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CAPITULO 1

Immunidade. Estado actual da questdo

Abriremos este capitulo, o primeiro do nosso tra-
balho, com a affirmagdio de que & immunidade 6 wm
dos mais bellos estudos do conjuncto das sciencias me-
dicas e a0 mesmo tempo uma componente, de promel-
tedores effeitos, do mixto de processos de que o ho-
mem se auxilia para a defeza da sua vida.

A par d’isso, a immunidade, representa tambem um
trilho cheio de difficuldades, trilho que, desde Pasteur,
tem sido infatigavelmente percorrido por brilbantes
descobridores, que, com suas descobertas, concorre-
ram e concorrem para a victoria, na lucta dos orga-
nismos superiores contra os infinitamente pequenos.

O que tem sido este labutar de todos os dias, cons-
tante, arduo e difficil, ndo podemos nés descrever e,
por esse motivo, o nosso estudo sobre a immunidade
dirigir-se-ha & apresentac¢io das ideias que actualmen-
te dominam, relativas ao mechanismo intimo pelo gual
ella se realiza. .

Em breve esbogo apresentaremos as theorias cellu-
lar e humoral, conjunctamente com algumas palavras
gobre a sua histnriu, ¢ abandonaremos tudo o que se
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relaciona com definigdes, descripgdes detalhadas das
étapes que as theorias immunitarias teem atravessa-
do, as suas criticas, ataques e defezas, emfim todos os
assumptos que se prendem com as minucias do pro-
cesso e que facilmente podem ser encontrados nos
tratados sobre immunidade.

Fm maio do anno que vae passando (1909) reali-
zou-se em Stockolmo uma conferencia na qual foi con-
cedido o premio Nobel, a dois dos mais brilhantes es-
piritos do mundo scientifico moderno, Metchnikoff e
Erlich. Foi a recompensa dos seus extraordinarios
trabalhos sobre immunidade, recompensa cheia de jus-
tiga, pois sfio admiraveis as pesquizas d’esses dois ex-
traordinarios trabalbadores. Metchnikoff foi a Stockol-
mo receber o seu premio e aproveitou o ensejo para
fazer uma exposi¢¥b synthetica sobre o estado actual
da questdo da immunidade.

Vem a exposi¢io de Metchnikoff reproduzida nos
dois numeros do Boletim do Instituto Pasteur referen
tes a0 mez de julho de 1909 e a essa exposi¢io fare
mos referencia, repetindo aqui algumas das suas pas-
sagens, expondo algumas das suas affirmagdes,

Necessariamente, no trabalho que nos propozemos,
teremos de decalcar e natural é que assim succeda por
quanto, sobre factos estabelecidos, e alguns d’elles o
sfio hoje indubitavelmente, ndio podemos fazer inno-
vagdes ou modificagdes, cingindo-se por isso o nosso
papel 4 simples apresentagiio de actualidades conhe-
cidas,

Julgdmos e parece-nos que bem que, para a expo-
sicho do motivo da nossa these, eram necessarias
referencias 4s theorias da immunidade, de que as
opsoninas sfio um capitulo, para assim fazermos um
estudo methodico do assumpto do nosso trubalho. Es-
sas referencias nio podem deixar de ser breves como
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ji dissemos, e por essa razdo, comegaremos por fazer
uma leve exposi¢iio da theoria cellular ou phagocyta-
ria da immunidade, passando depois 4 theoria humo-
val e por ultimo ao estado actual da questao,

A) Theoria cellular,

a) Immunidade anti-bacteriana ; Metchnikoff, fun-
dador da theoria phagocytaria, comegou por fazer os
geus estudos relativamente 4 investigaglio da origem
dos orglios digestivos na serie animal e foi no decor-
rer d’este trabalho de zoologo que elle averiguou que,
certos elementos dos organismos inferiores, cuja trans-
parencia permittia o exame em vida, eram capazes de
apprehender corpos extranhos; constatou tambem que,
na massa d’esses seres vivos, existia uma multiddo de
cellulas vivas, munidas de prolongamentos moveis, as
quaes possuiam a faculdade de, com seus movimentos,
se arrastarem para se accumularem nos pontos do cor-
po do animal onde incidira um estimulo exterior,

Foi sobretudo nas larvas das estrellas do mar que
esta observagdo se tornou sobremaneira frizante e,
Metehnikoff, para a por em evidencia, introduzia pe-
quenos espinhos no corpo do animal, verificando que
as cellulas mencionadas se accumulavam, de manei-
ra consideravel, em torno d’esses corpos extranhos.

Foi o primeiro passo para a theoria da phagocyto-
se,

O phenomeno das larvas comparou-o Metchnikoff
com o0 que se passava com os individuos superiores,
quando um espinho incidia em qualquer ponto do seu
corpo, produzindo uma maior on menor situagio in-
flammatoria, no ponto de incidencia.

A diapedese seguida da accumnlagiio de cellulas em
torno do corpo extranho, é o primeiro phenomeno do
processo inflammatorio, primeira phase comparavel
com o que se passava no corpo da larva ferida, pon-
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,do de parte a interferencia de vasos e nervos, neces-
saria nos organismos superiores mas que se nio d4
nas larvas da estrella do mar por estas os nfio pos-
suirem.

() phenomeno da larva foi assim o ponto de parti-
da para o estabelecimento da theoria phagocytaria,
Metchnikoff comparou o corpo extranho espinho, ao
corpo extranho mierobio, coneluindo que a doenga, nos
organismos vivos, era o resultado da lucta entre as
cellulas moveis do organismo e o agente morbido; a
cura representava a victoria cellular ¢ a immunida-
de seria a manifesta¢io resultante da actividade d’es-
tas cellulas.

Para estender a affirmaglio da defeza cellular aos
organismos superiores, tornava se necessario ensaiar
com animaes de constituigio mais differenciada, o que
levou Metchnikoff a experimentar com as Daphnias
(pulgas d’agua), muito espalhadas nas aguas dos pan-
tanos e sugeitas a variadas doengas ; nma das doen-
cas de que esse animal é susceptivel é determinada
por um microbio, que possue a propriedade de produ-
zir sporos em forma de agulhas. Estes sporos absor-
vidos pela Daphnia, atravessam a parede do intesti-
no penetrando na cavidade do corpo e, uma vez ahi,
gflo immediatamente cercados por uma multidfio de
cellulas moveis. Umas vezes os sporos sio absorvidos
pelas cellulas mas outras vezes acontece que elles, ger-
minando, viio dar logar 4 producgio de uma massa de
microbios que possuem a faculdade de claborar e se-
gregar substancias capazes de dissolver as cellnlas
produzindo assim a sua destruigfo.

Esta nova observacio do que se passava com as
Daphnias era j4 um comego da generalizagdo do phe-
nomeno de defeza cellular, phenomeno que, deixando
o campo restricto das larvas da estrella do mar, se
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estendia j4 a organismos mais differenciados como sio
as Daphnias, A conjugaciio das duas observagdes foi
sufficiente para Metchnikoff emittir a sua affirmagiio
quanto ao processo de defeza dos organismos quando
em face de corpos estranhos que, por o serem, repre-
sentam elementos irritantes para os mesmos organis-
mos.

Para a admissdo definitiva da theoria tornava-se
necessaria a sua confirmaglo perante os vertebrados
superiores, mostrar que nos seres superiores, altamente
differenciados, as coisas se passavam de maneira ana-
loga ds que se produziam nas larvas e nas Daphnias.

A constatagio directa era porém impossivel, porquan-
to os vertebrados superiores, pela sua contextura nio
permittiam a verificagdo experimental, possivel n’a-
quelles animaes inferiores, mercé da transparencia do
seu corpo.

N’esta altura a intervengdio de Metchnikoff fez-se,
aproveitando este experimentador o processo de de-
ducgdo e assim pelo racivcinio suppriu a falta da cons-
tatagiio directa, acabando por provar que, mnos orga-
nismos superiores, incluindo o homem, tambem exis-
tiam cellulas capazes de incorporarem corpos exira-
nhos.

As deducgdes de Metchnikoff, nfio assentaram em
hypotheses vagas, abstractas, antes tiveram por fan-
damento as observagles relatadas por experimentado-
res anatomo-pathologistas. Foram og phenomenos da
inflammacao, referidos por Conheim, que sugeriram a
Methchnikoff a generalizaglo da sua theoria cellular
estendendo-a aos organismos superiores,

Conheim descrevia o processo inflammatorio consi-
derando-o repartido por varias phases, a primeira das
quaes consistia na sahida para fora dos vasos sangui-

neos de numerosas cellulas moveis, que comegavam
2
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por cercar o corpo extranho causador da inflamma-
gio,

Era a diapedese globular e foi esta observagao que,
impressionando vivamente Metchnikoff, Ihe recordou
o que elle observdra nas suas experiencias com as
Daphnias. O estudo comparativo do phenomeno inflam-
matorio nos organismos simples e nos vertebrados
superiores, foi o alicerce definitivo para o estabeloei-
mento da theoria cellular ou phagocytaria de Met-
chnikoff, tdo viva e profundamente atacada mas que
vietoriosamente resistiu aos embates dos adversarios.

A sahida dos lencocytos representava para o au-
thor da theoria cellular, uma étape da defeza do or-
~ ganismo contra os agentes irritantes e esta affirma-
¢ilo, relaliva ao papel dos leucocytos, era o derrubar
das ideias que entfio imperavam quanto a esse papel,
pois a esse tempo os globulos brancos do sangue eram
considerados como elementos nocivos. O fundamento
d’esta ultima maneira de vér estava no facto de el-
les abundarem nos exshudados inflammatorios, nas col-
legdes purulentas e ainda na observaciio de elles te-
rem, algumas vezes, incorporadas bacterias na sua in-
timidade. Por estas razdes os leucocytos eram repu-
tados nocivos e accusados mesmo de causadores da
disseminagfo do processo morbido por serem os vehi-
culos da substaneia prejudieial,

Este modo de vér era a antithese do que, sobre el-
les, affirmou Metchnikoff que contrapoz a acglio be-
nefica do leucocyto 4 nocividade que lhe attribuiam,
estendendo ainda a acglo protectora a outras cellulas
que como o8 leucocytos eram capazes de absorver
corpos extranhos.

A este conjuncto cellular, capazde absorver corpos
extranhos, chamou-lhes phagocytos e ao phenomeno
deu Metchnikoff o nome de vhagocytose constituindo



assim a theoria cellular ou phagocytaria da immuni-
dade.

A bacteria nociva quando penetra em um organis-
mo comega por determinar uma convergencia de pha-
gocytos no ponto de invasio e d’ahi em deante as
coisas passam-se por forma varia, consoante as varias
condigdes do organismo e da bacteria ; se o organis-
mo estd em boas condigdes de resistencia e se tiver
sido immunisado, a diapedese é intensa e os phago-
cytos, incorporando as bacterias, acabam por as des-
truir, mercé de phenomenos que se passam na intimi-
dade da propria bacteria. O organismo reage, a bac-
teria é vencida, incorporada e destruida e a cura vem
como consequencia d’estes actos multiplos. Se pelo
contrario a invasiio se faz em um organismo enfra-
quecido, ndo immunisado natural ou provocadamente
e a bacteria possue uma regular virulencia, a defe-
za estabelece-se ainda, mas n’este caso a diapedese ¢
fraca, a phagocytose escassa e o individuo atacado
acaba por succumbir aos golpes da bacteria invasora
determinante da infeegdo.

N’esta lucta contra os agentes infecciosos nio ha
uma interferencia indifferente dos elementos cellu-
lares phagocytarios macrophagos e microphagos. Sio
estes ultimos que teem a seu cargo a defeza anti-ba-
cteriana, e a immunidade apresenta-se como uma re-
sultante, em que uma das principaes componentes é
representada pelo concurso dos leucocytos polymor-
phos, ou microphagos na designacgio de Metchnikoff.
Effectivamente os polymorphos siio poderosos defen-
sores do organismo humano perante as bacterias e
activamente concorrem para a immunidade Sio elles
que incorporando as bacterias, as destroem, annulan-
do assim asua acclio nociva immediata, parecendo que
a acgio do polymorpho se estende sobre todas as ba-
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cterias susceptiveis de penetrarem no organismo.

O proprio microbio do cholera das gallinhas, que
parecia fazer excepcdo a esta lei geral de inclusiio
bacteriana realizada pelos phagocytos, esse mesmo
microorganismo estd hoje averiguado que obedece 4
regra geral e que fora falta de observagdo, conse-
quencia da extrema pequenez d’essa bacteria, o que
levidra Weil a sustentar que os casos de immunidade
perante aquelle microbio, eram a consequencia de phe-
nomenos completamente alheios 4 acgdo phagocyta-
ria dos leucocytos. A immunidade, perante a bacteria
do cholera das gallinhas, é ainda, n’este caso, a resul-
tante da interferencia dos phagocytos, o que demons-
tra ndo s6 a importancia como a estensdo do processo
phagocytario, sem comtudo provar o seu exclusi-
vismo,

E de notar que a acgio do phagocyto se exerce so-
bre a bacteria viva e nio, como pretenderam alguns
adversarios da theoria phagocytaria, sobre o micro-
organismo previamente morto pela acgiio bactericida
dos humores organicos, como o plasma sanguineo e as
partes liquidas dos exshudados. A experiencia con
firmou esta nogdo, mas o progresso d’estes estudos le-
vou-nos tambem 4 conclusdo de que, se effectiva-
mente a phagocytose se realizava independentemen-
te da morte da bacteria, pela ac¢lio de substancias
humoraes, verdade era tambem que n’esses liquidos
existiam substancias que auxiliavam a accio do pha-
gocyto, sensibilizando a bacteria.

A immunidade anti-bacteriana, segundo a theoria
cellular phagocytaria de Metchnikoff, resulta pois da
incorporagiio e consequente anniquilamento dos agen-
tes morbidos no interior dos phagocytos.

E’ um phenomeno a cargo dos microphagos ou se-
ja dos leucoeytos polymorphos. Os macrophages, cel-



21

—_—

lulas fixas do tecido conjunctivo, medulla ossea, bago,
ganglios lymphaticos, ete., sdo tambem phagoeytos,
mas a sua acglo-incorporadora ndio se exerce sobre
as bacterias e sobre ellas se nilo exerce tambem a sua
acgllo lytica, Os macrophagos sfio elementos cytoly-
ticos e s6 os microphagos, ou sejam os leucocytos de
nucleo polymorpho, é que exercem uma acgo lytica
sobre as bacterias, s6 estes ultimos sfo bacterioly-
ticos. '

Explicada a immunidade anti-bacteriana, segundo a
theoria de Metchnikoff, vamos agora fazer a sua ap-
plicagiio ao phenomeno da immunidade antitoxica, pa-
ra depois fazermos, em breve esbogo, a exposigio de
nogdes succintas sobre a influencia dos humores na
acquisigio da immunidade ou seja uma breve descri-
pedo da theoria humoral.

J) Immunidade antitoxica: Quando uma bacteria
virulenta invade um organismo, este defende-se dire-
ctamente contra o agente nocivo por intermedio dos
seus phagocytos microphagos, podendo subjugal-o n’es-
ta lucta, e tornal-o, assim improprio. para o exercicio
da sua acglio nociva. Se porém a defeza do organismo
¢ fraca, e o ataque dos phagocytos se nio faz prom-
ptamente, e desde o inicio da invasiio, de modo a sub-
jugar o invasor e ‘a annullar, por consequencia, os
seus effeitos destruidores, este instala-se no organismo
invadido e comega a exercer a sua ac¢iio noeiva por
intermedio das substancias toxicas que elabora e que
disseminados pelo individuo atacado o intoxicam, po-
dendo esta intoxicagdo conduzir 4 propria morte.

Ainda n’este caso se estabelece defeza por parte do
organismo invadido, o qual contrapde 4s toxinas mi-
crobianas, substancias que elle elabora e que exenr-
cem o papel de antidotos dos venenos segregados pe-
as bacterias. Estas substancias, creadas pelo organis-
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mo na lucta contra as bacterias virulentas, siio desi-
‘gnadas com o nome de antitoxinas, e annulando as to-
xinas microbianas conduzem 4 immunidade antitoxica,

D’esta maneira os organismos invadidos por bacte-
rias virulentas, combatem contra ellas por meio das
suas cellulas ¢ ainda elaborando substancias, antito-
xinas, destinadas a annular os venenos microbianos.
A immunidade consequente, a victoria contra os or-
ganismos infectantes, resulta assim do concurso de
dois factores representados, pelas cellulas e pelas au-
toxinas,

A victoria do organismo invadido serd pois a resul-
tante nfio 86 da immunidade anti-bacteriana, mas tam-
bem da immunidade anti-toxica, nfio havendo, porém,
em todos os casos de invasdo microbiana, a interfe-
rencia dos dois factores. Assim é que, na immunidade
natural, segundo affirma Metchnikoff, apenas o pri-
meiro processo entra em acgio pois a phagocytose é
sufficiente para impedir que as bacterias tenham
tempo de elaborar os seus productos toxicos e dissemi-
na-los pelo organismo ; antes que esse trabalho se
possa realizar, a bacteria é apprehendida pelo phago-
cyto, incorporada e dissolvida.

Mais tarde, no decorrer d’este trabalho, veremos
que a immunidade natural néio ¢ hoje explicada pela
accdio exclusiva do phagocyto, como o pretende Me-
tehnikoff.

Na immunidade adquirida por intermedio de uma
doenga anterior, ha uma phase em que se deu certa-
mente a interferencia dos dois processos. O ataque de
uma doenga anterior tonfere, em certos casos, immu-
nidade para essa doenca, mas durante o ataque, que
foi longo, o organismo reagiu, ndo 86 destruindo bacte-
~rias mas ainda creando antitoxinas para oppdr ds to-
xinas que a bacteria poude elaborar,
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As antitoxinas sdo pois outros elementos com os
quaes sc deve entrar em linha de conta, e cujo papel
necessariamente deve ter importancia no phenomeno
da immunidade.

Para evidenciar a sua importancia basta lembrar
os magnificos trabalhos que, sobre antitozinas, foram
elaborados por Behring, e a constituigio de um capi-
tulo de therapeutica — a serotherapia — a que ellas
deram origem.

D’este capitulo silo jé paragraphos brilhantes a se-
rotherapia antidiphterica e a serotherapia antiteta-
nica,

‘A immunidade antifoxica, se bem que importante
no ponto de vista da defeza doorganismo, nfo o é po-
rém mais, do quea immunidade antibacterica, e aaf-
firmagdio é comprehensivel, por quanto, obtida a im-
munidade antibacterica, implicitamente se obtem a
impossibilidade da permanencia da bacteria no orga-
nismo invadido e impossibilitada fica, portanto, esta,
de elaborar as suas toxinas, !

Os organismos permanecem sensiveis 4 ac¢ho dos
productos toxicos bacterianos mas estes é que se nilo
podem produzir por isso que, uma vez dada a inva-
sdo, a bacteria é promptamente apprehendida pelo
phagocyto que a annula, destruindo-a.

Manifestamente ha-de haver circumstancias, mes-
mo em animaes immunisados, em que a reacgdo .do
organismo se faga pela conjugagiio dos dois processos;
pelos phagocytos serfo destruidas as bacterias, o pe-
las antitoxinas elaboradas pelo organismo, serfio an-
nuladas as toxinas microbianas. Serfio os casos de ani-
maes fracamente immunisados e ainda outros,

Nés acceitamos que a falta de intoxicagiio seja, em
alguns casos, a consequencia da acglo phagoeytaria,
em outros, ella serd determinada por productos, as
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antitoxinas, que o organismo fabrica como reacgio ao
estimulo representado pelas toxinas microbianas.

Para Metchnikoff a acg¢io dominante, na defeza do
organismo, estd no phagocyto, mas admitte tambem
que, em alguns casos, as antitoxinas contribuem, com
a sua quota parte, para a defeza anti-bacteriana.

Houve experimentadores que attribuiram ds anti-
toxinas, um papel verdadeiramente dominante no phe
nomeno da immunidade; levaram as suas affirmagdes
ao ponto de dizerem que os organismos, quandoinva-
didos por bacterias, comegavam por pbr em acgio as
suas antitoxinas, as quaes, destruindo as toxinas mi-
crobianas, tornavam as bacterias virulentas em sa
prophytas inoffensivos que n’essa nova situagio eram
facilmente phagocytados.

Esta maneira de vér estd posta de parte de uma
maneira absoluta e, para justificar a sua falta de ra-
zdo, basta citar o que se passa com os sporos da ba-
cteridia carbunculosa, os quaes podem permanecer
dentro dos phagocytos durante bastante tempo, para
no fim d’esse tempo ainda germinarem, se alguma
circumstancia vem produzir modificacdo na vitali-
dade da cellula phagocytaria. O que succede com o
sporo da bacteridia carbunculosa pdde ser observado
da mesma forma com a propria bacteria e ainda com
outros mieroorganismos.

A immunidade anti-bacterica pide ser adquirida in-
dependentemente da immunidade contra as foxinas e
6 ella, a que por via de regra, se estabelece primeiro
quando os organismos reagem 4 invasio microbiana,
E’ ainda ella aquella que com mais facilidade pode
ser attingida e, a attestar a affirmacgfo estd a maior
estensdo quanto 4 applicagio do processo que hoje
tende a generalizar-se.

Para terminarmos com estas breves referencias 4
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immunidade antitoxica, resta-nos justificar a razado
porque a incluimos na theoria da immunidade cellular
quando as antitoxivas so substancias dos humores,de-
vendo por isso fazer parte das theorias humoraes.
A razio de ser do nosso procedimento estd nas affir-
macdes de Metchnikoff relativas 4s analogias entre an-
titoxinas e os anticorpos amboceptores.

A especificidade da antitoxina sustentada e eviden-
ciada por Behring, a sua resistencia ao aquecimento
que a torna thermoestavel, a sua dispersio nog humo-
res do organismo, sdo propriedades em tudo analogas
aos amhoceptores e perante estes pontos de contacto,
inclina-se Metchnikoff a pensar n’uma origem com-
mum ; para elle sdv anticorpos com a mesma ovigem.
Metchnikoff acceita a sua origem ‘leucocytaria como
verosimil, ndo fazendo porém uma affirmagdo cathe-
gorica por falta de factos absolutamente coneludentes
que lhe permittam uma confirmagdo plena da hypo-
these.

[Foi justamente por acharmos verosimil e mesmo
provavel que as antitoxinas tivessem uma origem leu-
cocytaria, que noés incluimos a immunidade antitoxi-
ca na theoria cellular da immunidade, Esta, para nés
ficaria representada pela forma seguinte, que consu-
bstancia o resumo final do que até aqui temos
dito :

O organismo nma vez atacado por uma bacteria, ini-
cia a sua defeza, que incide ndo 86 na bacteria como
tambem nos productos toxicos que ella elabora.

Com os seus phagocytos microphagos apprehende,
incorpora e destroe o agente virulento e com as anti-
toxinas elaboradas prejudica, inutilisa, a acclo da to-
xina microbiana,

No caso da immunidade natural ha predominio do
phagocyto na defeza anti-microbiana, e naimmunida-
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de adquirida ha a interferencia de habstancma que
auxiliam a ac¢io phagocytaria.

B) Theoria humoral.

Em opposi¢dio 4 theoria bactericida dos phagocytos,
coustituiu-se a theoria bactericida dos humores, na
qual os organismos dotados de immunidade, natural
ou adquirida, possuiam a faculdade de destruir ba-
cterias mereé do concurso de substancias, sem qual-
quer interven¢io por minima que fosse, das cellulas
phagocytarias.

O fundamento da theoria estd no facto da possibi-
lidade de destruigio de bacterias, por meio do sangue
e do sbro sanguineo tirados do organismo, sendo a im-
munidade a consequencia da acglo bactericida por elles
exercida, O ponto de partida da nova theoria immu-
nitaria foi o phenomeno de Pfeiffer que passamos e
expor.

Phenomeno de Pfeiffer : Qnando se injecta nma
cultura de vibrifio cholerico no peritoneo de uma co-
baia nova, produz-se uma peritonite que a breve tre-
cho, conduz o animal 4 morte.

Examinando a serosidade peritoneal, da cobaia in-
jectada, poucos minutos depois da injecgdo, verifica-
se, no liquido examinado, a existencia de uma enor-
me quantidade de vibrides cholericos, extremamente
moveis.

Se porém, tivermos préviamente vaccinado o ani-
mal contra o cholera, seja por meio de injecgdes de vi-
brides de virulencia attenuada pelo calor, seja por
meio de injec¢io preventiva, intra-peritoneal, de sord
anti-cholerico, o phenomeno apresenta entdo uma mo-
dalidade bem differente. Assim, tirando uma gotta de
serosidade peritoneal do animal tratado pelo segundo
processo e examinando-a eu: gotta pendente, consta-
ta-se que os vibrides nio se multiplicaram, que perde -
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ram a sua grande mobilidade e que modificaram a sua
forma, perdendo a configuragiio alongada para se apre-
sentarem com o aspecto de espheras,

Esta experiencia de Pfeiffer, que tdo facilmente
pode ser observada in vivo, péde com a mesma faci-
lidade ser constatada in vitro; para isso dilue-se, em
soro de uma cobaia nova, uma emaulsio de vibrido
cholerico e tanto basta para vermos que os vibrides
continuam a viver. e a multiplicar-se como em um
caldo de cultura. Se porém diluirmos a emulsiio em
soro de animal immunisado contra o cholera, os vi-
brides agglutinam se, immobilizam-se, s#o tansforma-
dos em espheras e por ultimo destruidos,

No soro da cobaia immunisada existem pois su-
bstancias nocivas para o vibrifio cholerico, substan-
cias*que o matam e destroém ; é a acglio bactericida
do soro, base da theoria humoral para a immunibida-
de anti-bacteriana. E’ uinda para notar que esta
acgiio bactericida dos humores se exeice sobre outras
bacterias alem do vibrifio cholerico, tornando-se assim
um phenomeno de ordem geral. Exemplifica-se esta
acgho destruidora com o bacillo d’Eberth verificando-se,
como na experiencia de Pfeiffer, que a injecgio intra-
peritoneal, em cabaia nova, de cultura viva eberthia-
na, ¢ a determinante de peritonite mortal, evitavel se
a cobaia fiver sido previamente vaccinnada contra o
bacillo d’Eberth.

Quando uma cultura é misturada com soro de ani-
mal ndio immunisado, ella multiplica-se, prolifera, vi-
ve, mas se a mistura for feita com sorode animal im-
munisado para aquella bacteria, os microorganismos
nio se multiplicam, agglutinam-se e morrem,

O phenomeno de Pfeiffer estendendo-se ainda aos
pneumococus, (Bezangon), imprime um caracter de
generalidade ao processo, o que levou os humcristas &
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affirmagiio de uma inquestionavel intorferencia dos hu-
mores organicos, no phenomeno da immunidade. Se-
gundo este modo de vér, aimmunidade de um organis-
mo perante um agente infeccioso, é o resultado do de-
senvolvimento, nos seus humores, de substancias que
pela sua acglio impedem a multiplicdo d’esse agente, to-
da a vez que se realize nova invasio. A infecgiio pri-
mitiva cria um estado de immunidade activa peran-
te o agente invasor,

Erlich interpreta o phenomeno que vimos de des-
crever, segundo a theoria das cadeias lateraes, expli-
cando-o pela forma seguinte: os microbios quando
inoculados em dose nio mortal combinam os seus rece-
ptores com os receptores cellulares, inutilizando estes,
para a funcgio nutritiva da cellula.

Este facto determina um estimulo ao qual,o elemen-

~ to cellular responde por uma hyperactividade forma-
dora de receptores, muitos dos quaes se desprender
do nucleo a que pertenciam, caindo no meio ambiente,
passando para o plasma. Estes receptores de origem
cellular vivendo agora nos humores sio os amboce-
ptores de Erlich. Se acontece que o organismo é nova-
mente invadido pelo agente que determinou a forma-
¢fo dos amboceptores, estes em presenga dos novos
agentes, combinam-ge com os receptores microbianos
sem produzirem modificagBo na vida da bacteria.

Ora seja no soro normal, seja no immuno-soro existe
tambem uma substancia, o complemento, capaz de
actuar sob a bacteria quando em presenga do amboce-
ptor especifico, mas incapaz de o fazer isoladamente,
No nosso caso a nova invasio microbiana tem um re-
sultado innocente, porque os amboceptores especificos
que existiam nos humores do animal, sensibilizando
as bacterias, dispoem-n’as 4 ac¢do destruidora dos
complementos.
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D’este modo a theoria humoral explica a immuni-
dade adquirida para os agentes infecciosos.

O complemento e amboceptor, existentes no soro
immunisado, exerciam a sua acglo bactericida sobre o
microorganismo, mercé do amboceptor produzido pela
cellula em defeza contra um primeiro ataque de ba-
cteria virulenta, .

Em mais serios embaragos se encontram os patho-
logistas humoraes para explicarem, por intermedio da
theoria humoral, os factos da inmunidade natural, Bu-
chner desenvolve uma teoria humoral da immunidade
natural,attribuindo-a 4 acciio bactericida dos humores.
Segundo elle, a substancia protectora, de ac¢iio bacte-
ricida, era o complemento disseminadonos exshudados
¢ que mais tarde verificou ser identico a0 complemento
do séro. Buchner adwmittia a sua proveniencia leu-
cocytaria, conlrariamente ao modo de vér de Pfeiffer,
fundando-se este, no facto de exshudados muito ricos
em leucocytos, terem bastas vezes um poder bacterici-
da bastante inferior ao do s6ro dos mesmos animaes.

Em harmonia com o modo de vér de Buchner, a
immunidade natural, seria a consequencia da bacteri-
cidia, exercida pelo complemento que proviria da se-
crecdo leucocytaria ; a defeza natural do organismo
seria feita pelos lencocytos 4 custa de substancias so-
laveis que elles segregavam. Erlich pensa como Bu-
chner na acgllo bactericida do complemento humoral,
mas faz intervir um outro elemento sem o qual essa
acgio se ndio poderia exercer, o amboceptor. N’estas
circumstancias os phenomenos da immunidade natural
resultariam, como o da adquirida, do concurso simul-
taneo das duas substancias, complemento e amhoce-
ptor tornando-se porém necessario provar que mnos
soros de individuos normaes existia amboceptor. Bor-
det ¢ Gengou cnsaimm um s6ro incapaz por si mesmo
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de produzir a bactericidia dos vibrides cholericos ; a
este sOro juntam um outro sdro aquecido a HH° cousta
tando a espherolagiio do vibride. O primeiro soro con-
teria o complemento e o segundo, desprovido (’este
pelo aquecimento, forneceria o amboceptor.

Por este processo tornava-se facil o constatar se nin
dado sdro possuia ou nio fixador e procedendo assim
Bordet e Gengou chegaram 4 conclusiio de que nos sd-
ros novos nao existe, por via de regra, amboceptor,
ou se existe é sempre em quantidade verdadeiramente
inapreciavel,

Os pathologistas humoraes soccorrem-se ainda, para
explicarem os phenomenos da immunidade ratural, do
concurso de outras substancias existentes nos humo-
res do organismo, as agglutininas. Nio 86 no séro
sanguinio mas ainda em outros liquidos, como os exs-
hudados, secre¢des como o leite, as lagrimas, ete. se
encontram essas substancias capazes de impedir o mo-
vimento das bacterias, reunindo-as em massas e inu
tilizando por esse motivo o seu effeito,

Essas substancias sdio as agglutininas que concor-
rem com a sua acglo para o phenomeno da immunida-
de, ;

Dispensamo-nos de novas referencias 4 immuni-
dade natural antitoxiea porque 4s antitoxinas nos re-
ferimos j4 na exposi¢do da theoria cellular, relativa
4 immunidade antifoxica. De tudo o que deixamos
dito, conclue-se que a immunidade natural é aresul-
tante do concurso de substancias antitoxicas, bacterio-
agglutinantes e bactericidas, existentes nos humores
do organismo.

Escusado é dizer que o mechanismo intimo pelo
qual se executa a immunidade, na theoria dos humo-
res, 6 um capitulo cheio de difficuldades, de contro-
versias, de incertezas, e que tambem na theoria cel-
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lular, a intimidade do phenomeno ndo é de uma cla-
reza e nitidez tdo accentuadas que se imponham de
maneira a varrer todas as duvidas do nosso espirito.

Terminada a exposigio resumida que nos propoze-
mos fazer das theorias cellular e humoral da immu-
nidade ante-bacteriana e antitoxica, vamos agora,
para terminar com este capitulo de no¢des breves so-
bre immunidade, apresentar as ideias que actualmen-
te dominam relativas ao phenomeno, ou seja o estado
actual da questdo.

C) Estado-actual da questdo de immunidade.

I hoje noglo corrente que os organismos possuem
elementos com a faculdade de absorverem ecorpos
extranhos que accidentalmente n’elle penetrem, ou se
formem ; é tambem nogio assente que, mercé de su
bstancias fabricadas por esses elementos, o organis-
mo tem a faculdade de se desembaragar d’esses corpos
extranhos pela destruigdo que sobre elles exercem es-
sas substancias especiaes. Ndo é s6 sobre as bacterias
que tal acglio se exerce, o mechanismo da destruigio
ndo é reservado exclusivamente aos microbios, antes
se exerce tambem guando elementos organicos de na-~
tureza differente penetram no organismo.

Assim o phenomeno toma um caracter de genarali_—
dade que nos leva a crér em nma lei de biologia ge-
ral reguladora d’estas acgdes. B’ da observagio do phe-
nomeno, relativamente a corpos differentes das bacte-
rias, que nds vamos tirar conclusdes para a interpre-
tagdo do mechanismo intimo da immunidade, tal co-
mo elle é hoje admittido,

Serfio os phenomenos da hemolyse os alicercss para
a theoria hoje dominante da bacteriolyse e comegare-
mos por seguir Bordet a quem se devem os mais bel
los trabalhos sobre o assumpto.

Bordet verificon que doses macissas de globulos ver-
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melhos,injectados em animaes, arrastavam estes & mor-
te, evidenciando assim a sua toxicidade; se em vez d’es-
sas doses se fizerem successivas injecgdes intra-peri-
toneaes de doses fracas de hematias de especie diffe-
rente, em vez da morte do animal, obtinha-se n’elle
um soro capaz de dissolver os globulos vermelhos do
segundo animal.Injectando globulos de coelho no pe-
ritoneo de cobaia, obtem-se um siro de cobaia capaz
de dissolver as hematias do coelho, dissolugdo que se
verifica pela dispersio da hemoglobina no meio em que
se faz a experiencia. Fste é o phenomeno da hemoly-
se, base de tdo intercssantes descobertas.

Bordet desde o inicio do seu trabalho admitte o de-
senvolvimento de uma substancia particular hemoto-
xica ou hemolytica, analoga nos seus effeitos 4 subs-
tancia bacteriotoxica que se desenvolve no soro dos
animaes tratados com injecgdes de bacterias.

E’ de notar que a hemolyse péde ser artificialmen-
te produzida, toda a vez que se colloquem as hema-
tias em um meio hypotonico mas j4 se nio dd4 o mes-
mo se a concentragdo do meio for isotonica, o que se
explica pelos phenomenos de osmose que se realizam no
primeiro caso. D’esta maneira se as hematias forem
conservadas em meio isotonico e se houver um soro
que n’essas circumstancias é capaz de produzir a he-
molyse, ¢ porque necessariamente n’esse soro ha subs-
tancias que véio produzir o phenomeno que entdo niio
pode ser determinado pela osmose, Effectivamente o
poder hemolytico adquirido por um séro é a consequen-
cia da acglo combinada de duas substancias distin-
ctas, separaveis pela acgdo do calor. Bordet prepara
um s86ro hemolytico de coelho para os globulos de car-
neiro ¢ uma vez obtido esse soro, aquece-o a Hb° du-
rante meia hora ; collocando esse sbro aquecido, em
presenga de globulos de carneiro, para os quaes elle
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tinha primitivamente propriedades dissolventes, veri-
fica que essas propriedades desappareceram apds o
aquecimento, mas a hemolyse produzir-se-ha, se 4 mis-
tura, juntarmos um pouco de séro de coelho novo,
nio aquecido. Ora o sdro novo, nio preparado, nio
possue por esse motivo propriedade hemolytica, ese a
sua juncgdo 4 mistura de séro de coelho inactivado e
hematias de carneiro, vae provocar a hemolyse, é por-
que necessarinmente o sdro novo veiu trazer subs-
tancias capazes de reactivarem a hemolysina que exis-
tia no séro uquecido. O sdro preparado do coelho, soro
que primeiro tinhamos empregado, era eapaz de pro-
duzir a hemolyse porque possuia para isso substancia
propria, capaz de destruir as hematias; com o aqueci-
mento inactivdmos essa hemolysina, e nio a destruimos
porque o soro novo, que depois juntamps, ndo temhe-
molysina, pois ndio é um soro preparado, e apesar
d’isso a hemolyse d4-se, apds ajuncghio, Este séro novo
vem trazer o complemento necessario para a hemoly

se se produzir.

Para tornarmos mais clara esta nogio exporemos o
phenomeno pela forma seguinte: o soro de coelho pre-
parado perde o poder hemolytico pela acglio do calor
porque este destroe  complemento e a substancia he-
molytica fixa-se nos globulos, sensibilizando-0s como
diz Bordet ; o sOro fresco vem trazer o complemento
necessario para a hemolyse se produzir. D’esta ma
neira o phenomeno resulta da conjugagdo de duas
substancias, uma destructivel pelo calor e outra que
por essa acclo se fixa nos globulos, sensibilizando-os.
A primeira é o complemento, alexina ou cytase ;
segunda é o amboceptor, sensibilizadora ou fixador,
Distinctas pelas suas popriedades, distinctas pela sua
acgilo, siio de uma enorme importancia na interpretagio
actual des phenomenos de hemolyse e bacteriolyse.

3
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I "Amboceptor — o amboceptor ou sensibilisadora
ou ainda fixador, é um producto de immunisagiio, su-
bstancia especifica e thermoestavel. E’' um produeto
de immunisagio pois s6 se encontra nos s6ros prepa-
rados, augmentando successivamente com as injecgdes
immunisantes até a um maximo difficil de ultrapassar,
E’ especifica por sé actuar sobre os globulos com que
foi preparado o animal que fornece o sbro e, por ulti-
mo, é thermoestavel por niio ser destruida a 55.° co-
mo succede 4 alexina, estendendo-se a sua resistencia
até 70°,

II Complemerto — o complemento on alexina nio
6 producto de immunisago, nfio é especifica e é ther-
molabil. Nio é producto de immunisagio porque se
encontra tanto nos siros immunes como nos sOres
normaes ; nilo é especifica porque perante globulos sen-
sibilizados, qualquer soro normal, coelho, cobaia, car-
neiro, ete., produz a hemolyse, ainda mesmo quando
os globulos pertengam aos animaes mais diversos; é
themolabil porque niio resiste 4 temperatura de 5Hb°
como succede ao amboceptor, sendo esta propriedade
nm dos mais importantes caracteres para se estabe-
lecer a differenciagio das duas substancias.

Uma ultima propriedade da alexina, de grande im-
portancia, sob o ponto de vista pratico, por sobre ella
ser baseado o methodo de desvio do complemento, ¢
a que diz respeito 4 sua fixagho sobre os globulos,
que s6 se faz tendo por intermedio nma sensibiliza-
~dora.

Collocando globulos sensibilizados em presen¢a de
sdro novo, produz-se o phenomeno da hemolyse mas,
se tornamos a applicar este mesmo soro a globulos
egualmente sensibilizados, j4 se ndio dd a hemolyse
porque a alexina foi exgotada no primeiro ensaio, I
a fixa¢lio ou desvio do complemento, :
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Por outro lado, collocando em presenca de um séro
novo, globulos de especie differente, niio sensibilizados,
nflo se produz hemolyse mas se empregarmos o mes-
mo soro com globulos sensibilisados & lyse produz-se.
E’ ainda a fixagdio ou desvio do complemento.

O mechanismo da hemolyse, com os séros prepara-
dos, traduz-se pois pela acgiio conjugada de duas su-
bstancias : uma especifica e a outra no, a alexina e o
amboceptor. O mechanismo do phenomeno apresenta-
do, facilita a interpretagiio dos phenomenos que se
passam entre os organismc'ns e as bacterias, estabele-
cendo-se entre hemolyse e bacteriolyse uma analogia
tdo accentuada que, com as mesmas substancias, se
interpretam os mechanismos dos dois phenomenos,

Os animaes immunisados contra o vibrido choleri-
co por qualquer dos processos de immunisagiio, Ppos-
suem um s0ro com propriedades lyticas para essa
bacteria ; um animal a que se injectam globulos ver-
melhos de especie differente fabrica um soro com pro-
priedade lytica para os globulos do segundo ani-
mal.

Se nés aquecermos o soro hemolytico, e o juntar-
mos depois aos globulos vermelhos, a hemolyse j4 se
nio dd ; da mesma forma aquecendo o soro bacterio-
lytico ¢ juntandoe-o ao vibrifio cholerico, a bacterioly-
se é impossivel. Se n’este segundo caso addicionarmos
soro novo, quer ao hemolytico, quer ao bacteriolytico,
as lyses manifestam-se de novo. Ainda para mais ac-
centuadamente estabelecermos a analogia de umn com
outro processo, resta-nos dizer que, com bacterias sen-
sibilizadas, podemos fazer fixagfio cu desvio do com-
plemento, da mesma maneira como o podemos fazer
com hematias sensibilizadas, Por ultimo bacterias
sensibilizadas podem desviar o complemento de um
soro hemolytico, da mesma maneira que globulos sen-
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sibilizados podem desviar o complemento de um séro
bacteriolytico.

Os s6ros hemolyticos sXo rigorosamente especificos
e a mesma especiticidade se observa com os soros ba-
cteriolyticos ; o soro hemolytico aquecido a - 70° ndo
péde ser reactivado ainda que se lhe junte grande
quantidade de séro fresco, e precisamente o mesnio
succede com o soro bacteriolytico.

De toda esta exposi¢io nés podemos affirmar, que
ha nma analogia perfeita entre hemolyse e bacterio-
lyse, e quea scnsibilizadora bacteriolytica é como a
hemolytica, um producto resultante da immunisa¢lo,
rigorosamento especifica e thermoestavel e que serve
de cadeia entre bacterias, ou globulos, e complemen
to. Este, por seu turno, é o mesmo, quer na hemolyse
quer na bacteriolyse, como o prova o facto de poder-
mos despojar um sore novo da sua alexina, seja por
meio de globulos vermelhos sensibilizados, seja por
meio de bacterias sensibilizadas,

Do que deixamos dito tiramos a conclusdo, de que
o organismo uma vez invadido por hematias, ou por
bacterias, responde a essa invasio, creando substan-
cias antagonicas das injectadas capazes de as destrui-
rem. O phenomeno ndo se restringe porém 86 aos dois
elementos, hematias e bacterias, antes possue a facul-
dade d’aquella creagiio quando mesmo em presenca de
outras substancias. A injec¢do de toxinas microbia-
nas, de venenos vegetaes como a ricinina, de subs-
tancias organicas de origem cellular, dio ensejo, co-
mo as hematias e bacterias, a que o organismo quan-
do por ellas injectado, responda formando anti-subs-
tancias capazes de as destruir.

E’ assim que temos :
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Globulos vermelhos) Hemolysinas

Hemoagglutininas
e | Bacteriolysinas
| Bacterioagglutininas
Cleilalas | Cytocoagulinas
I Cytolysinas
Toxinas | Antitoxinas

Aos elementos capazes de determinarem um orga-
nismo a crear estas substancias que vimos de enun-
ciar, dd-se o nome de antigencos e ds substancias
formudas o de anticorpos. ;

Os anticorpos slo pois substancias' thermosstaveis
que se produzem na immunisaglo, pela acglo do anti-
geneo e rigorosamente especificas para esse antige-
neo.

A mistura de antigeneo e anticorpo absorve sem-
pre a alexina. )

Nicolle apresentou uma hypothese, que expdmos
pelo que ella tem de interessante, relativa 4 nature-
za dos anticorpos, Segundo elle, umn organismo pre-
parado produziria dnas especies de anticorpos — as
coagulinas, ou aglutininas, capazes de actuarem por
si 803 e — as lysinas — que carvecem da ac¢do com-
plementar da alexina. Teriamos assim cytoagglutini-

mnas e cytolysinas, bacterioagglutininas e bacteriolysi-

nas toxino-agglutininas e toxinolysinas, albumino
coagulinas e abuminolysinas.

A verdade porém é que nds ndo conhecemos ainda
a natureza dos anticorpos e apenas os podemos cara-
cterisar pelas suas propriedades e effeitos, nido pas-
sando de meras hypotheses as ideias de Vietor Hen-
ri sobre a natureza colloidal d’estas substancias, Pre-
tende este auctor que anticorpos e antigeneos consti-
tuem complexos colloidaes, agglutinantes ou descoa-
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gulantes, segundo a sua carga clectrolytica. Sensibi-
lizadora e alexina, segundo elle, eram estados differen-
tes dos colloidaes do soro, produzidos pelo aquecimen-
to. KEste modo de vér era fundado nas experiencias
de André Mayer, que constaton ao ultra-microscopio,
que o aquecimento a H6° provoca o agrupamento dos
granulos colloidaes do soro.

Embora a nossa impressiio se’a a de que a nature-
za intima das substancias, que concorrem para a im-
munidade, se deve procurar no dominio da chimica bio-
logica, ndo podemos contestar as affirmagdes physi-
cas de Vietor Henri; por ndie possuirmos argumentos
scientificos para tal, como tambem os nfio possuimos
em pré da nossa impressiio, razdo esta que nos leva
a fallarmos apenas em impressio, quanto 4 natureza
de taes substancias,

Expostas estas nogdes succintas quanto 4s ideias que
hoje dominam, relativamente ao phenomeno da immu-
nidade, resta-nos applicar a theoria aos cazos da im-
munidade adquirida e da immunidade natural, A pri-
meira seria a consequencia d’uma dupla acgdo, repre-
sentada, primeiro, pela formagio dos anticorpos pelo
estimulo dos antigeneos, anticorpos que, com a sua
acglo lytica e agglutinante, inutilizariam & acgdo das
bacterias ; segundo, pela phagocytose onde os pheno-
menos lyticos se continuariam.

A immunidade natural seria a consequencia de
uma serie de invasdes e infecgles passadas na cadeia
ancestral e evolugdio individual, o que levaria 4 ar-
mazenagem de uma quantidale consideravel de anti-
corpos aptos a inutilizarem os differentes agentes no-
civos, sommada ainda com a phagocytose.

A importancia do phenomeno da phagocytose, so-
bretudo da microphagoeytose tal como a imagina Met-
chnikoff, é decisiva na immunidade,
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A prova estd na apprehensiio que os phagocytos
exercem scbre as bacterias, tanto mais activa, tanto
mais intensa, quanto melhores sio as condigdes de re-
gistencia que o organismo possue ; isto é j4 razio suf-
ficiente para tornar interdicta a pretensio de collocar
de parte tAo importante phenomeno. I’ facto que nin-
guem pensa em tal e que a theoria phagoeytaria, ho-
je comprovada experimentalmente, entra corrente-
mente no capitulo da immunidade. Esta possibilidade
de confirmacio experimental é o mais seguro alicer-
ce da theoria.

A phagocytose é uma realidade incontestavel e nds
possuimos meios para a sua verificacdo, mas embo-
ra incontestavel nfio é uma acglio que se exerga em
todos os casos, independentemente de qualquer inter-
ferencia de substancias auxiliadoras, Nao é ds uma
autonomia absoluta antes ha substancias que v'ella
interveem no sentido de a tornar efficaz. Esta affir-
maglio nao destroe a realidade da phagocytose expon-
tanea, pois certoé que phagocytos e bacterias sdo dois
elementos que, conjugando-se, chegam 4 phagocytose,
dependendo apenas do factor tempo, mas certo é tam-
bem que se fizermos entrar séro no conjuncto da ba-
cteria e phagocyto, a phagocytose torna-se bem mais
accentuada.

Se o soro pertence a um individuo atacado pela
bacteria da experiencia, individuo que estd reagindo
vantajosamente contra a invasdo, e se no conjuncto
fizermos entrar agora esse soro, a phagocytose, n’este
ultimo caso, éainda mais intensa do que nos dois pri-
meiros casos que considerdmos. :

A addigio de soro normal ou doente, tornando mais
officaz a phagocytose, prova a interferencia de qual-
quer substancia que auxilion de qualquer modo a
producgio do phenomeno em estudo, Effectivamente
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essas substancias existem, foram individualisadas por
Wright com o nome de opsoninas e por Neufeld com o
de bacteriotropinas.

Phagocytose e bacteriolyse sio os dois grandes phe-
nomenos de que o organismo se serve na lucta con-
tra os agentes infecciosos e sdo a base fundamental
da immunidade contra esses agentes,

Em schema podemos representar o phenomeno
d’esta maneira.

-

Immunidade
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- CAPITULO II

Opsoninas

Historia — Opsoninas sdo substancias soluveis, que
se encontram nos sdros normaes e nos immuno-soros,
intermediarias, entre phagocytos e bacterias, e que
accentuam consideravelmente o phenomeno da phago-
cytose, quando n’elle teem interferencia,

Um dos processos importantes de que o organismo
se serve para obter a immunidade, quando em lucta
com 08 organismos pathogenicos, é o da phagocy-
tose. Os leucocytos polymorphos. independentemente
da acglio de substancias extranhas, pédem incorporar
bacterias, realizando por este processo a phagocytose
expontanea, Esta, além de demorada na sua realizagiio,
é excassa quanto ao numero de microorganismos pha-
gocytados, mas j4 o mesmo se nfio d4 quanda no phe-
nomeno ha interferencia do sdro que, com as suas su-
bstancias especiaes, consideravelmente abrevia o
tempo do phenomeno, e augmenta a incorporagiio das
bacterias. S#o estas substancias especiaes do sdro que
Wright individualisou ¢com o nome de opsoninas.

Que existem no soro substancias que directamente
interveem no phenomeno da phagocytose, é hoje um
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facto de acceitagdo universal, mas ndo é em Wright
(ue primeiro encontramos nogdes sobre a existencia
d’essas substancias. Wright teve a gloria de as por
nitidamente em evidencia, de estudar o sem modo
de acgdo, e emfim, de com ellas construir um novo
processo de therapeutica das doengas infecciosas, pro-
cesso que nos poderd conduzir ainda bem longe, a re-
sultados mesmo imprevistos; Porém, j4 antes de Wri-
ght, outros experimentadores tinham fallado em su-
bstancias com acgllo favorecedora da phagocytose. O
brilhante descobridor do mais importante processo de
defeza do organismo, Metchnikoff, aventou a hypo-
these da existencia, no soro, de substancias que acti-
vamente favoreciam a phagoeytose e que para o soro
eram langadas pelos leucocytos.

Para Metchnikoff, essas substancias eram produ-
ctos da actividade dos lencoeytos, productos da sua
elaboraglio e chamando-lhes, estimulinas, traduzia a
acglo estimulante, que ellas exerciam na phagocytose,

Sawtckenko em 1901 pensou n'uma substancia —
philocytase—que, segundo, elle interferia na phago-
cytose, exercendo uma acglo estimulante sebre o leu-
cieyto e sobre a bacteria. Nada nos disse porém so-
bre a sua origem, natureza etc. '

Denys e Leclef affirmaram, em 1895 (La cellule,
vol. 11, pag. 177), a influencia do séro sobre a phago
cytose, in vitro, sem porém nos mostrar a férma como
se exercia essa influencia. Emfim, innumeros experi-
mentadores admittiam que no séro qualquer coisa ha-
zia que determinava uma acglio auxiliadora do phe:
nomeno da inclugiio bacteriana. Ira o dominio da
hypothese, o predominio da theoria, E assim foi, até
que em 1902 Wright e Dounglass, aproveitando o en-
genhoso processo experimental de Leishmann, vieram
com as suas opsoninas individualisar as substancias
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que theoricamente existiam no soro, e com o seu tra-
balho assentar na existencia de um novo elemento
da mais alta importancia para o estudo da immuni-
dade, ereando um novo processo de therapeutica das
doengas infecciosas.

b) Origem das opsoninas — No caminho que ante-
cipadamente nos propozemos percorrer, a0 pensar no
estudo escabroso e delicado das opsoninas,ao sub-ca-
pitulo da historia, segue-se naturalmente o sab-capi-
tulo da origem d’essas substancias.

Manifestamente ndio possuimos pratica nem engenho
sufficientes, para aventarmos uma hypothese quanto
4 origem das opsoninas, e arrojo & j4 da nossa parte,
0 permittirmo-nos a inelinagio para uma dada con-
clusio quanto a essa origem, conclusio que a seu
tempo exporemos. :

Seja dito a titulo de exordio, que ainda hoje é mais
on menos vago, tudo quanto com a.origem das opsoninas
s¢ relaciona. E a mesma penumbra, o mesmo mys-
terio, envolve a origem de muitas outras substancias
que concorrem para a immunidade,

Que os anticorpos bacteriolyticos teem a sua ori-
gem exclusivamente nos orglos leucopoieticos, bago,
medulla ossea, ganglios lymphaticos, etc., resta prova-
lo, embora seja certo que estes orglos teem uma inter-
vengdo activa na fabricagio d’esses anticorpos, Mas
serdo elles a séde unica, exclusiva da sua formagdo ?
Nao temos resposta para a pergunta enunciada.

Se formos estudar as precipitinas e as agglutininus,
encontramo-nos com Levaditi e outros que primeiro
nos affirmaram a possibilidade de uma origem cellu-
lar universal para as precipitinas, mas que hoje nos
dizem que tanto estas, como as agglutininas (eem,
naturalmente, a sua séde de formaglo, nos en-
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dothelios vasculares. As alexinas proveem dos leuco-
cytos, e especialmente dos polymorphos ; as aggres-
sinas s&o um producto da bacteria et¢. Isto siio ou-
tras tantas affirmagles que carecem ainda de uma
confirmaciio bem evidente.

Se mais substancias procurarmos, mais se nos ar-
reiga no espirito a convicgio em que estamos de que
ha ainda muito de vago, de confuso, no dominio da
origem das substancias a cargo das auaes estd a de-
teza dos organismos.

Muito se tem avan¢ado, numerosas descobertas e
optimas applicagdes se teem feito n’estes ultimos tem
pos, mas tudo isso pouco é, comparado com o que igno-
ramos. Esta affirmacio ¢ um logar commam que se
justifica, e as difficuldades que ainda restam vencer,
attestam bem a difficuldade do assumpto. g

A origem das opsoninas estd ainda no campo das
hypotheses, mas no mesmo campo se encontram as ori
gens de muitas outras substancias ha muito mais tem-
po conhecidas. Se as opsoninas slo corpos que exis-
tem no siro, pelo menos em mais consideravel abun-
dancia, oceorre primeiro pensar, que ellas sejam for-
madas por elementos que mais directamente se rela-
cionem com o sangue, o8 leucocytos. Levaditi affirma
a sua proveniencia leucocytaria, por 86 ter encontra-
do opsoninas em exshudados com predominio de leu-
cocytos.

A mesma férma de vér tem Metcknikoff, para o
qual, o poder opsonico do sbro, ¢ a consequenecia im-
mediata da phagolyse, determinada pela coagulagio,
sendo n’esse momento que as opsoninas se despren-
dem dos leucocytos para passarem ao soro.

Sdo dois experimentadores, cujas opinides calam
fando em todos os espiritos, a affirmarem a origem
leucocytaria das opsoninas.
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Beattie de Scheffield pensa que as opsoninas siio
substancias formadas pelos leucocytos, e que passam
a0 s80ro ndo sé no momento da phagolyse, mas tambem
como um producto de secre¢io do lencocyto. E’ por-
tanto outra opinido a favor da origem lencocytaria
das opsoninas, e como esta, muitas outras existem a
pretenderem demonstrar que é no leucocyto, e sé
n’elle, que devemos procarar o ponto de formaciio das
opsoninas.

No reverso da medalha deparamos com as opinides
antagonicas, e 4 frente Wright a negar a interferen-
cia do leucocyto na formagio das opsoninas. Com
Wright outros negam essa intervengio.

D’estes antagonismos, sustentados por tdo pesados
alicerces, resulta nitidamente a escabrosidade do as
sumpto. '

E’ altura, n’este ponto, de fazermos referencia :
bem conduzida série de experiencias estabelecidas
por Milhit e de estudarmos as suas conclusdes.

Milhit propoz-se estudar o poder inclusor dos dif-
ferentes liquidos do organismo, para d’ahi avaliar a
sua rigueza, em opsoninas. Verificou n’estes ensaios
que liquidos organicos como a urina, leite, lagrimas,
liquido da camara anterior do olho, nio possuiam po-
der inelusor, ainda mesmo que em alguns existissem

~leucocytos, como tantas vezes acontece nas urinas.

Que, n’este ultimo caso, ndo existisse inclusfio, com-
prehende-se, porque o leucoeyto, que normalmente
existe na urina, é o globulo de pus que por estar as-
sim modificado, pode nlio possuir substancia opsonica.
Milbit nho faz esta veferencia que julgamos impor
tante.

Experimentando com liquidos cephalo-rachidianos
dos quaes uns continham leucocytos, outros nio, ve-
rificou, que ao passo que o poder inclusor do sbro va-
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riou entre 1,09 e 2,80, o poder inclusor do liquid
variou entre 0,15 e 0,23,

E’ bom frizar que quando existiam leucocytos eram
apenas alguns polymorphos,

Em uma pleurisia o liquido pleuritico apresentou
um poder opsonico 4,30, ¢ o séro do doente um poder
4,560. O derrame era muito rico em polymorphos, D’es-
tas experiencias Milhit conelue que liquidos contendo
leucoeytos {urina, liquido cephalo-rachidiano), podem
ndo conter opsoninas, ¢ que outros com extrema abun-
dancia d’essas cellulas, (liquido pleuritico) ndo teem
um poder inclusor correspondente 4 quantidade de leu-
cocytos que encerram.,

Que na urina ndo haja opsonina, embora existam
leucocytos, comprehende-se como ji dissemos, atten-
dendo ao estado especial em que ahi se encontram
os leucocytos, e que no liguido cephalo-rachidiano com
leucocytos, a inclusfio ndo tenha sido apreciavel, tam-
hem se comprehende, pois é mesmo Milhit que affir-
ma existirem apenas alguns leucocytos, insufficientes,
por isso mesmo, para darem uma inclusilo apreciavel.

Quanto aos liguidos com abundancia de leucocytos
e inclusllo desproporcionada, como era o caso do der-
rame pleuritico, tambem se comprehende. Em primei-
ro logar um poder inclusor que se representa pelo nu-
mero 4,3 j4 é importante, e depois os leucocytos nao
se encontram ahi em eircumstancias nada normaes, e
natural se torna, por isso mesmo, a falta de corres-
pondencia entre a quantidade de leucocytos ¢ o poder
opsonico do liquido em que elles se encontram,

D’esta serie de experiencias conclue Milhit que se
nfio pdde assegurar uma proveniencia exclusivamente
leucocytaria, 4 substancia opsonica,

Da critica exposta, tambem nés nio podemos con-
cluir que a opsonina provenha das cellulas sanguineas
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e s d’ellas, mas por essa critica tambem ndo po-
demos chegar 4 conclusiio da existencia de outro féco
onde possamos encontrar a sua origem,

A nossa conclusfio, com estas experiencias, é que
Milhit ndo demonstra a impossibilidade da origem ex-
clusivamente leucocytaria da opsonina,

Os defensores da origem ndo lencoeytaria das opso
ninas procuram, n’uma outra ordem de ideias, provar
que ndo é no leucocyto que estd localisada a sua se-
de de formagdo, affirmando aue se effectivamente fos -
sem os leucocytos os formadores d’essas substancias,
necessariamente devia haver relacio intima entre as
variaghes da leucocytose e as variagdes da opsonina.

E assim hyperlencocytose e lencopénia deviam ser
acompanhadas de excesso da substancia opsonica mno
primeiro caso, e excassez no segundo. Milhit referc
um caso de leucemia lymphatica representada pelo nu-
mero consideravel, embora no extraordinario, dc
80:000 globules brancos por mm?, e dois outros de
lencémias noyelogenicas, ndo observando em nenhum
d’elles acerescimo sunsivel de substancia opsonica.

Este acerescimo encontrou-o elle em casos de fe-
bre typhoide com accentuada leucopénia, acompanha-
da porém de um augmonto consideravel de substan-
cia opsonica.

Kstas observagdes niio nos podem de maneira ne-
nhuma conduzir 4 negago da origem leucocytaria,

No casc da lencémia lymphatica, era de prever a
falta do accrescimo de substancia opsonica, pois nio &
no lymphocyto que ella se forma, conclusio a que sd-
mos levados pela excassez de opsonina nas macera-
¢es de ganglios lymphaticos.

Quanto ds lencémias myelogenicas, era mesmo na
tural que existisse essa falta, pois esses globulos nao
sllo cellulas normaes, siio leucocytos doentes, e a fal-
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ta do seu funccionamento é a determinante da excas-
56z opsonica,.

A physiologia pathologica de uma cellula nio po-
de ser como a physiologia normal da mesma, e em uma
cellula tio delicada e complexa como o leucoeyto, a
verdade da affirmago traduz-se por perturbagdes cer-
tamente mais profundas do que em qualquer outra
cellula. Se em wma leucémia myelogenica ha doenga
dos globulos brancos, ndo tem justificaco a exigen-
¢ia de um augmento de substancia opsonica, a cor-
responder ao augmento do numero de globulos, [s-
sa doenga é razao sufficiente, ¢ necessaria mesmo,
para que se dé um entrave 4 producgio das substan-
cias que o lencocyto normalmente prepara.

Metchnikoff verifica nos mixomycetas, massas vi-
vas que se encontrem em alguns cogumellos, a exis-
tencia dos vacuolos com substancia acida, dispersos
em meio completamente alealino. Ganulagdes de
fornezol sdio apprehendidas e incorporadas por esses
phagocytos dos mixomycetas, tomando a cdr verme-
lha. Pois basta uma pressiio ligeira na massa viva
para vermos terminar esse phagoeytismo dos vacuo-
los e a sua invasdo pela substancia alcalina do meio,

Se esses phagocytos, bem menos complexos que os
phagocytos humanos, mudam por completo a sua phy-
siologia pela ac¢do de uma determinante minima,
porque razio os phagocytos humanos, cellulas tio de-
licadas e complexas, ndo hiio de modificar a sna phy=
siologia quando sdo presa de doenga ?

O absurdo seria precisamente que elles conservas-
sem o seu funccionamento, como nas circumstancias
normacs.,

Assim se justifica a falta de opsonina nas leucémias.

Ein casoe de febre typhoide a leucopénia era acom-
panhada de augmento do poder opsonico. Ora na fe-
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bre typhoide ha um intenso microphagismo que inei-
de sobremaneira nos lencocytos polymorphos, e d’este
microphagismo decorrem duas consequencias que bem
explicam a obsevvacio, lencocytos diminuidos no sen
namero, e soro com o seu poder opsonico augmenta-
do. A leucopénia é a primeira consequencia e o au-
gmento do poder opsonico é a segunda, Kste poder
augmenta porque augmenta a quantidade de substan-
cia opsonica, e esta cresce como restltado da destrui-
gdo dos globulos brancos. De maneira que a intensa
destrui¢io de leucoeytos, na febre typhoide, arrasta
ao estabelecimento da lencopénia e ao augmento do
poder opsonico,

Ainda, por esta nova ordem de ideias, nés nao po-
demos affirmar com seguranga que nio sejam os leu-
cocytos os formadores da substancia de Wright. A
nossa conclusio é a de que os factos apontados, nio
vrovam ‘& impossibilidade da origem lucocytaria da
opsonina. Onde procurar pois essa origem ? Nos leu-
cocytos, nas cellulas do organismo, em orgios espe-
ciaes, em algumas cellulas d’esses orgéos ?

A primeira indicaglo estd naturalmente em ir fa-
zer essa pesquiza aos orglos hematopoieticos, bago,
ganglios lymphaticos, medulla ossea.

Milhit injecta coelhos e cles com bacillo d’Eberth
e depois com sdro anti-typhico de Chantemesse. Cons-
tata n’estas experiencias, o augmento do poder opso-
nico, concomittantemente com hypertrophia considera-
vel do bago, hyperactividade da medulla ossea e leu-
cocytose, e d’ahi conclue sobre a interferencia incon-
testavel dos orglos hematopoieticos, na producgio das
opsoninas, .

Ao mesmo tempo prepara maceragbes com musca-
los, figado,rins, capsulas supra-renaes thymus, corpo

thyrideo, ovario, mucosa intestinal e observa que
4
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estas maceragdes teem um poder inclusor nullo. Ma-
ceragdes de bago, ganglios, medula ossea sfio tambem
negativas. 3

D’este conjuncto de experiencias resulta, a falta de
opsoninas nas maceragdes de orglos, incluindo os he-
matopoieticos, e a hypertrophia d’estes, coincidindo
com augmento do poder phagocytario. Poderemos con-
cluir do simples facto d’essa hypertrophia, sobre o pa-
pel productor dé& opsoninas desempenhado por esses
orglos ? A conclusiio affigura-se-nos forgada.

Se effectivamente os orglos hematopoieticos fos-
sem os productores das opsoninas, as maceragdes d’es-
sesorglos deviam produzir inclusdes apreciaveis, o que
se nio observa.

A hypertrophia do bago é o resultado da propria in-
fecgdo, a hyperactividade da medulla ossea é a res-
posta do organismo & acglio do agente infectante, e a
leucocytose é a preparaciio para a phagocytose futu-
ra. As affirmagBes que vimos de fazer, e cuja respon-
sabilidade nos pertence, parecem-nos mais conformes
com arealidade, do que a hypothese de querer vér n’es-
ses centros, os pontos de formagiio da opsonina, Con-
cluir da hypertrophia do bago que elle tem interfe-
rencia necessaria n’essa producco, é mais phantasis-
ta, do que admittir que ella se realisa, determinada pe-
la propria infeegiio, com o fim provavel de originar
uma leucocytose que colloque o organismo nas melho-
res circumstancias de defeza,

Uma ultima ordem de experiencias, é, n’esta altura
estabelecida por Milhit, com o intuito de verificar
se ha ou nfo interferencia dos orgiios hematopoieticos
na producgdo da opsonina. '

Em animaes inoculados e tratados pelo séro Chan-
temesse, é colhido o sangue da arteria splenica e me-
dido o poder inclusor do seu sdro.
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Repete-se a mesma mediclio para o sangue da veia
splenica, e sacrificando o animal, depois d’este ensaio,
fazem-se maceragdes com o seu bago. N'esta serie de
experiencias, verifica-se um poder inclusor do sangue
da veia, superior ao da arteria, e nullo para as ma-
ceragies. D’aqui conclue Milhit que o bago tem effe-
ctivamente intervenglio no phenomeno da ereagio da
opsonina, que desempenha um determinado papel, ain-
da nio averiguado, mas essa acglo s se pdde realizar
quando em correlagiio directa com o sangue, como o
prova a falta de opsoninas na maceragiio do orgio.

O sangue da arteria, carregado com os productos
infecciosos, seria o vehiculo da excitagiio do bago, ou
dos centros do bago ereadores da substancia opsonica.
Chegado esse sangue ao bago, este responderia 4 ex-
citagilo, creando opsoninas que iriamos encontrar no
sangue da veia, I’ possivel que as coisas se passem
assim, mas possivel é tambem que se passem por férma
bem diversa,

Sendo o baco um importante orglio hematopoietico,
sendo a defeza do organismo uma funeglio essencial-
mente leucocytaria, natural é que o organismo infe-
ctado responda 4 infecgio pela leucocytose, como por
via de regra succede. Os productos vehiculados pela
arteria splenica serfio os determinantes da lencocytose,
e esta serd a causa do accrescimo de opsonina.

Qual das hypotheses serd mais razoavel, é assumpto
que o futuro melhor deslindard. Nés, com Levaditi e
Metehnikoff, acreditando na origem leucocytaria da
opsonina, damos naturalmente preferencia 4 segun-
da hypothese que enuncidmos.

De todos os seus trabalhos conclue Milhit que nio
podemos admittir uma origem exclusivamente leuco-
cytaria para as opsoninas, e que somos levados a
crér na interferencia dos orgios hematopoieticos n’esse
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phenomeno, attendendo 4 reacgdo constante de que
elles sdo séde, nos animaes inoculados e tratados pelo
soro anti-typhico de Chantemesse.

N’esta altura propomo-nos a emittir a nossa im-
pressdo sobre a origem das opsoninas, Estas proveem
dos leucocytes, Quer sejam a reunido de complemento
e amboceptor, como diz Metchnikoff, quer sejam pro-
ductos que jé definidos saem dos leucocytos, é n’estes
que nos parece dever procurar-se a sua origem.

Cellula de immensa complexidade e de extra-
ordinaria actividade, cellula com uma physiologia tdo
especial e com um papel tdo predominanie no orga-
nismo humano, porque néio ha-de ser ella que produz
a substancia que vae preparar a bacteria para uma
acglo directa ? B’ razoavel admitti-lo, De resto é no
sangue, habitat normal do leucocyto, que vamos en-
contrar a opsonina ; é no sangue que vive essa cel-
lula extraordinaria, e natural é que, para o sangue
ella lance os productos da sua elaboragiio, da sua
actividade. Nos orglios e tecidos da economia nlio se
encontra substancia opsonica, nos proprios orgios he-
matopoieticos se ndo péde piovar, de uma maneira
evidente a sua existencia, e da conjugaciio de todos
estes factos, a nossa razdio diz-nos que a sua origem
deve estar no leucocyto, que ella deve ser o producto
da actividade do leucocyto polymorpho. Serd um pro-
ducto de secregdlo leucocytaria, serd um produeto
que se desprende na phagolyse, serd um producto re-
sultante d’esta dupla acglio exercendo-se simultanea-
mente, em qualquer dos casos 14 estd o leucocyto a
indicar-nos a sua origem.

Concluindo, de tudo o que até agora se tem feito,
para se descortinar a origem da opsonina, a séde, o
local da sua formacio, nada até hoje, por sua deci-
siva evidencia, nos tem levado 4 convicglio de que
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ndo seja no leucocyto que ella se encontra, como nada
até hoje, por sua decisiva evidencia, nos tem acar-
rotado a crenga firme, de que no organismo existam
orgilos ou tecidos, onde claramente vamos encontrar
a séde da sua produccio. Sendo assim parece-nos
concluir bem, acceitando a provavel origem leucocyta-
ria da substancia opsonica.

¢) Especificidade das opsoninas.— A especificidade
da opsonina é traduzida pela electividade que elia
possue, para uma determinada bacteria. Dizer que
uma opsonina é especifica para uma certa bacteria, é
indicar que a inclusfo provocada por ella, é bastante
mais consideravel do que a inclusiio que essa mesma
opsonina péde provoecar, exercendo a sua acglo sobre
uma bacteria differente. A opsonina formada pela
inoculago do bacillo d’Eberth, exerce sobre este uma
acglio muito mais intensa do que sobre o coli-bacillo,
traduzindo-se essa maior intensidade por uma incor-
poraglo mais activa de bacillos d’Eberth do que de
coli-bacillos.

Admittir a especificidade das opsoninas é admittir
a sua pluralidade, é acreditar em que o organismo,
o leucocyto, fabrica para cada bacteria uma substan-
cia electiva quando se vé atacado pelos microorga-
nismos.

Comprehende-se bem o grande valor da affirmagilo,
so ella for verdadeira, pois, da creagiio da especifici-
dade opsonica, resulta, immediatamente, uma nova
applicagiio d’este novo e interessante estudo, que é a
do diagnostico opsonico,

Se effectivamente um organismo invadido por uma
bacteria reage, creando uma substancia que electiva-
mente incorpora essa bacteria, basta ensaiar o sbro
do individuo e observar qual o microorganismo para
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(ue elle tem mais intenso poder opsonico. Esse serd
o agente productor da doenca.

A granulia, meningite, pneumonia, sio entidades
morbidas que muitas vezes teem uma evolugldo per-
feitamente typhica e que clinicamente péidem levar 4
confusdo. Estabelecida a especificidade opsonica, basta
n’esses casos estudar a inclusdo determinada pelo
soro do doente, para obter um elemento da mais alta
importancia para o diagnostico differencial, s

Infelizmente n%o possuimos ainda uma bagagem
experimental sufficiente, para podermos tirar conclu-
soes sobre a especificidade opsonica, mas dos nossos
poucos ensaios, sob este ponto de vista, pareceu-nos
resultar que, contrariamente #s affirmagdes de Wri-
ght, Douglass e Bulloch, nio existe uma especifici-
dade absolutamente assente da substancia opsenica,
havendo porém uma evidente electividade. A um do-
ente da enfermaria de S. Carlos, portador de uma fe-
bre typhoide classica, e que classicamente evolucio-
ndra, colhemos sangue, quando j4 em franca conva-
lescenga, e com o sdro obtido fizemos inclusdes de ba-
cillos d’Eberth, coli bacillo e staphylococcus, tentando
0 mais possivel, empregar as mesmas quantidades de
cultura na preparagiio das emulsdes respectivas,

Os valores que encontramos para o poder opsonico,
do soro empregado, perante as trez bacterias ensaia-
das foram respectivamente :

Bacillo d’Eberth — 5,44,

Coli-bacillo — 3,50.

Staphylococeus — 2,64,

Com o s6ro normal obtivemos :

Bacillo d’Eberth — 1,32,

Coli-bacillo — 1,36.

Staphylococcus — 1,94,

O soro typhico mostra claramente a electividade
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para a inclusfio do bacillo de Eberth. Com um pneu-
monico observdmos a mesma electividade para o pneu-
mococcus quando empregémos tambem staphylococ-
cus. Ao tempo d’estas experiencias nada tinhamos
lido ainda sobre a especificidade opsonica, mas jé en-
tho nos feriram a attencdo os resultados que encon-
trdmos.

Naio é porém das nossas experiencias que iremos
tirar conclusdes sobre a natureza especifica das opso-
ninas pois, como j4 dissemos, silo ellas bem excassas
no seu numero ¢ foram rudemente conduzidas para um
fim t3o delicado. ,

Ainda n’este capitulo faremos essencialmeute refe-
rencia 4s experiencias de Milhit e Bulloch, Chante-
messe ¢ Charles Simon e estularemos as suas con-
clusdes,

Milhit inocula dois coelhos com o mesmo peso, um
com staphylococcus, outro com o bacillod’Eberth ten-
do previamente determinado o poder opsonico de ca-
da um d’elles para o bacillo d’Eberth. Nos dias segunin-
tes 4 inoculaglio observa as variagdes do poder opsonico
de cada coelho para o bacillo typhico, e verifica varia-
¢des minimas com o sbro do coelho inoculado com sta-
phylococeus, e variacies consideraveis para o coelho
inoculado ecom bacillo d’Eberth, traduzidas estas ul-
timas, por accrescimo do poder inclusor. A conclu-
sfio d’esta experiencia é a de que a inoculagio de ty- .
phico foi determinar a formagdo de opsonina typhica,
especifica portanto, como o demonstrou o accresci-
mo de inclusdo com o sbro do coelho inoculado com
Eberth,

Bulloch injecta tuberculina em um animal tubercu=
loso e verifica 0 augmento do poder opsonico do so-
ro d’esse animal para o bacillo de Koch.

Chantemesse injecta o seu siro anti-typhico em in-
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dividuos typhosos e observa augmento do poder opso.-
nico do sbro d'esse individuo para o bacillo d’Eberth.
Nem Bulloch nem Chantemesse verificam um aceres-
mo correspondente para as outras bacterias.

A tuberculina e o soro de Chantemesse deram lo-
gar, respectivamente, 4 creaglio de opsonica tubercu-
losa e opsonina typhica, em uma palavra, de opsonina
especifica,

Bulloch emprega soro e emulsdes de staphylococeus
e bacillo de Koch, mistura o séro com uma d’estas
bacterias, colloca a mistura na estufa e depois centri-
fuga. Com o soro centrifugado, procede a inclusdes e
verifica entdo que o soro j4 nio tem poder inclusor pa-
ra a bacteria, com a qual foi primeiro misturado, conser-
vando-o entretanto para a outra. D’esta experiencia
resultaria que as opsoninas staphylococcicas do soro, se
tinham fixado completamente ao staphylococcus, isto
na hypothese de termos feito a mistura com este agen-
te, ao passo que as opsoninas do bacillo de Koch te-
riam ficado livres, e aptas por isso mesmo a fazerem
uma inclusdio d’essa bacteria. Esta experiencia de Bul-
Joch seria a contirmagiio da especificidade absoluta das
opsoninas, mas os resultados obtidos por muitos outros
experimentadores niio sdo, na maior parte, concordan-
tes com os resultades obtidos por Bulloch.

Charles Simon mede o poder opsonico de um soro
para o coli-bacillo e staphylococcus, depois mistura o
soro com stapholocyccus e colloca a mistura na estu-
fa durante 15 minutos, centrifuga e experimenta no-
vamente o poder inclusor do soro para o coli-bacillo
e para o staphylococcus, verificando a sua completa
extineglio, tanto paraum, como para o outro dos agen-
tes empregados, E’ um facto negativo que tira o va-
lor 4 experiencia de Bulloch,

Milbit ensaia o poder opsonico de um séro normal, e
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de um sbro typhico, com uma emulsdo de staphylo-
coccus e outra de bacillos d’Eberth, Encontra assim
0s seguintes valores :

b. Eberth — 1,16
staphylococcus — 3,60
b. d’Eberth — 5,40
staphylococcus — 5,40

Soro normal}
Soro typhico

Depois, emulsiona o soro normal com umaansa de
cultura de staphylococcus e mede os poderes incluso-
res para os dois agentes, Emulsiona em seguida o soro
normal com uma ansa d’Eberth e faz nova medi-
¢do. Repete por ultimo os mesmos ensaios com o s6ro
typhico, e os resultados finaes (tradu-los pela férma
seguinte :

S6ro normal
b. typhico — 1,16 staphyloc. — 3,60
S. n. + staphyloe.
b. typhico — 0,80 staphyloc, = 1,20
S. n. + b. d’Eberth
b. typhico — 0,80 staphyloc. = 1,80
Soro typhico
b. typhico — 5,40 staphyloc. — ,540
S. t. 4+ staphyloc.
b. typhico = 3,560 Bt.aphyloé.— '
S. t. -+ b. ’Eberth
b. typhico = 2,06 staphyloc, = .60

40

I

N’estas experiencias verifica-se que o abaixamen-
to do poder inclusor caminha quasi parallelamente
para uma e outra bacteria, qualquer que tenha sido o
microorganismo emulsionado. Quando emulsionamos
soro typhico, com bacillo typhico, diminue o poder
opsonico do sbro para o bacillo d’Eberth, porque as
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opsoninas typhicas foram fixar-se nos bacillos da
emulsfio. Se a emulsfo é feita com staphylococcus, é o
poder inclusor do soro para esta bacteria que diminue,
pela mesma razio do caso anterior. Em ambos os
casos, ha entretanto diminuiglo simultanea, quer di-
zer quando diminue o poder opsonico do sbro typhico,
emulsionado com cultura typhica para o bacillo
d’Eberth, ha concomitantemente abaixamento do po-
der inclusor do mesmo soro, emulsionado com a mes-
ma bacteria, para o staphylococus.

Decrescem ambos os poderes opsonicos, mas o de-
crescimento ¢ mais accentuado para a bacteria com
que se fez a emulsiio. Resultados identicos obtem Mi-
lhit quando faz as emulsdes com pesos determinados
de cultura, em vez de ansas das mesmas. Milhit fun-
dando-se, com razdo, nas variagdes da quantidade de
bacterias que slo arrastadas com uma ansa de -pla-
tina, variagles de que resultariam differencas apre-
ciaveis do poder inclusor, emprega quatidades de
cultura de peso conhecido (0,005 — 0¢r,010 —
0O ,015). Os resultados obtidos, com esta variante
de technica, sfo os mesmos que os indicados no qua-
dro acima e do qual podemos coneluir sobre a exis-
tencia de uma especificidade relativa, e falta de uma
especitidade absoluta, completa,

De todos os factos apontados decorre a conclusdo
da existencia de uma especificidade relativa, e da
existencia d’esta especificidade, resulta o valor relati-
vo do methodo opsonico mno estabelecimento do dia-
' gnostico das doengas infecciosas, valor com o qual
concordamos, fazendo porém algumas restric¢es, como
faz Milhit, cujas conclusdes expomos nos paragraphos
que seguem.

I — Doente suspeito de febre typhoide, sem sero-
reacglio e no qual se encontra para o b. d’Eberth um
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indice de 1,70, indice que se conserva n’este nume-
10 ou augmenta, ¢ um doente que arrasta uma febre
typhoide.

IT — Doente clinicamente typhoso mas que apre-
senta para o bacillo d’Eberth um indice 1,20 ou in-
ferior, mas de valor constante, nfio é, muito provavel-
mente, um typhoso.

IIT — Doente clinicamente typhoso, com um indi-
ce opsonico muito elevado, péde nio ser realmente
um typhoso, se na sua historia pregressa se constatar
uma febre typhoide.

IV — A constataglio d'um -indice de valor 1,0 a
1,6 n3o nos permitte affirmar uma febre typhoide. E’
necessario fazer avaliagdes diarias do indice do doente,
pois na hypothese de dothienenteria, em breves dias,
o indice sobe a 2 e mais.

Para terminar com este subcapitulo, diremos algu-
mas palavras ainda sobre o valor do indice opsonico
no prognostico das doengas infecciosas, embora, tal-
vez, nio devesse ser esta a altura de tratar d’este as-
sumnto.

Na verdade, diagnostico a'prognostico derivado do
indice opsonico, deviam constitnir um capitulo es-
pecial, mas tambem é certo que, perante as ligacdes
intimas entre especificidade e diagnostico, nés nfo
podiamos deixar de fazer referencia a este, no capitulo
da especificidade, Assim o fizemos, e por o termos feito,
tambem nos parece necessaria, n'esta altura, a refe-
rencia ao prognostico, attendendo a que um e outro
andam sempre mais ou menos ligados. De resto, so-
bre o valor do indice opsenico, no prognostico de
doengas infecciosas, ponuco diremos, tanto mais que
pouco se pide dizer sobre tal assumpto, attendendo 4s
excassas conclusdes que se podem tirar.

Quando inicidmos os nossos trabalhos de inclua'ﬁes
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com sdros humanos, de doentes em phases diversas da
sua doenga, pensémos no valor que essas inclusdes po-
deriam ter no prognostico da doenga. O estudo das va-
riagdes do indice opsonico do doente da enfermaria de
S. Carlos, chegaram a provocar-nos enthusiasmo, pelas
bellas concluses que pensavamos poder tirar d’aquel-
la observagéo.

Hoje é bem mais pequeno o nosso enthusiasmo apéz
a verificaglio de que aquelles valores que obtinhamos
ndlo representavam uma determinante fatal na cura
do doente.

A medida que o doente melhoraya, o indice opso-
nico erescia no seu valor, e facto que concomittante-
mente observdmos, crescia tambem o poder aggluti-
nante d’aquelle soro. Nas proprias preparagdes, a par
de bacillos incluidos em grande quantidade, havia
massas de bacillos agglutinados. A repetigdo do facto
foi o primeiro golpe no nosso enthusiasmo, pois nos le-
vou a pensar que nio era 86 a opsonina que influia
na cura d’aquelle doente.

A opsonina é fundamental na reacgfio d'um orga-
nismo, por ella ser um poderoso estimulo da phago-
cytcse e n'estas condigles, quanto mais opsonina crear
o leucocyto, tanto mais efficaz serd a defeza do or-
ganismo.

Infelizmente uma bacteria ndo é nociva s6 por si,
as toxinas que ella fabrica, as endotoxinas que d’ella
se apartam no momento da bacteriolyse phagocytaria,
e que invadindo o organismo o vio damnificando a
ponto de o poder matar, as aggressinas que a bacte-
ria fabrica, e que até certo ponto parecem impedir a
acglio benefica da opsonina, sfio outros tantos facto-
res que poderosamente influem na evolugéio da doenga
e no seu prognostico.

Vé-se bem claramente que na invasfo do organis-
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mo por bacterias, de uma determinada especie, a vi-
ctoria d’esse organiemo depende d’outros factores.
alem das opsoninas. Péde assim acontecer que o or-
ganismo invadido crie uma quantidade de substan-
cia opsonica sufficiente para uma incluséio considera-
vel, mas que nfo reaga com egual intensidade contra
os outros meios d’ataque que possuem as bacterias.Sen-
do assim, o indice opsonico péde ter um valor muito
grande, e 0 organismo estar na imminencia de uma
derrota completa. A phagocytose péde ser intensa mas
egualmente intensa péde ser a intoxicaglo do orga-
nismo pelas toxinas segregadas pelas bacterias, e tio
intensa que o organismo tenba de succumbir, lsto po-
rém s6 excepcionalmente se observa,

O indice opsonico tem sob o ponto de vista do pro-
gnostico um valor relativo, porque nos patenteia a si-
tuagfio de um dos mais importantes meios de que o or-
ganismo se serve para a sua defeza. Unicamente
sob este ponto de vista lhe podemos dar valor.

Para ajuizar do prognostico da doenga sé serve co-
mo am auxiliar,

d) Natureza das opsonicas.—Outro capitulo de de-
licada interpretagiio ¢ o que se relaciona com a na-
tureza das opsoninas, Aqui, reina ainda accentuadn
confusdo, a ponto detornar difficil o fazer uma expo-
si¢do methodica e racional do que os outros pensam
sobie o assumpto. A confusdo é a consequencia for-
¢ada da ignorancia em que ainda hoje estamos quan-
to aos phenomenos biologicos, considerados nas suas
minucias intimas, na intimidade da sma produc-
¢io!

Que conjuncto, que serie de reacgdes se formam,
quaes os tramites percorridos pelos elementos que

. entram n’essas reaccdes, d'onde resultam as substan-
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cias que levam 4 immunidade, sdo outras tantas in-
cognitas ainda a deslindar !

O que sfo as opsoninas na sua constituiglo intima,
qual é a sua natureza, defini-las com evidencia, mos-
trar os seus componentes, na hypothese de substancias
compostas, sio problemas em que o vago é completo.
Outras substaucias que desempenham na immunida-
de papeis consideraveis, productos da elaboragdo in-
tima da cellula e do micro-organismo, estiio para nés,
do mesmo modo que as opsoninas, no conjuncto de
substancias de natureza intima desconhecida,

Serfio todas ellas emanagdes de um mesmo nucleo
proteico e possuirdo evidenciaglo diversa, como con-
sequencia de differentes arranjos atomicos, conservan-
do porém sempre a sua caracteristica de albuminoi-
de ? B’ uma hypothese. Serfio substancias chimicas
definidas, e por reacgdes chimicas se traduzird o seu
modo de acgdo, mas a intimidade d’esses agglomerados
chimicos e a natureza d’essas reacgdes, constituem a
incognita do nosso problema. Que os arranjos atomi-
cos differentes, conduzam 4 diversidade da natureza,
avaliada pela diversidade do phenomeno que as su-
bstancias produzem, é possivel, pois tambem no do-
minio da chimica encontramos corpos com a mesma
formula de constituigdio e formados pelos mesmos ele-
mentos unidos nas mesmas proporgdes. mas com pro-
priedades differentes, os corpos isomericos.

Mas o que sio esses atomos ? Como 6 feito o arran-
jo atomico ? S3o elementos chimicos definidcs ?

Embrenhar por este caminho é, manifestamente,
entrar no campo das divagacdes absolutamente des-
culpaveig, necessarias mesmo porque, evidentemeénte
opsoninas, agglutininas, precipitinas, antiphaginas e
tantissimas outras substancias que entram em jogo no
cartpo da immunidade, devem ter uma covstituigiio,
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devem ser formadas de qualquer coisa que por em-
gquanto nos escapa.

Se 0s processos pelos quaes se estuda a chimica da
vida ainda ndo sio sufficientes para podermos pesquizay
a natureza intima das substancias de que tratamos,
a cellula vervosa é um agente que deve intervir, pro-
curando resolver pelo raciocinio aquillo que meios
materiaes ndo podem ainda explicar.

Abandonando este campo, que o futuro esclarecerd,
e renovando a affirmagio do nosso desconhecimento,
quanto & natureza intima das opsoninas, vamos como
0s outros teem feito, procurar no siro substancias com
as quaes as opsoninas tenham ligag#o.

Levaditi esforga-se por identificar as opsoninas com
o complemento e amboceptor. Para este fim considera
duas opsoninas differentes, a opsonina do séro normal,
e a do immuno-sdro ; a primeira seria o complemento,
a segunda o amboceptor.

Sendo assim, as substancias em que tanto se fallava
como auxiliadoras da phagocytose e que Wright in-
dividualisou, nio seriam substancias novas; comple-
mento e amboceptor eram j4 conhecidos, Seria apenas
uma nova forma de intervengiio de um e outro no phe-
nomeno da immunidade. Amboceptor e complemento,
alem do papel que desempenham na bacteriolyse, pos-
suiriam agora a faculdade de intervengfio na phago
cytose. B’ uma generalisaclio da sua acgo, é uma du-
pla funcgiio das mesmas substancias, Para demonstrar
que se ndo trata realmente de uma substancia nova,
compara Levaditi as propriedades do complemento con:
as propriedades da opsonina do soro normal, proce-
dendo da mesma forma para com o amboceptor e opso-
nina do immuno-soro, deduzindo da analogia das suas
propriedades a identidade da sua constituigdo. A cy-
tase de Metchnikoff é thermolabil da mesma forma
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que a opsonina do sdro normal ; primeira analogia de
propriedades, Com a opsonina podem realizar-se to-
das as pesquizas da fixaglio, do mesmo modo que com
o complemento ; quando para fixar o complemento se
empregam hematias sensibilizadas ou bacterias sensibi-
lizadas, averigua-se que a opsonina tambem ¢ fixada ;
se se tratam sOros frescos com leveduras, com cor-
pos bacterianos, constata-se que estes corpos, ao mes-
mo tempo que fibsorvem o complemento,absorvem tam-
bem a opsonina ; a injecciio em animaes de séro fresco
‘ou aquecido, de animaes de especie differente, forma
uma anti-opsenina que se nio differenga do anti-com-
plemento que se forma nas mesmas condigdes. D’estas
propriedades analogas, e da falta de differencas entre
opsonina do séro normal e complemento, deduz Leva-
diti a sua identidade, e assim o complemento pelas suas
qualidades diastasicas, excita o amboceptor bacterio-
lytico ou hemolytico, determinando a bacteriolyse ou a
hemolyse, e pelas suas qualidades opsonisantes, 0 mes-
mo complemento, intervem na phagoeytose, fixando-
se nas bacterias de modo a torna-las aptas para a in-
corporagdio. i, como j4 dissemos, uma dupla funegio
da mesma substancia. Quanto s propriedades doam-
boceptor e da opsonina do immuno- sdro, ainda ha ana-
logias que podem conduzir 4 sua identidade; o ambo-
ceptor é thermo-estavel, a opsoninu do séro imunisado
é relativamente thermo-estavel ; o amboceptor é es-
treitamente especifico, a opsonina ¢-o relativamente ;
é possivel activar um immuno-séro, inactivado pelo
calor, juntando-lhe soro diluido, amboceptor e facul-
dade opsonisante reaparecem n’este caso,

D’estas ‘analogias, conclue Levaditi a identidade en-
tre a opsonina, do immuno-séro ¢ o amboceptor, mas
como vimos 4 thermo estabilidade perfeita do amboce-
ptor e & sua especificidade definida, correspondem pro-
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priedades analogas da opsonina mas de evidenciagio re-
lativa; a analogia nfio é completa e portanto s6 forga-
damente podemos acceitar a sua identidade. E’ o do-
minio da duvida, é a incerteza imperando n’este ca-
pitulo da biologia, e que leva a hesitagio ao nosso es-
pirito, Na verdade a ideia de Levaditi é tentadora e
tem a justifica-la grandes analogias de propriedades,
mas as pequenas differengas entre a opsonina do im-
- muno-sdro e o amboceptor sdo por si sés sufficientes
para crear a duvida, a incerteza expostas,

Metchnikoff affirma que nos casos de microorganis-
mos frageis, como siio por exemplo os vibrides chole-
ricos, é a ac¢do combinada do complemento e ambo-
ceptor, a determinante effectiva da bacteriolyse, mas
que a grande maioria, dos agentes pathogenicos, re-
siste victoriosamente & acgllo combinada do comple-
mento e amboceptor, ndo se realizando por esse moti-
vo a bacteriolyse,

Comtudo os agentes ficam impregnados d’aquellas
substancias, que, sendo impotentes para a sua destrui-
¢do, ndo deixam por isso de exercer uma acgfio bene-
fica ; os microbios impregnados de complemento e
amboceptor, tornam-se por esse mesmo motivo, facil
presa dos phagocytos.E’ a dupla funcgio em que jd fal-
ldmos. Esta mistura de complemento e amboceptor é
a opsonina de Wright, a bacteriotropina de Neufeld.
Para Levaditi a opsonina do séro normal e a opsonina
do immuno-soro, sdo respectivamente o complemento
e o amboceptor ; para Metchnikoff, as opsoninas sdo
uma mistura de complemento e amboceptor. Qualquer
d’elles, como se vé, nio acredita que se tratc de uma
substancia nova, differente das até hoje encontradas
no soro ; apenas se trata de uma nova funcgio de
substancias j4 conhecidas.

Wright e Douglass, teem uma forma de vér com-
b
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pletamente differente, considerando as opsoninas como
substancias perfeitamente definidas e totalmente in-
dependentes das substancias existentes no soro; nem
siio complemento, nem amboceptor, nem mistura de
wm com outro. Sio opsoninas, traduzindo a palavra que
elles pensam ser um elemento novo, entre os ji cxis-
tentes, e de cujo coneurso depende a immunidade, em
parte. Sobre a natureza chimico-physica d’essa nova
entidade nada nos sabem dizer, como de resto erade
caleular, }

Dean considera a acgdo opsonisante, conio a conse-
quencia do concurso de dois corpos, um therno-esta-
vel, inactivo por si mesmo, o “amboeeptor ; o outro
thermolabil, complemento livre. Para elle a opsoni-
sago 86 se realiza quando existem os dois corpos ¢
quando simultancamente conjugam a sua acglio, re-
sultando d’ahi a phagocytose, 2" a forma de vér de
Levaditi.

As opinides estdo, como se vé, ainda hesitantes
quanto 4 natureza das opsosoninas ; para uns sio
entidades autonowas, com a sua constituigio propria e
as suas propriedades definidas ; para outros, sio cor-
pos formados por elementos j4 existentes no organismo
e com a sua funcdo especial, auxilio da phagocytose.

Se nos fosse permittido uma conclusio, nés diria-
mos com Levaditi que ha wma certa analogia entre
complemento e amboceptor por um lado, e opsonina
de sdro normal e do immuno ¢dro por outro, admit-
tindo porém algumas modificagdes pelo lado do eom-
plemento e do amboceptor. Assim, para nds a opso-
nina do soro normal seria um complemento modifica-
do, como modificado seria o amboceptor representante
da opsonina do soro immunisado. A unidio dos dois
daria a opsonina Wright, com propriedades do am-
boceptor e do complemento modificados, e que ndo sc-
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ria num contrasenso considerar como uma substancia
especial.

Em ultima analyse, as opsoninas serfio substancias
solaveis, associadas ds albuminas do soro, e constitui-
das pela unido do complemento e amboceptor modifi~
cados, §

Dizemos associadas ds albuminas do séro porque ef-
fectivamente é ligada a essas albuminas que ellas se
encontram ; para prova-lo basta juntar a 50 c. c. de
soro uma soluglio saturada de sulfato d’ammonio, fil-
trar e procurar no filtrado as opsoninas. Feita a pre-
cipitagio das albuminas pelv sulfato d’ammonio, as
opsoninas sdo precipitadas, o que se verifica pela sua
falta no liquido filtrado. Nao se péde attribuir o seu
desaparecimento 4 destrui¢iio feita pelo SO* (Az H*)?
porque este niio as destroe, mesmo quando em solugio
concentrada, De resto, no phenomeno observado nio
ha destruigdo, ha apenas precipitagfio.

N'esta altura, depois de esbogada a natureza pro-
vavel das opscninas, é occasido de fazermos referen-
cia & outras substancias existentes no soro, estudan-
do as suas propriedades, comparando-as com as das
opsoninas, e tirando d’ahi a conclusio da sua depen-
dencia ou da sua individualidade autonoma,

Muitos auctores contestaram e contestam a exis-
tencia das opsoninas, consideradas como substancias
especiaes, completamente independentes, especificas e
com ac¢do propria. Para elles as opsoninas nlo sio
mais do que modificagdes de substancias preexisten-
tes no sOro, 4s quaes ellas vio buscar as suas proprie-
dades, a sua orvigem e ¢ fazendo o estudo d’estas con-
sideragbes. fazendo a sua relacionacdo, para assacar-
mos as suas differengas, que nés tentaremos chegar 4
individualidade da opscnina.

I. Agglutininas ; Parece-nos absolutamente desti-
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tuida de fandamento a affirmacdo de serem as opso-
ninas agglutininas modificadas, ou entdo a admittir-
mos esta hypothese, temos de admittir tambem que a
modificagdo foi de tal maneira completa e profunda
que se creou uma substancia inteiramente differente.
A affirmagiio da origem agglutinica da opsonina, de-
correu naturalmente da constituigho de cada umad’es-
tas substancias, da analogia da sua formagdo; o facto
de ambas serem constituidas por um complemento e um
amboceptor — hemiagglutinina e agglutinophoro para
as agglutininas —leva 4 suspeita, por esta analogia, da
origem agglutinica da opsonina,

Ainda que assim fosse, o facto é que as duas subs-
tancias possuem propriedades totalmente differentes ¢
conservam uma independencia manifestamente accen-
tuada, :

Aquecendo um séro a 65° a epsonisaglio é j4 im-
possivel com esse soro, mas nio o é a agglutinagio ;
é que a opsonina foi destruida pela acgdo do calor ¢
a agglutinina ndo o foi,

Fazendo diluigdes successivas com o mesmo sbro,
este consegue ainda agglutinar n’uma diluigio de
1:400, situaglio em que jé ndo é realizavel a phagocy-
tose.

Ha sbros que determinam phagocytose consideravel
mas que teem um poder agglutinante nullo, e inver-
samente, outros ha que produzem agglutinagio consi-
deravel e nulla ou insignificante phagocytose, Estes fa-
ctos que noés confirmémos, nas nossas observagdes, tra-
duzem bem a independencia ¢ differenca de proprie-
dades entre agglutininas e opsoninas,

Tivemos preparacdes feitas com soro de typhosos, em
convalescenga, em que observémos as cawbiantes men-
cionadas, mas tambein tivemos outras em que a inten-
sidade da opsonisagio,corria paralella com a agglutina-
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¢do ; a par de phagocytose accentuada havia intensa
agglutinaglo, traduzida por massas de bacillos disper-
sas na preparagio. N'estes casos. seriam dois proces-
sos independentes, concorrendo para o mesmo fim, a
victoria do organismo infectado.

Os factos apresentados, parecem-nos confirmar so-
bejamente a independencia relativa entre opsonina ¢
agglutinina, e dizemos relativa porque nos parece lei
de physiologia geral que se niio ha subordinagdo com-
pleta entre as multiplas funcgdes de um organismo,
tambem entre ellas ndo ha uma independeucia absoluta
@ a nossa ultima referencia 4s nossas preparagdes pa-
rece confirmar a affirmagio,

II. Aggressinas—Por este termo siio designadas su-
bstancias que possuem a propriedade de impedir a ac-
¢do de um sbro bactericida, de maneira a impossibili-
tar a acglio immunisadora d’esse séro. E’ um productq
averignalamente bacteriano,sendo o termo aggressina,
‘orgado por Bail em 1905,

Pelo seu papel destruidor da bactericidia, teria uma
acgilo antagonica das opsoninas mas o cerlo é que em
ultima analyse, os seus fins sc identificam, concor-
rendo tambem as aggressinas para a immunidade, A
immunidade aggressinica provem d’uma acgdo indi-
recta, traduzida pela excitagdo da actividade phago-
eytaria, consequencia da defeza do organismo, o qual
vendo-se em presenca d’uma substancia prejudicial,
reage por hyperphagocytismo, Embora conducentes ao
mesmo fim, as duas substancias, opsoninas e aggressi-
nas, sio, ndo sé independentes uma da outra, como
tambem essencialmente differentes, Basta a sua ori-
gem em elementos antagonicos, para calcularmos a
differenga da sna natureza ; para as opsoninas temos
o8 leucocytos, ou mais especialmente os phagoeytos ;
para as aggressinas temos as bacterias que s#o clara-
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mente os seus productores, e tdo claramente que com
bacterias podemos nés preparar aggressinas. Sobre as
aggressinas temos pois, a sua necessaria differenga das
opsoninas e a sua independencia. A aggressina nio é
uma antiopsonina em absoluto, mas tambem mnio é
opsonina. :

111, Antiphaginas—S&o substancias elaboradas pe-
las bacterias, do mesmo modo que as aggressinas, cujo
papel é o do impedimento da phagocytose. Quando um
exshudado aggressinico impede a phagocytose é por-
que nelle existe o nucleo antiphaginico. Entre as
aggressinas e as antiphaginas ndo ha correlaciio de
fins, pois as primeiras incidem sobre os siros e is se-
gundas sobre os phagocytos; a mesma falta de cor-
relagiio se nota entre antiphaginas e opsoninas haven-
do mesmo entre estas um certo antagonismo. Em pri-
meiro logar, as antiphaginas sdo de origem bacteria-
na e as opsoninas, como sabemos, teem a sua origem
provavel nos leucoeytos; depois, as antiphaginas des-
truindo os phagocytos, destréem as opsoninas podendo
por isso considerar-se como anti-opsonina,

1V. Precipitinas—Estas substancias teem, perante as
opsoninas, um papel prejudicial porquanto ao formar-
se o precipitado, resultante do contacto entre precipi-
togeneo e soro precipitante, n’esse precipitado vao
tambem incluidas as opsoninas, A consequencia é uma
diminui¢iio do poder phagocytario do siro em experien-
cia e a concluséio sobre a natureza de, precipitinas e
opsoninag, é que ellas devem ter, naturalmente, uma
constitui¢dio differente,

Citar mais substancias que possam existir no siro
e que concorrem, por uma ou oufra forma, paraa im-
munidade dos organismos, procurar definir a sua cons-
tituiglo, a sua independencia, é embrenhar por um
dedalo de confusdes.
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Lysinas, hemeolysinas, immunisinas e outras,
sdo substancias que possuem mais ou menos rela-
¢des com as opsoninas, mas em que tudo, é ainda
hoje, vago e confuso. Todas estas substancias que se
completam uma ds outras, que se destroem mutuamen-
te, podem talvez assentar a sua constitni¢do n’um
mesmo nucleo primordial, sendo as differengas de ac-
¢do a resultante de integragdes de nucleos secunda-
rios lateraes. Seja como for, a componente ultima, se-
rd representada pelo esfor¢o do organismo para a ma-
nutenciio da sua harmonia, do sen admiravel equili-
brio. A decifraglio do problema sobre a natureza das
tdo numerosas substancia que concorrem para a im-
munidade, da sua constituicio intima, é uma das mais
complicadas aspiragies d’aquelles que estudam a im-
munidade, e este campo immenso, onde dia a dia se faz
mais luz, é ainda hoje um eampo muito cheio de som-
bras. '

A natureza das opsoninas é uma nova complicagiio,
um novo problema, cujo resultado é bastante vago.

¢) Modo d’acciio das opsoninas. As opsoninas sio,
como j4 vimos, substancias que excitam a phagocytose
tornando-a mais accentuada ; executam esta acgio
preparando as bacterias, de maneira a torna-las aptas
para a incorporacgdo, facilitando assim o papel inclu-
sor do phagocyto.

Wright foi buscar o termo 4 lingua grega, signi-
ficando elle um processo de preparagdio. A opsonina
do sbro quando se encontra perante leucocytos e bac-
terias, é sobre estas que exerce a sua acglo, prepa-
rande-as para serem phagocytadas, nio sendo ainda
conhecido o processo pelo qual ella exerce essa ac-
¢do ; ndo é porém exagero, ou phantasia, pensar que
ella se tl‘il,(lll?i:l. por alguma combinagdo chimica en-
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tre opsonina e substancia bacteriana. Que as opsoni-
nas teem um accentuado poder de fixagio sobre cor-
pos extranhos, é um facto que a experiencia confirma
e que essa fixagio se faz sobre as bacterias quando no
meio experimental entram as trez substancias, opso-
nina, globulos brancos e bacterias, é tambem um
facto verificado pela experiencia. Assim determinan-
do o poder opsonino de um séro e juntando-lhe depois
corpos extranhos como gros de carmim, carvio ve-
getal, farinha, verifica se, passado algum tempo, que
o poder opsonino do soro baixou, de forma bem sensi-
vel. Quando nds, para provarmos que a opsonina sc
encontra ligada ds albuminas do soro, a precipitamos
pela soluglio saturada de SOY(Az H%)?, vemos que o li-
quido filtrado ndo contem a mesma quantidade de
opsenina, o que é a consequencia de parte d’ella se
fixar no filtro, Estas experiencias demonstram bem a
tendencia fixadora d’essa substancia e outras expe-
riencias, bem mais numerosas, provam tambem que
é sobre as bacterias, e nilo sobre os phagocytos, que
se faz a fixagdo quando ella se encontra em face d’es-
ses dois elementos ; a0 mesmo tempo que provam esta
assergdo, demonstram que o seu papel é bem differente
do attribuido por Metchnikoff ds suasestimulinas que
para o auctor se resumia em estimulo levado aos pha-
gocytos.

As experiencias de Wright sido concludentes sob
este ponto de vista. Primeiro aquece sbro a 60° du-
rante algum tempo e colloca-o em contacto com leu-
cocytos e bacterias, depois de aquecido ; verifica que
nfo ha hyperphagocytismo ; é que a opsonina foi des-
truida. Depois repete a experiencia, mas antes de
aquecer o soro, pde-o em contacto sé com as bacte-
rias, precipita estas pela centrifugaciio, aquece entfio
o0 s0ro e verifica que, apds a juncedo de leucocytos,
ha hyperactividade phagoeytaria,
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Parecem-nos bem concludentes estas experiencias,
sobretudo a segunda, em que se vé o mais claramente
possivel a impossibilidade de acg¢lo sobre » phagoeyto,
pois quando se junta este, o sdro jd estava inactivado
pelo aquecimento ; a bacteria é que tinha sido sensi-
bilizada, preparada pela opsonina quando elle estabe-
‘leceu o contacto entre sdro e bacterias.

Relatamos ainda uma experiencia de Neufeld egual-
mente concludente e nfAo faremos mais referencias
por as julgarmos dispensaveis.

Neufeld junta leucocytos frescos a umn sdro vacei-
nico anti-streptococeico averiguadamente efficaz, aque-
ce a mistura durante 20 minutos a uma temperatura
de Hb°, isola os leucocytos por centrifugaciio e junta-
lhe soro normal e streptococcus virulentos ; a phago-
cytose é ligeira. :

Neufeld modifica a experiencia collocando primeiro
0s streptococcus em contacto com o soro vaceinico ef-
ficaz, depois isola-os por centrifugagdo, lava-os com

~ soluto de Cl Na e acaba por os collocar em face de
leucocytos frescos em sbro mormal ; a phagocytose é
activa,

Se a acglo da opsenina se exercesse sobre s leu-
cocytos, deveriamos ter na primeira experiencia de
Neufeld, uma activa phagoeytose, porque tinhamos
um séro poderoso a sensibilizar as cellulas. Tal se
nio deu na primeira mas deu-se na segunda, porque
n’esta o contacto, dosoro poderoso, fez-se com a bue-
teria que foi entilo preparada para a intensa phagoey-
tose que se observou e que de maneira nenhuma po-
derd ser attribnida 4 opsonina do sbro normal, Sobe-
Jjamente provada fica a affirmagao de Wright de que
a acgdo da opsonina incide sobre a bacteria’ e nilo
sobre o phagocyto e tdo evidente éessa affirmagio que
o proprio Levaditi, que scgue as ideias exclusivistas de
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Metchnikoff, a admittiu, affirmando que era um argu-
mento importante contra a ideia das estimulinas se-
rem os factores determinantes do acerescimo da pha-
goeytose, consideradas como elles as consideravam,
isto é, como productos léucocytarios e exercendo a sua
‘acglo sobre os leucocytos, _

Fica assim demonstrado o modo de acgdo da opso--
nina mas fica no escuro o mechanismo intimo d’essa
acedlo,

Wright, por essas substancias prepararem as bac-
terias, chamou-lhes opsoninas ¢ Neufeld, por ellas
exercerem a sua acgio sobre os microorganismos, cha-
mou-lhes bacteriotropinas.



CAPITULO III

Technica opsonica — Phagocytose experimentai

0 i)oder phagocytario d’'um soro é medido pelo nu-
mero de bacterias que sio incluidas nos leucoeytos po-
lymorphos, pela acgiio d’esse soro. Feita a inclusfio
bacteriana por meio da acgdo de um soro, conta-se um
determinado unmero de phagocytos e o numero total
de bacterias que elles phagoeytaram, divide-se depois o
numero de bacterias pelo dos leucocytos e o numero
obtido representa o poder phagocytario relativo do soro
empregado. Procedendo de forma identica ¢om um
soro de individuo normal, nés obtemos numeros que,
comparados, nos levam a conclusdes importantes, entre
as quaes é a mais importante, a da determinagio do in-
dice opsonico, que afinal nio é mais do que a relagdo
entre os dois numeros obtidos, quando empregamos
soro de individuo normal e soro de individuo doente.,

Nilo é o poder phagocytario dos leucocytos que nés
determinamos mas sim o poder inclusor do soro com
que experimentamos. Contar o numero de bacterias
que foram phagoeytadas pelaacgiio de um séro doente
e as incluidas por um soro normal, affigura-se-nos ser,
o avaliar da intensidade comn que se exerceu a acgio
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do soro empregado, medir o poder inclusor d’esse soro,
tanto mais que os leucocytos em ambos os casos 8o
sempre os mesmos, variando apenas os sdros empre-
gados. A affirmaglio que vimos de fazer conduz-nos a
um facto de interpretagiio delicada, como é o de saber
se as opsoninas actuam sobre o leucocyto ou sobre
a bacteria, questdo de que j4 tratdmos. Ainda hoje as
opinides estio divididas mas Wright, e com elle muitos
auctores, affirma ser sobre a bacteria que a acg¢lo se
exerce, e sendo realmenic assim, mais fortemente se
justifica a nossa affirmagio de que é poder inclusor do
s0ro que se mede na phaguuytose experlmantal e nio
do leucocyto.

Seja porém como for, para a inclusfo experimental
nés carecemos do instrumental seguinte : 2

1. Globulos brancos lavados,

II. Emulsdo bacteriana.

II1. Soro sanguineo deindividuo normal ou doente.

a) Corpusculos lavados — Obtido o sangue por pi-
cada da face lateral do dedo, na altura da phalangeta,
regiio onde a sensibilidade ¢ menor, é elle recebi-
do em umtubo de centifruga pequeno, cheio até dois
tergos com uma solugio de citrato de sodio em sbro
physiologico a 0,85/, que evita a coagulagiio. A ex-
pressio do dedo deve ser delicadamente feita e domes-
mo modo a mistura do sangue e solugdio anti-coagn-
lante, para se evitar a desagrega¢io dos leucocytos,
pois sBo cellulas que com muita facilidade se des-
troem., Por esse motivo a agita¢io do tubo de centri
fuga nunca deve ser brusca mas sim realizar-se por
movimentos lentos de inclinagfo,

No manejo do instrumental para o estudo da inclu-
sdo bacteriana nio é saperfluo o conselho d’'um exa-
gero de cuidado pois a technica da inclusio é de
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uma grande delicadeza, carecendo por isso meswo de
uma grande attengdo nos seus detalhes os mais insi-
guificantes,

Bem misturado o sangue e soluto de citrato de so-
dio, procede-se 4 sua centrifugagio em qualquer cen-
trifuga, sendo preferivel a de agua. Esta primeira
centrifugagiio dura 10" a 15'. Os elementos solidos do
sangue depositam-se no fundo do tubo e a camada li-

. quida formada de soro e solugio de citrato de sodio ¢

aspirada por num chupeta Pasteur, 4 jual se adapta, na
sua extremida larga, uma tetina de cautchu, Esva-
siado o liquido, 0 mais completamente possivel, por
essa aspiragdo, é elle substituido por soluto de CINa
a 0,85°/, e o sangue novamente agitado com toda a
dogura,

Nova centrifugagiio de 15 minutos, nova aspiragio
do liquido resultante e sua substituigdo pelo soluto de
CINa e, depois de uma ultima centrifugagdio, nés te-
mos os leucocytos preparados e aptos a serem empre-
gados, Para esse fim colloca-se o tubo em um plano
inclinado onde fica em repouso durante meia hora, de-
pois de termos aspirado todo o liguido que no tube
havia. :

E’ bem distincto o aspecto da camada mais super-
ficial do tubo, é n’ella que se encontram os leucocy-
tos em bastante quantidade, E’ uma camada com um
aspeto cremoso onde ha lencocytos misturados com
algumas hematias.

Wright propde destruir essas hematias com algnmas
gottas de acido trichloroacetico mas nds nunea o fize-
mos pois ndo observdmos nenhuma vantagem em as-

sim proceder, antes as hematias nos ajudam posterior-

mente & focagem microscopica, além de que o acido po-
deria influir nos leucocytos preparados. Ainda ha
quem proponha o aspirar de toda a camada cremosu
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do tubo, e o deposita-la em um vidro de relegio para o
emprego ulterior. Fizemos sempre a aspiragho directa
do tubo, e o transporte dos leucocytos para o vidro
do relogio affigura-se-nos ser mais uma desnecessaria
complicaglio d’esta, nflo facil, technica.

Uma quantidade relativamente grande de sangue
(30 gottas), uma centrifugacio demorada do liquido,
uma aspiraglio completa do que foi empregado na ul-
tima lavagem e o repeuso do tubo em plano inclinado .
durante meia hora, sfo condigies que levam 4 for-
magdo de uma apreciavel camada cremosa onde abun-
dam os leucocytos que, com facilidade, sdo d’alli as-
pirados, ; e

Com estes leucocytos, trabalhdmos nds, quasi sem-
pre, immediatamente depois da sua preparagiio, mas, di-
zem Wright, Doulgas, Milhit e outros que podem con-
servar-se durante horas n’esta situagio sem que se
manifeste influencia na inclusio que ulteriormente se
faga. Vinte e quatro horas ndo parece ser ainda
tempo sufficiente para uma apreciavel modificagio
n’essa inclusfo,

b) Emulsio bacteriana — Quando nés pretendemos
wedir o poder opsonico d’um séro, temos, para esse fim
de empregar uma emulsdo de bacterias que deve sa-
tisfazer a um certo numero de condigdes, A emulsio
deve ser preparada com bacterias d’uma mesma cul-
tura, bacterias com o mesmo tempo de cultura e cul-
tura feita no mesmo meio. A edade da bacteria tem
importancia grande, podendo estabelecer-se que para
0s coceus que nao tomam o Gram e todas as bacterias
coliformes, a cultura ndo deve ter mais de 4 a 6 ho-
ras; para todos os outros microorganismos a duragio
deve ser de 24 horas,

Quando trabalhdmos com culturas puras de coli-
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bacillo, empregdmos primeiro bacterias com 24 horas
@ obtivemos nlo 86 inclusSes excassas mas encontri-
mos sobretudo grandes variacies na morphologia das
bacterias. Umas espheroladas, ouiras curtas e extre-
mamente grossas, outras compridas, demasiadamentc
compridas, a par de uma phagoeytose pouco conside-
ravel, foram as vbservagdes que fizemos quando o
tempo da cultura foi apenas de b a 6 horas. Estas
mesmas conclusdes se estendem ao bacillo d’Eberth e
aos coccus que ndo tomam o Gram,

A concentracio da emulsio ndio deve ser exage-
rada para ndo diffienltar posteriormente a contagem
das bacterias incluidas e por ndo haver a mais pe-
quena vantagem em concentrar demasiadamente a
emulsio.

Bem sabemos que o poder opsonico de um sbro ¢
uma funcgdo da concentragio do liquido bacteriano
‘empregado e n'estas condigdes quanto mais bacterias
existirem no liquido, tanto mais intensa é a phagoey-
tose, tanto maior é o numero de hacterias incluidas.
Mas que importa isso ?

Evidentemente nés nfio vamos estudar um soro iso-
lado, para medir o sen poder opsonico, fazemo-lo sem-
pre em comparagdo com a intensidade inclusora de um
siro dado, do so6ro normal, e a rela¢lo entre as duas
medi¢des é que para nds tem valor. N’estas circums-
tancias que nos importa o grau de coneentragiio ?

S6 importa pela facilidade ou dificuldade da conta-
gem que depende da fraca ou forte concentragiio ba-
cteriana Querendo medir o poder opsonico do siro de
um typhoso, nés fazemos uma emulsdo de bacillo ty-
phico com uma concentraglio casual e provocamos a
phagocytose com esse soro. Contamos as bacterias in-
cluidas em um certo numero de phagoeytos, e dividin-
do 08 dois numeros, temos a media de bacterias por
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leucocytos, phogocytadas pela acgio do soro typhoso._
E’ um valor, é um termo que isoladamente nada signi-
fica, Procedendo da mesma forma, com a mesma cul-
tura mas com um séro normal, obtemos um outro nu-
mero e da comparagio dos dois tiramos entio conclu-
sdes, Se o soro de um typhoso A inclue 3 bacterias,
ge 0 de um outro B inclue H e se um sdro normal in-
clue 1, eu tenho conclusdes nio s6 sobre os dois 86-
ros typhosos considerados entre si, como tambem, con-
siderados em relagdio ao soro normal. A concentragio
da emulsiio é n’este caso um factor commum e por isso
absolutamente secundario, pois se o s6ro normal in-
clue 1 e o do typhoso B, b, para dada concentragic
para uma concentragio mais forte, o normal incluird
por exemplo 3 e n’este caso a inclusfo do typhoso B
serd 15. Os nameros differem mas a relagio é que
nos importa o essa ralagho que ndo varia é o indice
opsonico, independente como se vé de na emulslio
haver 7000, 10000 ou 20000 milhdes de bacterias pox
centimetro cubico, Ainda para o caso do estudo, de-
morado de um doente, para o qual tenhamos de fazer
numerosas e espagadas inclusdes, ainda n’este caso, 0
grau de concentragio nada influe porqne é sempre a
relaglio que nds apreciamos e ndo o valor isolado de
cada um dos sdros.

De resto, com a technica que habitualmente empre-
gdmos ¢ que é a mais geralmente seguida, as emul-
s0es empregadas ndo apresentam variagdes muito ex-
tensas relativamente 4 sua concentragio. Uma vez
obtida a cultura reccente da bacteria, tiramos com
uma ansa de platina um fragmento de cultura que
emulsionamos na parede de um tubo d’ensaio, no qual
se deitam precisamente cinco centimetros cubicos de
soluto de Cl Na a 0,85°/,.

Uma pequena qnantidade de coccus é sufficiente
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para tornar o liquido opalescente em poucos instantes
o é pelo grau d’esta opalescencia que avaliamos o
grau de concentragdo. N’uma boa emulsdo de coccus
a turvagic deve ser ligeira e quando assim succeda,
podemos affoitamente empregar essa cultura, O mes-
mo se d4 com as emulsdes bacillares que niio opales-
cem o liquido e apenas o turvam. E’ fundamental o
evitar a forma¢do de grumos, o que se obtem fazen-
do com cuidado a emulsio, na parede do tubo.

O bacillo de Koch, é sob o pontode vista da emul-
sllo, aquelle que mais difficuldade apresenta para uma
relativamente perfeita homogeneisagio e esta difficul-
dade resulta da grande tendencia que elle tem para
formar grumos. 1

Nas nossas experiencias empregdmos culturas ho-
mogeneas de tuberculose aviaria, bovina e humana que
nos foram enviadas pelo Instituto Pasteur de Paris,
mas nem sempre é facil obter essas culturas, e no
mercado, o que vulgarmente encontramos sfo os ba-
cillos incorporados em massas solidas que depois
temos de preparar para fazermos a emulsdo, De resto
mesmo com as culturas ‘homogeneas é difficil evitar a
formagao de grumos e sé com muito cuidado e pa-
ciencia os evitaremos. :

Quando temos de trabalhar com massas solidas, co-
megamos por destacar de bloco um fragmento peque-
no que é repetidas vezes lavado com agua distillada
e secco com papel de filtro, Esse fragmento lavado e
secco 6 entdo triturado, em um pequeno almofariz de
agata, por um espago de tempo nunca inferior a duas
horas. A trituragdo é feita a secco, no seu inicio, aca-
bando por se lhe juntar, gotta a gotta, uma solugio
de Cl Naa 1,5 °/o que é o titulo da solugio em que
tem de ser feita & emulsio.

(Com esta technica obtem-se uma pasta, um creme
6
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e por ultimo uma emulsfio grossa que se deita em
um tubo de ensaio afilado em uma da extremidades,
e com a outra fechada 4 lampada. Agita-se bem o
tubo durante um certo tempo e depois inverte-se de
modo a que alguns grumos que se tenham formado
caiam na parte afiladado tubo que mais tarde se qune:
bra com o fim de eliminar esses grumos.

A emulsdio assim obtida, ainda ndo estd apta para
ser empregada ¢ para o poder ser, centrifuga-se uma
pequena quantidade d’ella até que as camadas superio-
res fiquem levemente turvas. Aspiram-se estas cama-
das com uma chupeta, misturam-se intimameute e as-
sim obtemos uma emulsfio sem grumos e sem uma
concentragio exagerada. Para avaliarmos se realmen-
te a emulsdo preparada estd em boas condicgBes, é
sempre conveniente, antes do sen emprego, fazermos
uma preparaciio em lamina que se céra pelo methodo
ordinario. i

Mac Farland de Philadelphia imaginou um instra-
mento para avaliar da riqueza d’'uma emulsiio bacte-
riana — nephelometro.

Consta de dois tubos, um tubo testemunha, com
uma emulsdo de So ¢ Ba, eo outro com a emulsio mi-
crobiana, cuja concentra¢fo se augmenta ou diminue
até os dois tubos apresentarem o mesmo aspecto. E’
um instrumento absolutamente dispensavel, A sim-
ples inspecgiio do aspecto da emulsdio é sufficiente para
avaliarmos a sua riqueza microbiana, Para terminar-
mos com o capitulo das emulsdes bacterianas, seja-nos
permittido um conselho dquelles que iniciam os seus
trabalhos sobre inclusBes microbianas. Tal conselho é
o de trabalharem com staphylococcus aureos que néo
80 permittem uma grande facilidade de emulsio, como
tambem ddo inclusdes muito perfeitas e bonitas.

Temos algumas preparagles n’estas condiges e al-
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gumas vezes nos aconteceu, ao contarmos os staphy-
lococeus englobados, o contarmos como staphylococens
uma pequena granulagio com o mesmo aspecto da
bacteria mas que mais tarde vimos ser um fragmento
do nucleo, preso a um dos restantes fragmentos por
um filamento extremamente tenue. Nio sabemos se
esse fragmento de nucleo tem alguma significagao par-
ticular e feriu-nos a sua existencia, por nuneca o ter-
mos observado (que nos lembre pelo menos) nos muitos
milhares de leucocytos polymorphos que pelos nossos
olhos teem passado, nas preparagdes de sangue secco
quando determinamos formulas leucocytarias, Obser-
vdmos o facto e por essa razio mencionamo-1'o,
Resta-nos agora, para terminarmos com a descrip-
¢ho dos elementos que siio necessarios na technica da
opsonisagdio, o referirmo-nos ao séro inclusor.

c) Séronormal ou pathologico — Wright para obter
o s0ro procede da férma seguinte : com uma chupeta
especial—capsula de Wright—faz uma picada na pha-
langeta de um dedo e com cssa chupeta aspira o san-
gue que escorre da ferida e cuja quantidade podemos
fazer variar 4 nossa vontade, tendo para isso o cui-
dado de previamente passar uma atadura na raiz do
dedo e de fazer movimentos de circumduc¢ido com o
membro que se feriu. Procedendo assim, podemos.
com a simples picada da capsula de Wright, ou com
qualquer lanceta de sangue, obter uma quantidade
d’este que pdde medir-se por alguns centimetros cu-
bicos.

Para o caso do séro uma pequena quantidade chega
mas jd4 nfo é o mesmo para o caso dos globulos bran-
cos em que entdio precisamos de uma porgdo mais
consideravel de sangue.

A-capsula de Wright prepara-se com extrema fa-
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cilidade e é extremamente commoda. Um tubo de vi-
dro com o diametro de 4 a b™ ¢ afilado finamente
n’uma das suas extremidades e fechado n’esse ponto.
A outra extremidade é egualmente afilada mas no
momento em que se afila comecga-se por lhe dar uma
incurvagio de modo a o ramo afilado ficar paralelo
a0 ramo grosso. Obtida esta incurvagdo ¢ emquanto
o tubo estd ainda quente e malleavel puxa-se o ramo
afilado para féra, fecha-se esta extremidade e temos
constituida a capsula de Wright.

Para obter o soro pica-se o dedo com uma das ex-
tremidades afiladas, de preferencia a recta que pre-
viamente se tem quebrado para tornar mais facil a
penetragdo e a outra extremidade afilada e curva ada-
pta-se 4 gotta de sangue que aflora na ferida. Este
ramo curvo enche-se rapidamente e o sangue comega
a entrar na parte larga do tubo.

A capillaridade e a acglio da gravidade, fazem com
que o sangue seja aspirado na capsula de Wright.

Um centimeiro, ou meio centimetro cubico de san-
gue, basta para nos dar uma quantidade de soro suf-
ficiente para algumas inclusdes.

Entrado o sangue dentro da capsula, aquece-se cui-
dadosamente o ar que enche a parte larga e o fila-
mento recto, de modo a expulsa-lo e fecha-se de novo
esta extremidade 4 lampada. O ar aquecido ao arre-
fecer retrahe-se e o sangue é aspirado do filamento
curvo deixando este ramo livre, cuja extremidade é
por scu turno fechada & lampada. N'estas condigdes
deixa-se em repouso a capsula, para se dar a separa-
¢ido do sdro, ou facilita se essa separagio mettendo a
capsula na estufa de 37°.

E’ indifferente obter sangue por picada da pelle ou
directamente d’nma ‘veia, o sdro tem o mesmo poder
opsonisante mas j4 apresenta variagdes nas differen-
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tes horas do dia, razio que nos levou a colher o nosso
proprio sangue sensivelmente 4 mesma hora com o
fim de obtermos o soro normal. Foi quasi sempre em
relagiio 4 opsonisaglio determinada pelo nosso soro que
medimos o poder opsonico dos soros de individuos do-
entes e que estabelecemos indices opsonicos.

Comprehende-se que a escolha de um sdro normal
tenha importancia grande na determinagio do indice
opsonico quando pretendcmos fazer therapeutica, em
harmonia com as indicagdes dadas por essa determi-
nagio, Ao estudarmos o indice opsonico de um indi-
viduo doente, vamos procurar o poder opsonico do seu
soro e compara-lo com o poder opsonico do sbro de
um individuo normal, com um sbro normal. D’essa
comparagdo sae o indice opsonico.

Mas, se o individuo que reputamos normal o ndo
for, ainda que oxtensivamente o nio manifeste, a
nossa determinagio resulta, evidentemente, errada,
pois um dos membros darelacdo estabelecida era um
factor errado, Esta affirmativa ¢ tanto mais certa,
quanta certa é a possibilidade de um individuo poder
ser o portador de uma doenga, sem apresentar o mais
ligeiro symptoma da sua existencia. Innumeras ve-
zes isto succede na tuberculose e sendo assim, bem
claramente se comprehende quio viavel péde ser a
hypothese de um erro, na determinagio de um indice
opsonico, em que tenha entrado como factor o sbro de
um individuo n’estas condigdes.

A importancia d’este erro affigura-se-nos ser grande,
sobretudo quando estabelecemos indices com fins the-
rapeuticos. O mesmo se ndo d4 quando nos cingimos
a simples trabalhos de laboratorio, pois n’esta hypo-
these o erro commettido nao influe poderos.tmente na
conclusdo a tirar.

A ‘escolha de um sbro normal é pois um problema,
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um factor importante na technica opsonica e por as-
sim ser, é que se tem pretendido affastar do caminho,
a hypothese do emprego de um soro de individuo do-
ente, clinicamente julgado normal, empregando para
esse fim um dos dois processos seguinies ;

I. Procura-se obter siro de dois, trez ou mais indi-
viduos clinicamente reputados normaes, Determina-se
o poder inclusor de cada um dos soros, para a bacte-
ria que temos em estudo, Assim obtemos dois, trez
ou mais numeros que representam ¢ poder opsonico
de cada um dos sdros ; a media dos numeros obti-
dos representard o poder inclusor médio e é esse nu-
mero que empregamos como o normal. A quantidade
de ensaios que este proceder requer, parece-nos suf-
ficiente para por o processo de parte.

I1. Outro processo para obter o numero represen-
tativo do poder opsonico do sdro normal, consiste em
obter soro de 4, b ou mais individuos clinicamente
normaes, misturar esses sdros e ensaiar a inclusio
com a mistura obtida. A termos de empregar algum
dos dois processos para obter o chamado pool-sera,
soro contrdle, soro padrdo, prefeririamos o segundo
mas &6 no caso de pretendermos fazer therapeutica
opsonica. Para os ensaios sobre inclusdes bacteria-
nas, feitas em laboralorios, pareceu-nos sufficiente-
mente normal o nosso séro e bastas vezes o empre-
gdmos,

Obtido o sdéro normal ou pathologico pelo processo
de Wrighf, ou por qualguer ontro, nds ticamos pos-
suindo os trez elementos indispensaveis para a inclu-
sdo bacteriana, soro, emulsio de bacterias e corpus-
culos lavados.

d) Inclusdo das bacterias-phagocytose experimental
— N’esta altura entramos n’um delicado capitulo de
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technica e se em todo o caminhar d’este trabalho
experimental, se fornam necessarios o maior cuidado
e attengio, n’esta altura, esse cuidado tem de augmen-
tar, pois d’este tramite depende consideravelmente
0 bom ou mau exito de uma inclusdo microbiana,

Bom é frizar ainda que nos ensaios sobre technica
opsonica devemos empregar material esterilizado, sem-
pre que isso nos seja possivel.

A uma chupeta de Pasteur que prepardmos ante-
cipadamente e que antecipadamente esterilizdmos,
adaptamos uma tetina de cautchu, na extremidade
mais larga, e com uma lima, cortamos a extre-
midade da porgio delgada.

N’esta porgdo afilada marcamos, com um lapis de
escrever em vidro, um ponto, collocado 4 distancia ap-
proximada de 2™™ a partir da extremidade afilada da
chupeta. E’ até esse ponto que temos de aspirar suc-
cessivamente leucocytos lavados, emulsdo microbiana
e sbro a estudar. Para fazermos essa aspiragio come-
¢amos por ¢ mprimir a tetina o mais possivel com o
pollegar e indicador esquerdos e adaptamosa outra
extremidade & camada cremosa do tubo de centri-
faga, que contém os corpusculos lavados,tendo cuidado
de niio penetrar na camada em que se encontram as he-
matias. Aliviando ligeira e gradualmente a pressio
dos nossos dedos, deixamos entrar parva o tubo cor-
pusculos lavados até que a columna tenha attingido
o ponto marcado a lapis. Retiramos entlio a chupeta
e continuando a diminuir a pressido dos nossos dedos,
deixamos entrar uma columna d’ar precisamente igual
4 columna de corpusculos lavados, o que se obtem
quando a extremidade inferior d’esta ultima, chega
a0 nivel do ponto. N’esta altura adaptamos a extre-
midade da chupeta 4 emulsio deixando subir o li-
quido até ao ponto, Fica-nos assim a massa de cor-
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pusculos e a emulsfio bacteriana separadas por uma
bolha d’ar. Deixamos entdo subir a emulsdo, para en-
trar na chupeta nova columna d’ar, de volume egual
4 primeira e acabamos por aspirar o séro em estudo .
e ainda d’esta vez a ascenslo do liquido pdra logo
que este tenha attingido o ponto inicialmente marcado.
Aliviando ainda um pouco a pressiio dos nossos dedos,
as trez columnas vlo subindo no ramo estreito da
chupeta até a um ponto em que contactam e se mis-
turam, Paramos entdo com a aspiragho e um aug-
mento de pressio na tetina determina a descida da
columna unica que é assim expulsa para dentro de
um godé de porcellana. Repetimos assim umas trez
ou quatro vezes a aspiraglo e expulsfio, para obter-
mos uma mistura bem intima de globulos, bacterias
e 80ro, e n'uma ultima aspiragio logo que nos fique
livre a extermidade da chupeta, fechamo-la na cham-
ma do bico de Bunzen e collocamo-la horizontal na
estufa de 37°.

Wright imaginou uma pequena estufa especial (opso-
niser) com muitos orificios n’uma das paredes, em
cada um dos quaes entra uma chupeta conveniente-
mente preparada. :

A estufa de Wright é util quando se preparam mui-
tas chupetas, trabalhando com poucas qualquer es-
tufa de 37°, constantes, péde servir.

O bom exito de uma inclusdo depende em grande
parte d’este tempo da technica. Se fizermos variagdes
bruscas de pressio na tetina, vamos produzir ascen-
¢des e descengdes excessivamente rapidas das colum-
nas obtidas e d’ahi a desagregagio dos phagoeytos e
uma mé inclusdo. Os movimentos empregados devem
ser feitos brandamente.

Se a mistura nfio for bem intima, obteremos més
preparagdes, massas de bacillos para um lado, lenco-



89

cytos amontoados para outro, uma distribuigdo ir-
regular e consequentemente uma ma inclusio.

Quando se aspira a columna final deve haver cui-
dado em que ndo fiqguem interpostas numerosas bolhas
d’ar que difficultando os contactos, egualmente diffi-
cultam uma boa inclusfo.

Quando as tres gottas chegam ao contacto e se fun-
dem, deve haver ocuidadode nao deixar subir a massa
consideravelmente para que n#o fiqgue grande quanti-
dade de preparago adherente 4 porgio larga da chu-
peta. Emfim é necessario um grande cuidado n’este
tempo da technica.

Uma das principaes difficuldades n’esta altura é a
da graduagdo da pressiio feita com os nossos dedos,
A falta de um plano resistente, de encontro ao qual
possamos graduar a pressdo, faz com que se mani-
festem oscillagdes nas columnas dos liquidos e ar, dif-
ficultando assim o fim que temos em vista, fal o de
obter volumes precisamente eguaes de cada substan-
cia empregada.

Um pequeno truc de technica, obvia completamen-
te a esse inconveniente, N&o o temos visto menciona-
do, mas é natural que os outros o empreguem, pois nos
parece totalmente impossivel aleancar um resultado
satisfatorio sem o seu emprego.

Consiste este truc em graduarmos a pressio de en-
contro ao tubo da chupeta apanhando, para esse fim,
o tubo com metade dos nossos dedos e a tetina com a
outra metade. Procedendo assim conseguimos aspirar
somente o volume de liquido que pretendemos e nao
temos oscillagdes que difficultem esse resultado.

Preparadas as nossas chupetas e collocadas na es-
tufa a 37° permanecem ahi durante um tempo que
para nés foi variado. Quando trabalhdmos com staphy-
lococeus e bacterias coliformes empregamos 10/ de
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estufa. Para o bacillo de Koch o tempode permanen-
cia na estufa foi de 15'. Este tempo é sufficiente para
a realizagio da phagocytose experimental mas no caso
do bacillo de Koch podemos estender a 20" a perma-
nencia, sem prejuizo da inclusio, antes com vanta-
gem. Para o coli-bacillo e bacillo d’Ebert nao deve-
mos dispensar mais de 15 minutos se quizermos evi-
tar a espherolagio das bacterias.

Passados os 10 a 15’ de estufa, tiramos as chupe-
tas, adaptamos de novo a tetina e expulsamos o con-
theudo para um godé, de onde o aspiramos novamen-
te, repetindo duas ou lrez vezes a operagiio de modo
a obtermos uma mistura bem intima,

e) Preparagies microscopicas — Procedemos entdo
4s preparagdes em laminas bem lavadas em agua,
aleool e ether e bem seccas. Depois de deixarmos
cair uma gotta na lamina, perto de uma das extre-
midades, prendemol-a com uma lamella, estendendo a
depois 4 maneira de uma gotta de sangue, A gotta
caminha arrastada pela lamella, atraz e por debaixo
d’esta, A inclinagdo da lamella deve ser tal que
obtenhamos uma camada de preparagio com uma es-
pessura regular para com mais facilidade encontrarmos
leucocytos. :

Feita a preparago, secca-se esta rapidamente, fixa-
se e cora-se, Na seccagem, fixaclo e coloraglio péde
seguir-se sempre o mesmo processo para todas as ba-
cterias 4 excepgdo do bacillode Koch ; a fixagho e co-
loragio é feita n’este caso por processo differente que
em breve descreveremos,

Nos nossos ensaios empregdmos para a coloragdo
differentes anilinas azues que habitualmente empre-
gamos, na coloragdo do sangue e adoptamos 0 mesmo
processo como para o sangue, Esses azues sdoo azul
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de Leishman, azul de Jenner e azul de Reuter. Todos
elles ddo coloragdes muito bonitas mas se nos fosse per-
mittida uma preferencia dal-a-hiamos ao azul de Reu-
ter. A preparagBo d'estas tintas é muito facil e teem
ellas ainda a vantagem de dispensarem a fixagdo,
pois esta é feita pelo dissolvente. A sua composigiio é
a geguinte :

| Pé de Leishman (0& 5
Azul de Leishman ? Aldbol itoetbyhon 100%

| P6de Jenner Os,5
Azl de, Jenner | Aleool methylico 100er-

! P6 de Reuter 0= 15

Azul dg Reuter Aleool methylico 100sr:

A coloraglo péde ainda ser feita com thioni-
na phenicada (thionina 0,25 °/,, acido phenico 1,0 °/,),
azul de toluidina, etec. Quando se emprega qualquer
d’estas ultimas anilinas é necessaria afixaglo que pé-
de ser feita com alcool-ether (50 °/, de cada) ou com
soluto saturado de bicholoreto de Hg, ou ainda pelo
calor, ete.

Noés damos a preferencia a qualquer dos azues cita-
dos que dando explendidas colorages dispensam a fi-
xag¢do preliminar.

Sobre a preparagdo secca deitam-se 15 a 20 gottas
de azul de Reuter que se deixa actuar durante um
minuto. Passado este tempo juntam-se 30 ou 40 got-
tas de agua distillada, dobro do numero de gottas de
tinta empregada. Mistura-se a agua com a tinta so-
prando a preparacio com um tubo de vidro afilado
e deixa-se em repouso durante 5 minutos. Lava-se
com agua distillada corrente e mergulha-se a prepa-
ragio em uma tina com o mesmo liquido, onde repousa
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um minuto. Secca-8e depois com um papel de filtro
e calor brando e monta-se, A preparagdo deve ficar
com uma cor rosada, nio muito carregada, para que
se possa com facilidade observar os phagocytos e as
bacterias incluidas. :

Para o bacillo da tuberculose os tramites para a
coloragdo sfio um pouco differentes do processo que
acabamos de descrever. Em primeiro logar a fixacio
é feita cobrindo completamente a preparagdo com um
soluto saturado de bichloreto de mercurio que se dei-
xa em contacto durante 3'. Depois lava-se a prepsra-
¢do com agua distillada e cora-se com a fuchsina de
Ziel Neelsen :

Fuchsina (rubrina)........ 10 s~
Aleool 96°............... 1008~
Agua phenica a 5%,...... 1000 #"

Esta coloragdio é feita como nos exames das expe-
ctoragdes em que se pretende a pesquiza dob. de Koch.
Assim coberta a preparagdo com fuchsina leva-se a
lamina para uma estufa secca aquecida, e deixa-se
permanecer ahi até que comece oapparecimento de
vapores, Deve haver cuidado em nio deixar evaporar
atinta completamente para ndo estragar a preparagio
e nXodeixa de ser conveniente a permanencia na estu-
fa, algum tempo ainda depois do apparecimento dos
primeiros vapores. Cordda com a fuchsina é lavada
com agua corrente e descorada com SO*H? a 2,5 °/,.

N’esta altura aconselham, Wright e outros, o fazer-
mos a destruicio da hematias pelo acido acetico a
4°/,. Poucas vezes o fizemos e niio encontramos
vantagem}] n’essa forma de proceder. Descérada a
preparaglo com SOH? recéra-se com azul de methy-
la, secca-se e monta se,
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¢) Contagem das bacterias e phagocytos — Montada
a preparacio e focada com lente de immersfio, come-
gamos a pesquiza dos phagocytos. E’ nas orlas das
preparactes que elles se encontram em maior abundan-
cia, ndo sendo porém boa a preparacio onde eiles es-
tejam amontoados.

Succede algumas vezes os leucocytos estalarem, de-
sagregarem-ge, o que é naturalmente consequencia de
uma technica pouco cunidada, e no meio dos fragmen-
tos observarem se bacterias as quaes nds ficamos sem
saber se foram ou nao phagocytadas. A boa technica
n’estes casos é ndio contarmos esses polymorphos e
essas bacterias. Qutras vezes abundam polymorphos
com a sua morphologia conservada mas com o protoplas-
ma vacuoloso embora a technica tenha sido exemplar,
N’estes vacuolos. grandes ampliagdes, permittem 4s
vezes constatur a presenga de bacterias degeneradas.
N’estes casos é melhor ndio contar estes phagocytos ou
contando-os deve mencionar-se o estado especial do
seu protoplasma que piéde ser causa de erro, Ainda na
contagem das bacterias, deve haver cuidado em ndo
incluir sendo as que estdo dentro dos phagocytos, pois
succede encostarem-se a elles e ndo estarem in-
cluidas,

Em muitas das preparacdes que fizemos observi-
mos na peripheria do leucocyto, em um ponto doseu
contorno uma proeminencia extremamente tenue, pal-
lidamente corada de azul e tendo algumas vezes ba-
cterias incluidas. Nas primeiras observagdes niio ligs-
mos importancia ao caso mas a constancia da sua re-
peti¢io feriu a nossa attenc¢lo e levou-n’os a relatar
o facto. Hoje, depois que observdmos os movimentos
dos phagocytos vivos e a forma de progressio, aoul-
tra-microscopio, pensamos que possa haver alguma
relagio entre a protuberancia observada, manifesta
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mente protoplasmatica, e essa progressfio. No ultra-
microscopio a observagio de sangue fresco mostra-nos
08 polymorphos em movimento. No seio da cellula
phagocytaria as granulagdes, intensamente illamina-
das, estiio animadas de movimentos muito rapidos.
N’um dado momento na periferia da cellula férma-se
uma proeminencia, com aspecto mamillar, e cheia
das mesmas granulagdes. Talvez que esta protube-
rancia do leucocyto seja primeiro protoplasmatica e
que para ella se desloquem posteriormente as granu-
lagBes e que tenha sido no primeiro estado que as te-
nhamos apanhado ao seccar as nossas preparagdes. A
constatagiio do facto é simples mas a sua significaglio,
se alguma tem, é que niio conhecemos sendo com-
prehensivel a nossa ignorancia perante uma cellula
que certamente é das mais importantes e complexas
do organismo, '

Percorrendo a preparagio junto das orlas encontra-
mos ahi em maior quantidade os leucocytos polymor-
phos, cujo numero vamos notando no nosso caderno
ao mesmo tempo que mencionamos as bacterias inelui-
das, E’ de boa regra fazermos pelo menos duas la-
minas com a mesma preparagdo e contarmos 50 pha-
goeytos em cada lamina. Isto porém nfio é absoluta-
mente indispensavel e a contagem de 50 polymorphos
é sufficiente na maioria dos casos,

Quando succeda encontrarmos® leucocytos com o0s
quaes se ndo den phagocytose a nossa conducta deve
ser a de contar esse phagocyto (phag. 1, bact. 0)
mas a nossa contagem deve entdo ser maior porqae
a ausencia de bacterias n’esses leucocytos estd a in-
dicar que a mistura n3o ficou perfeita, o que bem
facil 6 acontecer, Algumas vezes manifesta-se uma
grande desigualdade na repartigio das bacterias e as-
sim ao passo que encontramos globulos com inclu-
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ses consideraveis de bacterias, observamos outros em
que a inclusdo é representada por uma quantidade
minima, 1 e 2 bacterias a par de 12, 13 e mais.
N’este caso a contagem deve ser feita em trez lami-
nas, 50 phagocytos em cada.

D’esta forma, sem accrescimo de difficuldade, obte-
mos um resultado mais proximo da verdade.

Na contagem das bacterias ndo se encontra, por
via de regra, difficuldade ; a unica que encontrémos
foi a da espherolagio quando faziamos contagem de
bacillos, e essa foi por vezes bastante grande, insu-
peravel mesmo, Os, phagocytos depois de incorpora-
das as bacterias modificam a morphologia d’ellas, aca-
bando por as reduzir a granulagdes, constituindo este
facto o phenomeno da espherolagiio. Quer a esphero-
lagiio seja consequencia d’uma acglo directa do leu-
cocyto sobre a bacteria, quer ella seja o resultado de
uma falta de adaptacio do microorganismo no meio
novo em que se encontra arrastando essa falta a mo-
dificagio da morphologia bacteriana, o facto é que,
sobretudo apds um contacto prolongado de bacteria e
phagocyto, aquella tomando a forma espherica ma-
nifestamente vem complicar a contagem. Esta com-
plicaglio é grande e péde mesmo ser causa de erro
gquando trabalhamos com formas bacilares porque
pensando em imperfei¢bes da preparagiio, em borrdes
de tinta, em fragmentos de nucleo, podemos nio con-
tar a bacteria e portanto errar. A’ parte esta diffi-
dade, e outra nos nflo occorre relativa 4 contagem de
bacterias, faz-se esta em regra com relativa facili-
dade,

As phagocytoses muito consideraveis difficultam a
numeragio mas esta difficuldade é facilmente remo-
vida empregando o mesmo séro mas diluido em so-
lugdo de CINa a 0,6Y/,.
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Feita a contagem de 50 polymorphos e das bacte-
rias incluidas pela accdo do séro normal, contam-se
outros cincoenta polymorphos e as bacterias inclui-
das pela acglo do sbro doente.

Se no primeiro caso contarmos n bacterias, e no
segundon n' teremos no primeiro caso o poder phago-
cytario do soro normal e no segundo o poder phag.
do siro doente e a relaglo

poder phag. sbro doente

= = indice opsonico.
poder phag. sdéio0 normal

I
——

¢) Consideragdes geraes—Algumas criticas se teem
levantado contra a technica de Wright, mas nio
teem conseguido abalar o seu valor nem destruir a
importancia que este novo processo tem no capitulo
da therapeutica. Resumiremos as vbjecgdes feitas ao
methodo opsonice, procedendo mesmo 4 maneira de
Milhit que no seu magnifico trabalho sobre opsoninas
resume em um capitulo todas as objecgdes, discutindo
a sua importancia. A algumas j4 nés fizemos refe-
rencia ne decorrer d’este trabalho, sobre essas pouco
insistiremos. Assim o estado vacuoloso dos leucocytos
tem servido de pretexto para condemnar o processo,
mas -relativamente a este estado j4 nés dissemos
qual deve ser a nossa conducta que se resume ou &
recomegar a experiencia, por ter havido pouco cuida-
do na technica empregada, ou entdo a mencionar esse
estado particular dos leucocytos, apresentando-o como
causa de erro, Este facto de maneira nenhuma pdde
ser causa sufficiente para a condemnacgio do processo
opsonico.

Nas mesmas circumstancias nos encontramos
quando nas nossas preparagdes abundam os phagocy-
tos estalados, o que com facilidade péde acontecer co-
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-0 consequencia de uma méd technica. Condemnar o
processo por causa da facilidade com que podemos
obter preparagBes imperfeitas parece-nos absurdo,
corija-se, affine-se a technica e as preparagdes appare-
cer-nos-hio boas.

A interferencia do coefficiente pessoal na avalia-
¢lo dos resultados obtidos, 6 um argumento um pouco
mais importante. Essa influencia é clara. Ha sempre
am certo grau de paixio da parte d’aquelles que de-
fendem o processo e o enthusiasmo d’essa defeza pédoe
influir na isengio com que deve ser feito o exame das
inclusdes bacterianas. Este mesmo coefficiente de pes-
soalidade se encontra em todos os outros processos
laboratoriaes e difficil serd encontrar alguem que d’elle
nio use, Sem (ue COm i8s0, eSSes Processos sejam
arredados, antes se aproveitam d’elles os seus bons re-
sultados. Assim o coefficiente pessoal niio é sufficiente
para derrubar o novo processo.

Pretendeu-se que, em linha de conta, eram tomadas
muitas bacterias que nio estavam incluidas mas sim-
plesmente sobrepostas. O caso é possivel, embora nio
frequente mas s6 em casos muito especiaes se poderd
dar o erro. Se a bacteria estd sobreposta no phago-
cyto, a observagio dos planos da preparagiio é suffi-
ciente para a destringa, pois na inclusio, bacterias e
granulagdes dos polymorphos, estio no mesmo plano
o que se nio dé na sobreposi¢io em que se torna ne-
cessario focar as granulagbes, e depois focar as bacte-
rias. A objecgiio das bacterias sobrepostas a falscarem
o resultado das incluidas, é de somenos importancia.

A phagocytose expontanea, embora certa, nio influe
no resultado final, em primeiro logar porque carece
de um espago de tempo grande para poder dar uma
inclusfio apreciavel, sendo ainda assim minima, e de-
pois porque representa um factor constante em ambos

1
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os termos da nossa relaglo que{éa parte que nosinte-
ressa, A phagocytose expontanea dd-se, niio s quan-
do empregamos 0 soro normal, como quando em pre-
games o soro doente. Em ambos os casos ha umai
parte da inclusiio que poderd ser attribuida 4 pha-
gocytose expontanea, e como esta parte é a mesma,
nio ha variagio na relagio estabelecida entre a in-
clusdo pelo s6ro normal e pelo s6ro doente. Sendo as-
sim, nenhuma influencia tem no resultado final da
inclusfo, a phagocytose expontanea,

Outros elementos apresentados para derrubarem a
technica opsonica teem excasso valor para attingir tal
fim. Duragio do contacto, degenerescenc a dos leuco-
cytos, attenuaciio do poder opsonico do sdro, sdo ou-
tras tantas objecgles contra o processode que estamos
tratando mas nenhuma d’ellas é sufficiente para u sua
condemnagiio,

Uma objecgiio que 4 primeira vista seria decisiva para
a condemnagiodo processo, é a que resulta de o po-
der phagocytario de um s6ro ser funcglo do grauda
concentragho da emulsio bacteriana. A ella j4 fizeros
referencia, no estudarmos n’este capitulo o processo de
preparagio das emulsdes bacterianas, Effectivamente
com um mesmo s610 ¢ emulsio de concentragio va-
riada, ndés podemos obter variados valores para o po-
der opsonico d’esse soro Com o sbro do mesmo indi-
viduo, obtido em tempos differentes e com a mesma
emulsilo, ensaiada tambem em tempos differentes,
obteremos valores diversos para o poder inclusor do
s0ro e isto repetir-se-ha com o s6ro normal e com o
soro doente e assim, perante resultados tio variados,
as nossas conclusdes perderiam todo o seu valor.
Quando nés queremos obter resultados comparaveis,
o que estudamos nfio é o poder inclusor do sbroisola-
damente considerado, mas sim as relagles dos poderes
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inclusores dos dois soros, isto 6, os indices opsonicos,
que j4 nllo sdo funcgdes do grau de concentragdo das
emulsdes bacterianas, como j4 dissemos.

Um sbro normal péde em um dado momento in-
cluir 2,4 bacterias por leucocyto e algum tempo de-
pois, como consequencia do augmento dé concentra-
¢lo da emulsdo, incluir 4,8 bacterias por leucocyto.
Estes resultados sXo bastante differentes como se vé.
Emquanto isto se d4 com o soro normal, o séro doente
tambem apresenta variagles no valor da inclusio pe-
rante a mesma emulsfo. Supponhamos que no pri-
meiro tempo achdmos 4,8 e no segundo 8,16 bacterias
por leucocyto.

Teremos assim :

gbro normal — 2.4

1.° tempo!{ * indice opsonico= " = 2,0
goro doente =— 4,8 2,4
(soro normal = 4 8 8.16

2.° tempo indice opsonico=——_ = 2,0
soro doente — 8,16 8

Os indices opsonicos niio soffreram variaglio. A
conclusiio é a de que quando queremos comparar re-
sultadus em serie, essa comparagiodeve ser feita entre
os indices opsonicos, e as emulsdes empregadas para
08 s0ros normaes devem ser as mesmas quando en-
saiamos os sbros doentes,






CAPITULO IV

Influencia de varios factores no phenomeno
da opsonisagdo

No capitulo anterior fizemos o estudo da technica
da opsonisagiio, tendo tido ensejo de verificar que essa
technica, d’uma delicadeza grande, demanda por essa
mesma razdo, cuidados indispensaveis, porquanto sio
multiplas as circunstancias que podem entravar o
resultado, conduzindo-nos ao insuccesso ; a alguns
d’esses cuidados fizemos referencia no decorrer da des-
eripgdo da technica, mas outras circumstancias exis-
tem que podem influir no phenomeno, tornando-se ne-
cessaria a sua apresentagiio em capitulo separado, o
que nos propomos fazer.

Comegaremos pelo estudo da :

a) Influencia da quantidade de soro — A opsonisa-
¢dio da bacteria, da qual depende a phagoeytose, é uma
funcglio dependente do estimulo da opsonina existente
no sbro ; ora quanto maior for o volume de soro con-
siderado, tanto mais consideravel serd a quantidade
de opsonina que elle encerra e por isso mais extensa
a sua acgdo, isto 8, exercer-se-ha sobre um maio
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numero de bacterias, augmentando a intensidade da
phagocytose.

E’ um facto de singela verificagio experimental e
que se repete tanto com sdro normal, como com sbro
de doente, mas com algumas differengas ; assim em-
pregando os mesmos leucocytos e a mesma emulsio e
variando os volumes de s6ro empregado, obteem-se po-
deres opsonicos que crescem, sem (ue esse Cresci-
mento se faga proporecionalmente ao volume de sbro.
Experimentando com soro typhico e séro normal e
empregando successivamente 1, 2, 3 vol. de séro, ob-
tivemos os resultados seguintes :

1 vol.—p. ops. = 2,62
8. t.42 vol. — p, ops. = 4,90
3 vol. —p. ops. = 5.07
1 vol. =—p. ops. = 0,97
s. n.¢2 vol. — p. ops. = 1,26
3 vol. — p. ops. — 1,60

8. t, == sbro typhico

8. n. = sOro normal
p. == poder
0ps. = opsonico

A primeira - consequencia que decorre d’estes en-
saios ¢ a de que o poder opsonico depende manifesta-
mente da quantidade de sdro empregado ; a segunda
é a de que o poder opsonico n¥o cresce paralella-
mente com a quantidade de séro empregado antes
tende para um limite, tanto para oséro normal como
para o soro typhico.

Fica assim evidenciada a influencia que pode ter
no phenomeno da opsonisacfio, a quantidade de s6ro em-
pregado e assente que, quando nés queremos obter re-
sultados comparaveis, temos de empregar a mesma
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quantidade de sbro, desideratum que sensivelmente
se aleanga fazendo chupetas de Pasteur, d’'um mesmo
tubo que se afila por aguecimento da parte media e
que depois é puxado, com egual esforgo, pelas suas
duas extremidades. O calibre fica sensivelmente o
mesmo, sendo as differengas tdo pequenas que as dif-
forengas consequentes se tornam desprezaveis, Ainda
assim quanto mais rigor for empregado em cada de-
talhe do ensaio opsonico, tanto mais rigorosa saird a
conclusdo,

b) Influsncia das diluigies do sdro normal ouw do
immuno-séro,—Para se verificar a influencia que a di-
luigdo do sdro exerce no phenomeno da opsonisa-
g¢llo, empregam-se soros normal e doente, successiva-
mente diluidos mas sempre em egualdade de diluigdo,
para obtermos resultados comparaveis, Ensaiando com
soro typhico e séro normal obteve Wright os seguin-
tes valores :

8055 avevin. Paropsi—a1440
dil. 1:10 — p. ops. = 0,50
s. n.(dil. 1:20-—p. ops. —=0,27
dil. 1:30 — p. ops. =0,20
dil. 1:50 — p. ops.=0,1H
g0i % o navpy opsa—=il 90
dil, 1:10 —p. ops, —= 1,10
. t. dil, 1:20— p. ops. =0,75
dil. 1:30 — p. ops. =0,70
dil. 1:50 — p. ops, == 0,40

D’estas experiencias tirou Wright as conclusdes
seguintes : as opsoninas do immuno-soro baixan! ra-
pidamente de valor no comeco da dilui¢io, constatan-
do-se constantemente a sua presenga mesmo em di-
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luigdes grandes ; as opsoninas do séro normal, umas
vezes baixam rapidamente, outras conservam-se, mes-
mo em diluigbes grandes, embora diminuidas, Para
estas ultimas falta o caracter de constancia das pri-
meiras. A dilui¢iio ndo é acompanbada de uma dimi-
nuiglo progressiva das opsoninas, nio ha proporciona
lidade entre diluiglo e diminuigdo do poder opsonico,
o6 por esta razdo que quando estamos em presenga
de um sbro extremamente rico em substancia opso-
nica, capaz por isso de determinar uma phagocytose
demasiadamente extensa, quanto ao numero de bacte-
rias incorporadas, devemos, em vez de diluir o soro
empregado, diminuiro grau de concentragio da emul-
sio bacteriana. Esta é a melhor technica por evitar
o0 erro que acarretaria a diluigdo do soro.

¢) Influencia da mistura de varios séros — K inte
ressante este estudo da influencia da mistura e para
evidenciar este interesse soccorrer-nos-hemos das expe-
riencias de Milhit mais completas do que as nossas, -
pois nés apenas empregdimos misturas de sdros huma-
nos doente e normal, em partes eguaes, verificando que
0 poder opsonico da wistura era inferior 4 somma dos
poderes opsonicos de cada um dos soros. Considerados
isoladamente tinhamos respectivamente: soro typhico
=2,80 — sbro normal 1,02 ; misturando os dois soros
¢ incluindo bacterias pela acclio da mistura, obtive-
mos: 8. n, -+ 8. t. = 3,16 evidentemente inferior 4
somma dos dois valores primeiro obtidos, embora
nio haja uma differenga accentuada isso que por
2,80 4 1,02=3,82,

E’ possivel que a differen¢a venha de uma acgio
impeditiva sobre as opsoninas do s6ro typhico, Os re-
sultados obtidos por Milhit decorrem das experiencias
que vamos reproduzir. Milhit experimentou primeiro
com mistura de siros de animaes e depois com sdros
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humanos empregando como nés, soros typhico e soro
normal mas seguindo outra technica. Primeiro expe-
rimentou com soro de coelho inoculado, sbro de co-
baia e s6ro hamano normaes, determinando os indices
para o bacillo de Eberth, achando os seguintes valo-
res :

soro de coelho inoculade — 2,70
>, 0 » CObAIA sl vul— 1300
» » humano. normal — 1,05

Depois mistura os siros nas proporg¢ies seguintes :

soro de coelho inoculado — 6 gottas
» cobaia ......... — 3 gottas
» humano normal, . — 6 gottas

Determina o indice opsonico da mistura e encon-
tra 6,80 superior 4 somma do indices encontrados nas
determinagdes separadas de cada um dos soros. Re-
pete a experiencia muitas vezes mas ndo torna a en-
contrar resultados analogos e por esse motivo néo tira
conclusdes, cingindo-se a aventar a hypothese de na,
experiencia citada, ter havidointerferencia reactiva-
dora da parte do soro de cobaia e do soro humano
normal, sobre as opsoninas do immuno-séro do coelho,

Com soros humanos doente e normal fez as expe-
riencias que vamos mencionar : empregou soro typhi-
¢o e soro normal com os seguintes pederes opsonicos

I

8. n. — p. ops. = 1,10
§. t. — p. ops. = 3,20

Depois misturou soro typhico e soro normal em pro-
porgdes variadas encontrando os resultados seguintes :
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s, n. — 9 gottas

1,0 s “f D. Ops. = ],90
8, t. 1 gotta
(s. n. — B gottas

e R p. ops. = 2,39
)s. t, 2 gottas

8. n. — b gottas

_+_ + {P‘ Ops. = L,Tli
Is. t. — 4 gottas

is. n. — 2 gottas

L)+
s. t, — 8 gottas

3

p. ops. = 3.02

Conelusdio : ha um augmento progressivo do podea
opsonico, proporcional 4s quantidades de séro empre-
gado. Nas nossas experiencias encontrdmos para a
mistura em partes eguaes de soro normal e soro ty-
phico, um valor inferior 4 somma dos valores corres-
pondentes de cada um dos sdoros, mas o valor obtido
era superior ao do sdro normal ; nas experiencias ¢i-
tadas de Milhit verificamos que os valores viio cres-
cendo 4 medida que o volume de sdro typhico cresce
tambem e na 3.* experiencia, em que os volumes se
approximam, (s. n, 6 gottas, s, t. 4 gottas) encontra-
mos um valor (2,76) que sendo inferiur 4 somma dos
valores correspondentes dos dois sdros (1,10 + 3,20
= 4,30) é porém superior, e bastante, ao valor cor-
respondente do soro normal,

Parece-nos, dos resultados expostos, que nos é per-
mittido concluir que na mistura de dois sbros, um
doente, outro normal, ha sempre predominio do sbro
doente, 0 que é perfeitamente razoavel porque o doente
é 0 que contem maior somma de opsonina.

d (Influencia da acidez ou alcalinidade do soro.
— Hideyo Noguchi e Opie apresentam-nos ensaios
conclusdes sobre a influ e neia em estudo, affirmando
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em primeiro logar que as opsoninas apresentam o seu
maximo de acglo em meio neutro e depois que a sua
acgdo é nulla quando a alcalinidade do meio é cor--
respondente a 1¢¢,6 de uma solugfo, vigessi-normal
de soda caustica e ainda nulla quando a acidez cor-
responde a O°¢8 da solucio vigessi-normal de SO*H?
Concluem ainda que o indice opsonico encontrado
n’nm sdro, ndio é a expressio exacta das opsoninas que
elle contem, poissd o seria se osbro fosse um meio de
reacgdo neutra, e ainda, que as opsoninas cuja activida-
de éimpedida por uma reaccgdo desfavoravel do meio,
recuperam toda asua actividade logo que areacgiio se
torna neutra, repreéentando esta ultima conclusio a
affirmaciio de sensibilidade, como qualidade da subs-
tancia opsonica. ,
Estas affirmagdes parecem-nos carecer de funda-
mento seguro, para d’ellas podermos tirar seguras
conclusdes ; o que nés observdmos é que o sdro
nfo apresenta variagdes de acidez ou alcalinidade
susceptiveis de explicarem as diversas variagdes ob-
servadas no poder opsonico e depois, tirar conclusdes
de um fundamento tdo pouco assente como é a reac-
¢do do sangue, parece-nos de pouco rigor scientifico.
Na verdade ainda hoje tanto se discute sobre a reac-
¢do acida ou alcalina do.sangue, sobre a reacgio
chimica d’esse meio, que impossivel é buscar conclu-
sdes sobre a influencia que na opsonisagio pide ter
um meio tio discutido, e tdo variavel, diremos ainda.
Acceitamos a sensibilidade da opsonina, acceitamos
ainda que a acidez excessiva ou excessiva alcalinida-

de do meio inhibam a opsonina de sensibilizar a bac-

teria, mas nfio nos parece justificada a affirmaciio de
nma influencia decisiva da acidez ou alcalinidade do
soro humano no phenomeno da opsonisa¢io, e a nossa
duvida provém da observagio de sbros com alealinida-
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de minima (0,8-—0,75,—0,70) determinarem inclusdes
consideraveis (1,90 —4—b). De resto as variagdes da
acidez on alealinidade do sangue sfle tdo ligeiras que
nos parecem insufficientes para explicarem as varia-
¢des maximas que podem ser observadas no pheno-
meno da opsonisagio,

E’ um capitulo ainda vago, como vagos sio muitos
outros da nova theoria d’estas substancias immunisa-
doras.

¢.) Influencia da concentragdo da emulsdo bacteria-
na—Esta influencia j4 nés estuddmos no capitulo ante-
cedente, razo porque ndo insistimos sobre ella. Obser-
vimos ahi que essa influencia era decisiva quando
estuddvamos poderes opsonicos de soros isoladamen-
te, empregando emulsdes de concentragdo variavel ;-
n’estas condigdes quanto mais bacterias maior inclu-
silo.

Ainda com o tempo se podem dar variagles na con-
centragio que influem da mesma forma na intensida-
de da incorporagio bacteriana, mas se nds determinar-
mos os indices opsonicos do séro doente e sdro nor-
mal, n’um dado momento e com uma dada concentra
¢do, eofizermos de novo mais tarde com concentra-
¢ao differente, a influencia é nulla porque é o mesmo
factor que entra em ambos os termos da relagio. E
por esta razdio que quando quizermos resaltados com-
paraveis no tempo, temos de determinar indices opso-
nicos & ndo poderes inclusores izolados, como j4 disse-
mos.

f) Influencia dos leucocytos — Esta influencia dos
leucocytos relaciona-se com a natureza, actividade e
quantidade d’essas cellulas ; anatureza tem uma in-
fluencia decisiva demonstrada pela verificacfio feita



109

sobre leucocytos de differentes animaes e leucoeytos
humanos. E’ tdo accentuada a disparidade de resulta-
dos que quando queremos concluir sobre elementos
humanos, avaliar por exemplo o poder de um sbro
humano, ndo podemcs de maneira nenhuma empregar
cellulas sanguineas de animal differente; a mesma
disparidade se observa entre leucocytos de differen-
tes animaes. De resto os leucocytos humanos sdo mais
facilmente impressionados do que os leucocytos dos
outros animaes.

No que se relaciona 4 actividade da cellula, a in-
tluencia é poderosa sob este ponto de vista, pois ha si-
tuagBes morbidas do individuo em que o ataque & cel-
lula sanguinea se faz tdo intensamente que esta
acaba por ser vencida, ndo exercendo por esta razio
a sua acglo phagocytaria e influindo assim no pheno-
meno da opsonisaglo; esta mesma insufficiencia de ac-
¢io pdde provir da doenga do propriolleucocyto que co-
mo cellula que é, péde adoecer como qualquer outra,
niio desempenhando n’estas circumstancias o papel que
em situagdo normal desempenharia. Por ultimo a influ-
encia da quantidade de leucocytos no phenomeno da
opsonisagdo é minima, como experimentalmente se ve-
rifica, O augmento da quantidade de leucocytos nio
influe sensivelmente na quantidade de opsonisacio e a
unica concluslio que se péde tirar d’esse augmento, é
a de que representa um auxilio, por tornar mais rapida
a leitura da preparagdo. Experimentando com soro
normal e soro typhico achdmos os seguintes valores
com volumes variados de leucocytos :

.

1 vol. — 1,30 1 vol. — 4,10
8. {2 vol. — 1,20 . t.{2 vol, — 3,90
3 vol. — 1,10 3 vol. — 3,84

D’aqui conclue se que um augmento sensivel de
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leucocytos determinam uma ligeira diminuigiio de va-
lor do poder opsonico primitivo,

g) Influencia do frio — Hsta influencia reveste
um interese grande pelos resultados obtidos serem
concordantes. Experimentdmos primeiro com staphy-
lococcus e soro osteomyelitico e depois com bacillo
d’Ebeith e sbro typhico e tanto em um, como em
outro caso, verificimos que a opsonisagio decresce com
as temperaturas baixas, nio se extinguindo porém com-
pletamente mesmo & temperatura de ( graus,

Em ambos os casos, foi o soro que sunjeitimos 4 ac-
¢lio do frio e os resultados que obtivemos foram os
seguintes :

.| Lieucocytos -+ estaphylococcus +- sbro a 37°=4,92
L. « b « + soro a 0= 0,48
2‘,,’Leucocytns -+ b. d’Eberth -+ sbrya 37°=8,60

« A « -}-86ro a 0°= 0,64

Em ambos os casos apesar de sujeitar o soro 4 tem-
peratura de (0° ainda a essa tempratura havia inclu-
sflo, embora ligeira, e sendo conhecida a ac¢do inhi-
bitoria do frio, sobre a phagocytose, melhor serd pen-
sar que esta é que foi suspensa pela acglio do frio e
nao que este tenha destruido a opsonina contida no
soro. Esta mesmas conclusdes se tiram das experien-
cias de Milhit que vamos reproduzir :

o\ Leucocytos + b, Eberth 4- sore typhico a 37° —
)16' = 11.
_ .\ Leucocytos + b. d’Eberth - soro typhico a 0°
28 45— 115
o Leue, + b. d’Eberth sujeitos ao frio -+ soro a
‘ ‘ 37° — 14,50
o) Leuc. + b d’Erth 4+ séro congelado e sujeito
f durante 15' 4 temp. de 37° = 10,50.
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Do numero 2 concluesobre a acgao inhibitoria que
0 frio tem na phagocytose. Do numero 3, em que ha
augmento do poder inclusor, conclue que o frio deter:-
minou uma attenuagiio das bacterias empregadas e o
consequente augmento do poder opsonico.

Do numero 4, em que se fez a congelaglio do sbro
que depois foi descongelado, conclue a nio influencia
do frio sobre a riqueza do sdro em opsoninas e nds
concluimos ainda, em que o frio nio produziu altera-
¢llo sensivel na composigiio da opsonina, Das quatro
experiencias enumeradas tira Milhit as dedugdes se
guintes :

l. A phagocytose nio se produz a (° mas a essa
temperatura ainda a opsonina se fixa sobre as bacte-
rias.

II. A phagocytose produz-se electivamente nas pro-
ximidades de 38°,

III. A congelagio attenua um pouco a virulencia
das bacterias.

IV. A congelagdo ndo modifica a riqueza do sbro
em opsonina,

) Influencia do calor — E’ a mais interessante das
influencias que se podem exercer sobre a opsonisa-
¢lio.

J4 de ha muito se vem estudando a influencia que
o calor exerce sobre o sbro, e varias consequencias
se teem tirado d’esse estudo; a perda de certas pro-
priedades e conservagiio de outras, quando submettido
0 s0ro 4 temperatara de 56°, levou 4 differenciagio do
complemento e amboceptor ; quando se aquece um
soro a H6° a cytase é destruida mas a sensibilizadora
persiste com as suas propriedades. D’aqui decorre o
grande interesse theorico que resulta da acgo do ca-
lor sobre as opsoninas, pois essa acglo permittird tal-
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vez avaliar se ellas se comportam como alexina ou co-
mo fixador. Dizemos talvez porque ainda hoje nio ¢
uma nogio completamente assente, a de se saber, se a
opsonina é ou niio destruida pelo aquecimento a H6°;
parecia um problema de facil destringa masa solugio
ainda permanece no campo da hypothese, sendo nu- |
merosas as opinides sobre a maneira como o calor ac-
tua nas opsoninas.

As mais importantes d’essas opinides vamos nds
apresentar por férma resumida,

Wright, Bulloch e outros affirmam, que as opsoni-
nas sfio, sem duvida, destruidas pela acgio do calor e
que aquellas que podem resistir ao aquecimento,perdem
essa propriedade de resistencia, se nés dilnirmos o s0-
10 @ 0 aquecermos novamente. Com este segundo aque-
cimento poduz-se inevitavelmente a destruigio da
opsonina que resistira ao primeiro aquecimento.

Levaditi, Neufeld ¢ outros, consideram duas cathe-
gorias de opsoninas, as opsoninas do soro normal, in-
dubitavelmente destruidas pela ac¢iio do calor,e as op-
soninas dos immuno-gdros, em que as coisas se passam
de maneira diversa, Estas nflo seriam destruidas pe-
lo aquecimento, sendo por isso thermoestaveis mas re-
lativamente, como o affirma o proprio Levaditi e como
nds j4 o repetimos no estudo da natureza das opsoninas.
Wright e Dean affirmam que esta pretendida opsoni-
na thermoestavel ndo ¢ mais do que um residuo da
opsonina total que escapou 4 acgdo do aquecimento, e
para o provar diluem o séro,proseguem o aquecimen-
to e a estabilidade thermica da opsonina desapparece ;
a maior resistencia da opsonina dos immuno-soros 4
acgiio do calor é, para estes auctores, a consequencia
de uma maior abundancia de substancia opsonina n’a-
quelles soros. Seria uma questéio de dose, de quanti-
dade e nilo de qualidade,
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Deun recentemente (1907), conclue que as opsoni-
nas sio constitnidas por«dois grapos actnando con-
junetamente, um thermoestavel, da natureza da sensi-
bilizadara ; o outro thermolabil, analogo ‘4 eytase e
abundando no sbéro normal. Dean abuodona Wright
o repelle assim as suas affirmacdes anteriores.

Hektven e Ruediger admittemn que a opsonina é cons-
titnida por um grapo activo thermolabil, (grupo op-
sonophomoy e um grapo de fixaglo, thermoestavel.
Estes anctores fazem experiencias com estreptococeus,
deixando actuar sobre elles nmn séro normal para de-
pois d’esta acglio, aquecercm a DS® os microorganis-
mos empregados ; constatam assim que depois d’este
aquecimento j4 se nio di incorporacio lencocytaria
das bacterias, mesmo depois da juncgio de sbro fres-
co. Interpretam esta observagio admittindo a exis-
tencia, na cpsomina, de dois agrapamentos : um, o
agrupamento haptoforo, capaz de se fixar nos mi-
croorganismos e que resiste ao calor ; outro, o agru-
pamento opsonophoro, destruido a uma temperatura
de H6Y-HK°, :

Bulloch e Atkin fizeram experiencias analogas
com o estaphylococcus, demonstrando que se - pide
agqueccr esta bacteria durante horas a uma tempera-
tura de 60°, uma vez que ella tenha sido previamen-

“ te sensibilizada com séro normal, que a incorporagio
¢ sempre possivel. ' a contestaglo das experiencias
de Ruediger, é a admissdo da hypothese de uma cons-
tituigio simples para a opsonina.

Loehlein apparece a aflirmar que ftodas as avalia-
¢bes das experiencias precedentes,sio erradas por as-
sentarem em basas egualmente erradas ; aflirma que
pelo aguecimento as bacterias, depois de influenciadas
pelo soro, perdem a propriedade de se corar com &
mesma nitidez, como nas circumstancias normaes

3 O
]

gt

.



114

d’ahi o erro na avaliagio do numero de bacterias in-
corporadas e as erradas conclusdes a que somos le-
vados por esse facto. Esta affirmacio ¢ absolutamente
verdadeira e facilmente confirmada, experimentando
com o coli-bacillo, e por ser verdadeira, justifica a dif-
ficuldade, se nfo impossibilidade, de avaliar, por meio
de preparagdes coradas, da intensidade da phagocy-
tose. Como Ruediger, Loehlein considera’a opsounina,
como uma- substancia formada de dois agrupamentos,
um thermoestavel, aptophoro, outro thermolabil, op-
sonophoro. :

Para outros auctores a acgio do aquecimento, tradu- . .
zir-se-hia por modificagles complexas, incidentes so-
bre as propriedades dos colloides do soro segundo uuns,
sobre a acidez ou alcalinidade do weio, segundo oun-
tros. B’ assim que um simples phenoweno physico co-
mo ¢é o aquecimento, leva a conjecturas que ndo re-
solvem o problema, antes accordam uma serie de in-
terpretacdes que nido s6 ndo satisfuzem pela falta -de
fundamento, como brigam entre si, por serem contra-
dictorias ; 6 vér o que se passa com as interpretagdes
de Ruediger de um lado e Bullech na brecha opposta.
O phenomeno da destruigdio, ou conservagio da opsoni-

a pelo aquecimento do soro a H6° é, como acaba de ser
visto, de uma interpretacio extraordinariamente diffi-
cil, 0 que nfio é razio sufficiente para desistirmos da
sua deserip¢do. Para terminarmos com este estudo in-
trigante da influencia do calor sobre o phenomenoda
opsonisagdio, vamos referir um ensaio feito por Mi
Ihit com sdros de typhosos e apresentar as suas con-
clusdes, Milhit determina o poder opsonico do soro de
tres typhosos encontrando os seguintes valores :
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Il s—p. Jops. =020
2.° — p. ops. = 6,70
8.2 — p. ops = 3,40

Deterlninadus estes \'{le‘ea, aquece 0 s0ro a nhH*
durante 20 minutos e ensaia novamente a inclusio en-
contrando :

1. — p. ops. = 0,49
2.° — p.iops. =1,30
2. — p. ops. = 0,80

A este soro aquecido a HD” acaba por lhe juntar
uma pequena por¢do de sdro normal, ensaia nova in-
cluso e acha :

1.2 — p. ops, = 0,91
2,9 — p. ops. =1,80
3.° — p. ops. = 1,10

Emquanto faz estas determinacdes, tem ji ensaiado
wm sbro normal e verifica que a opsonisagio que o soro
normal determina, depois de aquecido, ¢ nulla, Esta
verificagiio leva a concluir que na verdade n opsonina
do sbro normal é accentuadamente thermolabil, é a
-concluslo de Levaditi e parece-nos inatacavel por as-
sentar em verificagdo experimental.

- Passando aos immuno-soros, conclue Milhit que:
L.” ha reactiva¢do da opsonina do immuno-soro de-
pois de aquecido qunando na experiencia entra o géro
normal, partindo d’este o estimulo reactivador; 2.°,
com Hektoen, Ruediger e Loehlein, admitie que n.
opsonina do immuno-siro ha dois agrupamentos,
um mais importante, termolabil que desaparece no
aquecimento, diminuindo por essa razdo o poder op-
sonico do sdro aquecido ; o outro, menos importante.
thermoestavel que resistindo ao calor se vae depois fi-
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xar na bacteria sensibilizando a, tornande-se assim o
determinante da -excassa mas ainda observavel pha-
gocytose,

Analysemos um dos doentes de Milhit e fagamos a
sua interpretacio segundo a maneira de ver d'este
experimentador que é afinal a de Levaditi, Loehlein
e outros ; appliquemos-lhe depois a interpretagiio de
Wrighs, para o qual a quantidade de opsonina é tudo
e estudemos os resultados.

Para osse fim serve bem o 2,» doente cujo sdro
apresentou as variagdes opsonisantes j4 referidas e que
repetimos:

Com sbro nio aquecido p, ops. = 6,70
» » aquecido 20° — a Hb° — p. ops. = 1,30
v » » e s. normal — p. ops, = 1,80

O primeiro sdro tem um poder opsonico considera
vel, o que é consequencia de ser um immuno-soro
com opsoninas cheias de actividade,ds quaes,segundo
Milhit sdo formadas pelos dois agrupamentos thermo-
labil e thermoestavel. Aquecido este soro a B diz
Milhit que o grupo labil da opsonina ¢ destruide per-
manecendo o grupo estavel que por ser mais insigni-
ficante produz uma opsonisagiio menos activa. E’ as-
sim que o soro que tinha um poder opsonico 6,70,
passou a ter um outro mais diminuto — 1,30 — sendo
este devido ao agrupamento thermoestavel da opso-
nina total. Depois junta-se séro normal e o poder op-
sonico cresce, embora fracamente, era 1,30 passa a
1,80,

Ha manifestamente um augmento de poder inclu-
sor e este augmento ¢ attribuido por Milhit e outros
auctores, a uma reactivagio da opsonina estavel, pro-
dnzida pelo sro norn:al.
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D¢ agora passamos 4 interpretagio dada por Wri®
ght. verificamos que parva este auctor,as variacdes de
opsonisaglo, nas experiencias expostas, sio a conse-
quencia das variagdes da quantidade de opsonina con-
tida no soro. O immuno-soro, extremamente Tico
em opsonina, tem um poder inclusor 6,70 mas depois
de aquecido passa a ter um valor ‘menor -— 1,30 —
porque parte da opsonina foi destruida pela acgdo do
calor, nio se estendendo a destruigio 4 totalidade da
substancia opsonica do immuno-séro primitivo; por fim
a addigdo de soro fresco,sbro normal, representa para
Wright wm acerescimo de opsonina, um augmento
da quantidade que ficira no séro depois do aqueci-
mento o d’ahi o pequeno accrescimo de 1.30 para
1,80 que essa addigdo determina, Como se vé sio
duas interpretagdes completamente differentes, o que
nos leva a perguntar em qual d’ellas estard a verdade.

Para o nosso espirito parece ndlo haver contradigio
irreductivel entre as duas formas de vér e affigura-
se-nos que ambos os experimentadores teem razio
nas suas affirmacBes, parecendo-nos ainda que é facil
conciliar as conclusdes ; tulvez que esta affirmaciu
seja a consequencia do horror que sempre tivemos
aos exclusivismos e d’ahi a tendencia constante do
nosso espirito em conciliar féormas de ver. concatena-
las, agrapa-las com o fim de proecurar a explicaciio
do phenomeno na conjuga¢iio dos multiplos factores
expostos,

Para Wright a quantidade do opsonina é tudo no
phenomeno deseripto; para Milhit, Levaditi, etc., a
qualidade é o caracter que essencialmente tem valor
na interpretagho da influencia em estudo; emfim, para
nos, os dois factores quantidade de opsonina ¢ qualida-
de da mesma, conjugam-se e explicam as differengas
encontradas.
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O poder opsonico d’um séro é avaliado pelo nume-
ro de bacterias que slo incluidas nos phagoeytos pela
acgiio da substancia opsonica que esse soro encerra ;
a unidade de avaliagiio é a buacteria e a determinante
da inclusfio é a opsonina, Pois bem, uma inclusiio in-
tensa, em egualdade de circumstanciss de emulsio e
leucoeytos, 6 uma funegiio da quantidade de opsonina,
pois serdo incluidas tantas mais bacterias quanto mais
quantidade de substancia sensibilizadora existir, Po-
der-nos-hao responder que uma maijor inclusiio estd
tambem dependente d’uma maior actividade da opso-
nina e o argumento colhe porque essa actividade au-
gmentada, traduzir-se-ha, ndo s6 por uma abreviacio
do phenomeno, was tambem pela extensdo delle.

N’estas circumstancias o immuno-séro determina
uma incluso tal como 6,70, na experiencia citada,
por ser rico em substancia opsonica ; .depois vem o
aquecimento e o poder inclusor baixa para 1,30, Esta
baixa serd a consequencia da destrui¢io opsoni-
ca, diminuicdo da sua quantidade e a phagocytose
n’este caso é ainda um factor dependente da quanti-
dade,

Por fim a addigho de soro normal é o ajuntar de
maior quantidade de opsonina;, & que no soro fiea de-
pois do aquecimento, mas como a opsonina do sdro
normal é sempre excassa, resulta d’ahi que o accres-
cimo do poder inclusor é pequeno quando se fuz a
juncglo do soro fresco.

No sbro doente citado era de 1,30 eom o soro aque-
cido ¢ passou a 1,80 quando se ajuntou séro normal.
O augmento da quantidade de opsonina, feito por esta
addigdo, é sufficiente para explicar o augmento do po-
der opsonico sem ser necessario estarmos a pensar em
reactiva¢des da opsonina existente, mas niio repugna
admittir que essa reactivagdo se dé, pois sempre é op-
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sonina nova que se junta 4 opsonina em parte ex-
hausta pelo aquecimento. E assim nos parecem con-
ciliadas as affirmagdes de Wright e Levaditi relativa-
mente 4 influencia que a quantidade de opsonina, ou
a acgdo do grupo thermoestavel, podem exercer no
phenomeno da opsonisagiio quando trabalhamos com
soros aquecidos.

i) Influencia dos agentes chimicos — A influencia
de certas substancias chimicas, no phenoweno da op-
sonisagfio é nitida e traduzida por uma phagocytose
menos intensa, ndo sendo porém sobre os lencocytos
que essa influencia se exerce, mas sobre a substancia
sensibilizadora das bacterias. :

O citrato de sodio que empregamos para evitar a
coagulagdio na occasilo de preparar os globulos, péde

“produzir diminui¢iio da phagocytose se ndio houver
sufficiente cuidado nas lavagens posteriores com solu-
¢llo physiologica, as quaes devem sor feitas repetidas
vezes (3 a 4), com o fim de evitar a presenga de citrato
de sodio no phenomeno definitivo, Foi a observagio
de phagocytoses excassas quando trabalhavamos com
immuno-sires de convalescentes de febre typhoide
~que deveriam produzir uma intensa phagocytose, o
que nos levou a pensar que qualquer causa extranha
interviera no phenomeno, modificando-o no sentido da
diminuicdo ; a captacio do sangue fora feita como em
todas as outras vezes, na preparagdo do siro nada
houvera de anormal, emfim a technica fora a que sem-
pre tinhamos empregado mas lembravamo-nos de que
s6 haviamos feito uma lavagem dos globulos, com
soluglio physiologica e esta recordaglio levou-nos a
repetir a expericncia empregando entdo maior numero
de lavagens. Tanto bastou para uma inclusfio nitida
e poderosa e para pensarmos que fora a existencia
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e citrato de sodio, a determinante do nosso insuc-
Lesso.

Vimos depois, nos auctores, confirmada a influen-
cia do eitrato de sodio e simultancamente a influen-
cia que pode ser exercida por outras substancias chi-
micas como o CI*Cp, o C*'H*0O'Na®, o CINa, FINa
ete. ' :

As solugdes concentradas de CINa diminaem o po-
der phagocytario, comegandoa notar-se a influencia,
logo que seeleva o grau de concentragio ; diz Milhit
que oste facto talvez possa explicar as variagdes do
poder opsonico no decurso de affecgbes febris em que
ha retenciio de chloretos,

As substancias chimicas exercem uma acgdo nen-
tralisante da opsonina, dizendo alguns exprimentado-
res que a nentralisaciio provem da precipitagiio dos saes
de Ca do sbro, pois basta restituir ay sbro, tratado
por uma substaneia chimica, os saes de caleio, perdi=
dos pela acgdo d’essa substancia empregada, para que
¢lle recupere grande parte das suas propriedades op-
senicas. Para ver a importancia que os saes de Ca
teem no phenomeno da opsonisaglio, verificam ainda
esses exprimentadores, juntando saes de Ca a0 soro e
notando que erescem as suas propriedades opsonicas.

I’ isto mais um elemento com que devemos entrar em
conta no estudo da opsonisaciio e mais um elemento a
mostrar a complexidade do estudo opsonico; a riqueza
d’um sdro em Cl,Na, a influencia dos saes de Ca, sio
novos elos d’esta cadeia regularmente intrincada e
que noés devemos tomar em consideragio.

Se as influencias physicas eram ja de si intrigantes,
as influencias chimicas ainda o so mais consideravel-
mente ; para as primeiras ainda se aventam hypothe-
ses mais ou menos admissiveis, para as segundas o
mutismo, quanto a interpreta¢iio, é quasi completo ¢
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natural é que assim seja porque o interpretar n’cstas
circumstancias, é o devassar dos phenomenos intimos
da chimica biologica, os phenomenos d’esta micro-
chimica tdo mysteriosa ainda e que tdo preponde-
rante papel deve desempenhar nos ietaholismos da
vida. E’ certamente o local onde se agglomeram as
determinantes mais importantes dos multiplos pheno-
menos da vida e se na chimica biologica temos en-
contrado ja a explicagio de numerosos phenomenos,
muitos outros ahi devem ter a sua origem escapando-
nos porém a maturcza d’ella. N’es'a condigles se en-
contram a acglio neutralizante do excesso de ClNa
e a accao estimuladora dos saes de Ca. Sio subs-
tancias chimicas que por reacgdes chimicas devem
taaduzir a sua acglo e é o mechanismo d’estes reac-
¢Oes o ponto vago e obscuro do problema que niio ten-
tamos resolver, O chimismo da ecellula, o chimismo
da bacteria, sdc incognitas para o nosso espirito mas a
resolugdo ha-de vir, tem de ser conhecido o valor d’es-
sas incognitas em tdo complexa equagio. Absurdo era
pensar ha meia duzia de annos na radiographia, hoje
¢ uma realidade brilhante ¢ 0 mesmo tem de succeder
relativamente a este ultra-microchimismo.

Deixando a interpretagio do phenomeno ao futuro,
vamos resumir este estudo indicando quaes’as subs-
tancias chimicus que diminuem a opsonisagdio quando
exprimentalmente siio associadas ao soro inclusor, Te-
mos assim :
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1. Solug¢ho saturada de Cl Na
I eyl 'Na
III, » de oxalato d’ammonio
IV. » citrato de sodio
V. chloroformio mesmo em dilui¢iio
V1. C*H°0H
V1I. Solu¢do de CI* Hg
IX. Collargol
Para terminar exporemos ainda nma opinilo sobre
o modo como estas substancias actuam : seria pro-
duzindo uma acglo paralysante sobre o leucocyto, isto
para algumas substancias como o CH CI®; para