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Por &. SORDELLL, F. MODERRN, G. RUFF, [. GVIRTZMAR y L. FERRARL

Dog motivos principales han guiado los ensayos de purificacion
de los anticuerpos: el conccimiento de su naturaleza y la obten-
cién de sueros desprovistos de propiedades toxicas para el hombre,
Apenas iniciada la sueroterapia fué observada la enfermedad del
suero v el shock proteico o shock del suero.

La aplicacién del stiero se vié limitada de una manera inespera-
da tanto en lo tocante a la repeticién de las aplicaciones cuanto a
las vias de inyeccién.

Con el objeto de evitar o disminuir los accidentes se han acon-
sejado v empleado métodos innumerables gue consistian en modifi-
caciones del suero (envejeciiniento, calentamiento, fracecionamiento,
ete.), en el empleo del suero de otras especies (bovino), y en la
vrofilaxis o la terapéutica de las enfermedades producidas por
el suero (investigacién de la sensibilidad, desensibilizacién, trata-
miento de la enfermedad del suero y medieacidn gintomatica).

Al Instituto Bacteriolégico del Departamento Nacional de Higie-
ne le ha tocado ser actor principal en este asuuto, por la razén de
ser el mayor productor de suero en la Argentina y de ser el or-
ganismo oficial encargado de ello.

Uno de los autores tiene la responsabilidad directa de esa pro-
dnceién desde hace 25 anos y no ha dejado de oir en todo ese
tiempo las quejas méas diversas respecto de los sueros preparados
en el Instituto.

Corresponde tratar en este caso de las enfermedades provoca-
das por el suero y tnicamente de ello nos ocuparemos, sin mencio-
cionar siquiera el problema de la actividad, lo cual exige un plan-
teo muy diferente y una solueién que apenas se vislumbra.
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Por Io tanto s6lo recordaremos que el suero del Instituto Bacte-
riolégico del Departamento Nacional de Higiene ha sido incriminada
de producir mucha mas enfermedad del suero que ecualguiera de los
otros utilizades en el pais y amnqgue hayamos creide asi, v hasta
encontrade justificacidn para que asi haya sucedi 73, 1no hemeos te-
nido ocasién de ver cifras comparativas gue permitieran fundar
con criterio objetivo la supuesta diferencia.
Decimos que encontrameos justificacion a la mayor frecuencia
ermedad del suero producida por los sueros elaborados en
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Instituto sélo por razones de analogia. Emn efecto, los sueros
.
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log son de reciente preparacion, pues nunea se hg

formar y mantener un gran stock, y porque no se han podido
aplicar nunca procedimientos de preparacién méis perfectos que
el usado desde hace poco menos de 20 a
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bLia sueroterapia, la antitéxica especialmente, tiene un fundamen-
to experimental que hace relativamente facil resolver el asunto del
conocimiento de la actividad del suero, de manera que los proble-
mas inmediatos que se presentan a los que 10 elaboran, son los del
costo de produccién y la pureza. En lo primero el Instituto Bae-
terioldgico eree estar en una posicibn eAbcycmnal con relacidn a
todos los establecimientos de elaboraciéon y dentro de poco tiempo
daremos a conocer log resultados de nuestras experiencias de mas
1

En ¢ wuto a la pureza, en lo gue poco hemos adelantado, es
necesario hacer algunas reflexiones para abordar el asunto con

mejor sentido de la re

Lia sueroterapia fué recibida como una medicacién poco menos
gue infalible, y el exceso de optimismo hizo volver, por ecompensa-
¢ién, a los clinicos al juicio opuesto. Sin embargo como la idea
y los principios de la sueroterapia tenian casi valor axiomético,
los fraecasos fueron imputados al suero usado. EHsto que debe con-
siderarse por ahora, solo como una intuicién de que algo de eso
sucede, y no como un hecho demostrado, fué expresado con més
frecuencia a medida que transeurria el tiempo desde el descubri-
miento de BEHRING, tiempo durante el cual se fué formando juicio



DD
I
Iy
g2}
O
]
&
=
=
o]
o]
-3
=
+
4
=
i
Joy
£
1
v/
=
m
)
ke
=)
Q
142]
+d
a3
5
£
ke
e
(@]
=5
¢J
Q

del peligro y de los graves inconvenientes del uso del suerc de
caballo, en el hombre.

Precisamente ésta fué la causa gque mmpulsd a los gune fabricaban
el suero a mejorario en su inocnidad ¥ eso justifica la boga que
ha tenido en todo el mundo el empleo del suero purificado que fué
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|)Leluc11'aau para redueir la inecomodidad ¥ afrimiento del yu.ﬁlell-

te cuando se inyectan grandes cantidades de suero y el mayor
padeeimiento ocasionado por Ia « enfermedad del suero ».

A iﬂedlda que se conocid 11163 esta E‘ﬂi@iﬁ;@dﬁ(l y se la pudo

[
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tuvo mucho mas ]ustmeaeion sobre todo euan&o 10% metodos ex-
perimentales probaban que la actividad era por lo menos igual,
cuando no mayor, que la del suero nativo.

U suero debe ser purificado si se obtienen algunas de las &i-
guientes veniajas: ¢) preduee menor reaccidn loeal, D) se absor-
be mas facilmente (méas rdpidamente), ¢) puede inyectarse sin pe-

)
ligro de shock proteico (shock del snero), por vias més efectivas,
d) produce menos enfermedad del suero, ¢) se conserva mas tiem-
po sin alteracidn ds su aspecto ¥ de su valor.

Bl obsticulo que se opone al uso general de la purificacién es
de orden econdmico; los sueros purificados son més caros, pues al
mavor costo de las operaciones se suma el de las grandes pérdi-
das durante la elaboracién. En general puede decirse que un sue-
ro bien purificado cuesta hasta el doble por esas causas.
el caso particular del Institnto Bacterioldgico del Depart
mento Nacional de Higiene, que carece de un sistema fmaneler“,
fabril, este asunto adquiere proporciones tales que se torna in-
soluble. Basta con tener presente gue en Ia actualidad, con T00
caballos no se puede producir el suero reclamado por el pais y
que el personal apenas alcanza para elaborar el suero producido,
para que se vea que el problema de purificar el suero es insoluble.

M Aot~ 21 43 ~ o
Como dato ilustrativo diremos guc el valor de scle dos sueres
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distribuidos, el diftérico y el tetanico, alcanza a la cifra de 4.000.000
de pesos por aiio.

Estando suficientemente fundada la necesidad de purificar los
sueros, expondremos brevemente un resumen de los métodos y de
los antecedentes del tema, que constituyen especificamente el objeto
de esta memoria.
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Losg métodos utilizados en la purifieacidén son:

a) Métodos fundados en la separacién de las fracciones pro-
teicag del suero por medio de sales.

Después de las primeras tentativas de f to
hechas por TizzoNt y CATTANI en 1891 y de BrivgEr vy BHRLICH en
1893, por medio de sales alealinas Funp y Spirc (1900), describen
la existencia de las eu y pseudoglobulinas a méas de las albtminas
y desde entonces el examen de la distribucién de los anticuerpos se
hace sobre una base mis adecuada, tal como lo realizaron E. P.
Picx en 1902, Pivkus y BrRUNNER en 1907, descubren un método
senecillo, econdémico e ingeniose, por el uso del sulfate de sodio:
sstudiade por nosotros fué aplicado en el Instituto Bacterwlémco
desde hace muchos afios (SorDELLI y FERRARI) y es utilizado hasta
la fecha.

En Norte América, Gieson (1907) y GiesoN v BanzmEar (1508-
1919) dan las bases de los actuales métodos industriales utilizados
en muchos laboratorios. Kstos métodos suman a la separacién por
sales, la accién del calor, que es utilizada por A, HomeEr (1916-
1920) después de estudiar la influencia de la temperatura, pH y
las sales. HEste método fué aplicado durante un tiempo en el Ins-

tituto (SorpELLI, 1918).

b) Métodos fundados en la coagulacién diferencial.

Aungue en el método de BanzmAaF y en el de Homer el calen-
tamiento se emplea para desnaturalizar las proteinas no antitéxicas
gue son mas sensibles, debemos considerar a FroUIN como el ini-
ciador de este método (1910) que BESrREDKA, diez afios mis tarde,
aplicd mocifiedndolo, WERNICKE ¥ MopERN (1930) han estudiads
el método de Frouin confirmando los resultados de ese autor; aun-
que estos métodos no se hayan utilizado constituyen antecedentes

de los que se describen mas adelante,

¢) Métodos fundados en la adsorcidn.

Ya en 1893, BRIEGER, empled las sales de zine para precipitar las
antitoxinas, y més tarde AroNsoN (1893), MarsHaLL y WELCKER
(1913) la adsorcién sobre alimina y en 1913 NeBEL, la adsorcién
sobre kaolin. WERNICKE y MopeErNn (1928) aplican el procedimien-
to sin grandes resultados.
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Bl uso de sulfato de aluminio y potasio fué introducido por
FrEUND y STEINBERG para precipitar proteinas no antitéxicas. Ks
digno de mencionar que su empleo sirve de base a métodos de puri-
ficacion utilizados en la actualidad.

d) Métodos por fraccicnamiento por disoiventes org éﬂicc

Harpy y GarbpiNer (1910) por el empleo del alecohol y la ace-
tona a muy baja temperatura y PIETTRE y Vina (1920) méas tarde,

por un procedimiento semejante fraccionan las proteinas antitdxicas

2

. ; car g
v obtienen alguna purifieaeion.

¢) Métodos de didlisis, electrodidlisis y electrodsmosis.

Son procedimientos que se han aplicado para eliminar las sales,
para precipitar las globulinas no antitéxicas o las antitéxicas y
para separanas por el diferente transporte de las proteinas en un
canipo eléctric

Un procednmento llamado de electrodésmosis tuvo cierta boga.
(RupPEL).

Lia ultra filtracién, de poca aplicacién para separar las proteinas
nativas del suero, tiene ntilizacién cuando se trata de eliminar
proteinas no coagulables de menor peso molecular.

Un procedimiento fundado en la poca solubilidad, en ausencia
de sales, de los anticuerpos contra el antigeno hidrocarbonado del
Dipl. prnewmoniae fué deseripto por Frrron (1925-1930) ; también
precipitan andlogos anticuerpos para otras bacterias. Este autor
introduee ademés un métode de separacién de una substancia que
es responsable de las reacciones inmediatas del shock del suero
cuando se practican las inyecciones por via venosa.

Savino (1932) en el Institute Baeferioldgico aplicé esta parte
del método de FELTON con buen resultado a los sueros antitoxicos.

) La combinacién con el antlgeno

4 lirad s manra

Ha sido utilizada para sepa u
teinas hace mucho tiempo y HUNTOON en 1921 aphco el procech-
miento en gran escala para la elaboracién de sueros antimicrobia-
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nos purificados.

El método cobra interés por el descubrimiento de RamoéN acer-
ca de la precipitacién de la antitoxina por la toxina y la disociacién
del precipitado separando la toxing por la adicién de 4cido y por
calentamiento.

Como se comprendera este procedimiento no ha aleanzado apli-
cacién industrial y es poco verosimil gque la alcance; constituye
sin embargo el procedimiento de eleceibn para el estudio de las
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propiedades de la antitoxina. Con ese procedimiento Ramén (1913)
obtiene una antitoxina de 60.000 unidades por gramo, y Looxe y
Mamv (1926), WeRNICKE y MoperNy (1930) confirman esa cifra;
Marrack y Smrra (1930) caleculan un valor de 90.000 y Parrex-
HEIMER, ROBINgON (1937) el de 100.000.

g) Lia accién de las enzimas digestivas sobre los anticuerpos.
Ha sido estudiada muchas veces y Ia literatura antigua (PriscEer,
Picx, Jacosy, 1802-1809) prueba que los anticuerpos antitdxicos

B4 2
son bastante resistentes a la accién de enzimas protecliticas v es-
pecialmente a la tripsina y la papaina. Bistos trabajos, que per-

mitieron obtener antitoxina no fueron utilizados para la prepa-
racién de la antitoxina para wso humano sino més bien pars de-
mostrar la imposibilidad de obtener antitoxinas libres de proteinas
coagulables.

Sobre el use industrial de estos métodos Forr (1539) cita la pa-
tente inglesa de ImMray (1902) sobre un método de purificar anti-
toxinas por la digestién con pepsina o tripsina.

De esta enunciacién brevisima es facil ver la preocupacién de
conseguir anticuerpos purificades v que el esfuerzo realizado para
alcanzarlo no ha sido afortunado. Ademis es notorio gue las
tabricas de suero o mantienen secretos sus procedimientos o los
protegen por patentes, de manera que los resultados obtenidos con
los sueros no pueden servir para juzgar de tal o cual procedimiento
de purificacién, sino tan solo para saber de los sueros de determi-

nada marca, cosa que ha sido nn obsticnlo al progreso de esta rama

-

de la terapéutica.

Al conocimiento de estos métodos y a su adaptacidén a la prée-
tica ha contribuido el Instituto per las investigaciones de SoRDELLE,
I'ERRARI, WERNICKE, MoDERN, SaviNo y Rurr, desde el afio 1918
hasta el presente. La mayor parte de esos estudios se eneuentran
publicados en esta Revista.

KEn forma de resumen puede decirse, que no existe ningin pro-
cedimiento conocido gue permite obtener sueros que no determinen
la « enfermedad del suero » y que ninguno de los gue son comercial-
mente aplicables permiten una purificacién de mas de 2 veces. (7).

(*) La councentracién del suero a un menor volumen y la purificacién per-
miten aumentar la cantidad de amtitoxina por cm3 hasta 4 y mas veces el valor

del suero original.
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A pesar del permanente interés nuestro por el problema, pocos
eran los incentivos parg inieiar un cammbio fundamental de métodos
¥ menores alin las posibilidades, por insuficiencia del instrumental,
personal ¥ recursos. En 1936 el Dr. Bicmmory informdé al Jefe de
preparacién de sueres, Dr. PIrosEy, de un método utilizado en los
Laboratorics de Liederle gue consistia en la digestibn del suer

0
la adsorcitn ulterior com foafato de calelo, datos confirmados por

-

una carta y por el envio de muestras del mismo suero; informacion
gue fué puesta en conocimiento de uno de los autores {SORDELLI)
antes de emprender viaje a los Estados Unidos. En el mes de
diciembre del mismo afio fué obtenide por la generosidad del Di-
reetor de los laboratorvios Lederle, Dr. BEarD y del propic descubridor
del procedimiento, Parrentiev, suficiente informacién para iniciar
los estudios en Buenos Aires, y de poco tiempo después data el co-
mienzo de los estudios realizados en el Instituto por MopErw ¥y
Rurr. La casa Lederle ha protegido la produceisn del suero por
dos patentes (2.065.196 y 2.123.198).

Un nuevo horizonte abre, dos afios més tarde, la publicaciéon de
Pore (1938) sobre la coagulacién diferencial de proteinas previa-
mente modificadas por enzimas proteoliticas; en el mismo afo
pudimos conocer de visu (SorbELLI), las instalaciones y una su-

cinta exposicién de los métodos utilizados por PorE en los Well-

come Physiological Laboratories. Los procedimientos no estan pro-
tegidos por patente pero como no se conocen los detalles precisos
de la téenica, sélo estudios sistematicos podian permitir la solucibén
practica del problema.

Estos estndios fueron iniciados simultdneamente en dos labo-
ratorios, por el Dr. Mopsrn y RUFF y por el Dr. SORDELLI en cola-
boracidn con 1. GVIRTZMAN y o. FERRARL Desde febrere de 1030
hasta la fecha se han proseguido los estudios y recién ahora esta-
mos en posesién de una téenica suficientemente simple para ser
aplicada industrialmente.

Los procedimientos de PArFENTIEY 3 de PopE tienen algo en co-
min, de modo gque es dificil juzgar si los derechos creados por
las patentes (2.065.196 -2.123.198), de Lederle son violados por la
aplicacién del método de Pope desde el punto de vista legal. Como
a nuestro entender se trata de procedimientos diferentes en su par-
te esencial estimamos que el uso del método de Pore no invade los

derechos creados por las patentes americanas, por lo menos en nues-
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tro pais, donde es menos rigido el sistema de proteccién por pa-
tentes de invencién.

El método de PARFENTJIEV consiste: 19 en la digestién del suero
por pepsina a temperatura y pH convenientes, durante determi-
nado tiempo. Hn esta etapa las antitoxinas, que resisten la diges-
ti6n, quedan como proteinas coagulables, mientras las demés pro-
teinas se digieren; hoy sabemos que lambién se digieren parcial-
mente las antitoxinas. 2° En este momento el suerc digeride eon-
tiene a mas de las antitoxinas, la enzima, Iag proteinas no coagula-
bles, sales y otras substancias solubles; por ultrafiltracién a través
de colodio acético se eliminan las proteosas y por adsorcién con
fosfato tricaleico las enzimas y otras substancias no antitdéxicas.

La purificacién (por contenido de antitoxina en cada unidad
de proteina total) es de tres y mas veces.

El método de PopE estd fundado en las siguientes particularida-
des: por la accién de las enzimas proteoliticas, a pH y tempe-
raturas adecuadas, la molécula de antitoxing se fraeciona rapi-
damente en dos partes casi iguales, una de ellas, que contiene
toda la antitoxina y la otra, desprovista de valor; esto, que ocurre
en corto tiempo, ha transformado a la antitoxina en una proteina
menos coagulable por el calor que las otras del suero, de modo
gque el calentamiento en presencia de sales a pH y temperatura
adecuados, coagula todas las proteinas inertes y deja en solucidn
a la antitoxina. A ésta se la puede separar por precipitacién
por sales de la manera corriente; se termina la elaboracién por
dialisis para eliminar las sales.

Un examen de los dos procedimientos revela que la base del
método de PoPE es la misma que la del método de PARFENTJIEV en
cuanto se considera la accién de una enzima proteolitica y la resis-
tencia a la digestién de la antitoxina. Kste tiene antecedentes en
la literatura y ademés segiin PopE, la patente de Imray (B.P.

8.340, 1902) es para obtener antitoxina por digestién enzimdtica,
re gue guedaria eliminado el obstédculo de las patentes so-
bre el empleo de la digestién en la purificacién de antitoxina.

A partir de ese momento, el método de PorPE y el de PARFENTJIEV
se disocian en el prineipio y en la téenica, de modo gue no hay
incompatibilidad por los derechos que acuerda una patente. En
efecto, en este altimo, la digestién se prosigue hasta que el 70 a
80 % de la proteina se digiere, mientras en el de PopE, la diges-
tibn debe ser tan leve, cuanto sea necesaria para descomponer la
molécula proteica de la antitoxina practicamente en dos mitades.
En el método de PoprE la coagulacién por el calor de todo lo que
no es antitéxico, es lo esencial de la purificacién y en el de PaAr-
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FENTJEV la precipitacién salina, la ultrafiltracién y la adsorcién
constifuyen los recursos gque permiten separar las fracciones dige-
ridas, de la antitoxina. Lia precipitacion salina s6lo se emplea en
el método de PopE, para precipitar las proteinas antitéxicas v para
separar algunas fraeciones digeridas.

Creemos suficientemente explicada la difevencia entre ambos mé-

J

todos y justificado el empleo del mélodo de PoPE sin invadir los
derechos de PARFENTIEV, creados por sus patentes.

j ODERN V HyTTT‘F‘ h L0 PQTU(‘)Q4 net dO (‘JP PARF“T‘N’W‘JF‘V V haﬂ
publicado sus resultados en varios trabajos, (ver esta Revista).
Con esas mmformaciones es posible cbtener los sueros tal como se
puede deducir de las patentes de PARFENTIEY.

Kl uso de esos sueros lo hemos limitado a experimentos en
animaleg ¥ algunos poecos en el hombre, gue no contradicen ningune
de los resultados conocidos acerca de las antitoxinas fabricadas en
los Hstados Unidos por las patentes de PARFENTJEV.

B! método de PopPE a pesar de la publicacién del autor, fué de
mas dificil utilizacion y sélo después de un niimero considerable
de experimentos, se pudo llegar a fijar las condiciones de una
téenica industrialmente aplicable.

Ya MopErN y RUpr, han comunicado sus investigaeiones acerca

del método de PorE y sus trabajos pueden ser cousiderados como
na adaptacion de dicho método; actualmente se utiliza un proce-
d1m1e11t d stinto del descripto.
T - ALl A P N PR U RS LA I PR ., i I L P
414 DoLencion 16 anulioxilia Uuriricdadd O Cualquierd UL LON
dos métodos (PARFENTIEV o PoPE) indujo a varios investigadores
{(PAPPENHEEIMER, ROBINSON y POPE) a emplearla para precipitarla
por la toxina para conseguir una mayor purificacion y aleanzar si

fuera posible, la obtencién de una antitoxina pura, es decir, la

iy

especie guimica, Tias cifrag de ¥ Porg; de DAT’PF‘N’HF‘IMER v RoBINgON,

demuestran que la actividad de la antitoxina precipitada por la
toxina es dos veces mayor en el caso de ios sueros tratados por

PN 4uotamn T.ro malavag an
08 [ili tratar. 10D Vaiorcs 00

et anlidrnas -~

enzimas proteoliticas que en los 3
de 60.000 a 90.000 unidades por gramo de proteina y de 140.000
respectivamente.

Recientemente NorTHROP ha obtenido la antitoxina por este pro-
cedimiento cuyas propiedades satisfacen las exigencias de una pro-
teina pura. Algunas muestras se han obtenido en forma -ecrista-
hina (agujas y laminas). Su peso molecular es aproximadamente
de 80.000.

Aparte de este progreso en el conocimiento de la naturaleza
de la antitoxina, la preparacién de las antitoxinas por los proce-
dimientos mencionados, de acuerdo a la literatura, constituye un

eT
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gran paso dado hacia la desaparicién de la enfermedad del suero.
Si esto se hubiese conseguido, se habria realizado uno de los grandes
progresos de la sueroterapia.

Fué con esta ilusién que se emprendieron todos los estudios desde
el afic 1937, y con igual ilusién se aplicd al hombre el suero pre-
parado por el método de Porr. Lia justificacién de ese optimismo se

encuenira en el trabajo gue sigue a continuacidn.



