causa da morte por
gangrena, como o foi efetivamente nos 3 feridos referidos por
Mac Lennan. _

Weinberg 1* ja havia verificado também esta diferenca entre a
flora da gangrena na guerra de movimento ¢ a fiéra na guerra de
estabilizacfo. “Tani que la guerra a conservé son caractére de
zuerre de mouvement, on ne trouvait dans la flore microbienne deg
grangrénes gazeuses que le B. perfringens. Mais dés que les armeés
se stabilisérent dang les tranchéecs la flore devint de plus em plus
compliguée, Alnsi on na pas tardé a trouver deg cas de gangréne
gazeuse a Vibrion septicue ou 2 B. cematiens.”

Sa o sbro polivalente ndo contiver quantidades adequadas das
antitoxina especificas ésse sbro falhard e nfo impedird a morte do
ferido,

Todosg ésses fatos foram por nés referidos, afim de gue se possa
comprecnder porque 86 os soros polivalentes e no minimo guadri-
valentes, com um minimo de dosagem oferscem a garantia sufi-
ciente na prefilaxia e no tratamento das gangrenas humanas,

Certos soros examinades nfo eram tetravalentes e n8o apre-
sentavam, mmitos deles, um minime compativel para se lhe atri-
buir qualguer valor terapéutico. _

O nosso primeiro inquérito, realizado em 1939, nio refe-
rido no presente trabalhe, demonstrou resuitados muito precarios.
Apés o inquérito de 1943 wverificamos que 2 situacio permanecia
estacionéria neste particular. N&o houve alteracio em 1944, se-
gundo coincluimos do noesse 3.2 ingperite, guando entdo foram
advertidos s laboratérios produtores.



CONTEUDO DE ANTITOXINA DO SOR0O ANTIGANGRENOSO 373

Ao mesmo tempe apressamos a elaboracio do Regulamento
sbbre produtos biologicos que vinhamos fazendo ha cérea de 3 anos,
Jjuntamente com o Dr, Genesio Pacheco, para a Comissio de Biofar-
Imdcia, do Servigo Nacional de Fiscalizacio da Medicina,

Com o fite de nfdo destruir o que quer que fosge que os labo-
ratérios produtores haviam conseguido até entfo, baixamos provi-
soriamente os minimos de dosagem: fanto dos soros monovalentes
ecomo dos soros antigangrenosos polivalentes estabelecidog e obtidos
por nos, desde 1938 no Instituto Butantd. Esperamos gue para o
futuro os baixos niveis que estazbelecemos provisdriamente no “Re-
gulamento de produtos bioldgicos™ e no 2.° Suplemento de Revisfio
da Farmacopéia Brasileira possam ser elevados, mesmo porque ao
envez de destruir desejamos sinceramenie cooperar para gue o8
nosgoes laboratérios produfores consigam produtos terapduticos cada
vez mais eficientes. E gue Isto estd sendo possivel basia analisar
os rezultados obtidos em o nosse 4.9 inoeuérito de 1945.

CONCLUSOES

1 — Empregando as téenicas oficialmente recomendadas pela
Comissfo Permanente de Padronizacio Biclogica da Liga das
Nacfes sdo relatados os resulfados dos inguéritos realizados du-
rante 3 anos, séhre o contetido dos zoros anfigangrencsos expostos
& venda,

IT — Os resultados construtivos désses inguérifos sio eviden-
ciados pela progressiva melhoria dos titulos antitéxicos dos sorcs
antigangrenosos.

IIT — A comprovacdo da capacidade curativa & profilatica dos
soros antigangrenosos é o método de eleicio para se concluir do
seu valor terapéutico.

IV — A dosagem do seu econtetdo em antitoxinas monovalentes
dd indicacdo sdbre o valor terapéutico do sbro antigangrenoso po-
livalente.

V — Existe estreito paralelismo entre o valor terapéutico do
s0ro e o seu teor qualitativo e gquantitative em antitoxinas,
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