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Depois que a bacteriologia mostrou que as

- doencas infectuosas eram causadas por micro-

~ organismos, concentraram-se os esforcos da the-

rapeutica na descoberta dos agentes mais conve-

nientes para destruil-os, tornal-os inoffensivos ou,
pelo menos, para attenuar a sua virulencia.

Féra da economia animal, a destrui¢io das
bacterias affigurava-se facil e segura porque po-
diam podr-se em ac¢do os meios mais energicos,
mais violentos; mas, no organismo, especialmente

* quando os germens se achassem disseminados
pelos tecidos, o problema era muito mais delicado,
pois havia necessidade de empregar substancias
antisepticas que, em dose activa para as bacterias,

~ ndo compromettessem a vitalidade dos elementos
~ anatomicos.

Com as reservas que esta consideragio impunha,

3 f.rL'jipiEiou—se a lucta directa contra os microbios
£ pathogeneos e as victorias logo ganhas no terreno
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da cirurgia, da hygiene, da obstetricia, da dermato-
logia e d’'outros ramos das sciencias medicas,
tém-se succedido até hoje, de cada vez mais
completas e decisivas.

A cirurgia, que atravessava um periodo de recor-
dacgées terriveis, em que as complicacoes septicas
constituiam a funcc¢éo quasi obrigada da interven-
¢do operatoria, gragas 4 antisepsia e d asepsia, viu
surgir uma nova era de triumphos tam brilhantes
que o seu campo d’ac¢do, enormemente dilatado,
avassalou por um momento os dominios da the-
rapeutica interna.

O que valia a cirurgia da epocha pre-antiseptica,
bem péde julgar-se por estas palavras de TrerAT:
«As mais pequenas operagbes, a cataracta, uma
ablacdo de phalange, a extraccdo d'um kysto, a
incisdo d’'um abcesso ou d’um panaricio, podiam
ser seguidas de morte; as fracturas complicadas
eram quasi sempre fataes; as feridas das serosas,
synoviaes articulares ou cavidades visceraes, ins-
piravam um tal terror que paralysava toda a
acgaon.

A doutrina microbiana veio levantar a thera-
peutica cirurgica do estado lamentavel em que
ella se encontrava: reformou-se radicalmente o
tratamento das infec¢Ges locaes; as operagoes
gravissimas d’outr’ora, a amputagéo dos membros,
a ablacio da mamma, as reseccGes articulares,
entraram na pratica quotidiana sem risco para os
doentes; ao abrigo dos germens do exterior, o
bistori do cirurgido aventurou-se a penetrar nas




grandes cavidades visceraes, extirpando tumores.
reseccando orgdos, dando sahida a collecgGes
purulentas; a sua mdo nem se deteve perante a
estructura delicada e as funccGes quasi mysteriosas
do systema nervoso central e la foi obstar aos
effeitos da presenga, tantas vezes mortaes, de
tecidos degenerados, de corpos extranhos, de
férmas anomalas. Pena foi que por vezes a
audacia, animada por tam maravilhosos resulta-
dos, levasse longe demais a intervencgdo sangrenta;
mas, quem poderd admirar-se de que tanta luz,
langada de repente por sobre uma multidao avida
de progresso, ndo deslumbrasse alguns dos assis-
tentes?

A descoberta dos micro-organismos pathogeneos
reflectiu-se na hygiene ndo menos beneficamente.
D’ella nasceram os poderosos diques de defesa
actualmente oppostos 4 diffusdo das epidemias da
cholera, peste e febre amarella; o estudo do habitat
dos microbios e dos seus vehiculos de transporte,
evidenciou os perigos da agua, das poeiras e dos
alimentos, d’origem animal ou vegetal, suspeitos
de inquinagdo bacteriana; dotaram-se as cidades
de bons systemas de canalizagdio d’aguas e de
_exgottos, fixaram-se regras para a construcgdo
das casas de habitagdo e installacdo dos grandes
estabelecimentos de trabalho e de caridade, reco-
nheceu-se a necessidade e formularam-se os pro-
cessos de desinfeccdo das roupas, utensilios e
habitagdes dos doentes atacados de molestias
contagiosas epidemicas, imprimiu-se, emfim, &
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prophylaxia geral das infeccGes uma orientagdo
racional e segura, indicando-lhe os meios de evitar
ou destruir os parasitas pathogeneos.

Na prophylaxia individual, precisou-se melhor
a nog¢do do contagio, indicando a parte com que
para elle concorrem a athmosphera, o solo, a
agua, os moveis, os estofos, etc.; estudou-se a
influencia da hereditariedade, dos climas, das
altitudes, do frio, do calor, da inanicdo, do trau-
matismo, da fadiga, da viciacdo do ar, da intoxica-
céio, etc., sobre a receptividade para os microbios;
creou-se, em summa, um systema de preceitos
preventivos que, observados rigorosamente, offe-
recem solidas garantias.

E que diremos dos progressos realizados pela
obstetricia, devidos 4 antisepsia e 4 asepsia? A
infeccdo puerperal, que nas maternidades melhor
organizadas ceifava innumeras vidas, furta hoje
apenas uma d’entre centenas; as grandes operacdes
d’obstetrica praticam-se a salvo das complicagGes
que mais lhes escureciam o prognostico; recorre-se
menos vezes ao sacrificio da vida do feto; n'uma
palavra, a gestagdo, outr’ora entrecortada de inci-
dentes septicos que a todo 0 momento ameacavam
a existencia da mulher, reconquistou em parte a
serenidade de evolugio que naturalmente lhe
compete como funcgao physiologica.

Em dermatologia, a medicacdo antiseptica oc-
cupa um logar proeminente no tratamento de
muitas affeccbes parasitarias, nas trichophytias,
no lupus, etc.




O rapido esbogo que vimos tracando ndo deixa
subsistir, em summa, a mais pequena duvida sobre
a efficacia e o alto valor da antisepsia local e da
desinfecgdo prophylactica; uma e outra sio fructos
preciosos da doutrina microbiologica, consequen-
clas quasi immediatas das primeiras descobertas
no campo da bacteriologia.

Lancemos agora os olhos para a therapeutica
medica e vejamos se ella tirou identico partido
dos conhecimentos bacteriologicos.

A antisepsia cirurgica deu desde o principio as
provas de suas virtudes: destruindo os germens
nocivos, a doenca curava; como nido havia de
pensar-se, pois, em combater as infecgGes genera-
lizadas ou, embora limitadas, inaccessiveis aos
meios cirurgicos, pela antisepsia interna, geral ?

Mas, a introducgdo na economia d’'uma sub-
stancia antiseptica, em quantidade sufficiente para
levar a morte aos microbios espalhados pelos
tecidos, ndo offenderd egualmente as cellulas do
organismo ?

Desde as primeiras tentativas de antisepsia
geral, levantou-se contra sua exequibilidade a
_ seguinte objec¢do: os agentes capazes de destruir
as cellulas dos parasitas vegetaes, muito resisten-
tes, ndao poupardo, com maioria de motivos, 0s
elementos anatomicos, altamente delicados, dos
tecidos animaes.

Este argumento, que a priori poderia conside-
rar-se temerario, infelizmente possue j4 agora o
valor que lhe tém conferido os innumeros ensaios,
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pouco animadores, de antisepsia geral no trata-
mento das doencas infectuosas.

Nao ha duvida de que se conhecem antisepticos
que em doses por assim dizer infinitesimaes atte-
nuam a virulencia, deprimem a vitalidade e im-
pressionam mesmo mortalmente as bacterias; ¢é
certo que o equivalente toxico d’alguns, (naphtolz,
mistura de diversas essencias, etc.) é superior ao
seu equivalente antiseptico (BoucHarp); mas, 0
que valem todas estas investigacbes, tam enge-
nhosamente conduzidas e na apparencia tam
esperangosas, perante os desenganos da observa-
¢o clinica? .

A malaria, a syphilis e o rheumatismo articular
agudo apontam-se como doencas, seguramente de
natureza infectuosa, que de ha muito possuem um
tratamento especifico,; entretanto, accentue-se bem,
ndo foram as ideias de antisepsia nem as indicag6es
da experimentagdo bacteriologica que presidiram
4 applicacdo da quinina, do mercurio e do acido
salicylico nas referidas doengas. Por outro lado,
o supposto hematozoario da malaria ndo entra
na classe das bacterias quando sdo estas, eviden-
temente, que desempenham o papel mais impor-
tante na etiologia geral das infecgbes; os agentes
etiologicos da syphilis e do rheumatismo articular
agudo, se bem que de natureza viva, como tudo
leva a crer, ndo foram ainda descobertos, podendo
egualmente distanciar-se muito das bacterias; por
ultimo, esta longe de ser demonstrado que o mer-
curio, o acido salicylico e a quinina actuem dire-




ctamente como antisepticos sobre os agentes
especificos da syphilis, do rheumatismo agudo e
da malaria. Admittindo, porém, que esta triade de
especificos se dirige immediatamente ds causas da
doenca, teremos de reconhecer, com pesar, que 0s
seus effeitos therapeuticos nem sempre se mani-
festam com aquella promptiddo e seguranca que
acompanham geralmente a antisepsia cirurgica.

Os resultados do tratamento da tuberculose pela
creosota e seus derivados tambem ndo poderdo
incutir-nos grandes enthusiasmos pela antisepsia
geral; nas demais doengas infectuosas — e cons-
tituem ellas uma maioria esmagadoral — este
methodo therapeutico tem-se mostrado completa-
mente inefficaz.

Deveremos pois renunciar 4 aspiragdo de com-
bater as infecces pela antisepsia geral ?

E’ a antisepsia geral «uma chimera, um sonho,
uma illusio generosa» que da mente devamos
affastar ?

Nio subscrevemos de nenhuma maneira para
esta opinido. Se indicamos a insufficiencia actual
da antisepsia medica e as decepgbes que nos tem
proporcionado e, pelo contrario, puzemos em
relevo os enormes beneficios colhidos da antise-

" psia cirurgica e prophylactica, foi sémente para
d’este contraste fazer resaltar que a primeira, para
adquirir a seguranga e a generalidade de applicacdo
da segunda, requer novos processos d'investigagdo
em que se attenda ds circumstancias que concor-
rem na genése da doenga.
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As doencas infectuosas resultam do conflicto
de duas energias vitaes — os micro-organismos e
a economia animal — que reclamam por egual a
nossa attencio.

Quando o conflicto se trava n’uma regido
restricta da economia, accessivel 4 mdo do cirur-
gido, podemos em geral triumphar das bacterias,
empregando quaesquer substancias que in itro
accusem propriedades microbicidas energicas;
evitando a absorp¢do do antiseptico, embora
actuemos indistinctamente sobre as cellulas ani-
maes e vegetaes, logo que estas desapparecam,
as primeiras serdo regeneradas ou substituidas
‘por outras.

Para intervir activamente nas infeccées internas,
inaccessiveis aos meios cirurgicos, ou havemos de
tomar a offensiva directa contra as bacterias,
recorrendo 4 antisepsia geral, ou entdo fornecer
a0 Organismo os materiaes proprios para augmen-
tar a sua resistencia natural; ora, sem preencher
simultaneamente estas duas grandes indicacdes
pathogenicas — lesar o microbio e auxiliar ou,
pelo menos, poupar o organismo — que a thera-
peutica ainda ndo conseguiu harmonizar, nido
poderemos instituir um tratamento efficaz e geral
das doengas infectuosas.

Na verdade, para realizar a antisepsia geral ndo
basta resolver a difficil questdo de encontrar uma
substancia poderosamente bactericida in vitro e
ao mesmo tempo facilmente tolerada pelo orga-
nismo: ¢ ainda absolutamente necessario que




depois d’absorvida conserve a sua energia antise-
ptica, se diffunda uniformemente na economia e
ndo anniquile os elementos de defesa do animal.

Injectando solugGes antisepticas nas veias ou
no tecido cellular d'um animal previamente infe-
ctado, sem nunca attingir a dose minima capaz
de provocar os primeiros symptomas d’intoxica-
¢do, ndo s6 a marcha da doenca ndo se modifica
favoravelmente mas, em geral, apressdmos a sua
terminagdo fatal; este resultado é a consequencia
necessaria das perturbagdes determinadas pelo
antiseptico, da sua transformagdo em substancias
inactivas, da diminui¢do do poder bactericida dos
humores ou da phagocytose, etc. E, se nos animaes,
que se encontram nas melhores condigbes para
resistir 4 infecgdo, os antisepticos produzem effei-
tos tam nocivos, como ndo hdo-de comprometter
ainda mais gravemente o organismo d’'um doente
predisposto @ pullulagdo microbiana?

As garantias que nos offerecem os antisepticos
actualmente empregados ndo sdo menos incertas
attendendo 4 ignorancia em que estamos sobre se
a sua accdo no organismo, ainda quando ndo
soffram modificagées, corresponde 4 que manifes-
tam nos meios ordinarios de cultura; por outra

parte, admittindo que se distribuem uniforme-

mente nos liquidos da economia, as bacterias
continuardo a vegetar no interior das cellulas,
onde sabemos que se encontram com frequencia
e ahi podem persistir vivas durante muito tempo.

«Pretender jugular a doenca parasitaria, diz
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Serwitz, saturando systematicamente o orga-
nismo de substancias nocivas aos microbios, sem
olhar as condi¢Ges dos elementos que entram em
lucta, ndo nos parece mais logico nem menos
arriscado do que, para soccorrer uma cidade
invadida pelo inimigo, lancar por sobre ella um
chuveiro de metralha, na presumpcéo irrisoria de
que sO os. invasores offerecerdo o peito aos esti-
lhacos».

Estas ligeiras consideracées explicam os insuc-
cessos dos investigadores, alidas muito habeis, que
tendo reconhecido em algumas substancias um
equivalente antiseptico inferior ao seu equivalente
toxico, julgaram-se momentaneamente na posse
do tratamento radicalmente curativo d’'um grande
numero, senao de todas as doencas microbianas ;
assim como demonstram que a experimentacdo,
para nos levar certeiramente 4 descoberta dos
processos efficazes de antisepsia geral, tem de
vazar-se n'outros moldes mais conformes com a
pathogenia das infecgdes.

A antisepsia geral ndo tendo dado resultados
satisfactorios vejamos se, abstrahindo do mecha-
nismo por que se produzem as doencas micro-
bianas, a medicina conseguiu por outras vias
prevenil-as ou combatel-as mais proficnamente.

E’ um facto da observacdo clinica, registado
desde tempos immemoriaes, que a variola, a
syphilis e outras doengas, depois d'um primeiro




ataque, conferem uma certa immunidade para as
mesmas affecgoes. Impressionados por esta cir-
cumstancia, os antigos trataram de prevenir o
desenvolvimento das férmas graves da variola,
provocando artificialmente outras mais benignas ;
crearam assim o methodo das vaccinas (1).

A variolizacdo prophylactica, conhecida e pra-
ticada pelos Chinezes, Persas e Arabes desde
remotas eras, foi introduzida na Europa no prin-
cipio do seculo 18.°; a guerra que lhe moveram a
Faculdade de medicina de Paris e outras corpora-
¢Oes, scientificas e religiosas, impediram em certa
medida que ella se generalizasse até que JENNER,
com a sua admiravel descoberta, veio desthronal-a
completamente.

De Jesner ao periodo bacteriologico, a vacci-
nacdo pelos virus restou limitada 4 variola e ainda
4 peripneumonia epizootica; depois, 0s processos
de attenuacdo da virulencia das bacterias pelo
calor, deseccagdo, antisepticos, envelhecimento
das culturas, etc., e a determinagdo da influencia
da quantidade de virus e da sua porta d’entrada
no organismo sobre a férma e a gravidade das
infecgbes, permittiram alargar bastante a sua
applicacdo, mas s6 aos animaes.

No homem, ao contrario do que se podia
esperar das incessantes indicages fornecidas pela

(1) Alguns auctores pretendem distinguir a vaccinacfio pelas
vaccinas vivas da vaccinacio pelos virus attenuados; esta distin-
¢cfio, ainda que ndo fosse injustificavel, nfo teria importancia real,
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pathologia experimental, a vaccinagio pelas vac-
cinas vivas ndo logrou conquistar uma posicio
saliente na prophylaxia geral das doencas infe-
ctuosas.

Possulamos a preciosa vaccina com que ha um
seculo Jenser libertara a humanidade d’'um dos
maiores flagellos que a tém assediado; passados
90 annos, o genio inspirado de Pasteur dava-nos
a conhecer a vaccina anti-rabica que, se menos
valiosa do que a de JeNnER, conta ji no seu activo
algumas centenas de vidas arrancadas aos horrores
da hydrophobia; depois da descoberta de Pasteur,
ndo faltaram investigadores illustres que tentassem
a vaccinacio pelos microbios attenuados mas, até
hoje, for¢oso é confessal-o, o terreno tem-se mos-
trado muito ingrato.

D’entre essas numerosas tentativas, algumas ha
que alimentam  ainda as esperancas dos seus
auctores: a vaccina de D. Frere, contra a febre
amarella, apesar de insistentemente recommen-
dada desde 1885, ndo tem o favor das proprias
corporagdes scientificas do Rio de Janeiro; a de
HarrkiNg, contra a cholera, ensaiada largamente
na India, parece preservar um numero muito res-
tricto dos individuos vaccinados; a de WricHT e
SEMPLE (1), contra a febre typhoide, inspirada por

(1) Esta vaccina, na opinido de WricnT ¢ SEMPLE, ¢ constituida
pelos bacillos mortos; o aquecimento das culturas a 60° durante
poucos minutos nfo garante, porém, a destruicio dos bacillos,
$0mo os auctores observaram em alguns casos,
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HAFFKINE, é muito recente para se poder julgar do
seu valor mas, na hypothese mais favoravel, a sua
esphera d’applica¢do serd muito limitada, como os
proprios auctores reconhecem; etc.

Como acabimos de verificar,da mesma maneira
que ndo temos colhido beneficios reaes da antise-
psia geral, tambem ndo havemos tirado das vac-
cinas vivas resultados animadores; para o futuro,
porém, a antisepsia, mudando de objectivo, isto ¢,
combatendo as bacterias pelo reforco levado ao
organismo, poderd assumir uma preponderancia
unica no tratamento das doencas virulentas ao
passo que a vaccina¢do nao ganhard decerto uma
applicagdo geral na prophylaxia das infecgGes.

I

Ao mesmo tempo que proseguiam os ensaios
de antisepsia geral e de prophylaxia pelas vaccinas
vivas, outros trabalhos, n'um campo differente,
prendiam com egual interesse a attencdo dos
bacteriologistas.

Comprehendeu-se desde ha muito que para dar
batalha 4s bacterias virulentas, era de toda a
vantagem, sendo de necessidade, conhecer as
armas com que ellas nos atacavam, os processos
por que lesavam os tecidos e perturbavam tam
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profundamente o funccionamento dos orgdos, em
summa, o mechanismo que presidia a sua func¢ao
pathogenea; esclarecidos estes phenomenos que,
em verdade, constituiam a parte da pathogenia
mais ligada aos microbios, previa-se que na
impossibilidade de vencel-os directamente, espa-
lhando a morte pelas suas fileiras, poderiamos
tornal-os inoffensivos, neutralizando os effeitos
nocivos dos seus meios d’accdo.

Estas previsdoes ndo foram desmentidas: a
vaccinacdo chimica e, a sorotherapia antitoxinica,
que tanto enthusiasmo tem despertado, derivaram
dos estudos orientados n’aquelle sentido.

Como ¢, pois, que as bacterias produzem a
doenca?

A primeira ideia que naturalmente assaltou o
espirito dos pathologistas foi a da concorrencia
vital. Suppoz-se que as bacterias, vivendo como
parasitas na intimidade dos tecidos, subtrahiam
aos succos nutritivos as substancias necessarias
para a reparacido dos elementos anatomicos. Esta
hypothese ndo se compadecia com a evolugdo
fulminante d’algumas doencas infectuosas, nem
com a localizacdo, inteiramente superficial, dos
microbios n’outras e, muito menos, com o quadro
symptomatico da inanigdo.

BoLLINGER, desde 1872, recorreu egualmente &
concorrencia vital, mas restricta ao consumo do
oxygenio, para explicar as desordens produzidas
pelo bacillus anthracis. Os symptomas asphyxicos,
muito accentuados, d’algumas férmas de carbun-
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culo; as alteracoes observadas na autopsia, seme-
lhantes as da morte por asphyxia; a existencia de
numerosos bacillos no sangue durante a vida e a
vegetacdo aerobea d’estes, pareciam indicar real-
mente que se tratava d’'uma subtrac¢do d’oxygenio
dos globulos rubros determinada pela bacteridea ;
mais tarde, Pasteur, verificando que as aves
resistiam ao carbunculo, contribuiu para sustentar
aquella opinido, alvitrando que n’estes animaes as
hematias ndo cedem facilmente o oxygenio ligado
a4 hemoglobina.

E’ evidente que a explicagio de BoLLINGER
apenas podia aproveitar ds doencas microbia-
nas que reunissem um conjuncto de condicOes
analogas ds do carbunculo; mas, mesmo para
o carbunculo, novos factos vieram em breve
demonstrar a falsidade da theoria asphyxica.
VIRCHOW, SIEDAMGROTZKY, JOFFROY € O proprio
BoLLiNGER reconheceram que a bacteridea raras
_vezes se encontra no sangue na enorme propor¢cao
a principio computada por Davame; OEMLER
observou que o sangue, embora contenha muitos
bacillos, apresenta a cor rutilante da oxyhemoglo-
bina; Toerer e RoLorF referiram casos de car-
bunculo apoplectiforme sem que se manifestassem
symptomas de asphyxia; ToussaiNT notou que nos
animaes inoculados com o bacillus anthracis,
respirando uma atmosphera muito rica em OXy-
genio, a evolugdo da doenga ndo se modificava;
emfim, Nexcki verificou que a intensidade de
oxydagio de certos medicamentos era identica
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nos animaes saudaveis e nos inoculados com o
carbunculo.

O estudo das lesGes provocadas pela bacteridea
forneceu ainda a BoLLINGER elementos para edificar
a sua theoria da interferencia mechanica pelas
embolias bacillares.

Observando o cérte d'um rim, convenientemente
corado, d'um porquinho da India inoculado com
o bacillus anthracis, encontram-se algumas vezes
grandes massas de bacillos dilatando os capillares
¢ 0s pequenos vasos sanguineos, obstando, assim,
d circulagdo no orgdo e ao seu funccionamento
regular; deparam-se-nos phenomenos identicos,
ainda que com menos frequencia e mais attenua-
dos, no figado, no bago e nos pulmaes.

Kiess e Toussant defenderam vivamente a
theoria das embolias; as investigagcdes de Horra,
Vircuow, etc., vieram, porém, demonstrar que os
factos observados por BoLLINGER eram muito pouco
constantes para appoiarem a sua opinido. Aban-
donada para o carbunculo, a theoria das embolias
muito menos podia subsistir para outra qualquer
doenca.

Os pathologistas attribuiram ainda as desordens
anatomicas e funccionaes observadas nas infec¢ées
d ac¢do traumatica das bacterias sobre os elementos
cellulares, 4 sua deposi¢do nos ninhos valvulares
das veias, 4 formacio de thromboses e d’embolias
pela coagulagao da fibrina, etc., etc.

As theorias precedentes, podendo explicar alguns
dos phenomenos morbidos determinados pelos
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microbios, ndo satisfaziam, porém, 4 generalidade
do quadro anatomo-physiologico da pathologia das
infeccbes : concediam aos pequenos obreiros da
doenca instrumentos muito simples para realizarem
um trabalho em extremo complexo e, por vezes,
com extraordinaria presteza; ellas cahiriam de-
pressa, sem recorrer a mais do que a uma analyse
dos symptomas, se outra theoria, jd de longa data
esbogada, ndo viesse descobrir nas bacterias armas
mais traicoeiras.

Os primeiros delineamentos da theoria da into-
xicacdo nas doengas microbianas foram tracados
muito antes da descoberta das bacterias pathoge-
neas.

Em 1822, Gasparp e Stick, consideraram, como
de natureza toxica, os effeitos das injec¢ées nos
animaes dos productos da carne em putrefaccio.
Bover (1834), Bonver (1837), GueTErBROCK (1838),
Dumas (1841), Weser (1864), attribuiram as com-
plicagbes septicemicas das feridas ao desenvolvi-
mento in loco e absorpcao consecutiva de diversas
substancias toxicas.

Panum, em 1855, julgou ter demonstrado que a
causa dos accidentes septicemicos era realmente
um veneno chimico e ndo um rirus ou miasma,
verificando que o calor a 100° ndo modificava
as propriedades nocivas dos productos da putre-
facgao.

Depois das investigaces de Panuwm, algumas
Universidades allemas puzeram a concurso o estudo
da causa da infec¢iio putrida; appareceram entio
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as memorias de HEMMER, SCHWENINGER, MULLER,
BERGMANN € SCHMIEDEBERG, €tc., que confirmaram
a opinido de Panum relativa 4 natureza chimica do
veneno putrido. _

Em 1872, A. Gautier reconheceu, d'uma ma-
neira definitiva, a existencia de alcaloides vene-
nosos derivados da fermentacdo bacteriana; e
Sk, de 1870 a 1874, nos seus notaveis trabalhos
sobre os alcaloides cadavericos, demonstrou que,
durante a putrefac¢io, produzem-se verdadeiros
alcaloides organicos toxicos, analogos aos alcaloi-
des vegetaes. :

A estas descobertas de GAuTIER e SELMI succe-
deram-se outras dos mesmos auctores e de NENCKI,
BrouarpEL e Bourmy, PoucHET, BRIEGER, etc., que
puzeram em evidencia grande numero de ptomainas
toxicas, produzidas tanto pelos microbios da pu-
trefacciio, alguns dos quaes so pathogeneos, como
pelas bacterias mais communs das doencas infe-
ctuosas.

Ao lado, porém, das ptomainas, os microbios
pathogeneos fabricam substancias muito toxicas,
de constituicio albuminoide (segundo geralmente
se admitte), mais ou menos diffusiveis nos liquidos
de cultura, a que principalmente devem as suas
qualidades virulentas.

Desde 1876, HiLLer verificou que as materias
putridas, filtradas, conservam a sua toxidez; a
experiencia repetida por Axpers em 1877 indicou,
todavia, que o liquido de filtragdo era menos
activo do que a substancia primitiva.
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Toussaint, em 1878, e CHAUVEAU, em 1879, emit-
tiram a hypothese de que a bacteridea segrega um
veneno soluvel, capaz de provocar as perturbagées
observadas no carbunculo; e PasteUr, em 1880,
mostrou que o extracto de culturas filtradas do
bacillo da cholera das gallinhas, injectado nos
animaes, produz uma somnolencia que recorda de
perto a dos animaes inoculados com o proprio virus.

Em 1887, CuarriN provou d’'uma maneira irre-
futavel que as culturas do bacillo pyocyanico,
previamente filtradas ou esterilizadas pelo calor,
quando injectadas no coelho, determinam «todas
as perturbacGes que se observam quando se inocula
com prudencia e directamente o proprio virus rico
em bacillos vivos»; BoucHarp, completou a demon-
stracdo de que a doenca pyocyanica é produzida
por um veneno segregado pelo bacillo e circulante
nos tecidos, mostrando que as urinas do animal
doente, depois de esterilizadas, reproduzem nos
animaes em que se injectam o quadro symptoma-
tico caracteristico d’aquella affeccio.

Para o bacillo do pus azul ndo restava, portanto,
a menor duvida de que era a substancia soluvel
por elle formada, tanto nas culturas in vitro como
no organismo, que se deviam imputar as principaes
alteragbes observadas na doenga pyocyanica;
conhecido este facto, ndo tardou que novos tra-
balhos viessem revelar a existencia d’outras foxinas,
produzidas pelos microbios do carbunculo, da
gangrena gazosa, da febre typhoide, da diphteria,
do tetano, etc.
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Os microbios devem, pois, quasi por completo
a sua funcgdo pathogenea, isto ¢, a sua virulencia,
4s substancias eminentemente toxicas que fabri-
cam; nalguns, como o bacillo de Kieps-LEFFLER
e o de Nicoraier, estes venenos diffundem-se
rapidamente nos liquidos de cultura, de maneira
que a sua penetragdo na corrente circulatoria
realiza-se independentementc da do microbio;
n'outros, como o bacillo da tuberculose, a sub-
stancia toxica encontra-se principalmente no corpo
da bacteria.

Depois de se reconhecer que as bacterias actuam
pelas substancias toxicas que segregam, occorreu
naturalmente a idéa de substituir na vaccinagao
os virus mais ou menos attenuados mas vivos,
pelas culturas esterilizadas ou simplesmente pri-
vadas dos germens por filtracdo.

Por este processo de vaccinagdo, geralmente
denominada « vaccinacdo chimica », CHARRIN
(1886), Roux e Cuamperranp (1887), GAMALEIA
(1888), Cuantemesse (1888), etc., tornaram refra-
ctarios alguns animaes respectivamente contra a
doenga pyocyanica, a septicemia do vibrido septico,
a peritonite cholerica, a febre typoide, etc.; no
homem, a vaccinacdo chimica, raramente tentada,
ndo*se affirmou até hoje por resultados dignos de
mengao.

Da vaccinacdo chimica nasceu a mrc:-therapla
antitoxinica. 3




BEHRING e VERNICK, em 1889, vaccinaram alguns
animaes contra o tetano empregando a cultura
filtrada do bacillo de Nicoraier ou o proprio virus
misturados com tri-chloreto de iodo; e, em 1890,
BeHrING ¢ KitasaTo descobriram que o séro de
coelhos assim vaccinados possuia propriedades
immunisantes e antitoxicas energicas contra o
bacillo e o veneno tetanicos. Juntando o soro de
animal vaccinado ao bacillo ou ao veneno tetanico,
a injeccdo da mistura em animaes muito sensiveis
ao tetano ndo determina phenomenos de intoxica-
¢do e os bacillos tornam-se inoffensivos ; da mesma
maneira, a inocula¢io da toxina ou da cultura
tetanica nao determina effeitos toxicos se o animal
receber previamente uma injecgdo de soro antite-
tanico.

BenriNG obteve resultados identicos na diphteria:
0 soro de animaes immunisados, neutralizava a
toxidez dos productos soluveis do bacillo de Ki.ess-
LerrLer, assim como obstava ds alteragées por
este produzidas no organismo.

As descobertas fundamentaes de BenriNG ndo
podiam deixar de ter uma applicacdo immediata
na clinica, tanto mais que se referiam a duas
doengas que realizam o verdadeiro typo da into-
xicagdo microbiana; ora, a virtude therapeutica
do sbro mais em evidencia era precisamente a de
neutralizar as toxinas. E, na verdade, dentro de
pouco tempo, iniciava Kitasato o tratamento do
tetano e BenrinG, Boer, Kosser, etc., o da diphteria
pelos sdros antitoxicos,
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O soro de animaes vaccinados e immunisados
por differentes processos, bem como o de animaes
naturalmente refractarios, tem sido experimentado
no tratamento de muitas doencas infectuosas;
d’essas tentativas, interessantes sob outros pontos
de vista, apenas reclamam por agora a nossa
attencdo aquellas que passaram a applicar-se
correntemente na clinica.

Analysemos muito summariamente o valor the-
rapeutico dos soros actualmente empregados.

Na intoxicacdo microbiana mais nitida —o
tetano — a sorotherapia ndo nos assegurou os be-
neficios que promettia: quando a toxina ¢ absor-
vida de repente e em grande quantidade, isto €,
nas féormas agudas da doenga, o soro antitoxico,
embora neutralize o veneno accumulado no orga-
nismo, ndo poderd evitar as consequencias fataes
das alteracGes nervosas ja consummadas; nas
formas chronicas, em que a toxina impregna len-
tamente a economia, contra o que podia esperar-se,
as observacoes publicadas ndo sdo mais favoraveis
ao sdro que aos antigos meios therapeuticos.

A sorotherapia deu melhores resultados na
diphteria. E’ hoje universalmente admittido que
a applicacio do sdro antidiphterico fez baixar
consideravelmente a mortalidade da doenca; a
superioridade do tratamento accentua-se sobre-
maneira nas infec¢oes simples pelo bacillo de
Kress-LarrFLER, quando a intervengdo € precoce.

O poder prophylactico do soro tambem ndo pode
contestar-se; entretanto, os accidentes graves que




por vezes determina ¢ a pequena duracio da
immunidade, recommendam a mais severa pru-
dencia no seu emprego.

A utilidade dos soros antistreptococcicos € mais
que duvidosa: na septicemia puerperal, imputam-
se-lhe casos fatacs (Bar, GauLarp, etc.) e poucos
ou nenhuns effeitos therapeuticos ; na erysipela, a
propria estatistica de CHANTEMESSE nfio convence
das suas vantagens sobre o tratamento mais simples
de JuneL-RENoy; nas septicemias cirurgicas, phle-
gmées, etc., faltam observa¢ées em numero suffi-
ciente mas, a julgar pelas poucas conhecidas, os
resultados ndo parecem mais felizes. Trabalhos
muito auctorizados levam a crer que alguns soros
antistreptococcicos (como, por ex., 0 de MARMOREK)
sdo applicaveis apenas ds infecgbes de laboratorio,
produzidas pela variedade streptococcica com que
previamente se immunisaram os animaes.

Dos sbros antituberculosos somente o de Mara-
GLIANO conseguiu uma certa reputacdo entre alguns
clinicos italianos ; apesar da estatistica do auctor
comprehender numerosos casos, ‘a utilidade
d’aquelle agente therapeutico ndo poderd aquila-
tar-se sem mais elementos elucidativos.

 Nédo nos deteremos na apreciagdo da sorothe-
rapia da pneumonia, peste bubonica, cholera, febre
typhoide, staphylococcia, lepra, etc., porque d'esses
ensaios, uns ja foram repudiados pela clinica e
outros esperam novas investigagoes que decidam
do seu valor.

Temos, em summa, uma doenca infectuosa —
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a diphteria— que a sorotherapia combate com
vantagem; nas restantes doencas virulentas, a
sorotherapia fard alguns progressos, sem duvida,
mas por emquanto ndo merece grande confianga.

Depois de seis annos de investigagGes incessantes
sobre a sorotherapia das infecgoes, realizadas pelos
bacteriologistas mais competentes e com a activi-
dade febril propria do nosso tempo, é necessario
concordar em que as victorias por ella alcancadas
contra- os microbios pathogeneos ndo correspon-
deram nem & espectativa dos menos exigentes.

A que attribuir, pois, este insuccesso relativo da
therapeutica dos soros? Como explicar a enorme
differenca entre os effeitos muito apreciaveis da
sorotherapia nas. infecgGes experimentaes ¢ a sua
insufficiencia na pathologia humana?

O insuccesso clinico da sorotherapia reconhece
por causa ndo sé os defeitos inherentes ao methodo
como outros que, sendo-lhe extranhos, poderdo
remover-se. para o futuro.

N’algumas doencas, como o tetano, o soro dos
animaes immunisados daria resultados maravi-
lhosos se, empregado em quantidade conveniente,
a sua applicacdo precedesse o desenvolvimento
das altera¢Ges anatomicas de elementos essenciaes
4 vida; emquanto ndo se-descobrir o mieio de
reparar taes alteragbes e 6 diagnostico continuar
@ affirmar-se tardiamente, é evidente que nem da
sorothérapia nem de qualquer outra medicagao
poderemos colher melhores fructos. .

A maior parte das doengas virulentas evolucio-
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nam sob o impulso d’algumas bacterias pathoge-
neas; as lesdes primitivas, na verdade, podem ser
provocadas por um sé agente especifico mas, mais
tarde, no terreno assim preparado, implantam-se
novas especies que vegetam ao lado da primeira;
d’esta associagdo microbiana, partem em todos os
sentidos venenos differentes que se contrariam,
modificam ou ampliam nos seus effeitos. As
reaccoes cellulares, determinadas por este con-
juncto de factores, sa0 muite complexas para que
a clinica possa caracterizal-os. N'estas circumstan-
cias, a sorotherapia dirige-se contra o elemento
que se reputa especifico oumais nocivo; os agentes
da infeccdo secundaria continuam, porém, a pul-
lular livremente e, quando ndo obstem & accdo
directa ou indirecta do séro sobre o microbio
visado, favorecem pelo menos o seu desenvolvi-
mento ulterior. 5
Outras doencas, como -as septicemias, sdo
provocadas por microbios de especies differentes;
havendo recursos materiaes.para o diagnostico, a
escolha do soro apropriado nido offerece difficul-
dade; mas, ainda n’esta hypothese, a investigagao
_ diagnostica, alem de delicada, requer por vezes
tempo bastante para que a infec¢do progrida a
ponto das lesGes organicas se tornarem irreparaveis.
Quando o agente etiologico comprehende muitas
especies ou variedades, se o soro do animal immu-
nisado contra uma ndo for activo para as restantes,
para n@o nos sujeitarmos ds contingencias do
acaso, teremos de renunciar frequentemente 4 sua
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applicacdo. - Nas infecgbes de streptococcos, por
ex., em que KrLew (1896) descreve nove variedades
ou especies de coccos em cadeia, o séro animal
immunisado contra o sfreptococcus erysipelatosus
de FenEiseN actuarda sempre com identica energia
contra todas as restantes? .

Um dos principaes inconvenientes da sorothe-
rapia, que imprime ao methodo um caracter de
transigdo, resulta de nos sdros existirem princi-
pios toxicos ao lado das antitoxinas e das substan-
cias propriamente bactericidas; o inconveniente €
tanto maior quanto a toxidez do liquido, variando
por uma férma extraordinaria segundo o animal
de que provém e o individuo em que se injecta,
ndo pode dosar-se nem ainda uniformizar-se. Os
accidentes graves e por vezes fulminantes produ-
zidos pelos soros, a sua facil alteracdo, sem que o
clinico tenha meios de reconhecel-a, a variabilidade
do seu poder immunisante, a necessidade de injectar
grandes porgoes, etc., constituem outras tantas
razdes de inferioridade do methodo.

1

Acabamos de verificar que a antisepsia geral,
visando exclusivamente as bacterias, era impotente
para dominar as infec¢Ges; vimos que as vaccinas

- .-



nao parecem susceptiveis d’'uma applicacdo geral
na prophylaxia das doencas microbianas; a soro-
therapia, que sc afigurava tam vantajosa apds as
descobertas de BEHRING, representa um systema de
transi¢do, deficiente e arriscado, que desappare-
cerd no dia em que se definirem os principios
activos dos soros.

Os rapidos progressos da bacteriologia nos
ultimos annos, esclarecendo por uma férma notavel
o mechanismo que preside ao desenvolvimento
das infecgGes, dao-nos a garantia de que em breve
estes methodos therapeuticos serdo substituidos
por um tratamento racional e verdadeiramente
pathogenico.

Antes da era microbiana, no periodo da thera-
peutica symptomatica e physiologica, os agentes
de que conscientemente podiamos langar mao
para combater as infecg¢Ges, apenas incidiam sobre
um dos factores da doenga—o supporte organico;
comprehende-se que, em taes circumstancias, a
defesa do organismo (se defesa lhe podemos
chamar!) havia for¢osamente de ser frouxa, in-
completa, desordenada, tumultuosa e ndo raro
_contraproducente. O enthusiasmo despertado pelos
primeiros clarGes que illuminaram a natureza dos
virus, langou a therapeutica n’'uma direc¢do op-
posta, fazendo-lhe esquecer por momentos que 0
terreno em que germinavam os microbios repre-
sentava na doenga um papel tdo importante como
o inimigo que o invadia.

Do encontro das duas correntes, a que se dirigia
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ao supporte organico e a que affrontava exclusi-
vamente a causa exterior, derivard a resultante
pathogenica: 4 antisepsia, que visava acima de
tudo as bacterias, succedeu a sorotherapia que ja
attende aos dois factores da doenca; da sorothe-
rapia, dando mais um passo, chegaremos, talvez
directamente, a um tratamento simples, efficaz e
systematico de todas as infecgdes microbianas
internas.

Mas como avangar mais este passo?

O caminho parece estar claramente esbogado.
Se a immunidade natural, adquirida ou artificial e
a resistencia 4 infeccdo, constante em todos os
animaes, derivarem de acg¢des cellulares, do englo-
bamento e digestdo dos microbios pelos phago-
cytos, como se admitte na theoria primeiro formu-
lada por METCHNIKOFF, 0 desideratum da therapeu-
tica, preventiva e curativa, serd encontrar agentes
que excitem e augmentem d’'um modo permanente
a actividade dos elementos phagocytarios; se, pelo
contrario, como sustentam muitos auctores, a
defesa do organismo estd confiada principalmente
ds substancias bactericidas, d'origem cellular,
dissolvidas nos liquidos da economia, e o phago-
cytismo intervem apenas perante as bacterias
como perante as particulas extranhas inertes,
entdo o objectivo de todos os esforgos consistird
em isolar dos animaes essas substancias antise-
pticas e applical-as ao tratamento das infecgoes
do homem.

O futuro decidird definitivamente da importancie




relativa d’estes dois meios geraes de defesa do
organismo— o phagocytismo e o estado bactericida
dos humores; entretanto, como demonstraremos,
os factos conhecidos permittem desde ja affirmar
que ambos os processos concorrem . realmente
para a proteccio da economia animal. E’ isto
quanto nos basta para abrir & investigacdo thera-
peutica uma nova via, seguros de que, se che-
garmos ao seu termo, os resultados correspon-
derdo necessariamente & nossa espectativa: exis-
tindo nos liquidos da economia substancias
bactericidas, que naturalmente a defendem das
bacterias, ¢ evidente que, conseguindo isolal-as,
ficaremos de posse d’'um antiseptico com que
poderemos realizar a antisepsia geral sem receio
de produzir uma intoxicagdo ou de lesar os ele-
mentos anatomicos. A’ antisepsia, n’esta hypothese,
cabera justamente a designacdo de «antisepsia
natural».

Nao sdo, porém, somente as theorias humoraes
da resistencia 4 infeccdo que impdem a necessidade
inadiavel de proceder ao estudo das substancias
bactericidas da economia: nas theorias cellulares
admitte-se egualmente que os phagocytos devem
dquellas substancias, pelo menos em grande parte,
o seu poder sobre os microbios; portanto, o
tratamento das doencas microbianas, orientado
por esta férma, tem o privilegio de harmonizar
as indicacées emanadas de todas as theorias,
circumstancia que mais nos garante o seu exito.

Em summa, no dia em que se conhecerem as
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substancias bactericidas dos humores animaes,
ficardo preenchidas as duas grandes indicagdes
da therapeutica interna das infecgbes microbianas:
destruir o microbio e auxiliar a0 mesmo tempo o
organismo.

A importancia do assumpto de que nos vamos
occupar, resalta 4 evidencia das linhas que
precedem, como se deduz da propria epigraphe
d’este pequeno trabalho; a ordem por que o estu-
ddamos tambem, segundo cremos, nio carece de
justificagdo.

Se o tempo de que dispunhamos o permittisse,
modificariamos a technica de immunisacéo e trata-
mento dos animaes e de certo, d’esta maneira,
novas tentativas seriam melhor succedidas; assim,
a benevolencia do leitor terd de desculpar ndo sé
algumas faltas que derivam das urgencias da
occasido como muitas que sdo filhas da nossa
diminuta competencia.










PRIMEIRA PARTE

Propriedades bactericidas do séro e dos humores
do organismo

N’uma revista critica d'um trabalho muito no-
tavel sobre as propriedades bactericidas do sangue,
Ducraux exprime-se assim: «. .. acreditamos que
BucHxsERr tem razdo em considerar a acgdo destrui-
dora do sangue sobre as bacterias como um dos
Jfactos mais geraes e mais fundamentaes da historia
das infeccoes».

Estas palavras, escriptas pelo sabio director do
instituto scientifico que mais tem contribuido para
sustentar a theoria phagocytaria de METCHNIKOFF,
se attestam a independencia do verdadeiro homem
de sciencia que acima de tudo, acima do partida-
rismo de eschola ou de nagdo, colloca a imparcia-
lidade do seu juizo e a rectiddo da sua consciencia,
constituem, ao mesmo tempo, uma affirmacdo de
um valor incalculavel a oppor as tendencias obsti-
nadas d’alguns adeptos do cellulismo puro na

reacc¢do do organismo contra as bacterias.
3
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Da existencia ou da ausencia de propriedades
microbicidas nos humores do organismo depende
a ruina ou a victoria das theorias que ha muito
disputam o terreno para explicar os principaes
phenomenos da immunidade e da infeccao; ¢ esta,
pois, uma questdo fundamental, discutida viva-
mente e tratada com proficiencia no campo expe-
rimental pelos bacteriologistas mais auctorizados;
¢ um problema que nos desperta ainda maior inte-
resse por nos parecer que a sua soluc¢do conduzird
mais tarde a um tratamento verdadeiramente radi-
cal de todas as infeccées internas.

Os documentos elucidativos d’este capitulo da
pathologia geral sio tam’ numerosos e extensos
que s6 reduzindo-os aos limites laconicos das
« conclusbes » poderemos dar uma idéa succinta
dos que reputamos mais importantes.

A Lewis e CunningHam deve-se um dos pri-
meiros trabalhos sobre a hostilidade do meio
sanguineo para as bacterias. Observaram estes
auctores (1872) que o sangue dos animaes, algum
tempo depois de lhes injectar nos vasos grande
quantidade de microbios, podia apresentar-se
completamente privado de germens. De 12 ani-
maes inoculados, depois de 6 horas, s6 o sangue
de 7 continha bacterias; passadas 24 horas, de
3o animaes em experiencia, encontraram-se mi-
crobios no sangue de 14; no fim de 2 a 7 dias,




de 17 animaes infectados existiam bacterias apenas
no sangue de 2.

As experiencias de Trause e GscHEDLEN (1874)
tém uma significacdo identica. Injectando na ju-
gular do coelho liquidos carregados de bacterias
da putrefaccdo, estes investigadores verificaram
que o sangue do animal, extrahido da carotida
48 horas depois e recolhido asepticamente, con-
servava-se durante mezes sem entrar em decom-
posi¢do. Trause e GsCHEIDLEN attribuiram ao oxy-
genio ozonisado a accdo antiputrida do sangue.

As experiencias de Fopor e WyssokowiTscH
vieram confirmar mais uma vez o desappareci-
mento dos germens introduzidos na corrente cir-
culatoria; mas, em contrario da opinido dos au-
ctores precedentes, WyssokowrrscH explicava o
facto ndo pela destruicdo real dos microbios no
sangue mas pela sua retencio na rede capillar de
certos orgdos, especialmente do figado e bago.

Groumany, estudando sob a direccio de A.
ScamipT as causas da coagulagdo do sangue,
observou que o plasma sanguineo, féra do orga-
nismo, tambem influia desfavoravelmente na ve-
getacdo da bacteridea. As suas experiencias mos-
tram que o bacillus anthracis, ficando por algum
tempo em contacto com o plasma, torna-se muito
menos virulento para o coelho. Groumann referia
d’algum modo a attenuacdo da bacteridea ao pro-
cesso da coagulacao do sangue.

Fooor, de Budapesth, n'um segundo estudo
(1887) sobre o assumpto, demonstrou pela pri-
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meira vez por férma incontestavel que o sangue,
mesmo in vitro, possue propriedades microbicidas
energicas, pelo menos para a bacteridea de Da-
vawe. Um minuto depois de injectar na jugular
do coelho um c. c. de cultura carbunculosa, ex-
trahiu do animal numerosos especimens de sangue
que distribuiu por outras tantas placas de gelatina;
de todas ellas s6 uma deu logar ao desenvolvi-
mento d’'uma colonia bacillar.

Retirando o sangue do coracdo do animal em
condicoes de asepsia rigorosa, cultivando n’elle a
bacteridea 4 temperatura de 38° e depois, com
intervallos regulares e approximados, semeando-o
em quantidades sempre eguaes na gelatina em
placas, Fooor verificou que 4 medida que se pro-
longava o tempo de contacto do microbio com o
sangue, o numero de colonias ia diminuindo suc-
cessivamente até um certo limite e em seguida
augmentava d’'um modo progressivo. Nas placas
semeadas com o sangue immediatamente depois
de lhe addicionar a materia carbunculosa, desen-
volviam-se numerosissimas colonias bacillares;
passadas duas horas, o numero de colonias descia
a um minimo que oscillava entre 300 e 8; para
alem d’este periodo de tempo, o seu numero mul-
tiplicava-se com rapidez, denunciando assim que
o sangue se havia transformado n'um excellente
meio de cultura.

D’estas experiencias tirou Fopor argumentos
para combater com vantagem a theoria da reten-
¢do capillar de Wyssokowirtscu; e, para harmoni-




zar o facto da susceptibilidade do coelho para a
bacteridea, ainda quando ella penetra pelo appa-
relho vascular, com o poder germicida do sangue
do animal, emittiu a hypothese de que uma pe-
quena parte dos bacillos se refugia nos orgédos
parenchymatosos e ahi se subtrae 4 acgdo des-
truidora do liquido hematico.

Os trabalhos de NuttaLt (1888) completam,
corroboram e generalizam a outras especies de
animaes e de bacterias as conclusées de Fopor
relativas ao coelho e ao bacillus anthracis.

NurTALL operou com o sangue do homem e de
coelhos, ratos, cdes, carneiros (vaccinados e ndo
vaccinados), gallinhas, pombos, etc., e estudou a
sua influencia sobre o b. subtilis, o b. megaterium,
o staphylococcus pyogenes aureus e, especialmente,
sobre a bacteridea do carbunculo. Pelo processo
das «gottas pendentes» (que, como ¢ sabido, con-
siste em semear as bacterias n’'uma gotta de sangue
ou de lympha recolhida asepticamente do animal
e conservada a uma temperatura constante e ap-
propriada, tendo o cuidado de fazer a inoculagdo
na peripheria da gotta para que depois da coagula-
¢do e retraccdo do coagulo as bacterias banhem no
liquido) verificou que tanto as bacterias englobadas
pelos leucocytos como as que nadavam livremente
no soro entravam simultaneamente em degeneres-
cencia depois de pouco tempo; era de presumir,
portanto, que ndo sé os leucocytos ndo intervinham
na produccdo da degenerescencia como tambem




s6 englobavam os microbios mortos ou degene-
rados.

A intensidade e a rapidez com que se produz
a degenerescencia varia com o animal e com
a especie de bacteria. O sangue do homem
actua promptamente (em menos de duas horas)
mas com pouca persistencia; com o do coelho,
a degenerescencia da bacteridea termina em 5
horas e, depois de 28, desenvolve-se de novo
perfeitamente ; nas aves, o coagulo sanguineo é
muito volumoso, o soro transuda em pequena
quantidade e, porisso, a degenerescencia limita-se
a alguns bacillos; o sangue do cdo comporta-se
sensivelmente como o do homem, o do carneiro
torna-se mais activo depois da vaccinagio, etc.
NurrtaL affirma que, d’'uma maneira geral, a
bacteridea ¢ influenciada pelo sangue proporcio-
nalmente ao grau de resistencia do respectivo
animal para o carbunculo.

Para verificar se a degenerescencia dos micro-
bios correspondia apenas a ligeiras modificagdes
morphologicas ou se, pelo contrario, representava
alteragdes profundas que interessassem e compro-
mettessem a sua vitalidade, NurtaLL recorreu ao
processo da cultura em placas, como Fopor havia
ja feito. Confirmou assim os resultados das expe-
riencias d'este investigador e accrescentou mais
0s seguintes :

1. O sangue, alguns dias depois da sua extrava-
zdo do animal, perde as propriedades bacterici-
das; e,




2. a accdo bactericida desapparece egualmente
aquecendo o sangue 4 temperatura de 50° a 55%
portanto,

3. a substancia bactericida do sangue ou € muito
instavel e volatil ou é de natureza diastasica.

4. Alem do sangue, outros liquidos do organis-
mo, como o humor aquoso e a serosidade pericar-
dica, manifestam propriedades bactericidas.

As investigages de Nissex (1888) completaram
em alguns pontos as de Nurrare. Eis as principaes
conclusées das experiencias de Nissex:

1. O sangue do coelho e do ¢do mata o coccus
aquatilis em 5 a 10 minutos; o bacillo typhico,
em duas horas; o vibrido da cholera em 20 a 40
minutos.

2. O sangue do cavallo é tambem bactericida.

3. A um determinado volume de sangue corres-
ponde um numero maximo de bacterias que po-
dem ser destruidas completamente (cerca de 7 a
10 gottas de sangue para 50 a 100:000 bacterias);
para cima d’aquelle numero, o poder bacterlmda
restringe-se de cada vez mais.

4. As propriedades germicidas desapparecem

‘pelo aquecimento do sangue d temperatura de
54° a 58°. ;

5. O sangue conserva o seu poder microbicida
quando se lhe addicionam pequenas quantidades
de caldo de carne aseptico ou de solugdes esteri-
lizadas de chloreto de sodio,
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6. O sangue tornado incoagulavel pela injecgio
previa de peptonas é egualmente bactericida.

7. Impedindo a coagulagdo do sangue pela ad-
di¢do de 25 °/, de sulfato de magnesio, diminue-se
o seu poder bactericida.

8. A acgdo bactericida do sangue para as bacte-
rias d’'uma especie exgotta-se, parcial ou total-
mente, injectando previamente nas veias do ani-
mal uma cultura d’aquella especie; para as outras,
o poder bactericida persiste intacto.

9. Os microbios acceleram a coagulacio da
fibrina do sangue.

Bucu~er (1889-90) com a collaboragido de Vorr,
Sitt™an e ORTHENBERGER, fixou d’'uma maneira
definitiva muitos factos interessantes relativos 4
acgdo bactericida do séro do sangue; os seus traba-
lhos, acolhidos imparcialmente por uns, discutidos
e contestados apaixonadamente por outros, consti-
tuiram a principal base das investigagGes ulte-
riores.

Para determinar o poder destructivo do sangue
sobre as bacterias, Bucuner modificou d’'uma ma-
neira feliz a technica adoptada por NurraLL: em-
quanto que este repartia o sangue por tubos de
ensaio, inoculava-os com uma especie microbiana
e, depois, em intervallos variaveis, ia retirando
separadamente de cada um d’elles a materia de
sementeira das placas, Buckner procedia 4 ino-
culagdo n'um sé tubo e d'ahi é que, em periodos




de tempo regulares, por meio d'uma ansa de pla-
tina, colhia quantidades sempre eguaes de liquido
que semeava na gelatina.

As principaes conclusdes do trabalho de Bu-
CHNER sd30 as seguintes:

1. O sangue normal e o sangue desfibrinado
exercem identica influencia sobre as bacterias.

2. A temperatura de 55°, prolongada por algum
tempo, supprime as propriedades bactericidas do
sangue.

3. Contrariamente 4 opinido de NurrtaLL, 0 san-
gue, conservado na geleira ou exposto d tempe-
ratura ambiente, depois de 7 e mesmo depois de
20 dias, conserva intactas as suas propriedades
bactericidas; portanto,

4. os phacocytos ndo intervém na ac¢do bacte-
ricida do sangue. :

5. A energia microbicida varia com a especie
microbiana.

6. O sangue actua com tanta maior intensidade
quanto menor é a quantidade de bacterias se-
meadas.

7. O sangue perde por tempo as propriedades
bactericidas por causa da dissolugdo dos globulos
rubros, a qual, cedendo alimento as bacterias, faz
‘com que as condigdes propicias & sua multiplica=
¢do predominem sobre as influencias que lhe sdo
desfavoraveis.

8. E’ ao soro que o sangue deve as suas pro-
priedades microbicidas.

9. O aquecimento do sbro a 553° ndo modifica
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0 seu aspecto nem altera as suas reaccoes chimi-
cas mas destroe as suas propriedades bacteri-
cidas.

10. A neutralizagao do soro, a expulsdo do anhy-
drido carbonico e o tratamento pelo oxygenio nao
influem no seu poder microbicida.

11. As propriedades bactericidas do soro per-
sistem egualmente depois de acidificacdo ligeira
pelo acido chlorhydrico e digestdo consecutiva
pela pepsina.

12. Submettendo o soro recolhido em provetas
a congelagoes e degelos successivos, as camadas
superficiaes, contendo apenas 0,5 %, de materias
solidas, ndo manifestam propriedades bactericidas,
emquanto que as profundas, encerrando 20,1 %,
sdo microbicidas; portanto, a substancia microbi-
cida de soro, ndo se repartindo uniformemente no
liquido, ndo ¢ de natureza alcaloidica.

13. O soro perde a actividade por dialyse na
agua mas a substancia bactericida ndo passa para
aquella; na solucdo physiologica de chloreto de
sodio addicionada de soda bastante para lhe dar
a alcalinidade do sangue, a dialyse ndo modifica
as propriedades microbicidas do soro.

14. Diluindo uma parte de sdro em 19 d’agua
e outra parte em 19 de soluto physiologico de
chloreto de sodio, a primeira solu¢do mostra-se
inactiva emquanto que a segunda ¢ bactericida.
15, Os saes inorganicos ndo constituem a sub-
stancia bactericida do soro; a perda dos saes por
dialyse torna o sdro inactivo porque elles inter-




vém na composi¢do normal e, portanto, nas pro-
priedades das materias albuminoides.

16. A accdo bactericida do séro é devida ds
substancias albuminoides que entram na sua con-
stituicdo.

A. BasTix (1892) para evitar as causas de erro

que podessem resultar das alteragdes soffridas pelo
sangue féra do organismo, recorreu ao processo
ja empregado por Nissex e que consiste em pro-
curar o effeito produzido sobre o poder bacteri-
cida do sangue pela injec¢do de microbios e dos
scus productos nos vasos-do animal. Extrahia da
carotida do animal (cdo) uma pequena quantidade
de sangue que desfibrinava; injectava em seguida
na jugular externa 5 c. ¢. d’'uma cultura de staphy-
lococcus pyogenes aureus em emulsdo na agua phy-
siologica ; passada meia hora, recolhia nova por¢ao
de sangue; nos dois especimens de sangue, colhi-
dos respectivamente antes e depois da injec¢do
virulenta, semeava as bacterias, determinando a
energia microbicida por meio das culturas em
placas. :
Em experiencias preparatorias Bastix demons-
‘trou que uma sangria moderada, a contengdo do
animal durante meia hora e a injec¢do da agua
physiologica ndo modificavam o poder bactericida
do sangue.

As investigagGes de Bastin, muito bem condu~
zidas, levaram-o aos resultados seguintes;
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1. A injec¢do no sangue d'uma quantidade con-
sideravel de culturas vivas ou esterilizadas de mi-
crobios, destroe ou diminue consideravelmente o
seu poder bactericida.

2. A abolicio do poder bactericida do sangue,
depois da injeccdo d'uma dose consideravel de
microbios, ¢ devida s substancias segregadas
pelos microbios ou encerradas ainda no seu or-
ganismo.

3. Existe uma relagdo directa entre a dose de
cultura injectada e o grau de diminuigdo do poder
bactericida.

4. A diminui¢do do poder bactericida do san-
gue produz-se immediatamente depois da injeccdo
da cultura mas tambem se reproduz com bastante
rapidez (principia meia hora depois e completa-se
passadas cerca de 6 horas).

5. O poder microbicida abolido para uma
especie de bacterias deve sel-o tambem para as
outras.

As experiencias de BastiN com o sangue dos
animaes em poder da infecgdo ndo sdo menos in-
teressantes. Inoculando em cées o bacillo do edema
maligno, o b. aerogeneo e o estaphyl. pyog. aur.
produziu infecg6es locaes que rapidamente se ge-
neralizaram; verificando entdo que o poder bacte-
ricida do sangue tinha desapparecido ou dimi=
nuido consideravelmente, o auctor conclue:

1.” Que deve acontecer 0 mesmo em muitas
infecgGes geraes, resultantes de infecgGes primiti-
vamente locaes;




2." O grau d’aquella diminuicdo parece estar em
relagdo directa com a intensidade da infeccdo;

3. Em geral, o apparecimento dos microbios no
sangue parece coincidir com, a aboli¢do ou pelo
menos com a diminui¢do notavel do seu poder
bactericida.

Em duas mulheres, portadoras de abcessos da
mamma, com febre bastante elevada, BasTiv veri-
ficou que o seu sangue exercia sobre o staphyl.
pyog. aur. uma acgio bactericida muito mais ener-
gica do que o extrahido de dois individuos em
estado de saude; este facto, leva-nos plausivel-
mente a admittir que nas infeccdes ligeiras o
* poder bactericida do sangue augmenta pelo me-
nos para a especie microbiana que produziu a
infeccao.

PerruscHky deu ds suas experiencias uma orien-
tacdo differente. Para estudar no proprio animal a
acgao dos humores organicos sobre o &. anthracis,
PerruscHky introduzia no tecido cellular subcu-
tanco do coelho um saquinho de «fripa» bem
fechado contendo a cultura carbunculosa; as pa-
redes do sacco impediam a penetragdo dos leuco-

“cytos e a sahida dos bacillos mas ndo obstavam &
entrada do liquido intercellular. Protegidas por
esta férma contra qualquer influencia phagocytaria,
as bacterias appareciam mortas passado pouco
tempo.

Estas experiencias, repetidas mais tarde por
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PekeLHarING (1892), TraPEZNIKOFF (1891) € Sana-
rerel (1893), deram resultados contradictorios: o
primeiro d’estes auctores chegou a conclusoes
identicas s de PeTruscHKY ao passo que os dois
ultimos, empregando saquinhos de collodio, obser-
varam o desenvolvimento dos esporos do carbun-
culo, permanecendo vivas as bacterideas durante
muito tempo.

Esta differenca nos resultados das experiencias
talvez deva attribuir-se & menor permeabilidade
das paredes dos saquinhos de que se serviram
Savarertl e Trapeznikorr ; quando a membrana
filtrante ¢ de péros muito finos acontece que alguns
dos elementos de constituicao molecular complexa
dos liquidos. organicos, como o séro, sdo retidos
total ou parcialmente.

TrarEzNIKOFF, introduzindo na camara anterior
do coelho esporos do b&. subtilis e do b. megaterium
verificou que o humor aquoso oppunha-se ao
desenvolvimento das férmas adultas das duas ba-
cterias e destruia os proprios esporos; a resistencia
dos esporos do carbunculo 4 ac¢do da lympha do
animal, se para o futuro for confirmada por expe-
riencias decisivas, constitue portanto uma excepgao
que se harmoniza perfeitamente com a suscepti-
bilidade do coelho para o &. anthracis.

Os resultados das investigagGes dos auctores
precedentes foram contestados vivamente de di-
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versos lados, sobresahindo n’esta campanha contra
o humorismo o illustre fundador do phagocytismo,
METCHNIKOFF, que, com uma actividade verdadei-

ramente prodigiosa, nas revistas Francezas, Ingle-

zas, Allemas e Russas, tem impugnado a todo o

momento a legitimidade das conclusGes dos adver-

sarios. T

Mencionemos algumas das experiencias com
que se pretende contestar a acgio bactericida do
sangue. ; ; ;

Harrkine (189o) verificou que o bacillo typhico,
cultivado no humor aquoso e bem adaptado a
vegetacdo n’este meio, soffre a principio uma re-
duccio sensivel quando se transporta bruscamente
para o caldo nutritivo ordinario, isto ¢, para um
meio evidentemente destituido de propriedades
bactericidas.

Curist™as (18g1) observou egualmente que os
bacillos carbunculosos, cultivados.no sdro, morrem
em grande numero quando se transportam para o
caldo nutritivo. £ o oliso '

MeTtchnikorF (1889) mostrou que os bacillos de
DAVAINE, vegetando no sangue de cobayas e coe-
lhos carbunculosos, quando se semeiam no sanguc
de coelhos, multiplicam-se desde os primeiros mo-
mentos. '

SzikeLl, Szana e JETTER (1892) attribuem ainda
4 mudanca de meio a diminuigdo inicial das ba-
cterias semeadas no soro ou no sangue JETTER
apoia-se nas seguintes razoes: '

a) falta de relacdo entre o poder microbicida
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do séro d'um animal e o seu grau de resistencia
4 infeccdo;

b) o numero de bacterias destruidas pelo séro,
sendo proporcional ao numero das semeadas, ndo
péde resultar d’'uma acg¢do antiseptica;

¢) a destrui¢ao das bacterias, opera-se com in-
tensidade identica 4 observada no sdro, quando se
transportam da gelose para o caldo de carne;

d) o poder bactericida ¢ devido principalmente
aos saes do sangue.

Para mostrar a inanidade d’estas objecgdes, op-
postas 4 existencia das propriedades bactericidas
do soro, bastaria recordar as experiencias de Bu-
CHNER; entretanto, preferimos dar conta d’'um tra-
balho notavel de J. Denvs e Kamsin que as rebate
victoriosamente.

Denys e Kawsiv (1893) operaram com o sangue
desfibrinado do coelho e do cdo, observando a
sua acc¢do sobre o b. anthracis (1) e o b. coli comm.
Para determinar a marcha, progressiva ou re-
gressiva, do numero de microbios recorreram ao
processo de cultura em placas ou tubos rolados,
segundo a technica ja indicada, e ao exame mi-
Croscopico.

W

-
-
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(1) Desys reflecte com razdo que esta bacteria, apezar de
insistentemente empregada n'esta ordem d'experiencias, é todavia a
mais impropria por constituir o parasita por excellencia do sangue.




O exame microscopico revela o momento em
que as bacterias principiam a multiplicar-se, o qual
coincide com o apparecimento das férmas micro-
bianas em cadeia; pode apreciar-se o progresso
da pullulagdo pelo comprimento das cadeias, a
sua abundancia, o numero de individuos livres e
emfim a importancia das zoogléas.

O estudo de Denvs ndo s6 annulla as objeccées
acima formuladas mas tambem outras, como se
verd pelos resultados das suas experiencias que
transcrevemos na integra:

* O bacillo commum do intestino, transpor-
tado de sangue a sangue, soffre uma diminuicio
tio forte como quando ¢é transportado da gelose
para o sangue. A diminuigdo ndo péde, portanto,
explicar-se pela mudanca brusca de meio.

2.” Ndo ha proporcionalidade entre o numero
de bacillos semeados e o numero de sobreviven-
tes. Quantos mais bacillos se introduzem no orga-
nismo, menos morrem: nota-se além d’isso que,
se se semeia largamente, a pullulacdo, de tardla,
torna-se precoce.

3." Duas hypotheses podem explicar a conser-
vacdo d'um grande numero de organismos e a
pullulagao precoce:

a) A introducg¢do, com os bacillos, de productos
microbianos muito favoraveis ao seu desenvol-
vimento;

b) A introducg¢do, com os bacillos, de productos
microbianos exercendo uma ac¢do neutralizante

sobre a substancia bactericida.
4
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Rejeitamos a 1." interpretagio:

a) Porque os productos suppostos favoraveis 4
multiplicagdo sdo egualmente levados com as se-
menteiras pouco abundantes ;

b) Porque a addi¢do de cultura morta aos ba-
cillos vivos ndo favorece a multiplicacio na medida
que teriamos o direito d’esperar d’esta addi¢do;

¢) Porque misturando-se ao sangue principios
muito nutritivos (peptona 1 °/,, glucose e extracto
de carne 0,5 °/,) ndo se impede os microbios de
succumbir.

Estes principios alimentares de primeira ordem
conservam no sangue o seu valor nutritivo.

Adoptamos a 2.* interpretacdo: a destruigdo
incompleta e a pullulagao precoce sdo devidas
presenca nas culturas de productos antagonistas
da substancia microbicida.

4.° O facto da repullulagio consecutiva 4 des-
truicdo ndo deve ser interpretado por uma adapta-
¢do ao meio. E’ a consequencia:

a) Da extinccdo gradual da potencia bactericida
no sangue extravazado ;

b) Da ac¢dio antagonista dos productos micro-
bianos sobre o poder bactericida.

Podemos proval-o imitando o renovamento do
sangue e da lympha, que a circula¢do opéra inces-
santemente, no animal, na regido infectada. Para
isto, junta-se de tempos a tempos sangue fresco
ao sangue no qual os microbios sdo em via de
multiplicacdo e, pela numeracdo das colonias, ve-
rifica-se que cada addi¢do de sangue ¢ seguida




d’'uma diminui¢dao do numero de microbios. De-
ve admittir-se que o poder bactericida in vifro nio
€ sendo uma manifestacao enfraquecida d’este
mesmo poder durante a vida. A extinc¢@o gradnal
do poder bactericida explica muito bem a pullu-
lacdo, sém que se deva ver no depauperamento
microbiano um phenomeno d’adaptacio.

5. Deve admittir-se a existencia do poder ba-
ctericida durante a vida, por dois motivos:

a) Se se injectam productos microbianos, mes-
mo em fraca dose, nos vasos, o sangue recolhido
pouco tempo depois tem perdido em parte ou na
totalidade a sua influencia bactericida;

b) A doutrina do poder bactericida exige que
nas scepticemias este poder seja abolido no mo-
mento da generalizagdo no sangue e, pelo contra-
rio, seja conservado por tanto tempo quanto a in-
feccao resta localizada. O estudo do poder bacte-
ricida do sangue no coelho harmoniza-se perfei-
tamente com estes principios. Elle é supprimido
quando os bacillos apparecem no sangue, como
FLUGGE e Lusarsch j4 demonstraram; durante o
periodo de localizacdo, é conservado. No coelho,
¢ mesmo a maior parte das vezes augmentado;
no céo, o augmento € constante.

6." O poder bactericida, abolido para o bacillo
carbunculoso, é-o tambem para o bacillo com-
mum.

7-° A objeccdo tirada da ausencia de correlagio
entre o poder bactericida e a immunidade natural
nao ¢ fundada porque se ha comparado o sangue
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de animaes no estado de saude e de animaes en-
contrando-se sob a influencia d’'uma infecgéo.

No cdo, um effeito constante da infecgdo € um
augmento do poder bactericida do sangue néo s6
para o bacillo carbunculoso, mas tambem para o
bacillo do intestino.

No coelho, no principio da infec¢do, verifica-se
geralmente o mesmo augmento. Nos casos em que
o ndo observamos, pode admittir-se que era de
duracdio muito curta. Depois de algum tempo,
desapparece e, quando os bacillos comecam a
pullular no sangue, o poder acha-se abolido. E/
sem duvida esta abolicio que permitte a genera-
lizacdo. '

8.2 Os resultados obtidos por JerTER, contra-
rios 4 existencia do poder bactericida, sdo sem
alcance:

a) Porque elle ndo semeou o sangue que estu-
dava com bacillos provenientes de culturas no
sangue;

b) Porque nio se assegurou de que o seu agar
possuia qualidades nutritivas necessarias. Como
as nossas experiencias demonstram, ndo se obtem
o desenvolvimento adequado ao numero de orga-
nismos semeados, se ndo juntarmos & gelose uma
certa quantidade de gelatina. A ndo observancia
d’esta precaucio basta para explicar os resultados
contradictorios verificados por este auctor.

L3
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Denys, n’'um trabalho ulterior (1894) de colla-
boracdo com J. Haver, modificou a opinido ex-
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pressa nas proposi¢coes precedentes, especialmente
pelo que respeita ao poder bactericida do sbro
do céo.

Tendo conseguido, por filtragdo, privar o sangue
dos globulos brancos, verificou que n’estas circum-
stancias o poder microbicida diminuia considera-
velmente; a accdo bactericida recuperava a ener-
gia primitiva pela addicdo, ao sangue filtrado, de
globulos brancos recolhidos d'um exsudato pleural
provocado artificialmente.

O sangue privado de globulos brancos e o
soro do cdo possuem um poder bactericida sen-
sivelmente egual; no sangue completo (apenas
desfibrinado) d’este animal, os leucocytos con-
tribuem com a parte principal para o seu poder
bactericida. -

Operando com o sangue, obtido por phleboto-
mia, de dois homens, um saudavel e outro alcoo-
lico e epileptico, observou que a separa¢ido ou a
conservacio de leucocytos nédo influia no seu poder
bactericida; no homem, o sdro, o sangue privado
de globulos brancos e o sangue completo actuam
com a mesma intensidade.

As experiencias de Denvs affirmam ainda que o
‘aquecimento a 55°, durante uma hora, do sdro do
homem, destroe as suas propriedades microbici-
das; esta destrui¢do ndo é devida, como alguns
auctores pretendem, & perda de anhydrido carbo-
nico porque o séro nao readquire o seu poder
bactericida fazendo-o atravessar por uma corrente
d’aquelle gaz,
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Com o sangue de gallinha, os resultados foram
mais notaveis: o sdoro actuava com maior ener-
gia do que o proprio sangue. No pombo, o soro e
o sangue completo mostram-se por egual nocivos
s bacterias; como no homem, o tratamento pelo
anhydride carbonico nio confere ao séro aquecido
a sua primitiva actividade.

Em summa, o segundo estudo de DEenys, de-
monstrando a parte activa que os leucocytos tomam
na destruicdo das bacterias, especialmente no cao,
confirma egualmente o poder bactericida proprio
do sdro que, no homem e n’outros animaes, ¢
muito accentuado.

As experiencias de J. LecLer (1894) ndo deixam
subsistir a menor duvida sobre a ac¢do esporicida
do soro, anteriormente contestada por METCHNI-
KOFF, TRAPEZNIKOFF, etc. Os resultados contradi-
ctorios, ja indicados, obtidos por PETRUSCHKY,
PEKELHARING, TRAPEZNIKOFF e SANARELLI com 0S8
esporos do &. anthracis, podiam resultar como dis-
semos da escolha da especie microbiana mais
impropria para reconhecer as propriedades antise-
pticas do soro; em geral, a bacteridea vegeta
admiravelmente no sangue dos animaes e, portanto,
da mesma maneira que o phagocytismo dos leuco-
cytos se mostra impotente para destruil-a, ndo
devera extranhar-se tambem que o sdro actue
contra ella com menos efficacia do que contra os
outros microbios.




Esta e outras razGes determinaram LecLer a
rejeitar o bacillo do carbunculo, preferindo os
esporos de dois saprophytas — o &. subtilis e o
bacillo da batata; operou com o soro de coelho,
recorrendo ao processo da cultura em placas, das
diluices successivas e a0 exame microscopico.

As investigacGes de LEcLErF demonstram que —

1.° 0 soro tem uma acc¢do esporicida notavel;

2.° a substancia esporicida ¢é identica 4 bacte-
ricida porque

a) € destruida pelo aquecimento do séro a 60°,

b) ndo actua sendo em presenca de certos saes
(chloreto de sodio),

c) ndo perde a sua actividade pela addigdo ao
soro de substancias alimentares das bacterias
(caldo, etc.);

3. na accdo bactericida do soro nido pode fa-
zer-se intervir a mudan¢a de meio porque ella
exerce-se com identica intensidade perante os
espor{)S‘

4." a presenca de ahmemos, em grande quan-
tidade, ndo impedindo a destrui¢do dos microbios
no soro, é porque essa destruigdo resulta da acgdo
d’'uma substancia anttsept:ca e ndo da miseria nu-
tritiva do meio. -

LecLer, em trabalho posterior (1894) estudou a
relagdo entre a intensidade da acgdo bactericida
do soro d’'uma especie animal e o grau de viru-
lencia dos microbios para essa especie.

Nurrart, Nissin, etc., tinham ja mostrado que
d’'uma maneira geral a acgdo bactericida dos li-
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quidos do organismo diminuia proporcionalmente
ao poder pathogeneo das bacterias ; pelo contrario,
os partidarios da phagocytose, apoiados em ex-
periencias isoladas e sem dosar previamente a
virulencia do microbio nem a parte que no phe-
nomeno da destruicdo dos germens pelo sdro
pertencia ¢ mudanga de meio, sustentavam desde
ha muito (como continuam a affirmar) que a falta
de relagdo entre o grau de virulencia d’uma
especie bacteriana e a sua resistencia ao séro
constituia precisamente a prova mais convincente
contraria & theoria humoral.

DEexys, como vimos, demonstrou quanto era
infundado este argumento observando que ndo
podia comparar-se a energia microbicida do soro
d’'um animal no estado de saude e quando sob a
influencia d'uma infec¢do; LecLer, n'uma serie
d’experiencias systematicas, atacou de frente o
problema, verificando que as bacterias resistem
tanto melhor ao soro do coelho quanto maior é a
sua virulencia para o animal.

LecLEF experimentou com 5 bacterias pathoge-
neas e 5 saprophytas; o grau de virulencia,
comprovado para cada cultura por inoculagio
prévia no coelho, corresponde quasi exactamente
ao grau de resistencia ao séro, como indica o
quadro seguinte::




Virulencia por ordem Resistencia por ordem
decrescente decrescente
B. da septicemia do coelho|B. pyocyanico
B. pyocyanico B. da septicemia do coeltho
Staphyl. pyog. Staphyl. pyog.
Proteus vulgaris Proteus vulgaris
Coli-bacillo Coli-bacillo

B. patho-
geneas

B. subtilis B. subitilis

Um cocco rosado Cocco rosado

Um cocco da putrefacciio |Cocco da putrefacgiio
Um cocco amarello-canario|Cocco amarello-canario -
Um bacillo indeterminado |B. indeterminado

B. sapro-
phytas

Das 10 baterias, apenas o b. pyocyanico, que é
menos virulento para o coelho do que o da cholera

das gallinhas, resistiu todavia um pouco mais ao
soro; este caso excepcional ndo inhibe de deduzir
do resultado de numerosas experiencias a conclusdo
geral de que existe uma relagio intima entre o
poder pathogeneo dos microbios e a sua resistencia
ao soro. Mais notavel ainda é que, na mesma
especie microbiana, a variedade mais pathogenea
¢ a menos attingida pelo soro, como VAN bE VELDE
demonstrou para o staphyl. pyog. e LEcLeF para
o b. da septicemia do coelho (1).

(1) Acreditamos que a relacio entré o poder bactericida e a
virulencia do microbio nio ¢ tam geral como poderd deprehen-
der-se das experiencias de Lecier e Van pe VELDE; entretanto, s
novas investigagoes esclarecerdo este ponto,
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H. Vax pE Verpe (1894) depois de exaltar a
virulencia do staphylococco por passagens succes-
sivas na pleura do coelho, observou que o sangue,
o sbro e a parte liquida d'um exsudato pleural do
animal destruiam muito menos intensamente esta
férma em extremo virulenta do que a primitiva,
attenuada. No cido, contra o que poderia presu-
mir-se, as duas férmas do staphylococco manifes-
taram identica virulencia; tambem, facto notavel,
os humores do animal actuavam sobre ellas com
a mesma energia.

No estudo de Van pE VELDE encontra-se a prova
de que os staphylococcos segregam substancias
(lysinas de Krusg) que neutralizam a acgao bacte-
ricida dos humores ; para verificar o phenomeno,
basta addicionar aos liquidos organicos culturas
filtradas de staphylococcos no caldo, no soro ou
no exsudato pleural: os liquidos, primitivamente
nocivos aos microbios, transformam-se instanta-
neamente em excellentes meios de cultura.

Nos trabalhos que acabamos de analysar en-
contram-se elementos para poder affirmar com



certeza a ac¢do bactericida do soro e dos humores
do organismo ; ndo julgamos, pois, que haja con-
veniencia em avolumar mais aquella ji longa
resenha de documentos, alguns dos quaes verda-
deiramente notaveis pela multiplicidade dos pro-
cessos de technica e clareza de deduccdo, numero
e precisdo das experiencias. Entretanto, como os
defensores mais zelosos da theoria phagocytaria
persistem tenazmente na negagio absoluta do
poder microbicida dos homores, apreciemos de
relance a importancia das razbes em que se
apoiam.

A — A destruicao dos microbios ¢ devida d mu-
danca brusca de meio. 3

E’ este, por assim dizer, o argumento supremo
dos adversarios do hAumorismo. A principio poderia,
em verdade, attribuir-se-lhe um certo valor, ainda
que elle estivesse em desaccordo frisante com a
differenca radical de actividade do sangue na-
tural e do sangue aquecido a 60° assim como
ndo se harmonizasse com muitos dos resultados
de experiencias jd antigas de BuchNER, NIssEx,

etc.; depois, porém, que os investigadores (DEvs, -

LecLer, Haver, Van pE VELDE, etc.) corrigiram esta
causa d’erro, quer empregando a sementeira reco-
lhida d’'um liquido identico dquelle sobre que se
experimentava, quer determinando previamente a
percentagem de bacterias mortas imputavel 4 mu-
danga de meio, mal se explica como continua a
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recorrer-se a uma objec¢do que ndo tem razdo
de ser.

B — A destruicao dos microbios € seguida de
repullulacdo, facto este que prova egualmente que
se trata d’uma simples adaptacdo a um novo meio.

A repullalagao das bacterias deve-se interpretar
por uma maneira muito diversa, como se vé do
resultado das experiencias de Denvys (pag. 49, n.”
3 e 4), de Van pE VELDE (pag. 58) etc.

C — Para malar a bacleridea ¢ necessario em-
pregar um antiseptico em dose muito maior do que
para impedir o seu desenvolvimento (LINGELSHEM) ;
ora, os humores do organismo apresentam proprie-
dades diametralmente oppostas : destroem em larga
escala as formas adullas da bacteridea mas nao
evitam a germinagdo dos esporos; portanto, aquella
destruicdo ndo podendo imputar-se a uma subs-
tancia anliseptica. deve atlribuir-se d mudanca de
meio.

Se os partidarios da phagocytose mostrassem
experimentalmente que os liquidos da economia
ndo se oppunham 4 germinagdo dos esporos ou ndo
dizimavam as férmas vegetantes que d’elles suc-
cessivamente nasciam, poderiam concluir que era
bem a falta de adaptagdo ao meio que intervinha
na accdo nociva dos humores contra as bacterias;
mas, como foi precisamente o contrario que LECLEF




demonstrou para os esporos do b. subtilis e do
bacillo da batata, ndo ha motivos para acceitar
a sua opinido. As experiencias com a bacteridea
carbunculosa nao resolvem o problema porque —

a) deram resultados contradictorios nas maos
de differentes investigadores;

b) a bacteridea recusa-se frequentemente a ve-
getar nos meios nutritivos ordinarios das placas .
(Dexys e Kaisiv);

¢) o sangue e 0 sdro constituem meios nuLritivos
particularmente favoraveis 4 bacteridea.

D — A destruicdo é proporcional ao numero de
microbios semeados; portanto, a sua causa reside
ndo nos humores mas nos microbios.

- Nio ¢ exacto que o numero de microbios mortos
seja proporcional ao dos semeados : sabe-se desde
os primeiros trabalhos de Nissen e Bucuner que
a accdo do sangue e do soro € tanto mais energica
quanto menor é 0 numMero das bacterias ; portanto,
devemos concluir que a causa da destruicdo reside
ndo nos microbios mas nos humores.

E — O poder baclericida ndo ¢ uma propriedade
do sangue em circulacdo, mas apparece unicamente
depois da sua sahida do organismo.

Esta objeccao constituiria uma affirmagéo pu-
ramente gratuita e como tal inadmissivel se as
experiencias de Bastin (pag. 43) obedecendo a
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uma technica ja seguida por Nissen, néo tivessem
vindo anniquilal-a directamente.

¥ — O poder bactericida nao estd em relacdo com
a resistencia do animal a infecgdo.

Lembremos que as condi¢ées do animal no
estado de saude e durante a infeccdo sdo muito
dissemelbantes para que haja o direito de deduzir
de experiencias n'um, os effeitos que se desenvol-
verdo no outro (exp. de Denys, pag. 51, n.° 7, de
BasTiv, pag. 43, etc.); por outro lado, a demon-
stragdo directa de que existe aquella correlacio,
pelo menos n’alguns animaes, fica dada nas expe-
riencias de LEcLEr para 10 especies de microbios
(pag. 57), de Van pE VELDE ¢ do auctor precedente
para duas variedades de duas especies microbia-
nas, assim como ji tinha sido verificada por
NurrarL. No capitulo seguinte encontraremos
novos factos de identica significagio.

G — A accdo bactericida do sangue é devida ao
acido carbonico (CHrisTMAS) (1).

(1) CHrisTMAS invoca outros argumentos que nio tém mais
valor do que o citado; para se apreciar até onde chega a... -
colterencia d'este auctor, bastard dizer que rejeitando elle as
indicacGes fornecidas pelo methodo das placas, por ser pouco
preciso, pretende todavia avaliar o desenvolvimento das culturas
pelo exame & vista desarmada dos tubos de ensaio contendo o
soro ! »




E’ conhecido de todos que o anhydrido carbo-

nico, numa percentagem muito mais elevada que
a do sangue e em liquidos muito menos nutritivos
(nas aguas alcalinas naturaes, por ex.) nio impede
a vegetacdo de muitas especies microbianas ; ndo
¢ menos universalmente admittido que uma ligeira
differenca de temperatura, incapaz de influir na
~quantidade de gaz contido no sangue, pelo con-
trario transforma por completo as condicbes d’este
meio de cultura das bacterias; de resto, as expe-
riencias de Denys (pag. 53) provam d’'um modo
directo que o anhydrido carbonico ndo toma parte
na acc¢do bactericida do sangue.

Algumas experiencias que executdmos com o
soro de cabra — animal que até hoje tem sido
muito raras vezes empregado n’esta ordem de
investigacdes — comprovam a sua acgdo bacteri-
cida. Nutriamos grande desejo de verificar se
para este animal existe, como para o coelho,
correlacdo entre a virulencia do microbio e a sua
resistencia ao soro; a falta, porém, d’'uma instal-
lacdo material appropriada e as exigencias inadia-
veis de tempo, demoveram-nos do intento.




Exp. [ —Repartimos 30 c. ¢. de soro por 6
. tubos de cultura ; semedmos os 3 primeiros (A, B
e C) respectivamente com o coli-bacillo, o b.
typhico e o b. fluorescente de Lerierre ; procedemos
da mesma maneira para com os 3 restantes (A, ,
B, e C,) mas somente depois de os levar a
temperatura de 60° a 62° durante 40 minutos. A
materia de sementeira foi retirada de culturas em
caldo de carne. Agitando repetidas vezes o soro,
extrahimos sempre com a mesma ansa de platina
o liquido de sementeira das placas de gelatina:
nos intervallos d’estas inoculagées, as culturas em
sOro ficavam na estufa a 37°. Nas placas de gelatina,
mantidas a 20° na estufa, fizemos a numeragao
das colonias no fim de 48 a 72 horas.

Tempo: immed.

dep. da 1 hora
sementeira depois 2h. a4 h.
{Tubo A —N.»de colonias: 1772 25 o 3Jioo

Coh-bm"o-! ey Ay 2816 2560 4352 inn.

: R E » 640 110 16 1024
B. tj'phll‘:(l].lz S A i 512 768 1536 12800

e e “ 2176 195 2 2432
B. fluor.... g e 5 256 412z 1080 6504

Estes numeros indicam evidentemente uma
accao bactericida do soro natural de cabra; o soro




aquecido matou tambem algumas bacterias duranté
a primeira hora mas n’esta destruigdo sé interveio
de certo a mudanca de meio. Entretanto, o poder
bactericida do soro de cabra, parece bastante
inferior ao de outros animaes (coelho, aves, etc.),
como poderd verificar-se comparando a marcha
da diminui¢do das bacterias n’esta experiencia
com os resultados das experiencias de diversos
investigadores; a differenca assumird maiores
propor¢oes se attendermos ao pequeno numero
de microbios semeados e 4 quantidade (5 c. c.)
relativamente grande de soro.

De todos os soros sobre que se tem operado
apenas o de sangue de boi ndo manifesta proprie-
dades nocivas aos microbios; constitue uma ex-
cepcao, talvez unica, que, sem alcance para
combater a theoria da acgdo bactericida dos
liquidos do organismo, poderd pelo contrario au-
xiliar a caracterizacdo da substancia antiseptica
dissolvida nos humores dos outros animaes. Esta
circumstancia animou-nos a emprehender algumas
experiencias com o soro de boi; ndo nos sendo
possivel obter o séro em condicées de asepsia
rigorosa (nem mesmo de /impeza regular) previmos

desde o principio que as nossas tentativas seriam
5




infructuosas. Mencionemos, todavia, algumas
d’essas experiencias.

Exp. I1—4 tubos d’ensaio, contendo cada um
5 c. c. de sbro, foram aquecidos a banho-maria 4
temperatura de 60° a 62° durante 40 minutos e
em seguida destapados e expostos ao ar n'uma
das salas do Gabinete de microbiologia; junto
d’elles collocdmos ao mesmo tempo outros tantos
tubos com egual quantidade de soro natural.
Passadas 24 horas, como o soro se apresentasse
completamente limpido em todos os tubos, resol-
vemos deixal-os na estufa a 37° até ao dia seguinte.
Fizemos entdo a sementeira em placas de gelatina;
no fim de dois dias vimos que se haviam desen-
volvido numerosissimas colonias tanto nas placas da
primeira serie como nas da segunda.

Reconhecemos que esta experiencia foi mal
conduzida; a sua significacio careceria de valor
para o fim visado ainda quando se operasse com
soro aseptico; da seguinte, porém, em que proce-
demos d’outra férma, ndao colhemos resultados
mais satisfactorios.

Exp. I —Em 3 tubos d’ensaio, contendo cada
um 5 c. ¢. de séro, semedmos respectivamente o
coli-bacillo, o b. typhico e o b. do carbunculo
(esporolado); fizemos identicas sementeiras em 3
tubos de soro previamente aquecido a 60°. Pelo
methodo das placas apreciamos depois o desen-




volvimento das culturas, verificando que o sdro
natural continha muilos mais microorganismos do
que o soro aquecido, provindo esta differenca, pelo
menos em parle, de bacterias de especie differente
d’aquella que tinha sido inoculada e que preexistiam
no soro. Foi assim, por exemplo, que nas placas
semeadas com o coli-bacillo encontrdmos o
seguinte numero de colonias:

Immediat. depois 12 hora 1 hora 2 horas
Soro natural — 2592 5040 5760 6336
» aquecido — 720 760 1440 2304

Para nos certificarmos de que no séro empregado
pullulavam realmente bacterias introduzidas na
occasido da colheita, levimol-o 4 estufa a 37°;
depois de 48 horas, o soro apresentava uma
turvacao manifesta.

As nossas experiencias com o soro de boi, pelas
condi¢oes defeituosas em que foram executadas,
ndo offerecem confianga; entretanto, parece-nos
que a sua significacdo, de qualquer maneira por
que se encarem, ndo poderd ser favoravel &
existencia de propriedades bactericidas no soro
d’aquelle animal.
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Propriedades bactericidas do séro e dos humores
dos animaes immunisados

A acc¢do bactericida do soro e dos humores dos
animaes immunisados ¢ hoje geralmente admittida
pelos bacteriologistas; ndo carecemos, porisso, de

nos demorarmos na analyse dos trabalhos concer-
nentes ao assumpto. :

Nutrars, Nissex e Mercunikorr, cultivando a
bacteridea no sangue de carneiros vaccinados
contra o carbunculo e, GamaLeia, operando com
o humor aquoso dos mesmos animaes, tinham
notado modificacées morphologicas e de desen-
volvimento do microbio, assim como a attenuagao
da 'sua virulencia; mas, emquante que MeTcHxNI-
korF referia os effeitos attenuantes do sangue &
ac¢do dos leucocytos, os resultados das experien-
cias dos restantes investigadores ndo eram tdo
nitidos que affirmassem por férma incontestavel
a existencia de propriedades microbicidas espe-
ciaes, resultantes da vaccifagao,
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CHarrix e Rocer (1889) para supprimir a causa
d’erro que podesse advir dos leucocytos, empre-
garam o soro de coelhos vaccinados contra o
bacillo pyocyanico, estudando comparativamente
as culturas n'este meio e no sdro normal; d’esta
maneira reconheceram que o soro dos animaes
vaccinados destruia um numero consideravel de
bacillos, permittindo apenas o desenvolvimento
tardio de raras férmas degeneradas, de funccio
pathogenea e chromogenea supprimidas ou dimi-
nuidas, e que, s6 depois d’algumas passagens por
meios nutritivos muito favoraveis, recuperavam a
primitiva vitalidade. A ac¢do attenuante produz-se
tanto in" vifro como no organismo vivo (CHARRIN)
e a substancia bactericida encontra-se ndo s6 nos
liquidos como tambem nas partes solidas do
animal (RoGEr).

Nas cobayas vaccinadas contra o carbunculo
symptomatico, os mesmos auctores mostraram
que o sOro exercia uma ac¢do microbicida notavel
e especialmente manifesta quando a sementeira era
em pequena quantidade; no séro normal o desen-
volvimento dos bacillos é rapido e abundante, ao
passo que as culturas em soro dos animaes im-
munisados apparecem turvas sémente depois de
24 a 48 horas e o exame microscopico revela
férmas anomalas, algumas vezes simulando micro-
coccos, com pequena affinidade para os corantes.

Com o streptococco pyogeneo, RoGer obser-
vou (1890) que a inoculagdo em coelhos noros de
cultura em soro nornMl determinava a infecg@o
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geral seguida de morte emquanto que a cultura
em soro de coelhos immunisados produzia um
abcesso circumscripto ou uma erysipela curavel,
isto é, lesbes identicas as provocadas no animal
immunisado quando se inocula o streptococco
virulento; d’estes factos concluiu RoGer que o
soro dos coelhos immunisados attenua a virulen-
cia do streptococco pyogeneo.

Para o vibrido de MgercuNikorF, BERING e
Nissen (18g1) verificaram que o soro das cobayas
immunisadas gosa de propriedades microbicidas
energicas, destruindo os vibrides em 3 a 5 horas.

A acg¢do bactericida, conferida pela immunisa-
¢do, foi ainda demonstrada por Zassiev (189o)
no soro da cobaya vaccinada contra o vibrido de
KocHh; por G. H. Roger (1891) no sdro do coelho
vaccinado contra o pneumococco; por BRUSCHET-
izt (1892) no soro do coelho vaccinado contra o
bacillo typhico; etc.

MeTtcuNikorF contestou desde o principio a
significacdo dada pelos auctores precedentes aos
resultados das suas experiencias; mas, de todas
as razbes que invocou, apenas uma parecia
realmente digna de consideragdo. Alguns investi-
gadores, na verdade, deduziram que o soro
attenuava a virulencia dos microbios pelos effeitos
observados apds a inoculagdo nos animaes; ora,
ao mesmo tempo que se injectavam as bacterias
nos tecidos introduzia-se egualmente uma pequena
porgdo de séro immunisante e, portanto, a maior
resistencia do animal & infecgdo tanto podia
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attribuir-se & menor virulencia d’aquellas como
s propriedades therapeuticas d’este.

Esta objecgdo ndo tinha, em ultima instancia,
grande valor porque a diminuta proporcio de
soro que vehiculava as bacterias era incapaz de
produzir effeitos therapeuticos apreciaveis; entre-
tanto, para obviar a este elemento perturbador,
nas experiencias subsequentes os auctores trata-
ram de proceder 4 inoculagdo dos virus completa-
mente livres de séro por lavagens no filtro ou pela
passagem previa das bacterias para meios de
cultura destituidos de propriedades immunisantes.
Foi d'esta maneira que Roger (1892) poz em
evidencia mais uma vez a attenuagdo do strepto-
cocco pelo soro do coelho immunisado e Cour-
MONT (1895) verificou as propriedades bactericidas
e attenuantes do séro do mesmo animal immuni-
sado contra o staphylococco pyogeneo aureo.

Nas cobayas vaccinadas contra a peritonite
cholerica, Prerrrer (1894) observou que a des-
trui¢do dos vibrides inoculados na cavidade peri-
toneal operava-se independentemente da influencia
directa das cellulas; os vibrides, pouco depois da
inoculagdo, sdo transformados pelo liquido peri-
toneal em pequenos granulos arredondados, im-
moveis, semelhantes a micrococcos. Mais tarde,
estes granulos, que representam evidentemente
vibrides mortos ou degenerados, dissolvem-se em
grande numero no liquido e desapparecem sem a
intervengdo dos leucocytos (Preierer). O «pheno-
meno de PrerFFER» pdde produzir-se na cobaya




noya, injectando na cavidade abdominal os vibrides
e simultaneamente o soro preventivo; e, in vilro,
fazendo actuar sobre os vibriGes quer o lquido
peritoneal d’'uma cobaya a que se injecte previa-
mente na cavidade abdominal soro preventivo
(PreFFER) quer o soro immunisante s6 ou, melhor;
addicionado de s6éro normal (BorbeT).

A descoberta de PreFrer levou METCHNIKOFF
a abandonar a intransigencia absoluta em que se
mantinha relativamente d accdo bactericida dos
humores organicos; a divergencia dos dois illus-
tres bacteriologistas ndo deixa todavia de ser
profunda ndo sé emquanto & origem da substan-
cia bactericida como pelo que respeita & impor-
tancia da destruicdo extra-cellular dos vibrides
no processo da infecgdo.

Para se apreciar a intensidade da ac¢do bacte-
ricida dos humores do animal immunisado, trans-
crevemos o resultado da seguinte experiencia de
BorpEeT (1895) em que os vibriGes (de MassaouaH)
foram semeados respectivamente no soro de
coelho vaccinado, na serosidade de edema pro-
duzido por compressdo e no séro de coelho novo
(methodo das culturas em placas).

Tethpo: Immediat. depois 1/2h. 74 h q1/2h 16D

Sérodec.vac.-N.» de colonias -18goo
Edemadec.vac. 20000

Soro de ¢, novo - 24000
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Denvs e Lecier (1893) n'um estudo destinado
especialmente a determinar a influencia propria
dos humores e dos leucocytos nos phenomenos
da infeccdo, depois de verificarem que o strepto-
cocco pyogeneo vegeta mal no séro dos coelhos
vaccinados contra este microbio, mostraram egual-
mente que in corpore a ac¢do antiseptica do exsu-
dato pleural ainda é mais manifesta, desappare-
cendo rapidamente os microorganismos sem que
os leucocytos intervenham directamente.

Para se poder affirmar a generalidade da accéo
microbicida dos humores, adquirida por immuni-
sacdo, restava ainda considerar o grupo dos soros
particularmente antitoxicos, tanto mais que das
experiencias de GaBriTscCHEWSKY (1894), Koupre-
wETZKY (1893), etc., parecia deduzir-se que o sdro
antidiphterico constituia um excellente meio de
cultura para o bacillo de LoerrLER; ora, Nicoras
demonstrou (1895) por férma que ndo admitte
contestagdo, que o bacillo de LoerFLEr vegeta mal
e perde a sua virulencia nas culturas em sbro
antidiphterico.

O resultado das experiencias de Nicoras sobre
a vegetabilidade do bacillo da diphteria no soro
de cavallo immunisado é resumido pelo auctor
nos termos seguintes:

«O séro antidiphterico immunisante a /3,0
determina uma demora na vegetacdo do bacillo
de LoerrLEr n’elle semeado, demora pequena (24
horas) nas primeiras geracdes, mais notavel nas
seguintes (3 dias), para chegar 4 cessacdo da




vegetabilidade ou & morte do bacillo na 4.* gera-
¢do no fim de 16 a 26 dias, ou na 3.* geracdo
depois de 28 dias de contacto com elle».

«Cultivando o bacillo de LoerrLEr em geracoes
successivas no soro antidiphterico cujo poder
immunisante é de '/, .., vemos, desde as primeiras
geragdes, um enfraquecimento rapido da vege-
tabilidade do microorganismo, por férma que,
semeado depois de duas geragGes de 48 horas,
ja ndo se notam vestigios de vegetacdo na terceira
geracdo feita em soro antitoxico, e, feita em caldo,
encontra-se um enfraquecimento manifesto mas
passageiro da vegetabilidade. Se esperarmos que
a terceira geracdo em soro antidiphterico tenha 3
dias de edade antes de passal-a para o caldo, o
microbio ndo chega a desenvolver-se. Assim, um
contacto de 5 dias do bacillo com o sdro em duas
geragdes successivas € sufficiente para suspender
completamente a sua vegetabilidade e vitalidade».

D’estas experiencias péde concluir-se tambem
que o poder microbicida do sdro antidiphterico
¢ directamente proporcional ao seu poder immu-
nisante.

As propriedades attenuantes do soro sdo egual-
mente manifestas.

Na primeira experiencia, NicoLas semeou em 3
baldes de caldo ordinario o bacillo de LoeFrLER
retirado respectivamente de 3 culturas de segunda
geracdo e de 48 horas em caldo, soro normal e
soro antidiphterico; passadas 48 horas, inoculou
uma gotta de caldo de cada cultura em 3 cobayas;
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ora, emquanto que as cobayas inoculadas com os
bacillos originarios do caldo e do séro normal
morreram em 29 e 25 horas, a cobaya inoculada
com os bacillos provenientes do séro antidiphterico
morreu soémente depois de 40 horas. A maior
sobrevida do ultimo animal ndo péde attribuir-se
4 pequena porgdo de sdro antidiphterico que
acompanhou os bacillos na passagem para o caldo
porque uma cobaya inoculada ao mesmo tempo
com uma gotta de cultura em caldo a que pre-
viamente se juntira egual quantidade de sdro
antitoxico morreu em 27 horas.

Na segunda experiencia os resultados sdo mais
nitidos.

O bacillo de LoerrLer de primeira geragdo
cultivado durante 10 dias no séro normal, no
caldo e no soro antidiphterico foi semeado sepa-
radamente em 3 balbes de caldo ordinario; no
fim de 48 horas, inoculou-se uma gotta de cada
uma d’estas culturas em 3 cobayas de egual peso.
A cobaya inoculada com o bacillo proveniente do
séro' normal morreu em 3o horas; a cobaya
inoculada com o bacillo cultivado constantemente
em caldo apresentou no dia seguinte uma tume-
faccdo enorme do membro em que se praticou a
injeccdo € morreu no 16.° dia; emfim, a cobaya
inoculada com o bacillo originario do séro anti-
diphterico, ndo manifestou o mais pequeno signal
de infecgdo local ou geral.




Acabamos de ver que os liquidos do organismo
adquirem pela immunisagdo propriedades bacte-
ricidas especiaes que, dada a generalidade do
phenomeno, desempenham de certo um papel im-
portante na resistencia dos animaes 4 infeccdo;
falta, porém, averiguar se estas novas qualidades
dos humores, nocivas ds bacterias, sdo da mesma
natureza que as que se manifestam nos animaes
nio immunisados, isto ¢, se ha identidade entre as
substancias bactericidas dos humores dos animaes
novos e immunisados.

As substancias bactericidas dos humores ani-
maes ainda ndo foram isoladas e definidas chimi-
camente, condicGes estas indispensaveis para se
poder decidir com certeza da sua identidade; '
mas, na falta d’aquelles elementos de apreciagio,
como as suas propriedades se modificam sempre
da mesma maneira perante as influencias mais
diversas e mais delicadas (temperatura, dialyse,
etc.) devemos admittir que tambem sejam identicos
os principios de que ellas derivam.







111

Poder bactericida e alcalinidade do séro

Esta hoje definitivamente assente, pelas expe-
riencias de BEnrinG, Buchngr, CHOR, ZaGari, CENI,
Pane, etc., que existe em geral uma relacdo

directa entre a intensidade da accdo bactericida
do soro e o grau da sua alcalinidade; durante a -
infeccdo, a alcalinidade do séro e a resistencia do
animal & infeccdo tambem caminham parallela-
mente. Ndo permittindo os limites d’este estudo
referir aqui todas aquellas experiencias, summa-
riemos algumas das mais recentes.

Depois de verificar que in vitro a alcalinidade
do soro de coelho influe directamente no seu
poder microbicida, Fopor (1895) tratou de inves-
tigar o que se passava no animal durante a
infeccdo. Em experiencias previas, bastante nu-
merosas, Fopor dosou a alcalinidade do sangue
do coelho, antes e depois de lhe injectar pequenas
quantidades de bi-carbonato de soda; com a




administracdo do medicamento, o sangue torna-se
mais alcalino, a sua ac¢do microbicida augmenta
e o animal resiste melhor 4 infeccdo carbunculosa.

Inoculando a bacteridea no coelho, durante as
primeiras horas a alcalinidade do sangue cresce
consideravelmente (mais de 20 °/,); a este periodo
de reaccdo do organismo succede o decrescimento
rapido e constante da alcalinidade até 4 morte do
animal. _

Quanto maior e mais prolongado for o augmento
da alcalinidade tanto maior ¢é a sobrevida do
animal; nos coelhos parcialmente immunisados
contra o carbunculo, a diminuicdo da alcalinidade
¢ menos accentuada e mais tardia.

A noculacao d'uma cultura do vibrido cholerico
forneceu resultados semelhantes: em dois animaes
que morreram 24 horas depois, o sangue perdeu
- respectivamente 25 %, e 36 °/, da alcalinidade
primitiva; nos coelhos que sobreviveram, a alca-
linidade desceu nas primeiras 24 horas e depois
subiu constantemente durante 12 dias.

Nos coelhos inoculados com o bacillo do mal
rubro dos porcos, a alcalinidade do sangue au-
gmentou ligeiramente no fim de 24 e 48 horas e a
infec¢do ndo foi fatal; com o bacillo de Eserth, a
alcalinidade diminuiu 24 °/, nos animaes que
morreram da infeccdo e apenas 1 a 2 “/, nos que
sobreviveram.

D’estas experiencias e d'outras com o bacillo
da tuberculose, Fonor concluiu que quando o
organismo reage fortemente contra as bacterias e




domina a infeccdo, a alcalinidade do sangue tem
augmentado notavelmente e conserva-se superior
ao seu grau primitivo; nas infec¢ées rapidamente
fataes, a alcalinidade decresce de repente e d'um
modo progressivo até & morte. Os animaes que
primitivamente possuem um sangue mais alcalino,
em geral resistem mais 4 infeccdo; mas, um
animal com o sangue menos alcalino péde exce-
pcionalmente affrontar melhor os effeitos nocivos
das bacterias se, apds a inoculagdo, a alcalinidade
subir consideravelmente. N'uma palavra, para
Fobor, a curva das variacoes da alcalinidade do
sangue durante a infeccdo segue a da resis-
tencia que a cada momento o animal offerece &
doenca.

N’um trabalho importante (1894) CavLaBresk,
empregando methodos rigorosos para a determi-
nagdo da alcalinidade do sangue de coelho e do
poder bactericida do seu sdro, chegou aos resulta-
dos seguintes:

1. Na infeccdo carbunculosa a alcalinidade do
sangue mostra-se pouco ou nada alterada até 4
segunda hora da infeccdo; mas, na 5.%, encontra-se
ja constantemente augmentada, e vai subindo
gradualmente durante as primeiras 20 horas;
porém, depois de 24 horas acha-se diminuida
relativamente ao estado normal, e vai progressi-
vamente decrescendo até 4 morte do animal. O
poder bactericida acompanha maravilhosamente
a curva da alcalinidade, isto ¢, augmenta nas
primeiras 24 horas e diminue depois progressiva-
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mente até desapparecer por completo quando as
bacterias invadem o sangue.

2. Na infecgdo pyogenea (diplococco pyogeneo
isolado por PasquaLg) o poder microbicida e a
alcalinidade augmentam sé nas primeiras 12 horas
da infeccdo e depois baixam notavelmente (morte
dos animaes em 36 a 48 horas).

3. Nainfecciio produzida pelo bacillo diphterico,
a alcalinidade, em vez de augmentar, diminue até
4 5. hora da infec¢do e o poder bactericida
encontra-se completamente exgottado (morte dos
animaes em menos de 24 horas).

4. Na infeccdo pelo virus rabico fixo, a alca-
linidade do sangue modifica-se pouco ou nao
soffre alteracdo durante todo o periodo de incuba-
¢fio; mas, logo que se desenvolve a infec¢ao, isto
é, no periodo de excitagdo e depois de paralysia,
nota-se uma constante diminui¢do, posto que
pequena, do grau de alcalinidade do sangue.

CaLABRESE, em experiencias ulteriores (1895)
demonstrou egualmente que nos animaes immuni-
sados por differentes processos a alcalinidade do
sangue vai subindo 4 medida que augmenta o
grau de immunisag¢do e attinge o seu maximo
guando o estado refractario é completo.

Sabe-se desde os trabalhos de Buchuner que o
soro perde as suas propriedades microbicidas
pelo aquecimento a 55° ora, EmmericH, Tsusol,
SteEINMETZ € Low verificaram que para regenerar,
pelo menos em parte, a actividade d’este soro
bastava addicionar-lhe pequenissimas quantidades




de hydrato de potassa. Da mesma maneira, o
soro conservado in wifro durante alguns dias
torna-se inactivo porque a sua alcalinidade dimi-
nue rapidamente; e se, como demonstrou Emme-
ricH, acidificarmos ligeiramente o sdro recente-
mente extrahido do animal, juntando-lhe uma
pequena percentagem de acido sulfurico (0,67 °/),
transformamol-o n'um excellente meio de cultura.

A alcalinidade do sangue, o poder bactericida
do séro e a resistencia do animal 4 infeccdo sdo,
pois, condi¢es organicas intimamente relaciona-
das entre si e dependentes umas das outras; esta
correlacao e dependencia, perfeitamente clara e
comprehensivel nas duas ultimas, suggere-nos

desde ja algumas reflexdes relativamente & pri-
meira.

Por que mechanismo influe a alcalinidade do
sangue nas propriedades microbicidas do soro e
na defesa do animal contra as bacterias?

E’ evidente que ndo se trata aqui d'uma acgiio
directa dos corpos inorganicos, de reaccio alcalina,
dissolvidos no plasma sanguineo; pelo contrario,
sabemos que nas culturas artificiaes os microbios
vegetam muito melhor quando o meio é ligeira-
mente alcalino. Emquanto aos effeitos observados
na resistencia do animal a infeccdo, poderia
admittir-se que a actividade dos phagocytos
augmenta proporcionalmente & alcalinidade do
sangue; mas, acceitando esta hypothese, inteira-




T T *r'-’::'_.-ﬁ'-l-'l?'i—- e TR e R T, AT R e T L = TR T T o

84
mente infundada, como explicar o augmento
correspondente do poder bactericida do séro?

A influencia da alcalinidade do sangue sobre o
processo da infeccdo ndo podendo attribuir-se
nem a uma ac¢do propria e directa dos corpos
inorganicos n’elle dissolvidos nem & maior activi-
dade dos phagocytos, devemos acreditar que,
quando o meio hematico se torna mais alcalino,
a substancia bactericida, contida nos elementos
cellulares, se diffunde em maior quantidade nos
liquidos do organismo; esta interpretacdo é a
unica que se harmozisa com todos os pheno-
menos observados.




A%
Substancia bactericida do séro

O facto notavel do séro conservar intacta a sua
actividade microbicida quando aquecido a 50° ou
34", perdendo-a por completo a uma temperatura
superior apenas em um ou dois graus, convence-
nos de que aquella actividade deriva d’'uma subs-
tancia muito instavel; ndo péde pensar-se em
que o principio activo do soro desapparega por
volatilizagdo porque, n’esta hypothese, as proprie-
dades bactericidas attenuar-se-iam lenta e pro-
gressivamente com a elevagdo da temperatura,
nao se extinguindo de repente logo que se attinge
um determinado grau de calor.

Bucuner deduziu das suas experiencias, a que
jd nos referimos, que a ac¢éo microbicida pertencia
d albumina do s6ro; o calor alteraria a composigdo
chimica da molecula ou a estructura micellica do
albuminoide. A existencia d’'um corpo de natureza
alcaloidica, deveria por-se de parte, em virtude




da desegual distribui¢do do principio activo no
soro previamente submettido a uma serie de
congelacbes e degelos successivos.

Ducraux (1889) julga mais plausivel a interpre-
tacdo de que o soro deve as suas propriedades
bactericidas a uma diastase porque —

—a) a temperatura de 553° torna o sOro inactivo
mas ndo modifica as suas reac¢ées chimicas nem
os seus caracteres physicos;

—b) conservando o soro a sua actividade féra
do organismo por bastante tempo, ndo podemos
attribuil-a a uma certa persistencia da vida no
sOro e no sangue, tanto mais que o de boi, por
ex., mesmo recente, ndo é nocivo ds bacterias;

—c) os resultados da dialyse explicar-se-iam
melhor na hypothese d'uma diastase que a diffusdo
dos saes levasse & precipitagdo directa, como
acontece com diversas diastases ou fizesse unil-a,
como acontece com todas, ao deposito fluctuante
e insoluvel de materia albuminoide que deriva do
desapparecimento dos saes do soro.

Para Ocata e Jasunara (1891) as propriedades
bactericidas do soro resultariam de enzymas que
elles conseguiram extrahir por meio da glycerina.
Eis o processo de preparagéo:

Trata-se uma parte de sangue ou de soro
(operaram com o sangue de cdo e de gallinha)
por 10 a 15 partes de mistura alcooleo-etherea
durante 48 horas; filtra-se, secca-se o precipitado
e addiciona-se-lhe agua glycerinada a 50 9/, em
quantidade egual 4 do sdro ou sangue empregado;




depois de 5 minutos passa-se por um panno e
filtra-se em seguida por papel; junta-se ao liquido
de filtragdio uma mistura em partes eguaes de
alcool e de ether, de volume 10 vezes maior, e
no fim de 24 horas recolhe-se no filtro um pre-
cipitado branco e floccoso.

A substancia assim isolada ¢ soluvel na agua ¢
na glycerina e insoluvel no alcool e no ether;
apresenta propriedades bactericidas que desappa-
recem pelo aquecimento a 45° pela addi¢do de
pequenas quantidades de acido phenico ou chlor-
hydrico mas ndo se modifica pelos alcalis fracos;
além de antiseptica, a substancia ¢ egualmente
immunisante e, quando dissolvida em glycerina,
a sua actividade persiste por muito tempo sem
alteracao sensivel.

Com o soluto aquoso-glycerinado d’esta subs-
tancia, Ocara ¢ JasuHara pretendem ter immu-
nisado alguns animaes contra o carbunculo e o
bacillo do mal rubro dos porcos; PETermann (1891)
e outros investigadores, experimentando em condi-
¢Oes precisamente identicas ds d’aquelles auctores,
ndo confirmaram as suas asser¢oes.

Haxkix (1891) estudou, sob o ponto de vista
das propriedades germicidas, a cell-globulina f de
Havvmurston. O processo de preparagdo adoptado
por Haxkin foi o seguinte:

As glandulas lymphaticas do cdo ou do gato,
depois de privadas tanto quanto possivel de gor-
dura e de tecido conjunctivo, sdo divididas em
pequenos fragmentos e tratadas por uma solugéo
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de sulfato de soda a 1<10; no fim de 24 horas,
filtra-se e precipita-se por um excesso de alcool
a cell-globulina dissolvida no liquido; recolhe-se
entdo o precipitado n'um filtro e lava-se com
alcool absoluto.

Para verificar as propriedades bactericidas da
cell-globulina, Hankix dissolvia-a em agua, junta-
va-lhe uma pequena quantidade de cultura em
caldo do bacillus anthracis e, em periodos regulares
de tempo, procedia & contagem dos bacillos pelo
methodo das placas. Hankin conclue das suas
experiencias que —

—a) a cell-globulina 5 de HaLLBURNTON possue
propriedades germicidas notaveis; e,

—b) debaixo d’este ponto de vista, differe do
fermento da fibrina;

—c) as propriedades bactericidas d’esta sub-
stancia parecem identicas 4s do soro, descriptas
por Buchner, Nissex e NutTaLy;

—d) a ac¢do microbicida do soro é devida
provavelmente a este ou a um corpo analogo.

BirTER, repetindo as experiencias de Haxkiy,
contesta que a cell-globulina £ de HavLvmurnTON
exerca qualquer ac¢do bactericida.

-CHrisT™Mas (1891) isolou das visceras (bago,
figado, rins, coragdo e pulmées) de coelhos immu-
nisados contra o carbunculo uma substancia dotada
de propriedades bactericidas energicas para a
bacteridea. Do animal, morto por etherizacdo,
extrahiu as visceras, reduziu-as a polpa e tratou-as
pela glycerina durante 24 horas; filtrou, addicionou




ao liquido 5 vezes o seu volume d’alcool, obtendo
assim um precipitado que, depois de lavagem pelo
alcool absoluto para remover a glycerina, foi
dissolvido na agua; fez atravessar este soluto por
uma corrente de ar durante algumas horas a fim
de o desembaragar do alcool e, depois de nova
filtracdo, ensaiou a sua acgdo bactericida.

Todas as operagées foram executadas em con-
digSes de asepsia rigorosa.

O soluto preparado por ChrisT™as, impedia o
desenvolvimento da bacteridea, ainda quando se
juntasse a meios de cultura muito favoraveis,
como o soro ordinario ou o caldo nutritivo; a sua
actividade desapparecia pelo aquecimento a 75°.
O auctor hesita em attribuir estas propriedades

quer 4 influencia do «primeiro estabelecimento»

(Ducraux) quer & existencia d'uma diastase deri-
vada das substancias vaccinantes do organismo
do coelho.

Operando com orgaos de coelhos normaes,
CurisT™as conseguiu pelo mesmo processo extra-
hir albuminoides cujas solucées, semeadas com a
bacteridea, restavam estereis.

As investigagdes ulteriores de BirTer, confirma-
ram os resultados das experiencias de CHRISTMAS;
mas, para aquelle auctor a substancia isolada ndo
deve considerar-se identica ao principio bacteri-
cida do soro porque, emquanto que este ¢ destruido
com certeza pelo aquecimento a 65° as solugGes
d'aquella, levadas & mesma temperatura, matam
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ainda cérca de 30.000 a 40.000 bacillos typhicos
em quatro horas.

N'uma critica d’estes trabalhos, BucHNER emitte
egual opinido: «Um methodo dado por CHrisT™Mas
para a preparagao de solugées germicidas dos
orgdos de coelhos normaes foi tambem experi-
mentado por BirTer. As soluches germicidas
foram em verdade obtidas, as quaes, entretanto,
differem materialmente do séro activo, pois em
tres experiencias, apesar do aquecimento a 65°
permaneceu a accao bactericidanr. :

Bucaner affirma ainda que as solugGes dos
albuminoides do soéro, precipitados pelo alcool,
sdo destituidas de propriedades microbicidas; as
experiencias de Curistmas e de Brrter, porém,
demonstram precisamente o contrario.

CHrisT™As, precipitou o sdro por 3 vezes o seu
volume d’alcool forte, filtrou, lavou o precipitado
pelo alcool, deixou-o evaporar e dissolveu-o
em volume d'agua egual ao do séro empre-
gado; esta solugdo possuia um poder microbi-
cida notavel, maior do que o do proprio séro, que
se destruia, pelo menos em grande parte, pelo
aquecimento a 60° durante uma hora.

As investigagbes de Brrrer sdo egualmente
significativas. Citemos uma das suas experiencias:

«A 50 c. c. d’alcool addicionaram-se 10 c. ¢. de
soro- e, depois de agitar a mistura, separou-se
immediatamente o precipitado por filtracdo. O
precipitado foi privado d’alcool por meio de pressdo
entre folhas de papel-filtro, secco a 37° e lancado




em 10 c. ¢. dagua esterilizada. Deixando o
liquido a 37° durante pouco tempo, o precipitado
dissolveu-se quasi completamente. A solugdo foi
ensaiada depois de nova filtracao».

Devemos notar que, ndo se tendo tomado
precaucdes de asepsia n'esta serie de manipula-
¢oes, tanto o precipitado albuminoide como o seu
soluto contaminaram-se com certeza repetidas
vezes por numerosos germens da atmosphera,
dos filtros, etc.; apesar d’isso, a solugdo mantida a
37° oppoz-se ao desenvolvimento d’esses germens
e destruiu ainda uma parte d’aquelles que n’ella
se semearam. BirTErR conclue das suas experien-
cias que a solugdo do «sdro precipitado» ndo
actua tam energicamente sobre a bacteridea car-
bunculosa e o bacillo typhico como o séro normal.

Os trabalhos de EmMMERICH, TSUBOI, STEINMETZ €
Low (1892) lancam tambem alguma luz sobre a
funccdo exercida pelos albuminoides na actividade
microbicida do soro. Eis como estes investigado-
res procederam:

Submetteram o séro activo, contido n'um tubo
de pergaminho, & dialyse na agua; no fim de 12
a 18 horas, a perda dos saes determinou a depo-
sicdo dos albuminoides, deposito que, depois de
tratado pelo alcool, foi reunido n’'um filtro e o
alcool removido por absorpgao em papel poroso;
seccaram emfim o precipitado no vacuo a 36° e-
dissolveram-no n'um soluto frace de chloreto de
sodio. Todas as operagGes correram sob a mais
rigorosa asepsia, tendo-se esterilizado previa-
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mente o tubo de pergaminho, o papel de filtro,
vasos, etc.

Semeando na solucdo do albuminoide uma
parcella de cultura microbiana, o numero de
microbios, contado immediatamente depois e pas-
sadas 3 a 4 horas, ¢ sensivelmente egual; pelo
contrario, levando a 100° a solu¢do e deixando-a
arrefecer antes de fazer a sementeira, o numero
de bacterias no fim de 4 horas torna-se 400 vezes
maior. Se 4 solucdo addicionarmos uma pequena
quantidade de hydrato de potassa ou se dissolver-
mos directamente o precipitado albuminoide n’'um
soluto de hydrato de potassa a 0,05 %/, o liquido
manifesta uma ac¢do microbicida tam energica
como o proprio soro; aquecendo-o a 65° ou
acidificando-o ligeiramente, transforma-se n'um
excellente meio de cultura.

D’estas experiencias e das mencionadas a pro-
posito da influencia da alcalinidade do sdro sobre
0 seu poder antiseptico, EmMericH concluiu que a
substancia bactericida é um componente alcalino
da soro-albumina; o calor e os acidos destruiriam
a combinagdo do alcali com a molecula albumi-
noide e, portanto, a actividade do soro; a addicdo
de pequenas quantidades de hydrato de potassa
reconstituiria, pelo menos em parte, o edificio
molecular primitivo, regenerando, assiin, o poder
microbicida do soro.

EmMericH, ndo desconhecendo as razdes que
levaram Buchser a admittir que toda a soro-
albumina € activa, julga porém mais provavel




que s6 uma pequena parte da albumina do soro
exerce uma ac¢do bactericida; esta parte proviria
da albumina dos alimentos que, depois de absor-
vida e transformada pelas cellulas lymphaticas,
seria dissolvida pelo soro.

Hankin (1892), na sua theoria dos alexocytos,
pretende que a substancia bactericida do sdro
¢ segregada pelos leucocytos eosinophilos de
EuriicH; mas, além da sua opinido ndo se apoiar
em factos convincentes, para a rejeitar bastard
considerar-se que o soro d’alguns animaes em que
nio existem cellulas eosinophilas ¢, entretanto,
bactericida. De resto, a theoria de Hankin, como

muitas outras, sobre a immunidade e a resistencia

dos animaes 4s bacterias, ndo reclamam n’este
logar a nossa attengdo, por n’ellas ndo se especi-
ficar a substancia que confere ao soro as suas
propriedades microbicidas.

BucHnER, n'uma experiencia jd citada (pag. 42
n.° 11) verificou que a digestio do séro pela
pepsina ndo alterava as suas propriedades micro-
bicidas; porém, a conclusdo geral que tirou do
seu trabalho foi que a soro-albumina constituia a
substancia bactericida do soro. Ha evidente-
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mente uma contradicdo flagrante entre o resul-
tado d'aquella experiencia e a opinido final de
Buchner: a digestio pepsica transforma a albu-
mina do séro em peptonas, isto €, em substancias
altamente favoraveis ao desenvolvimento das ba-
cterias; como ¢, pois, que constituindo a sbro-
albumina a substancia activa do soro, a sua
transformacdo em peptonas ndo influe nas pro-
priedades microbicidas do meio?

BucHnEr reconheceu previamente que a pepsina
empregada digeria activamente a albumina do
ovo e, portanto, nenhuma causa d’erro podia
invalidar o resultado da experiencia; d’esta ma-
neira, temos necessariamente de admittir que ndo
¢ a soro-albumina, como pretende Buchxer, que
se deve attribuir a accdo microbicida do séro.
Mas, resistindo a substancia bactericida a digestdo
pela pepsina e, por outra parte, indicando as
demais experiencias (aquecimento do soro, dialyse,
precipitagdo pelo alcool, etc.) a sua natureza
poteica, devemos acreditar que ella entra no grupo
das nucleinas.

Mal se comprehende como um investigador
tam habil e tam auctorizado como BucHNer
podesse cahir n'uma contradicdo tam palpavel;
impressionado por este facto, VaueHan, depois
de deduzir a priori que a substancia bactericida
do soro sé podia ser verosimilmente uma nucleina,
tratou de esclarecer o problema por meio da
experimentacao.

A primeira questio a resolver consistia em




verificar se no soro existem nucleinas. Pelo pro-
cesso que adiante indicaremos, Vauvchan (1893)
conseguiu isolar do soro de coelho e de cao uma
substancia dotada de propriedades chimicas iden-
ticas as das nucleinas; mais tarde, LiLIENFELD
(1895) demonstrou egualmente a presenca no soro
d’'um acido nucleinico.

Em segundo logar, tornava-se necessario ayve-
riguar se a nucleina isolada possuia uma acg¢iio
bactericida. Para isso, VauGHaN, depois de dissol-
ver a nucleina n'uma solugdo ligeiramente alcalina,
de volume egual ao do séro que a havia fornecido,
determinou a energia bactericida do liquido pelo
methodo das placas. Eis algumas das suas expe-
riencias:

Nucleina dissolvida na agua esterilizada contendo
0,12 °/, de hydrato de potassa e 0,6 °/, de chlorelo
de sodio.

A. VIBRIAD CHOLERICO

Tempo: Immediat. depois  5min. 15m. 3om. 1h. 11f2h. 23h.
N.» de colonias 2100 430 5§ g1 go Eib s riaed

B. STAPHYLDCOCCO PYDG. AUR.

Tempo: Immediat. depois 1 h. i b 7h
~ N.» de colonias 4000 1720 1050 Sio

A experiencia A. mostra que a pequena percen-
tagem de hydrato de potassa e de chloreto de
sodio ndo impede o desenvolvimento do vibrido
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da cholera; na experiencla B. a destruicdo total
dos coccos no fim de 24 horas nido pdde attribuir-se
aos mesmos elementos mineraes porque se verifi-
cdra previamente que o staphylococco persiste
vivo por alguns dias no soluto de potassa e chlo-
reto de sodio.

Nucleina dissolvida na agua esterilijada contendo
0,12 °/, de hydrato de potassa, 0,6 °/, de chloreto de
sodio ¢ 0,1 °/, de bi-carbonato e de phosphato de sodio.

A |. VIBRIAO CHOLERICO

Tempo: Immediat. depois 1 h. 4 h. 7 h. 24 h.
N.» de colonias 350 105 150 42 0

B . STAPHYLOC. PYOG. AUR.

Tempo: Immediat. depois 1 h. 4 h. 7h ah

N.? de colonias 3000 250 1600 1200 0
C1. BACILLO DO CARBUNCULO SEM ESPOROS

Tempo: Immediat. depois 1 h. 5h g h. 24 h.
N.2 de colonias 430 0 o 0 )

As experiencias de VaucHan levam a admittir

- que no soro existe uma nucleina dotada de pro-

priedades antisepticas mas ndo affirmam a sua
identidade com a substancia bactericida do séro
nem esclarecem outros pontos importantes do
assumpto. Para preencher uma parte d’estas defi-
ciencias executdmos alguns trabalhos experimen-
taes de que damos relacdo na segunda parte




d’este estudo; generalizdmos a investigacio a
outras nucleinas e recorremos a multiplos proces-
sos para determinar a sua accdo antiseptica;
diligencidmos, emfim, definir o papel que as
nucleinas poderiam representar na therapeutica
das infecgBes. Se ndo conseguimos quanto deseja-
vamos (o que, em verdade, ndo nos surprehendeu)
cremos, entretanto, que algum interesse podera
despertar o resultado das nossas experiencias.













SEGUNDA PARTE

Origem, composigéo, preparagio e propriedades
das nucleinas

Origem das nucleinas. — As nucleinas (paranu-
cleinas d’alguns auctores) constituem um grupo de
proteides de func¢do acida, insoluveis na agua,
nos acidos diluidos e no alcool, soluveis nos
alcalis, muito ricos em phosphoro e indigestiveis
ou difficilmente decompostos pelo succo gastrico.
Tratadas a quente pelos alcalis ou pelos acidos
ndo muito concentrados, as nucleinas transfor-
mam-se parcialmente em substancias ainda mais
phosphoradas — os acidos nucleinicos ou nuclei-
cos; estes, precipitam a albumina e as albumoses,
formando nucleoalbaminas. Pela digestdo artificial,
as nucleoalbuminas desdobram-se em nucleinas e
em diversos albuminoides (geralmente globulinas)
que, no estado de peptonas, ficam dissolvidos no
liquido digestivo.

As nucleinas encontram-se em todas as cellulas
animaes ¢ vegetaes, constituindo os elementos
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essenciaes do nucleo; entram em percentagem
muito menor na composi¢do do protoplasma. Para
alguns auctores (O. HertwiG, etc.) os nucleolos
verdadeiros sdo formados exclusivamente de nu-
cleinas emquanto que as nucleoalbuminas acham-se
representadas por toda a porgdo chromatica dos
nucleos; para outros (Kosser, LiLiENFELD, etc.) a
parte fundamental dos nucleos como do cytoplasma
consiste n'uma combina¢do d’acidos nucleinicos,
em propor¢do maior ou menor, com principios
albuminoides ndo phosphorados. N’esta ultima
hypothese, a importancia physiologica dos ele-
mentos constitutivos do nucleo e do cytoplasma,
dependeria da percentagem em acido nucleinico
das nucleoalbuminas d’esses elementos ; assim, em
ordem decrescente do valor funccional, da acidez
e da riqueza em phosphoro, classificar-se-iam a
chromatina, a plastina, a linina, a pyrenina e emfim
as nucleoalbuminas do protoplasma, substancias
que, sob o ponto de vista morphologico, corres-
ponderiam respectivamente 4 chromatina, aos
nucleolos, 4s partes achromaticas (e figuradas) do
nucleo e s porgées figuradas do cytoplasma. As
restantes materias phosphoradas do nucleo e do
protoplasma (lecithinas, cholesterina, etc.) devem
considerar-se extranhas 4 molecula d’albumina
(DaniLevesky); € por ellas que o cytoplasma,
contendo apenas '/, a 1%, de phosphoro nas suas
nucleoalbuminas, pdde entretanto apresentar-se
accidentalmente mais phosphorado que o proprio
nucleo. A differenca d’acidez das nucleoalbuminas




explicaria ainda a electividade dos corantes para
cada um dos elementos da cellula.

Deixando, porém, todas estas questoes ainda
ndo resolvidas, o que ndo offerece duvida é a
preponderancia do papel physiologico desempe-
nhado pelas nucleinas e que O. HERTWIG exprime
por estas palavras: «eu considero a nucleina e a
paranucleina como as substancias essenciaes do
nucleo, sobre as quaes assentam em primeiro logar
as func¢des physiologicas d’este orgaon»,

As nucleinas constituem, pois, a substancia

" fundamental dos elementos organizados; formam
as partes essenciaes dos nucleos, isto ¢, dos orga-
nitos que, segundo as idéas reinantes, dominam
sendo concentram -todas as manifestagGes vitaes
da cellula; é no segmento fecundante do esper-
matozoide, em que a energia da vida assume
proporgdes incalculaveis, mysteriosas, que se en-
contra o acido nucleinico quasi puro!

-Qual a origem das nucleinas dos nossos tecidos ?

As nucleinas entram na composigdo de todos os
elementos animaes e vegetaes ; como, além d’isso,
existem no leite (1) que, durante mezes, ¢ 0 n0sso
alimento exclusivo, poderd presumir-se que ellas
penetram no organismo pelo apparelho digestivo.
A hypothese da origem alimentar das nucleinas
estd, entretanto, em desaccordo com alguns factos
que vamos referir.

(1) A percentagem de nucleinas no leite ¢ muito pequena; no
queijo ¢ proximamente de 0,2 %y
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Dissemos que as nucleinas resistem a digestdo
pelo succo gastrico; esta propriedade, que é um
dos caracteres mais notaveis do grupo das nuclei-
nas, simplifica singularmente a sua preparacio (1).
As experiencias de Hoppe-SEYLER mostram egual-
mente que o succo pancreatico ndo digere melhor
as nucleinas; por outra parte, nos dejectos d’alguns
animaes (do cdo, por ex.) tém-se encontrado aquel-
las substancias em quantidade consideravel.

Estas razoes, na falta d'uma analyse quantitativa
das nucleinas ingeridas com os alimentos e das
excretadas nos dejectos, analyse que resolveria
directamente o problema da sua absorpgdo, estas
razdes, diziamos, favorecem mais a hypothese de
que ellas se formam por synthese no organismo ;

(1) O modo como as nucleinas se comportam perante o succo
gastrico ndo € apreciado da mesma maneira por todos os chimicos:
— GARNIER € SUHLAGDENHAUFFEN consideram-nas como «comple-
tamente refractarias 4 accio do succo gastricos ; — A. GAUTIER
diz apenas que sdo indigestiveis ; — para Bunce «nio sio atacadas
sendo difficilmente pelo succo gastricos ; — Lampring diz: «O
succo gastrico nfio ataca seniio difficilmente as nucleinas. A de
levadura ndo ¢ dissolvida pela pepsina chlorhydrica sendo depois
de 12 horas (Kosser). A que deriva da caseina nio é sensivelmente
atacada mesmo no fim d'algumas semanas»; etc. As nucleinas que
preparimos pelo processo da digestdo artificial, resistiram admi-
ravelmente ao soluto pepsico : a nuclecalbumina d'ovo esteve 20
dias a digerir e, que ndo houve decomposicio sensivel da nucleina
prova-o nao so a quantidade obtida, a qual concorda com a per-
centagem indicada por MigscHER, como a ausencia d’albuminoides
na solugdo, verificada por diversos reagentes (ferrocyaneto de
potassio acetico, acetato de cobre e reacciio do biureto) ; a nucleina
de séro ficon menos tempo sob a accio do soluto digestivo mas,
ainda n'este caso, levimos a digestdo até ao desapparecimento
completo dos albuminoides no liquido pepsico.
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no mesmo sentido falla uma observacdo, muito
interessante e frequentemente citada, devida a
MIESCHER.

Na epocha da ovulagdo, os salmées deixam o
mar e sobem as correntes dos rios; a migragiao
prolonga-se, pelo menos no Rheno, de quatro a
quatorze mezes. Em todo este tempo, os salmées
ndo ingerem nenhum alimento, como se deduz de
se encontrar regularmente vazio o seu intestino;
mas, o ovario, que antes da partida apenas figura
com 0,4°, do peso total do animal, augmenta
depois extraordinariamente, elevando-se a percen-
tagem a 19 e a 27 °/,. O crescimento do ovario,
ndo podendo operar-se por meio da alimentagdo,
tem necessariamente de fazer-se 4 custa dos ma-
teriaes accumulados no organismo e, especial-
mente, nos musculos que formam a massa principal
do corpo; ora, MiEscHER, por observagoes compa-
radas em salmoes cuja columna vertebral era
d’egual comprimento, demonstrou que, 4 medida
que o ovario ganhava em peso, a massa muscular
ia successivamente diminuindo, e que s6 a perda
de albuminoides do musculo grande do tronco
compensava e até excedia o augmento adquirido
pelo ovario. Os ovos, porém, contém uma quan-
tidade enorme de nucleina e de lecithina emquanto
que nos musculos apenas existe uma diminuta
porgdo d’estas substancias, embora n’elles se en-
contre muito acido phosphorico sob outra férma;
o desenvolvimento do ovario & custa do musculo
ndo consiste, portanto, n'uma simples transposi¢ao
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de substancias d'uns para outros orgaos mas,
conclue MiescHER, resulta de transformacgées chi-
micas profundas pelas quaes os albuminoides, as
gorduras e os phosphatos dos musculos dédo origem
4s combinages caracteristicas do ovo.

Nos organismos inferiores, nos seres monocel-
lulares, as nucleinas formam-se evidentemente por
synthese. As levaduras contém uma quantidade
relativamente grande de nucleinas e, entretanto,
desenvolvem-se e multiplicam-se em proporgoes
prodigiosas nos liquidos isentos de substancias
albuminoides. Outro tanto diremos das bacterias
e, entre ellas, dos bacillos diphterico, tetanico,
cholerico, typhico, etc., que pédem cultivar-se no
liquido de Uscuinsky, liquido em que nao entram
materias proteicas (1); e, mais para notar € que
as toxinas produzidas n’este meio possuem a mesma
virulencia que as formadas no caldo ordinario.
Algumas toxinas, como a tuberculina purificada
por BrieGer, pela sua composicdo centesimal,
pertencem certamente ao grupo das nucleinas (A.
Gautier); ora, Fraesker e, depois d’elle, diversos
investigadores (Kunse, Proskaver, WESBROOK)

(1) A composiciio do liquido de Uscunsky € a seguinte

Agua . . vu e 1000 partes
Glycerina . . .+ -+ . Joeqo
Chloreto de sodia. . . . . 57 @
Chloreto de calcio . . . . ;1 parte
Sulphato de magnesio. . . ©0,2-0,4 =
Phosphato de potassio . . 2-2,3 partes
Lactato de ammonio . . « 67 =

Asparaginato de sodio . g o




isolaram a tuberculina e tambem a malleina de
culturas em meios livres de substancias proteicas.

Admittindo que as nucleinas dos alimentos
atravessam intactas o apparelho digestivo do
homem e dos animaes superiores, como explicar
a sua formagdo por synthese nas cellulas do or-
ganismo ?

Para perscrutar o mechanismo d’'um phenomeno
intimo da nutri¢do, tam complexo como o presente,
teremos d’invadir os dominios da hypothese. Os
acidos nucleinicos, tratados a quente pelos acidos
mineraes diluidos, desdobram-se em acido phos-
phorico e em bases azotadas crystallisaveis —a
adenina e a guanina; a adenina, por oxydacdo, d4
a hypoxanthina e, a guanina, transforma-se em
xanthina (1). A xanthina e a hypoxanthina s@o
productos de desassimilagdo da familia do acido
urico. Apoiados n’estes factos, tracemos os deli-
neamentos geraes da theoria. O acido phosphorico,
combinando-se no organismo com as bases azo-
tadas, produz uma substancia acida—o acido
nucleinico; pela unido do acido nucleinico a
pequenas quantidades d’albumina forma-se a nu-
cleina; a nucleina, ligando-se a outros albuminoi-
des, constitue as nucleoalbuminas e, estas, aggre-
gando novas materias phosphoradas, gorduras,

(1) A simples inspecgdo das formulas mostra como se faz esta
oxydacio.
Adenina . . -« .- CEHVAzE AzH
Hypoxanthina . . . C*H4Az4, 0

Guamina. . . ... C¥H4Az40,AzH
Xonthina, . . ..+ CVHYAZ10,Q
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s saes, etc., representardo todos os elementos fun-
f damentaes do nucleo e do protoplasma (DELAGE).
5 Composicao das nucleinas. — A composicio cen-
e - . - -
: tesimal das nucleinas melhor estudadas, indicada
por diversos auctores, é a seguinte:
r
5 [+ H. Az, Ph. 5.
£ Nucleina de leva-
g dura (Kosser)... 40,8 54 16,0 6,2 0,38
¥ =
& Nucleina de liquido
Z seminal de sal-
2 mio (Miescuer). 36,1 5,1 13 0,6 —
5y Nucleina de gemma
d'ovo(BunGe) (1) 42,11 6,08 1473 5,19 055
- Nucleina de sub-
1 " stancia cerebral
§ (MiescHeR). . . .. . 50,5 78 13,2 2,1 —
ks
; Nucleina de leite
(LuBavivg). ..... 48,5 A 13,2 4,6 —
k* Tuberculina (Brie-
o5 GER) +.vsvvensss 47,02-485,1 7,00-7,55 14,45-14,73 4,3 1,14-117

Preparacdo da nucleina de séro.— Na prepara-
¢do da nucleina de sbro seguimos o processo

(1) O ferro do vitello acha-se combinado a esta nucleina (0,29
de Fe. %) e, portanto, d’ella deriva a hemoglobina formada durante
bt o périodo d'incubacio do ovo; por esta razdo, Bunge denominou-a
: hematogeneo, nome por que se designa geralmente.
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descripto minuciosamente por VaucHan e Novy
nos seguintes termos :

«Escolhem-se animaes saudaveis que nio te-
nham servido em experiencias anteriores. Fixa-se
solidamente o animal n'um apparelho de contengdo
e pbe-se a descoberto a carotida com todas as
precaugdes antisepticas. Faz-se a laqueagdo da
arteria na sua extremidade terminal e, afastada
cerca de duas pollegadas para a extremidade
central, applica-se uma pequena pinga. Fende-se
entdo a arteria com um bistori e introduz-se uma
pequena canula de vidro a que se adapta um tubo
de cautchu que communica com um frasco de
ERLENMAYER; a canula fixa-se 4 arteria por meio
d’'uma ligadura; o bistori, a canula, o tubo e o
frasco sdo previamente esterilizados. Retira-se
depois a pinga e o sangue corre para o frasco.
Sangra-se o animal até 4 morte. Rodeia-se de
gelo o frasco que contém o sangue e deixa-se
a repoisar durante 24 horas; no fim d’este tempo,
o sbro acha-se separado. Passa-se o soro para um
frasco esterilizado e addiciona-se-lhe cerca de 10
vezes o seu volume d'uma mistura d’alcool e
d’ether em partes eguaes; produz-se assim um
volumoso precipitado, quasi branco. Deixa-se
ficar o precipitado, pelo menos durante 24 horas,
tendo o cuidado de remover duas ou mais vezes
por decantagiio o alcool e o ether, substituindo-os
por egual volume da mistura alcooleo-etherea.
Decanta-se entdo o fluido que sobrenada, addicio-
na-se um egual volume de solugdo d’acido chlo-




rhydrico a 0,2°/,contendo pepsina activa, colloca-se
o frasco na estufa a 38° e leva-se a digestdo até
que o fluido ndo dé mais a reacgdo do biureto
para peptonas. De cada vez que se verifica esta
reac¢do, decanta-se o liquido da porgao nao dige-
rida e substitue-se por egual volume de nova
solucdo digestiva. Para maior seguranca de que a
digestdo seja completa, p6de deixar-se o frasco na
estufa por alguns dias. A digestao effectua-se com
rapidez e, depois de proseguir até um certo ponto,
cessa totalmente. A pequena parte nao digerida
apresenta uma cor acinzentada. Langa-se n'um
filtro esterilizado e lava-se primeiro com uma
solucdo d’acido chlorhydrico a 0,2 %, e depois
com alcool; em seguida deixa-se o filtro exposto
ao ar durante meia hora ou mais tempo a fim de
que todo o alcool desappareca por filtragdo ou
evaporagaon.

O processo de preparagido da nucleina, tal como
fica transcripto, apresenta algumas particulari-
dades, inteiramente dispensaveis, que o tornam
longo e dispendioso. A precipita¢ido dos albumi-
noides por uma mistura d’alcool e d’ether de
volume deg veges superior ao do soro; a substi-
tuicdo d’esta mistura, pelo menos duas veies, nas
24 horas seguintes ; emfim, a renovagao do soluto
digestivo até que ndo accuse a presenca de peptonas,
constituem evidentemente precaugdes exageradas
que sémente se justificam por VAuGHAN realizar as
suas experiencias n'uma epocha em que se desco-
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nhecia a existencia de nucleinas no soro; como,
porém, um dos fins que visavamos era precisamente
a verificacdo d’aquellas experiencias,ndo podiamos
deixar de cumprir as rigorosas indicagées de
auctor.

Desconhecendo a percentagem de nucleina dis-
solvida no sangue, fizemos um ensaio previo com
25 ¢. ¢. de soro de coelho. O precipitado albumi-
noide, depois da digestdo pela pepsina, ficou
reduzido a uma ligeira nubecula que a menor
agitacdo diffundia por todo o liquido; para sepa-
ral-o, recorremos 4 filtracdo por papel mas, a parte
nio digerida era realmente em tam pequena quan-
tidade que ndo conseguimos destacal-a das paredes
do filtro.

Reconhecemos assim a necessidade de operar
com maiores massas de soro, para o que Dos
dirigimos a um animal mais corpulento.

D'uma cabra, pesando proximamente 15 kilo-
grammas, retirdmos 1130 grammas de sangue;
depois da retracgdo do coagulo, recolhemos 330
c. c. de sdro. A 300 c. c. de soro addiciondmos 3
litros de mistura alcooleo-etherea, mistura que se
renovou duas vezes nas 24 horas seguintes; o
precipitado, livre d’alcool e d’ether por filtragdo e
evaporagiio consecutiva, foi posto a digerir 4
temperatura de 29° no soluto d’acido chlorhydrico
a 2°/,, contendo um gramma de pepsina. Passados
5 dias, durante os quaes se fez por 5 vezes a
decantacio do soluto digestivo e a sua substituicdo
por outro semelhante, verificdmos que a digestdo
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tinha terminado e, além d’isso, que ja ndo existiam
peptonas no liquido; procedemos entdo 4 lavagem
no filtro da parte ndo digerida, primeiro com o
soluto d’acido chlorhydrico a 0,2 %, e depois com o
alcool a ¢5°. A substancia assim isolada, pesava,
ainda humida d’alcool, 10 centigrammas.

Preparacdo da nucleina de gemma d’ovo.—A
nucleina d’ovo péde preparar-se rapidamente por
diversos processos, mencionados nos tratados de
chimica biologica; preferimos, porém, recorrer
ainda n’este caso a digestido pela pepsina para ndo
“nos afastarmos do caminho seguido na preparacdo
da nucleina de soro. Eis como procedemos:

100 gemmas d’ovos, pesando 1650 grammas,
depois de uma forte batedura com algumas gottas
d’acido acetico, foram tratadas successivamente
pelo ether (5 litros d’ether durante 48 horas), pelo
alcool a 95° (5 litros d’alcool durante 48 horas),
pelo alcool a 85° & temperatura de 50° durante
meia hora e lancadas immediatamente n’um filtro
de malhas largas; a massa das gemmas, livre por
esta forma de gordura, lecithina, cholesterina,
protagon e pigmentos, foi posta a digerir em 6
litros de soluto d’acido chlorhydrico a 3 °/,, con-
tendo 6 grammas de pepsina. Prolongamos a
digestdo por 20 dias e renoviamos o soluto diges-
tivo até ao desapparecimento completo das pe-
ptonas (reacgdo do bdiureto); dissolvemos em
seguida o residuo da digestio no hydrato de
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potassa a 5 °/, e precipitimol-o de novo pelo
alcool e acido chlorhydrico. A nucleina obtida de-
via pesar approximadamente 16 grammas.

Preparacdo da nucleina de levadura de cerveja.
— Empregdmos uma levadura alcoolica, cremos
que constituida exclusiva ou principalmente pela
especie Saccharomyces cerevisiae (1). A levadura
(2250 grammas), depois de lavagem pela agua e
decantacio, foi tratada pelo acido chlorhydrico a
5 °/» @ que se addicionou, passados alguns minutos,
soda caustica em ligeiro excesso; filtramos logo
em seguida e recolhemos o liquido n'um soluto
fraco d’acido chlorhydrico ; separdmos por decan-
tagdo o pequeno precipitado que se formou e
lavdmol-o no filtro successivamente com acido
chlorhydrico diluido, agua e alcool a 60 de tem-
peratura. A nucleina, depois de secca, pesava 15
decigrammas,

Preparacdo da nucleina de tecido nervoso.—
Tentdmos preparar esta nucleina, seguindo o pro-
cesso mais geralmente recommendado; vimos,
porém, com surpresa falhar a nossa tentativa
n'uma operagdo que se nos afigurava muito facil.
A substancia encephalica de boi (1555 grammas),
privada das meninges e lavada repetidas vezes
em agua para dar sahida a todo o sangue, foi

(1) Levadura vendida pela casa Springer & C.5, de Paris.
8

t-$

7 S i T il

i PSS b

i

b g o < e

¢

i ki s

Lr i i,

|
Ak

P
.

e IR

e pawiibnin AR

ety b

et i )
T

Ty i




114

tratada successivamente pelo ether (3 litros durante
48 horas), pelo alcool a frio (3 litros durante 48
horas), pelo alcool a quente e pela agua fervente;
submettemos em seguida o resto da polpa 4 digestdo
pepsica e, logo que esta terminou, lan¢cdmos o
residuo n'um soluto de soda caustica a 2 °/, para
dissolver a nucleina. Restava sémente filtrar e
precipitar a nucleina; ndao conseguimos, porém,
levar a effeito esta filtragcdo, por mais diligencias
que para isso empregassemos. O liquido, que
constituia uma especie de emulsdo, ndo atraves-
sava o papel de filtro nem, sob pressdo, a véla
CHaMBERLAND ; com filtros de malhas mais largas,
como o algoddo em rama e o panno, passava le-
vando em suspensao todas as particulas insoluveis.

Preparacdo da nucleina dos elementos figurados
do sangue.— O stroma dos globulos rubros dos
mammiferos ¢ constituido por substancias do
grupo das nucleoalbuminas; nas hematias nuclea-
das, como as das aves, as nucleinas encontram-se
n'uma percentagem muito mais elevada.

Na constituicdo dos globulos brancos entram as
seguintes materias proteicas : uma nucleoalbumina,
a substancia hyalina de Rovipa; algumas cell-glo-
bulinas de HarusurnToN, hoje consideradas como
nucleoalbuminas; a nucleo-histone de LiLIENFELD,
que se desdobra facilmente em nucleina e em
histone; emfim, uma cell-albumina, identica ou
muito semelhante 4 serina.




Para isolar as nucleinas das referidas nucleo-
albuminas, submettemos um coagulo de sangue,
de peso egual a 8oo grammas, 4s mesmas opera-
¢Oes que executdmos com o soro. A digestdo
pepsica do coagulo, ap6s o tratamento pela mistura
alcooleo-etherea, deixou um pequeno residuo
completamente insoluvel nos alcalis; n’elle ndo
existiam, portanto, nucleinas livres. Ndao sabemos
a que attribuir este resultado inesperado tanto
mais que, demorando a digestdo por muito pouco
tempo, ndo é admissivel que o soluto digestivo
alterasse as nucleinas.

Tivemos ainda occasido de verificar que a clara
d’ovo ndo contém a menor parcella de nucleinas.

Propriedades das nucleinas isoladas. — As nu-
cleinas de soro, de levadura e de ovo sdo brancas,
amorphas, insoluveis ou muito pouco soluveis na
agua e completamente insoluveis nos acidos dilui-
dos, no alcool e no ether. Os alcalis dissolvem-nas
facilmente. As suas solucdes alcalinas precipitam
pelo acetato de chumbo, nitrato de prata e sulfato
de cobre; o acido azotico produz turvacdo que
desapparece n'um excesso d’acido; nio ddo a
reaccio do biurelo nem a xantoproteica; ndo
coram pelo reagente de MiLLoxn, ndo precipitam
pelo acido acetico e chloreto de sodio nem pelo
ferrocyaneto de potassio acetico (1). 5

{1) Indicimos apenas as propriedades por nds verificadas.
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Propriedades bactericidas das nucleinas

Para reconhecer as propriedades antisepticas
d’uma substancia, possuimos numerosos processos
d’investigacdo, desde a simples inspec¢do macros-
copica do desenvolvimento das bacterias em meios
nutritivos addicionados da referida substancia até
ao exame microscopico e 4 inoculagdo nos animaes;
para determinar, porém, a energia do antiseptico,
para dosar e definir o seu poder microbicida, é o
processo da sementeira em placas, ja indicado,
que, pela sua simplicidade e precisdo, offerece
maiores garantias.

Pelo methodo das placas (assim designado
geralmente) ndo se obtém, entretanto, resultados
absolutamente exactos. O numero de colonias
desenvolvidas n'uma placa ndo exprime, em rigor,
o numero de bacterias em suspensdo na parcella
de sementeira: alguns germens de vitalidade de-
primida extinguem-se pela mudanca de meio e,
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outros, reunidos em grupos mais ou menos nume-
rosos, formam depois uma unica colonia. A quan-
tidade de sementeira, embora represente uma
fraccdo determinada da materia de cultura, nao
contém necessariamente uma egual fraccdo do
numero total de microbios: nos liquidos de cul-
tura, ainda depois de bem agitados, a reparti¢do
das bacterias nem sempre ¢ uniforme em virtude
da camada gelatinosa que por vezes as envolve e
que se oppde 4 sua separacdao. Emfim, quando se
pretende apreciar o desenvolvimento d’'uma cultura
durante um certo tempo, ha necessidade de semear
em intervallos regulares uma serie de placas; ora,
¢ difficil sendo impossivel empregar sempre quan-
tidades eguaes de substancia d’inoculacao.

Repetindo as sementeiras e calculando a media
das colonias em germinagédo, o methodo das placas
fornece indicacdes sufficientemente exactas, como
se prova pela concordancia nos resultados das.
innumeras analyses quantitativas das bacterias do
ar e da agua, executadas regularmente em todos
os institutos de bacteriologia; e, se os resultados
d’estas analyses, que devem exprimir o numero
total de bacterias existentes n'um dado meio, sé@o
admittidos unanimemente pelos bacteriologistas,
mal se comprehende que CHrisTMAS e outros
auctores condemnem o mesmo processo, quando
se inquire sémente do numero relativo de microbios
em vegetacdo n'um liquido.

Ndo se julgue, pelo que acabamos de dizer,
que desprezamos os outros meios d'investigagao:




nas experiencias que vamos relatar d’elles nos
soccorremos, tanto quanto nol-o permittiam as
circumstancias, deixando apenas de recorrer sys-
tematicamente ao exame MmiCroscopico porque,
para bem apreciar e interpretar as alteracGes
morphologicas das bacterias, é necessaria muitas
vezes uma educagdo pratica que s6 pelo uso do
instrumento durante alguns annos poderd adqui-
rir-se.

Para comparar a ac¢do bactericida das nucleinas
de soro, d'ovo e de levadura, empregdmos um
solvente commum :

Agua filtrada.......... 100 partes
Hydrato de potassa.... 0,12 =
Chloreto de sodio »

Esterilizamos o soluto por ebulligio e dissolve-
mos a nucleina de séro em 100 c. ¢. (ou seja
proximamente 13< 2000) e as nucleinas d’'ovo e
de levadura na propor¢do de, respectivamente,

8% e 3%

Exp. IV.—Em 3 tubos d’ensaio, cada um com
cerca de 5 c. ¢. de soluto de nucleina de séro,
inoculamos respectivamente o coli-bacillo, o bacillo
d’EsertH e o vibrido da cholera d’Hamburgo
(PrEIFFER); procedemos de tempos a tempos &
sementeira na gelatina em placas, agitando pre-
viamente o liquido e servindo-nos sempre da
mesma ansa de platina para cada especie micro-
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biana; nos intervallos das sementeiras, conservé-
mos os tubos na estufa a 37° (1).

Eis o numero de colonias desenvolvidas a 20°
e contadas 48 a 72 horas depois:

Tempo: Immediat. depois 20m. 2h. 24h.

Coli-bacillo 230 #Ho oo
Numero de colonias<{B. d’'EBerTh 112 0 o o
V. choler. 335 o (o] 0

Exp. V— Repetimos a technica da experiencia
anterior, operando com o soluto de nucleina d’ovo.
Obtivemos o resultado seguinte :

Tempo: Immediat. depois 1/2h. 11/2h. 21/2h.
Coli-bacillo 4060 126 0 21
Numero de colonias
B. dEserTH 175 o o o

Exp. VI— N’esta experiencia, conduzida como
as precedentes, empregamos o soluto de nucleina
de levadura.

Tempo: Immediat. depois 1/2h. 11/2h. 22 h.
Coli-bacillo 650 120 o 0
Numero de colonias
B. d’EgerTH 180 ] o 0

Analysemos o resultado d’estas experiencias.
Em primeiro logar, poderd extranhar-se que o

(1) A cultura do vibrido da cholera, como outras de bacterias
pathogeneas, que destinavamos a um estudo sobre a funccio
antitoxinica do figado, foram-nos cedidas obsequiosamente pelo
illustre director do Instituto Bacteriologico de Lisboa, o ex.™ sr,

Cauara PEsTANA, @ quem testemunhdmos o nosso agradecimento. !
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numero de cblonias das placas semeadas imme-
diatamente depois da inoculagdo das bacterias nos
solutos de nucleina variasse consideravelmente nao
s6 d’experiencia para experiencia mas tambem na
mesma experiencia; note-se, porém, que quando
procedemos & sementeira dos solutos de nucleina,
tomamos uma quantidade arbitraria de cultura, em
geral a porgdo de liquido adherente a um fio ou
pequena ansa de platina. Na experiencia V, em que
mais avulta a differenga do numero inicial de co-
lonias, fizemos uma sementeira mais abundante de
coli-bacillo (o contetido de 10 ansas de platina) para
verificar se, augmentando o numero de microbios,
a accao bactericida continuava a exercer-se. A
materia d'inocula¢do, retirada dos solutos de nu-

cleina, foi empregada, tanto quanto possivel, em

quantidades sempre eguaes para cada serie de
placas semeadas com o mesmo bacillo.

Das tres experiencias deduz-se immediatamente
que as bacterias em contacto com os solutos de
nucleina foram destruidas n’'um periodo de tempo
variavel, periodo maximo de 20 minutos a '/,
hora para o bacillo typhico e o vibrido da cholera
e, maior, para o coli-bacillo. A que attribuir a
menor resistencia das duas primeiras especies?
Acreditamos que para aquella differenga concorreu
principal ou exclusivamente a fraca vitalidade dos
bacillos d’EpertH e de Koch : servimo-nos de cultu-
ras antigas que, a par d'uma virulencia ja bastante
attenuada, como observamos por inoculagio intra-
pleural do bacillo typhico no coelho, vegetavam
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lentamente e com pouco vigor nos meios nutritivos
ordinarios.

Comparando a accao bactericida dos solutos
nucleinicos verifica-se que o primeiro actuou com
maior energia do que os restantes; se as suas
propriedades microbicidas derivam das nucleinas,
deve concluir-se que a de soro, n'uma dilui¢do 6
a 10 vezes maior que a d'ovo e a de levadura,
possue entretanto um poder antiseptico superior.

Na experiencia V, com o coli-bacillo, depois
d’'uma placa isenta de germens, encontrimos na
seguinte algumas colonias (21). A ausencia de
colonias na placa semeada 1 '/, hora depois da
inoculagdo do soluto de nucleina devera acceitar-se
como indicando a extincgdo completa dos bacillos
ou significard apenas que por uma circumstancia
excepcional, fortuita, a parcella de sementeira néo
arrastou parte das bacterias que ainda existiam
no liquido? Por outros termos: trata-se d'uma
verdadeira repullulacdo, como se nota nas expe-
riencias com o soro (vej., por ex., pag. 64 e 73)
ou d'uma das deficiencias, j4& enumeradas, do
methodo das placas? Apesar do facto coincidir
precisamente com o emprego d'uma quantidade
maior de sementeira, optdmos pela segunda inter-
pretacdo porque, admittindo mesmo que toda a
nucleina se desdobrasse em substancias proprias
para a nutricdo das bacterias, ndo era com tam
pequena percentagem d’alimentos que se compen-
savam as qualidades do soluto de potassa, desfa-
voraveis & repullulacdo dos microbios,
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Depois de reconhecer que os solutos nucleinicos
exercem uma accdo antiseptica notavel, impéGe-se
a necessidade de averiguar se aquella actividade
resulta das nucleinas, se do seu solvente.

O solvente usado podia destruir as bacterias
quer por privacido d’alimentos quer pela acgéo da
potassa e do chloreto de sodio.

A miseria nutritiva do meio, sufficiente para
impedir a multiplicagdo dos germens, ndo bastava
para matal-os com rapidez, tanto mais que ope-
ramos com especies que, infelizmente, vivem por
muito tempo na agua, como mostram as experien-
cias de laboratorio e os ensinamentos da epide-
miologia. O hydrato de potassa e o chloreto de
sodio entravam no liquido em proporgdo muito
diminuta para destruirem em poucos minutos
quasi todos os microbios. Emfim, sabiamos pelas
experiencias de VauHan que o vibrido da cholera,
semeado em solutos de nucleina de soro de cdo e
de coelho, contendo potassa (0,12 %,) e sal mari-
nho (0,6 %,), soffria a principio uma forte reducgdo
seguida, mais tarde, de repullulagdo; o desenvol-
vimento secundario do bacillo, se tendia a demons-
trar que a acgdo bactericida primeiro observada

devia imputar-se ds nucleinas, fornecia a prova

irrefutavel de que aquelles elementos mineraes
eram destituidos de propriedades antisepticas apre-
ciaveis. VaucHan affirmava ainda que «o staphy-
lococco pyogeneo aurco conservava a sua vitali-
dade por alguns dias na agua contendo 0,5 %, de
hydrato de potassa».

W IS T

pet Lol y h e, W
i s a4 [+
i el et i S § =

fhbeag s n o g

-

“M’-—-fﬁ'& it 5 M

a4

i Ll




124

Accumulavam-se, pois, as razbes para consi-
derar as nucleinas como os elementos activos dos
solutos mencionados; mas, a resolucdo definitiva
do problema dependia, em ultima instancia, da
experimentagdo directa. Experimentdmos apenas
com o coli-bacillo: das bacterias que nos interes-
savam era aquella que, na verdade, pelas condic¢des
de vitalidade das culturas mais fielmente podia
esclarecer-nos nido s6 sobre os effeitos da mudanca
brusca de meio como sobre a acgdo microbicida
propria do soluto de potassa.

Exp. VII.—Inoculdmos o conteiido d’algumas
ansas de platina, d'uma cultura em caldo nutritivo
ordinario de coli-bacillo, em 5 c¢. c. de soluto
esterilizado de hydrato de potassa (0,12 °/,) e de
chloreto de sodio (0,6 %,); fizemos sementeiras na
gelatina em placas, servindo-nos sempre da mesma
ansa de platina; no intervallo das sementeiras,
deixdmos o soluto de potassa na estufa a 37"
Passadas 48 a 72 horas, contdimos nas placas o
numero seguinte de colonias:

Tempo: Immediatamente depois 1h, 5h. 24 h.
N.® de colonias 750 160 142 0

Nesta experiencia, attribuimos a diminuigdo
immediata dos microbios 4 mudanga brusca de
meio: apenas -|- dos germens conseguiu adaptar-se
ds novas condi¢des de vida. Depois d’esta quéda
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repentina do numero de bacillos nota-se um
periodo estacionario em que, provavelmente, a
multiplicagido dos mais fortes ia compensando a
falta dos que morriam por inani¢do ou pela ac¢do
da potassa e do sal marinho; persistindo as influen-
cias nocivas ds bacterias, a sua vitalidade foi
decrescendo successivamente para se extinguir
por completo antes de 24 horas.

Pelos motivos jd expostos, ndo esperavamos
encontrar no soluto de potassa propriedades tam
hostis ao coli-bacillo; e, se repetissemos a expe-
riencia com as enfraquecidas culturas dos bacillos
d’ErertH e de KocH, de certo que mais accentua-
dos seriam os effeitos observados. O poder anti-
septico das nucleinas ndo deve, portanto, identi-
ficar-se com o dos solutos das experiencias IV, V,
e VI: os resultados obtidos sdo imputaveis em
parte 4 transplantagdo das bacterias para um
meio differente e 4 presenca dos elementos mine-
raes. Mas, nio deverao aquelles resultados attri-
buir-se exclusivamente ao solvente das nucleinas?
Nio, evidentemente. Nas experiencias [V, Ve VI
operou-se a destruicdo total dos bacillos typhico
e cholerico em menos de trinta minutos e, do coli-
bacillo, em menos de noventa minutos (duas ve-
zes); na experiencia VII, o coli-bacillo ainda se
conservava vivo depois de cinco horas.

Na experiencia seguinte, em que prescindimos
do soluto de potassa, patenteia-se egualmente a
acg¢do antiseptica das nucleinas.




Exp. VIII — Alguns centigrammas de nucleina
d’ovo, retirados d'um frasco com ether, foram
lancados em dois tubos d’ensaio esterilizados;
para a evaporagdo completa do ether, collocdmos
os tubos na estufa a 37° durante 3 dias; passdmos
a nucleina, depois de secca, para dois tubos — A
e B-— contendo caldo nutritivo ordinario; a nu-
cleina formou deposito no fundo do liquido; o
tubo C, com egual quantidade de caldo, serviu
de testemunha.

No tubo A inoculamos o contetido d’'uma ansa
de platina de cultura em caldo de coli-bacillo; no
tubo B inoculamos 3 ansas; no tubo C, uma ansa.
Depois de 48 horas na estufa a 37°, o tubo C,
testemunha, apresentava uma turvagdo manifesta
emquanto que o caldo dos tubos A e B permanecia
limpido acima do deposito de nucleina. Repetimos
a inoculagdo nos tubos A e B, semeando no pri-
meiro 4 e, no segundo 6 ansas da cultura primi-
tiva: no fim de 2 dias ndo se manifestara ainda
turvacdo sensivel. Addiciondmos, entdo, ao tubo
A1c c eaotubo B 2 c. ¢ da cultura de coli-
bacillo: no dia seguinte havia turvacdo em ambos
os tubos.

A accdo antiseptica revelada n’esta experiencia
accentua-se consideravelmente se attendermos
ndo s6 a que empregdmos a nucleina que no
soluto de potassa mostrou menor actividade como
a que o caldo podia dissolver apenas uma quan-
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tidade muito pequena da substancia; se accrescen-
tarmos que o soluto de potassa, de per si, se oppoe
ao desenvolvimento e destrée um grande numero
de bacterias ao passo que o caldo convém admi-
ravelmente 4 sua cultura, devemos concluir que
a nucleina, n’este ultimo meio, actuou com maior
energia do que no primeiro.

Como interpretar a maior actividade da nucleina
no caldo?

- A parte da nucleina dissolvida no caldo, em
contacto com a cultura (bacterias e seus produ-
ctos) inoculada, formou uma combinacido albumi-
noide, uma nucleoalbumina, dando logar a que
uma parcella da nucleina em deposito, dissolven-
do-se, fosse substituil-a no liquido; a nova porg¢ao
de nucleina dissolvida, transformando-se em
nucleoalbumina, provocou por sua vez a disso-
lugdio d’egual quantidade de nucleina precipitada;
por esta deslocagdo incessante da substancia de
reserva, as bacterias ficaram sob a acc¢do perma-
nente das moleculas de nucleina, com todas as
suas affinidades livres. Emquanto a sementeira
foi pequena, a reproduccdo das bacterias ndo
fornecia principios albuminoides sufficientes para
neutralizar a nucleina que a todo o momento se
revezava no liquido; com a sementeira abundante,
a producgdo de substancias neutralizantes excedia
a de nucleina activa e a cultura desenvolveu-se.
A quantidade de nucleina activa do caldo era,
portanto, muito superior & de nucleina a principio
dissolvida. Nido passa d'uma hypothese a inter-
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pretacdo que propomos, hypothese justificavel
pelas propriedades chimicas das nucleinas.

Na primeira parte d’este estudo (pag. 46, 47,
6o, etc.) vimos que alguns bacteriologistas, apoia-
dos em experiencias realizadas com esporos do
bacillo do carbunculo, contestavam a accédo bacte-
ricida do séro e dos humores do organismo ; por
esta circumstancia, a investigacdo da influencia
das nucleinas sobre aquelle microorganismo, além
de necessaria, despertava um interesse especial.
Experimentdmos primeiro com as nucleinas dis-
solvidas no soluto de potassa, empregando uma
cultura antiga de bacillus anthracis em que existiam
apenas esporos; pelo processo das placas, tentdmos
apreciar o numero de germens em suspensao no
liquido sem que conseguissemos resultados vero-
simeis: a gelatina, ora apparecia crivada, ora
completamente isenta de colonias, ndo sendo
possivel estabelecer nenhuma relagdo entre o
numero d’estas e o tempo de contacto dos esporos
com as nucleinas.

Esta incoherencia nos resultados proviria exclu-
sivamente das inferiores qualidades nutritivas da
gelatina para a cultura da bacteridea (DEnvs)?
Dependeria ainda de circumstancias em que inter-
viessem as nucleinas ou o soluto de potassa ?

Se as experiencias que executdmos nao permit-
tiam acompanhar as oscillagoes do numero de
microbios no liquido, algumas affirmavam que
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os esporos podiam ahi conservar-se vivos pelo
menos durante algumas horas. Para melhor es-
clarecermos, este ultimo ponto, recorremos 4 ino-
culagdo em animaes.

Exp. IX-— Em dois tubos — A e B— contendo
1 ¢. ¢. cada um de solucdo de nucleina d’ovo,
langdmos respectivamente 3 gottas de cultura de
bacillus anthracis (com esporos); no tubo C, con-
tendo 1 c. ¢. de solugdo de potassa, semedmos 3
gottas da mesma cultura. Deixdmos na estufa a 37°
o tubo A durante meia hora e, os tubos B e C,
durante duas horas; injectdmos, em seguida, o
liquido de cada um dos tubos no tecido cellular
da parede abdominal de 3 cobayas. Em todas se
desenvolveram as lesées proprias do carbunculo:
a cobaya A morreu em 55 horas; a cobaya B,
em 67 horas; a cobaya C, testemunha, em 57
horas.

A cobaya inoculada com a cultura que ficou
por mais tempo sob a ac¢do da nucleina sobrevi-
veu ds outras algumas horas; para attenuar, porém,
a significacdo que se poderia dar 4 maior sobre-
vida d’este animal, notemos que a cobaya teste-
munha morreu duas horas depois da injectada
com o liquido do tubo A. Convem lembrar que a
cobaya é muito sensivel & bacteridea de maneira
gue um numero relativamente pequeno de bacillos,
introduzidos no tecido cellular subcutaneo, deter-
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inoculagdo d’'uma quantidade consideravel de
cultura; portanto, do resultado da experiencia
precedente ndo péde concluir-se que a nucleina
ndo destruisse alguns esporos (ou bacillos que
d’elles nascessem) mas unicamente que, depois
de duas horas, no liquido persistiam microbios
virulentos. Emfim, todas as cobayas morreram
n'um periodo de tempo mais longo do que geral-
mente se observa; esta demora, podia resultar do
pequeno numero de bacterias inoculadas, da atte-
nuag¢do da cultura primitiva ou da attenuacdo
ulterior pelo soluto de potassa.

Nas experiencias com o bacillo da tuberculose
recorremos em primeiro logar ao methodo das
placas; as colonias, porém, ndo chegaram a des-
envolver-se, quer fosse pela dessecacdo da gelose
quer pela reconhecida difficuldade em fazer ger-
minar o bacillo n’este meio nutritivo. Nao repeti-
mos a sementeira, removendo estes obstaculos
pela simples addicdao 4 gelose d’algumas gottas
de glycerina, por ser muito demorada a cultura
do bacillo; além de que, haviamo-nos soccorrido
simultaneamente da inoculacdo em animaes.

Exp. X— Cobaya A — Inoculagdo na cavidade
peritoneal de 2 c. ¢. d'uma mistura em partes
eguaes de solucdo de nucleina d'ovo e de cultura
em caldo de bacillus tuberculosis, mistura que
collocdmos previamente na estufa a 37° durante
40 minutos.
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Cobaya B — Inoculagdo intraperitoneal de 2 c.
c. de liquido identico ao precedente, tendo ficado
na estufa a 37" durante go minutos.

Cobaya C — Inoculacdo intraperitoneal de 2 c.
¢. d'uma mistura em partes eguaes de soluto de
potassa a 0,2 °/, e de cultura’ de bacillus tuberculo-
sis, mistura que deixdmos na estufa a 37° durante
QO minutos.

Empregdmos uma cultura de tuberculose, de
vegetacao abundante (cultura de 5o dias, obtida
por deposicdo 4 superficie do caldo 'de materia
tuberculosa); antes de a addicionar aos solutos,
agitamol-a repetidas vezes e com forca para re-
partir os bacillos pelo liquido. 53 dias depois da
inoculagdo, sacrificdmos as cobayas (que haviam
conservado sensivelmente o peso primitivo) e
procedemos 4 autopsia.

Cobaya A — Dois pequenos tuberculos no epi-
ploon, menores do que cabecas de alfinetes;
ausencia de lesées nas visceras thoraco-abdomi-
naes e no ponto de inoculagao.

Cobaya B— Pequeno nodulo tuberculoso, de
dimensbes d’'um griao d’arroz, na parede abdomi-
nal, ao nivel do ponto d'inoculagdo; ndo existiam
vestigios de tuberculose nos orgaos das cavidades
thoracica e abdominal.

Cobaya C (testemunha) — Nodulo tuberculoso
na parede abdominal ao nivel do ponto d’inocula-
¢ao; tuberculos pequenos no epiploon; tuberculos
maiores, alguns do tamanho d’'um grdo de milho,
disseminados pelo figado.
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Continuou a affirmar-se n’esta experiencia o
poder antiseptico das nucleinas. E’ digno de
notar-se que a cobaya inoculada com a cultura
submettida 4 ac¢do da nucleina durante 1 '/, hora
apenas apresentou um pequeno nodulo tubercu-
loso no tecido cellular da parede abdominal; os
bacillos injectados em grande quantidade na cavi-
dade peritoneal foram destruidos e absorvidos sem
provocarem lesGes especificas, nem mesmo os
tuberculos asepticos que geralmente se produzem
pela inoculacdo de materia tuberculosa esterili-
zada.

Podiamos referir outras experiencias que exe-
cutimos com algumas bacterias saprophytas;
julgamol-o, porém, desnecessario desde que a sua
significacdo em nada altera a das anteriores.

Demonstradas, como ficam, as propriedades
bactericidas das nucleinas, procurdmos determi-
nar a sua ac¢do sobre as toxinas microbianas;
a necessidade e as vantagens d’este estudo, resal-
tavam immediatamente das propriedades chimicas
das nucleinas e mais evidentes se tornavam por
TicuomiroFF ter verificado que o acido nucleinico
precipita e destroe as toxinas tetanica e diphterica
mas ndo as do vibrido da cholera e do strepto-
€OCCO pyogeneo.

Em virtude de circumstancias accidentaes,
apenas tentdmos experimentar com a toxina do
bacillo da tuberculose. Empregamos primeiro
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uma tuberculina, d’origem allema, bastante
antiga; como havia necessidade de definir pre-
viamente a sua toxidez, injectdmos 2 c. ¢. na
cavidade peritoneal d’'uma cobaya pequena,
pesando pouco mais de 200 grammas. Nio se
manifestaram symptomas d’intoxicacdo, resultado
que previamos pela diminuta toxidez da primi-
tiva tuberculina de KocH, desde ha muito conhe-
cida, para os animaes ndo tuberculosos. Diligen-
cidmos preparar uma tuberculina mais toxica,
para o que reunimos a 100 c. ¢. duma cultura
em caldo, de vegetagdo exhuberante, a massa
bacillar d’outras culturas; pelo processo ordinario
de preparagdo, obtivemos 10 c. c. de tuberculina.
N’um coelho de 1.100 grammas de peso, praticd-
mos uma injec¢do intravenosa de 4 c. c. do
liquido, sem observar signaes d'intoxicagdo; pas-
sados_dois dias, injectdmos no mesmo coelho o
resto da tuberculina (6 c. c.), ainda sem effeitos
toxicos. A nova tuberculina de Kocu (TR) que
mais convinha pela sua toxidez elevada, ndo era
conhecida ao tempo d'estas experiencias; para
ndo injectar maiores porgées de glycerina, vimo-
nos obrigados a abandonar as nossas tentativas,
ndao sem nos lembrarmos de que a tuberculina,
pertencendo ao grupo chimico das nucleinas,
talvez como estas possa isolar-se, em estado de
maior pureza, precipitando os albuminoides das’
culturas e submettendo-os depois 4 digestdo arti-
ficial. ' :
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Reaccdo agglutinante.—A reacc¢io agglutinante,
descoberta por Boroer (1895) nos humores d’ani-
maes immunisados contra o vibrido de KocH,
descripta e definida rigorosamente por DurHam e
Gruer (1896) para o coli-bacillo, o bacillo
typhico e o vibrido de KocH, foi depois obser-
vada por WinaL (1896) no soro do homem em
poder da infec¢do typhica e por elle introduzida
na clinica como um processo rapido, simples e
seguro de diagnostico da dothienenteria.

Misturando algumas gottas d’'uma cultura em
caldo do bacillo d’EsertH, d’EschuericH ou do
vibrido de Kocu com uma gotta de sbéro d'um
animal immunisado respectivamente contra cada
um d’aquelles microbios e examinando o liquido
ao microscopio, vemos que os bacillos, a princi-
pio isolados, livres e moveis, perdem pouco a
pouco os seus movimentos e agglomeram-se,
formando grupos ou massas distinctas ; no decurso
da febre typhoide (geralmente depois do primeiro
septenario), durante a convalescenca e ainda
depois da cura completa, o soro do homem péde
produzir uma agglutinagdo semelhante, mas quasi
sempre menos intensa, do bacillo d’EBerTH.

Para observar a reacgdo agglutinante sem o
auxilio do microscopio, basta addicionar uma
quantidade maior de soro (0,5 a 1 c. c., por ex.)
a 10 ou 15 partes de cultura em caldo; os bacil-
los, entdo, reunem-se em floccos mais ou menos
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tenues que por tempo precipitam total ou parcial-
mente no fundo do vaso.

O soro d’animaes immunisados contra outras
infeccdes possue tambem propriedades aggluti-
nantes; o d’animaes novos, péde provocar uma
ligeira agglutinacdo bacillar quando empregado
em maior quantidade.

A porgio de soro e o tempo necessarios para
determinar a agglutinacdo ou, d’'uma maneira
mais geral, a intensidade da reaccao agglutinante
é, nos animaes, proporcional ao poder immuni-
sante dos soros (Gruser) mas, no homem, ndo
parece depender directamente do grau de resisten-
cia ao bacillo d’EBerTH; notemos, entretanto, que
ella manifesta-se nitida e constantemente depois
da vaccinagio pelo processo de WRIGHT e SEMPLE;
A variedade do bacillo influe tambem na intensi-
dade da agglutinacao.

A reaccdo agglutinante ¢, em summa, uma
reaccdo d’immunidade e ndo d’infeccdo (como
WipaL a principio pretendia); mas, a agglutinagdo
das bacterias representard um papel importante,
indispensavel, na defesa do animal immunisado
ou devera considerar-se apenas como um pheno-
meno d’ordem secundaria, resultante da immu-
nisacdo, mas ndo intervindo n’ella activamente?

Gruser admitte, na sua theoria da immunidade,
que as bacterias, s6 depois d’alteradas pelas sub-
stancias agglutinantes (agglutininas, glabrinas ou
glabrificinas) poderdo ser destruidas pelas alexinas;
pelo contrario, BoroET, PFEIFFER € outros susten=

el s
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tam que a agglutinacdo nao modifica a estructura
- dos microbios nem influe no estado d'immunidade.
N’um trabalho recente (1897),Sarivsent julga poder
concluir d’algumas experiencias que «a agglutina-
¢éo, pelo menos para os vibrides cholericos, é um
phenomeno que se produz exclusivamente féra do
organismo» ; a esta conclusdo, porém, oppdem-se
experiencias anteriores de PFEIFFER com os bacillos
da cholera e typhico.

Em qualquer das hypotheses (e ndo nos inte-
ressa discutil-as n’este momento) considera-se a
reac¢do agglutinante, quando se manifeste com
intensidade, como caracteristica, especifica e
utilizavel, portanto, ndo s6 para o diagnostico
etiologico d’algumas infecgGes que, depois d’'um
primeiro ataque, conferem a immunidade, mas
tambem para a distincgdo d’especies e variedades
microbianas em culturas puras.

Para Gruser as substancias agglutinante e
bactericida do séro ndo seriam identicas, atten-
dendo a que as propriedades da primeira resis-
tem &s temperaturas inferiores a 70° em quanto
que as da segunda desapparecem pelo aqueci-
mento a 60°; a razdo invocada por Gruser nada
prova porque as propriedades d’'uma substancia
nem sempre se extinguem todas sob a influencia
da mesma temperatura.

WibaL e Sicarp attribuem a accdo agglutinante
dos humores dos typhosos és «substancias albu-
minoides, taes como o fibrinogeneo, a globulina e
a caseina»; mas, se substancias tam differentes

-
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sio dotadas da propriedade commum d’agglutinar
os bacillos, porque ndo a manifestam sendo nos
typhosos ?
Algumas experiencias que realisdmos mostram
que as nucleinas ndo sao extranhas aos pheno-
menos de agglutinacdo pelos soros.

Exp. XI—Em 3 tubos — A, B e C— contendo
cultura de coli-bacillo de 24 horas em caldo de
peptona, lancamos a solugdo, jd indicada, de
nucleina de séro, d’ovo e de levadura na propor-
cio de, respectivamente, 1 de soluto para 10 de
cultura; passadas 4 horas, notava-se no fundo de
cada tubo um precipitado consideravel e, em
suspensdo no liquido, uma tenue poeira, facil de
distinguir da turvagdao uniforme do caldo d'uma
cultura testemunha; no fim de 24 horas o preci-
pitado era mais abundante, especialmente nos tubos
B e A (nucleina dovo e de soro) mas no liquido
ainda se mantinham particulas solidas em suspen-
s@o. Nos tubos D e E, testemunhas, — o primeiro
com cultura de coli-bacillo de 24 horas, a que
addiciondmos o soluto de potassa (0,15 %,) na
propor¢do de 1><10, e o segundo com caldo de
peptona, a que juntdmos solugdo de nucleina d’ovo
na mesma proporcio,—ndo se produziu modi-
ficacdo sensivel.

Repetimos a experiencia com o vibrido de Kocu
e o bacillo dEsertH, empregando d’este uma
cultura de 48 horas e, d’'aquelle, de 72 horas; a
reaccdo agglutinante produziu-se com maior in=
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tensidade do que nas culturas de coli-bacillo e
por tal féorma que, nos tubos a que addicionamos
a nucleina de soro e a d’ovo, depois de 24 a 48
horas, o caldo tornou-se completamente limpido,
como se tivessemos operado com o sdro d’animaes
immunisados.

Exp. XII—A 6 tubos d’ensaio, cada um com
10 C. c. de cultura de bacillo d’ErertH de 48
horas em caldo de peptona, juntamos respectiva-
mente 1 C. C., - C. C, —.de c. ¢, - de c. c,
X de c. c. e -} de c. c. de soluto de nucleina
d’ovo; passadas 24 horas, todas as culturas apre-
sentavam o0s signaes macroscopicos da reaccdo
agglutinante mas, por exames repetidos ao mi-
croscopio, verificdimos que os bacillos persistiam
isolados, conservando os movimentos proprios,
ainda que menos rapidos, e s6 muito excepcional-
mente formavam grupos ou agglomeragoes cara-

cteristicas.

Os phenomenos d’agglutinagdo, observados nas
experiencias precedentes, revestiram uma férma
inesperada e verdadeiramente notavel pelo con-
traste entre o aspecto macroscopico das culturas
e o resultado da analyse microscopica: a simples
inspecgao das culturas levava a acreditar que se
tratava d’'uma reaccdo agglutinante typica, em
tudo identica 4 dos s6ros immunisantes; o exame
microscopico denunciava, pelo contrario, a pre-
senca de bacillos livres, moveis e, s6 muito raras




vezes, uma ou outra agglomeracdo caracteristica.
Poderdo os soros, em circumstancias especiaes,
comportar-se d'uma maneira semelhante? Os
trabalhos até hoje publicados, respeitantes ao soro
dos typhosos, ndo permittem responder pela affir-
miativa; mas, como essas investigacGes compre-
hendem um numero de casos ainda muito limitado,
entendemns que a qUCS[ﬁO merece um ESlleO
cuidadoso, ndo devendo por emquanto attender-se
4 recommendag¢do d’alguns auctores para que na
verificacio clinica da reaccdo agglutinante se
prescinda do exame microscopico.

As nossas experiencias demonstram, segundo
cremos, que as nucleinas sdo as substancias
agglutinantes do soro normal; ndo pdde, na
verdade, objectar-se que ha uma grande despro-
porgdo entre a quantidade de soro normal neces-
saria para produzir a agglutinagdo e a das solucoes
empregadas porque n’estas, ndo so a percentagem
de nucleina era muito maior como, achando-se
em estado de pureza, devia actuar com mais
energia. Do mesmo modo, o facto da precipitagdo
abundante dos bacillos coincidir com uma agglu-
tinacdo pouco accentuada talvez se relacione com
a ausencia dos albuminoides do séro nos solutos
de nucleina.

As propriedades agglutinantes dos sdros normaes
e dos soros immunisantes derivardo, porém, de
substancias fundamentalmente differentes?

A especifidade da reac¢do agglutinante do soro
dos animaes immunisados ndo indica que Os




principios que lhe ddo origem sejam essencial-
mente differentes dos que no séro normal mani-
festam uma ac¢do semelhante, mas menos intensa;
¢ dos segundos que, verosimilmente, por modifica-
¢6es moleculares pouco profundas, resultam os pri-
meiros, pertencendo uns e outros, pela analogia da
sua constitui¢do, ao mesmo agrupamento chimico.

Na opinido d’alguns investigadores, as solugdes
de nucleina ou d’acido nucleinico, applicadas em
injecgdo hypodermica nos animaes, augmentam o
numero de globulos brancos do sangue. Para
verificar esta accdo das nucleinas (que, muito
indirectamente, péde considerar-se como bacteri-
cida e, portanto, figurar devidamente n’este capi-
tulo) procedemos 4 numerag¢do dos globulos bran-
cos do sangue extrahido das veias da orelha de
dois coelhos novos e de dois coelhos a que, durante
1o dias consecutivos, haviamos injectado no tecido
cellular subcutaneo 1 c. c. de solucdo de nucleina
d’ovo a 1<100; tanto n’uns como n'outros ani-
maes, a media do numero de leucocytos oscillava
entre 12.000 e 15.000 por millimetro cubico de
sangue. Reconhecemos que o resultado d’esta
experiencia ndo se oppde em absoluto 4 existencia
da referida propriedade das nucleinas, ndo s6 pela
pequena quantidade de substancia injectada e o
tempo curto da sua applicagdo, como pela diffe-
renca consideravel do numero de globulos brancos
que se nota de animal para animal.
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Nucleinas e substancia bactericida do séro

Na primeira parte d’este estudo (pag. 33 e seg.),
analysando uma serie de trabalhos experimentaes
de auctores de reconhecida competencia, démos a
demonstracdo formal e positiva da existencia de
propriedades bactericidas no soro de quasi todos
os animaes; no capitulo precedente, baseados em
experiencias proprias, mostrdmos por férma ndo
menos evidente que a nucleina de sdro exercia
uma accao antiseptica notavel. Da approximacao
dos dois factos resalta natural e immediatamente
a conclusdo de que ¢ 4s nucleinas que os soros
devem as suas propriedades bactericidas; esta
conclusdo, mais se justifica e avigora, pelo exame,
ainda que summario, dos elementos constituitivos
da questdo.

Nas investigacées relativas 4 substancia bacte-
ricida do sbro (pag. 85 e seg.) manifesta-se uma
divergencia completa d’opiniGes, salvo pelo que
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respeita @ sua natureza proteica. Buchner, iden-
tificando-a com toda a s6ro-albumina, collocou-se,
como vimos, n'uma posicao insustentavel perante
o resultado das suas proprias experiencias; e,
Ducraux, emittindo a hypothese de que se tratava
d’'uma diastase, ndo attendeu ao contraste entre a
intensidade d’ac¢do d’aquella, proporcional 4 quan-
tidade, e a actividade especial, caracteristica, dos
fermentos soluveis. Para'Hankix, a acgdo microbi-
cida do soro seria devida a cell-globulina de Har-
LIBURNTON ou a um corpo analogo; ora, como as
cell-globulinas de HaLLiBurNTON ndo sdo mais do
que nucleoalbuminas (GauTier) podemos, sem sa-
crificito da nossa, acceitar a opinido do auctor.
Das substancias isoladas por OcaTta e JasuHara
bastara lembrar que nem as suas propriedades
microbicidas foram reconhecidas por outros inves-
tigadores nem o processo de preparagao adoptado
prevenia n’ellas a presenga de nucleinas; ¢ ainda a
esta ultima circumstancia que verosimilmente pdde
attribuir-se a accdo antiseptica das substancias ex-
trahidas por CuristMas das visceras de coelhos.
Os trabalhos dos auctores precedentes néo
invalidam, em summa, a conclusio que acima
formuldmos : as substancias por elle consideradas
como identicas ao principio bactericida do séro
ou possuiam propriedades ém opposicido manifesta
com as d’este ou continham nucleinas e, n'este
casoy a ellas deviam a sua acgdo antiseptica.
Admittindo que as nucleinas sdo as substancias
bactericidas dos sOros, é evidente que, sob a




influencia do mesmo agente, as suas propriedades
poderdo modificar-se d'uma maneira differente
segundo o meio em que se encontrarem. O soro
perde a actividade microbicida pelo aquecimento
a 60°; acontecerd o mesmo &s nucleinas dissolvi-
das no soluto de potassa? Ndo havia necessidade
de recorrer 4 experiencia, como fizemos, para
responder pela negativa: nas solucdes alcalinas,
as nucleinas podem na verdade decompér-se pelo
calor mas, d'essa decomposi¢do, resultam princi-
palmente acidos nucleinicos, isto ¢, substancias
reconhecidamente antisepticas. No soro, pelo con-
trario, em presenca d'outros albuminoides e por
effeito da elevacdo de temperatura, as nucleinas
transformam-se em nucleoalbuminas inactivas,
dependendo, portanto, a suppressdo do poder ba-
ctericida mais da composicio do meio, como
alguns auctores tém sustentado, do que propria-
mente da instabilidade do principio microbicida.

Os restantes caracteres da substancia microbi-
cida do soro, postos em evidencia pelas experien-
cias que referimos na primeira parte d'este traba-
lho, harmonizam-se perfeitamente com as proprie-
dades chimicas das nucleinas; d’entre elles,seja-nos
permittido recordar, pela sua importancia, a in-
fluencia da alcalinidade do sangue sobre a sua
energia antiseptica e sobre a resistencia dos ani-
maes a infeccdo, influencia que se explica satisfa-
ctoriamente pela solubilidade das nucleinas au-
gmentar com a alcalinidade do soro.

Fa

Se descermos & analyse dos phenomenos da
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infeccdo, a propria phagocytose nos proporcionara
razoes para considerar as nucleinas como substan-
cias anti-bacillares e de defesa do organismo. As
bacterias englobadas pelas cellulas conservam-se
quasi sempre afastadas dos nucleos, isto é, dos
elementos mais ricos em nucleina, ndo os atacando
sendo depois da morte e dissociagdo dos phago-
cytos. Esta incompatibilidade dos nucleos e dos
microbios mais se accentua nas infeccbes bem
estudadas sob o ponto de vista das reaccédes cel-
lulares, como por ex., na tuberculose : nas cellulas
gigantes, que convéem particularmente para a
observacao do phenomeno pela abundancia de
nucleos e de bacillos, vemos que se os primeiros
occupam um polo da cellula, os segundos encon-
tram-se quasi sempre no polo opposto; outras
vezes, os bacillos rodeiam por todos os lados os
nucleos e vice-versa, ficando entre uns e outros
uma zona livre de organitos. A que attribuir a
invulnerabilidade dos nucleos pelos bacillos sendo
a presenca d’'uma substancia antiseptica que lhes
€ propria, d'uma nucleina ?

Dissémos (pag. 65) que a ausencia de proprie-
dades microbicidas no soro do boi podia ser util
para a caracterizagao das substancias que tornam
antisepticos os outros soros; na verdade, se taes
substancias sdo nucleinas, ou ndo existem no soro
d’aquelle animal ou apresentam-se sob uma férma
differente. Na primeira hypothese, a digestao arti-
ficial do «sdro precipitado» ndo deve deixar residuo
insoluvel no liquido pepsico; na segunda, a nu-




cleina isolada talvez manifeste propriedades chimi-
cas especiaes, faceis de reconhecer. Para resolver
a questdo, procedemos 4 experiencia seguinte,
tentando ao mesmo tempo verificar se a tem-
peratura e a presenca de bacterias influia na
quantidade de nucleina do séro de boi.

Exp. XIII—Applicamos o processo de prepara-
¢do da nucleina de soro, ja indicado (pag. 108),a —

—a) 400 c. c. de séro normal de boi;

— &) 3oo c. c. de séro de boi aquecido a 65°
durante 40 minutos;

—¢) 200 c. c. d'uma cultura de coli-bacillo de
20 horas em sbéro de boi, filtrada por algumas
folhas de papel.

Depois de 7 dias de digestdo, pela pepsina, do
«soro precipitado», notava-se realmente em todos
os frascos um residuo insoluvel, mas em quantidade
tam pequena que ndo conseguimos por filtracdo
separal-o do liquido.

N’esta experiencia, a parte do precipitado ndo
atacada pelo liquido digestivo era constituida
verosimilmente por nucleina; e, ainda que néo
chegassemos a pesal-a, ndo temos duvida em
affirmar que a sua percentagem no soro de boi é
muito inferior 4 de substancias analogas nos séros
de coelho e de cabra.

Verificar-se-4 a mesma differenca para todos
os outros sdros microbicidas ?

1
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A maior dilui¢do das nucleinas no soro de boi
explica a maneira especial como elle se comporta
perante as bacterias; entretanto, a dependencia
dos dois phenomenos tornar-se-a certa ou, pelo
menos, muito provavel sémente depois de averi-
guar-se que aquella nucleina possue, como as
outras, propriedades antisepticas. Da experiencia
precedente julgdmos poder tambem concluir que
a temperatura de 65° e a presenca de microbios
nio influem consideravelmente na quantidade de
nucleina do soéro de boi.

Outras experiencias, conduzidas por uma férma
diversa, poderiam servir egualmente para a iden-
tificacdo das nucleinas com as substancias bacte-
ricidas do s6ro; se, contra o nosso desejo, ndo as
realizamos, foi isso devido exclusivamente 4
pequena porgdo de séro de que dispunhamos.

E’ por demais evidente, para que seja necessario
insistir sobre o facto, que, adquirindo os soros,
por effeito da immunisacdo, uma actividade mi-
crobicida especifica, as nucleinas deverdo soffrer
modificagGes particulares na sua constitui¢do
molecular, de maneira a reagirem especialmente
contra uma determinada especie microbiana; féra
do estado d’immunidade natural, artificial ou
adquirido, as differencas no poder antiseptico
dos séros podem em parte explicar-se pela quan-
tidade de nucleina em dissolucdo.
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Tentativas d’immunisagéo e tratamento
das infecgbes pelas nucleinas

Processos geraes de defesa do organismo na
mfeccao.— A larga disseminacdo dos microbios
virulentos no meio exterior assegura-lhes uma con-
vivencia intima com o homem, convivencia que
d’'um momento para o outro péde transformar-se
em perigosa hospedagem se o revestimento epithe-
lial protector, devido a circumstancias multiplas,
lhes facultar uma porta d’entrada na economia.

Transposta pelas bacterias a barreira epithelial,
logo se manifestam na parte invadida phenomenos
reaccionaes tam complexos quanto variaveis,
provocados pela presenca dos organitos extranhos
e dos seus productos toxicos, pela subtraccio de
substancias destinadas 4 nutri¢cdo dos tecidos, etc.;
o conjuncto d'estas desordens, quer se limitem ao
ponto primeiro lesado quer se propaguem a outros
e se generalizem, constitue a infeccdo.
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Se as bacterias nfio encontrassem no organismo
condi¢bes desfavoraveis ao seu desenvolvimento
é evidente que, dispondo d’alimentos em excesso,
d’'uma temperatura optima e de humidade conve-
niente, depressa multiplicariam as suas legiGes,
espalhando-se pelos tecidos e anniquilando todos
os elementos anatomicos; d’esta maneira, a morte
seria a consequencia inevitavel de qualquer infe-
cgdo abandonada 4 naturega medicatri;. O orga-
nismo néo offerece, porém, um terreno adequado
ao seu desenvolvimento nem assiste passivamente
i invasdo d’elementos extranhos, mas reage e lucta
pela sua integridade.

Quaes sdo, pois, os meios geraes de defesa do
organismo durante a infecgdo?

A interrogacdo que acabamos de formular cons-
titue um dos problemas mais importantes da
pathologia, ainda hoje sem uma solug¢do rigorosa,
precisa e bastante evidente para conciliar todas as
opinides, mas incomparavelmente esclarecido pelo
enorme contingente de factos que pouco a pouco
tém substituido as suas incognitas.

Para o fim que visdmos, ndo carecemos de
analysar separadamente as numerosas theorias
propostas para explicar a resistencia dos animaes
d infeccdo: as theorias humoraes, cellulares e
cellulo-humoraes.

A base das theorias humoraes ¢ ja hoje inaba-
lavel: as bacterias, penetrando nos tecidos, soffrem
immediatamente a ac¢do dos liquidos da economia
e, s6 mais tarde, a influencia dos elementos cellu-
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lares; ora, como ja demonstramos, aquelles liqui-
dos possuem propriedades antisepticas e, facto
notavel, em geral tanto mais accentuadas quanto
maior ¢ a resistencia do animal 4 infeccdo. Nos
animaes naturalmente refractarios, a energia bacte-
ricida dos humores conserva-se por assim dizer
em estado latente, mas prompta a desenvolver-se
por uma férma ostensiva se o organismo for
invadido por um numero consideravel de micro-
bios; podemos comparar, 4 maneira de DEnvys, o
animal refractario a uma nag¢do sem exercito
permanente mas que, atacada pelo inimigo, arma
n'um instante as suas reservas, oppondo uma
resistencia invencivel. Depois da vaccinagdo ou
d’'uma infec¢do immunisante, a intensidade da
ac¢do microbicida especifica dos humores vai
diminuindo lentamente, sendo esta diminuigio,
como ha pouco, mais apparente do que real
porque no momento d’'uma nova infec¢io reappa-
rece a energia primitiva. O estado bactericida
dos humores revela-se algumas vezes com parti-
cular nitidez na immunidade activa (como se
observa, por ex., no «phenomeno de PFEIFFER») e
¢ bastante para destruir em pouco tempo as
bacterias sem a intervencdo directa das cellulas.
Nos animaes immunisados contra a diphteria e
contra o tetano, embora o soro ndo seja destituido
de propriedades microbicidas especificas, como
Nicoras demonstrou para o bacillo da diphteria,
a sua acgo principal e verdadeiramente caracte-
ristica € a antitoxica; porém, n’estes casos, trata-se
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d’uma immunidade especial e muito differente das
outras, d'uma immunidade d’intoxicacao e nao
d’infeccao. Inoculando o bacillo de LoerrLEr ou
o de Nicoraier n'um animal previamente immu-
nisado contra a diphteria ou contra o tetano, a
infeccéio realiza-se, os bacillos persistem vivos por
bastante tempo e continuam a elaborar toxinas
mas os effeitos d’estas sdo neutralizados pelas
antitoxinas; se, pelo contrario, inocularmos o
vibrido de KocH, o bacillo de Davaing, IEBERTH,
etc., em animaes immunisados respectivamente
contra as infeccoes cholerica, carbunculosa, ty-
phica, etc., os bacillos desapparecem rapidamente
mas as suas toxinas determinam uma intoxicagao
como nos animaes ndo immunisados. A theoria
das antitoxinas explica apenas a immunidade
d’intoxicagdo emquanto que as outras theorias do
estado bactericida dos humores sao applicaveis
4 immunidade d'infeccdo (immunidade natural,
artificial, adquirida por infeccdo previa ou por
vaccinagdo) e @& maior ou menor resistencia
natural 4s bacterias, constante em todos os
animaes.

Na defesa do organismo infectado, ao lado do
estado bactericida dos humores devemos ordenar
o phagocytismo.

A Mercunikorr cabe innegavelmente a gloria
de pela primeira vez ter posto em evidencia o pha-
gocytismo como um meio de defesa do organismo
porque se antes d’elle outros investigadores (MEis-
sEr, KovaLEwsKY, PFEIFFER, etC.) notaram presenca
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de bacterias no interior das cellulas, ndo ligaram
importancia ao phenomeno.

A theoria da phagocytose ganhou desde o prin-
cipio partidarios fervorosos e intransigentes que
muito contribuiram para a sua vulgarizagdo; en-
tretanto, as objeccoes que tem levantado e, depois
de conhecidas as propriedades bactericidas dos
humores, ainda continua a suscitar, ndo podendo
derrubal-a, oppGem-se ao exclusivismo que o
auctor pretende imprimir-lhe.

A presenca de bacterias no interior dos leuco-
cytos e das cellulas d’alguns tecidos observa-se
regularmente em muitas infecgoes; a theoria da
phagocytose exige, porém, que as cellulas se apo-
derem dos microbios ainda vivos e em seguida
os destruam e digiram. A circumstancia dos
bacillos retidos pelos phagocytos fixarem os
corantes ndo prova seguramente que elles se con-
servem vivos. Os movimentos das bacterias no
interior das cellulas, que alguns auctores allegam
como signaes evidentes da sua vitalidade, pres-
tam-se a interpretagdo diversa: os movimentos
lentos podem ser-lhes transmittidos pelo proto-
plasma cellular e, os rapidos, ndo se compre-
hende que, n'um meio como o protoplasma,
emanem das bacterias.

Estas objecgGes caem perante alguns factos da
observa¢do de MetcunikorF e d’outros bacterio-
logistas, como, por ex., a reproducgdo dos micro-
bios no interior dos leucocytos, em virtude da
qual o globulo fende, estala, e projecta o con-

i




tetido no liquido ambiente; mas, n'este caso, em
vez dos phagocytos destruirem e digerirem os
microbios, sdo estes que, pelo contrario, matam e
assimilam as cellulas. A victoria dos microbios
sobre as cellulas parece, por outra parte, a conse-
quencia necessaria da sua organizagdo especial,
que lhes permitte fabricar substancias toxicas e
resistir 4s influencias mais violentas, como as
temperaturas extremas, a dessecacdo, a falta
d’alimentos, etc.

Para mostrar o pouco valor dos argumentos
que vimos reproduzindo e d’outros que se tém invo-
cado contra a theoria da phagocytose basta recor-
dar que, muitas vezes, os microbios que nadam
livremente n’um exsudato inflammatorio apresen-
tam-se sem signaes de degenerescencia ao passo
que, no interior dos phagocytos, encontram-se em
todas as phases de desorganizacao ; portanto, estas
alteragGes das bacterias representam o effeito e
nédo a causa do seu englobamento pelas cellulas.

O englobamento dos microbios pelas cellulas é
um facto incontestavel mas, a intensidade da pha-
gocytose e a sua efficacia como meio de defesa
do organismo, depende especialmente do estado
bactericida dos humores. Esta dependencia resalta
nitidamente das experiencias de Denvs e LECLEF
(1895) sobre a immunidade artificial contra o
streptococco, experiencias que, pela sua originali-
dade e precisdo, merecem particular referencia.

Para obter leucocytos em grande quantidade,
0s auctores injectavam culturas esterilizadas de
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staphylococcos na cavidade pleural de coelhos;
no dia seguinte, o exsudato que enchia a cavi-
dade era submettido & centrifugagio, os globulos
separados e lavados no soro. A necessidade de
desembaracar completamente os leucocytos da
parte liquida do exsudato provém d’esta possuir
propriedades microbicidas accentuadas; por outra
parte, os leucocytos conservam-se vivos depois
da lavagem no sdro. Semeando o streptococco
no soéro de coelho novo contendo globulos de
coelho novo, os leucocytos podem, quando em
numero consideravel, impedir a multiplicagdo dos
microbios e ainda destruir alguns; o resultado é
precisamente identico se juntarmos ao soro leu-
cocytos d’animal immunisado. Operando, pelo
contrario, com sdro de coelho vaccinado, os
leucocytos d’animal novo ndo s6 impedem a
pullulagdo do streptococco por todo o tempo que
permanecerem vivos mas tambem a diminuigéo
do numero de colonias nas placas indica uma
destruicdo intensa dos micrococcos; a phago-
cytose dos leucocytos é muito activa e, a sua
sobrevida, notavel relativamente 4 dos globulos
em suspensdo no soro d’animal novo. O resultado
é ainda identico empregando globulos de coelho
vaccinado. «Os globulos V' (d’animal vaccinado)
devem o seu poder phagocytario ao séro V. Postos
no séro N (d’animal novo), ndo gosam de nenhum
poder especial. Os g!obufos N ganham todo o poder
dos globulos V no séro V».

A actividade adquirida pelos phagocytos no
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sOro antistreptococcico ndo é um facto isolado:
observam-se phenomenos analogos no soro d’ani-
maes immunisados contra o pneumococco (Me-
NESSE, 1896), o coli-bacillo, etc.

Para verificar no organismo o resultado das
experiencias precedentes, Dexys e LEcLEF inocula-
ram o streptococco na orelha e na pleura de coelhos
novos e vaccinados; n’uns como n’outros os glo-
bulos brancos affluiram em numero sensivelmente
egual mas, emquanto que nos primeiros os leuco-
cytos permaneciam como simples espectadores do
inimigo que pullulava livremente, nos segundos os
phagocytos depressa englobavam todos os micro-
bios.

A analyse muito summaria que acabAmos d’es-
bogar d’alguns dos factos em que se appoiam as
theorias humoraes e cellulares convence-nos de
que, d’uma maneira geral, a defesa do organismo
na infeccdo ndo resulta exclusivamente nem do
estado bactericida dos humores nem do phagocy-
tismo; os humores iniciam a destruicdo dos micro-
bios e os phagocytos em regra completam-na.

Tentativas d’immunisacdo e iralamenio pelas
nucleinas. — Sdo obvias e resaltam de quanto
havemos escripto as razdes que nos levaram a
applicar as nucleinas na immunisa¢éo e tratamento.
d’animaes infectados.

Para combater radical e racionalmente as doen-
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cas microbianas internas, para seguir as prescri-
pcoes da therapeutica pathogenica, ha necessidade
de preencher em primeiro logar duas indicagoes
principaes: elevar o poder bactericida dos humo-
res e activar a phagocytose. Os antisepticos
actualmente empregados ndo satisfazem a pri-
meira indicacdo e quasi sempre se oppdem &
segunda: depois de absorvidos, formam combina-
¢oes diversas, perdem as propriedades microbici-
das ou actuam indistinctamente sobre as cellulas
vegetaes e animaes, perturbam as funcgées da
economia, irritam os orgdos d’eliminagdo, compro-
mettem, emfim, a defesa natural do organismo a
troco d'um allivio momentaneo e illusorio do
doente, d’'uma diminui¢do desnecessaria da tem-
peratura e d’outros effeitos d’utilidade duvidosa.
Nao dispdmos egualmente de medicamentos que
excitem a phagocytose d'uma maneira directa,
constante e efficaz; por outra parte, os trabalhos
de Denys, MENESSE, etc., provam que a actividade
da phagocytose (pelo menos em muitas circums-
tancias) obedece ao poder microbicida dos hu-
mores.

No estado bactericida dos humores reside, pois,
a indica¢do suprema da therapeutica das infeccGes
internas; ora, para augmentar a ac¢do antiseptica
dos liquidos da economia sem alterar as suas
qualidades nutritivas, poderda porventura encon-
trar-se agente mais adequado que a propria sub-
stancia que naturalmente lhes confere aquella
actividade ?
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As nucleinas ndo offerecem nenhum dos incon-
venientes dos outros antisepticos ; introduzidas no
organismo, talvez se transformem em nucleoalbu-
minas mas, se estas ndo possuirem propriedades
microbicidas, evitam pelo menos que uma parte
das nucleinas emanadas das cellulas soffra identica
transformacdo, tornando-se inactiva. As nucleinas
podem ainda fornecer 4s cellulas o acido nucleinico
que, na opinido de KossgL, é a substancia micro-
bicida dos phagocytos.

Mas, se em taes antisepticos vemos tantas- vir-
tudes therapeuticas e nenhuns effeitos nocivos,
urge declarar que nos referimos principalmente
s nucleinas tal como se encontram no organismo
e ndo ds que, pelos processos chimicos ordinarios,
podem extrahir-se das cellulas vegetaes ou ani-
maes: preparadas quer por digestdo artificial quer
por dissolugdo nos alcalis e precipitagdo pelos aci-
dos, as nucleinas nio conservam evidentemente a
constituigdo molecular primitiva e, como se deduz
das nossas experiencias com o sdro, as suas pro-
priedades microbicidas attenuam-se ; mais profun-
das deverdo ser as alteragées se, recorrendo aos
mesmos processos, tentarmos isolar as que nos
animaes immunisados manifestam uma actividade
bactericida especifica.

Apesar d'estas nucleinas ndo corresponderem
ds que existem normalmente no organismo e,
empregando a de levadura de cerveja, que d’ellas
mais deve distanciar-se, VAUGHAN conseguiu im-
munisar alguns animaes contra o pneumococco de
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FraexkeL e o bacillo de Kocn, evitando n’outros
o desenvolvimento da tuberculose quando a appli-
cacdo do medicamento seguia de perto (alguns dias)
a inoculacdo da cultura; na tuberculose incipiente
do homem, o auctor julga ter colhido beneficios
do tratamento pelas nucleinas, mas ndo sdo elles
tam nitidos que ndo permittam attribuir-se-lhes
outras causas.

As nossas tentativas d’immunisacdo e trata-
mento pelas nucleinas ndo foram seguidas d’exito
e porisso apenas merecem ligeira referencia. Expe-
rimentimos em 11 porquinhos da India e 21 coe-
lhos, parte dos quaes submettemos durante 15 a
20 dias a uma injec¢do diaria, subcutanea ou
intra-venosa, de 1 c. ¢. de solugdo de nucleina de
soro ou d’'ovo e, em seguida, procedemos 4 inocula-
¢do subcutanea, intra-venosa, na cavidade perito-
neal ‘'ou na camara anterior dos bacillos de Koch
e de DavaNg (1); nos restantes, inoculdmos previa-
mente as mesmas culturas e applicimos depois,
por egual férma, uma injec¢do quotidiana de 1 ¢. c.
de soluto de nucleina. Os animaes que receberam
as nucleinas assim como os animaes testemunhas
morreram n'um periodo de tempo sensivelmente
egual. Para o insuccesso completo d’estas tentati-

(1) No coelho apenas recorremos 4 inoculago intra-venosa do
bacillo de Kocu e, em dois casos, 4 inoculacdo na camara ante-
rior mas, n'estes, contra o que podia esperar-se, a infecgio genera-
lizou-se e os animaes morreram antes de apparecerem tuberculos
na iris, reconheciveis macroscopicamente.

j
i
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vas devia ter concorrido poderosamente a ma
escolha do vehiculo das nucleinas (solugdo de
hydrato de potassa), a inoculagio de grandes
quantidades de cultura e a conhecida rebeldia
das referidas infec¢ées.
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ADDITAMENTO

Tendo-nos dirigido, em janeiro do corrente anno,
ao illustre professor de hygiene e chimica physio-
logica da Universidade de Michigan, e director do
Laboratorio d’hygiene, Mr. Victor C. Vaughan, Ph.
D., M. D., pedindo-lhe que nos informasse espe-
cialmente dcerca dos resultados obtidos no trata-
mento da tuberculose pelas nucleinas, s6 recebemos
a amabilidade da resposta depois de terminada a
impressdo do nosso estudo. Aquelle illustre pro-
fessor retardou os esclarecimentos pedidos, para
poder enviar-nos a sua ultima publicagdo: 7he
physiological action and therapeutic uses of yeast
nucleinic acid, with special reference to ils employ-
ment in tuberculosis. March, 1897. Sentindo nio
podermos n’este momento fazer maiores referen-
cias a este trabalho, limitAmo-nos a transcrever o
summario dos casos de tuberculose tratados pela
nucleina :

Summary.— The cases reported in this and the
preceding paper include all those in which the tubercle
bacillus was found, treated by me with yeast nucleinic
acid, from May, 1893, to December, 1895. There has
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been no selection of cases to report, and no exclusion.
Many were in the last stages of the disease when the
treatment was begun. Indeed, some of them were at
that time confined to their rooms, and died within a
few weeks. In my study of the value of yeast nucleinic
acid in the treatment of tuberculosis, I have endeavored
tho carry out the investigation as I would a series of
laboratory experiments and, above all, not to deceive
myself. Of the seventy-six cases reported, seventy are
those of pulmonary tuberculosis. Of these, thirty (427
per cent.) have died. Of these, at least nine were
temporarily benefited.

Of the seventy, seventeen (24> per cent.) have been
continuously free from the bacillus for from one month
to two and one-half years, so far as can be determined
from the sputum; i e., either there has been during
this time no sputum to examine or that examined has
failed to reveal the bacillus. To the best of my know-
ledge, another (No. 47) has been free from the bacillus
for more than a year, and another (No. 29) has been
free from the bacillus with the exception of a short time,
and still another (No. 24) was free when last examined.
Twenty (28+ per cent.) were still infected at the last
examination. Of these, sixteen have been apparently
improved by the treatment. It should be stated that
none of these were hospital cases. I was not able to
control their diet. Most of them were not rich, and
had only inexpensive food. The hygienic eonditions
under which many of them have lived have not been
satisfactory.

Of the five cases of urinary tuberculosis, four have
apparently been cured. One was temporarily bene-
fited, but developed acute miliary tuberculosis and died.
The one case of joint tberculosis has been benefited.

Since the first of January, 1896, I have treated be-
tween thirty and forty additional cases of pulmonary




tuberculosis with nuclein, but since most of these have
been given the five and the ten-per-cent. solutions of
nucleinic acid by the mouth, some with and some
without hypodermic injections of the one-per-cent. solu-
tign, and since sufficient time has not elapsed to draw
positive conclusions concerning the value of this method
of administration, I will defer further details until
another time. Moreover, to report additional cases
would require that this paper be lengthened beyond all
proper limits.

I have reached certain positive and definite conclu-
sions concerning the value of the one-per-cent. solution
of yeast nucleinic acid in tuberculosis administered daily
in doses of from Go to 8o minims hypodermically, and
these conclusions I will now give:

1. In advanced stages of the disease, in which the
area of involvement is great, with or without cavities,
the best that can be expected from this treatment is
temporary improvement. Even this does not occur in
all cases.

2. In inital cases, when the area of infection is
limited, this treatment may and often does, not only
arrest the progress of the disease, but it acts as a
curative agent.
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