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DUAS PALAVRAS

Les progrés des sciences medicales ont
considerablement etendu au cours de ces
derniérs annés le champ des examens de
laboratoire apliqués aux etudes cliniques
et méme a la medecine pratique.

Indispensable a tous ceux qui veulent
entreprendre des recherches scientifiques,
leur connaissance s'impose déjd et s'im-
posera toujours davaniage aux praticiens,
tous devant etre 4 méme de les utiliser,
dans la mesure ou le comporte I'interét
des malades qui se confient a leur soin.

Le Bawo - Congrés des medecins
Sursses.

Elaborando éste trabalho para dar cumprimento 4
lei da reforma do ensino médico de 22 de fevereiro de
1911 que nos obriga a defesa duma tese original e
impressa para o doutoramento em medicina, escolhi
um assunto com que significar a importincia dia a dia
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crescente das aplicagbes praticas do laboratdric a cli-
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nica, principalmente na diagnose das diferentes entida- :

des morbidas.

A medicina, uriunda do empirismo e das formulas
sacerdotais dos antigos tempos, na evolugdo continua
das sciéncias pelo prepassar dos séculos, atravessando
o misticismo da edade média, como todas as outras
grandes manifestacdes da intelectualidade humana tem
chegado aos nossos dias continuamente progredindo
pelo abandbno de certos processos antigos, modifica-
¢do doutros e criagdo de novos métodos de estudo,
tendentes todos a concepgdo analitica, que caracteriza
a medicina de hoje. E no variadissimo complexo de que
se compdem os assuntos médicos, o capitulo da semio-
logia e diagnose clinica é sem duvida aquele sdbre que
mais intensamente se teem acentuado €sses progressos,
como era alids racional, sendo éle como ¢é o principio
légico dos outros capitulos e a base indispensavel a
aplica¢do conscienciosa do grande fim da medicina:
a cura das nosopatias. :

Sem querer fazer aqui divagagdes sGbre a historia
da evolugdo clinica, quero no entanto frisar, que, pri-
mitivamente inteiramente subjectivo, o diagndstico
das doencas niio passava da concretisacdo duma sin-
tomatologia abstracta, pelo doente referida; e assim se
considerava um gastropata o peritonitico que vomitava,
como se rotulava na patologia abdominal, a crianca
que por um processo preumonico ai sentia dor.

Veiu depois a observagio clinica consciente; a




percussio, a ausculta¢do, o estudo do pulso, da tem-

peratura, da respiragdo, o péso, a cor, etc., sdo outros
tantos meios que sciéncia poz 4 disposi¢io do clinico
para a exploragdo dos orgios doentes e procura de
sintomas, que, constatados e devidamente relacionados
entre si, tragam o caminho que conduz & classificacdo
da doenga, no quadro geral da patologia.

Finalmente o laboratdrio introduzido na clinica,
pelo resultado das suas indicagdes veiu fornecer um
precioso auxilio para confirmar ipoteses etioldgicas,
iluminar patogenias indecisas, establecer ou confirmar
um diagnostico, dando-lhe um caracter de certeza, que
a observagdo clinica a maior parte das vezes nédo pre-
cisava ainda.

E ninguem ignora actualmente a consideravel im-
portancia das andlises laboratoriais, na clinica diaria,

Na observagiio clinica a grande dificuldade estd na
transformacdo do sintoma em sinal, do fenémeno co-
lhido fazer um elemento de diagndstico. A constata-
¢ao exacta dos sintomas implica a educagdo dos sen-
tidos e o conhecimento dos métodos de investigacio;
a sua interpretagio, das suas mutuas relacdes e com
as modificagdes anatomicas, numa palavra o diagnods-
tico da doenga e dos seus factores pela observacio cli-
nica, exige um conhecimento suficiente da patologia e
um abito de espirito, que 4s vezes e sd insuficiente-
mente fornece, uma longa pritica da medicina,

Por outro lado um soéro-diagndstico bem feito, o
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resultado duma hemocultura, 0 exame duma expecto-
racdo, a medida da tensdo arterial, o tracado esfigmo-
grifico dum pulso e tantos outros meios de investiga-
¢io laboratorial, sdo processos de diagnose flagrantes
de realismo e precisdo, como econdmicos em racio-
cinio e experiéncia.

Mas ha mais: Na complexidade dos fendmenos
estudados em patologia, capitulos temos onde a ana-
lise clinica é ndo s6 conveniente, como ainda indispen-
savel. Todos sabem a necessidade absoluta da andlise
da urina em patologia renal, da andlise do sangue em
tantas anemias, leucemias, pseudo-leuceimias e esple-
nomegadlias, da andlise do liquido céfalo raquidio nos
processos meningiticos, da andlise da expectoragio
emn tantas afec¢des pulmonares, para ndo falar ja da
importincia do valor semioldgico da analise de corri-
mentos, exsudatos, derrames, liquidos gastricos e mui-
tos outros.

E' claro que a diagnose ndo se funda exclusiva-
mente em geral sObre os dados analiticos, mas sim
num conjunto de observagdes que se completam ;
quem ousaria no entanto afirmar que uma andlise bem
feita ndo tem muitas vezes modificado em grande es-
cala a conclusdv dum exame clinico, opondo a certeza
do facto, a imprecisio da hipotese, por vezes téo
sedutora.

No diagnostico etioldgico, ou seja no estudo das
causas gerais que teem podido ter uma influéncia mais




ou menos directa sObre a génese da doenga, influéncia
que muitas vezes se exerce sObre a marcha da mesma
e estd mais ou menos ligada com os métodos de tra-
tamento, a importincia da andlise clinica é considera-
vel. Quantas arterites crénicas progressivés reveladas
sifiliticas por uma reacgdo de Wassermann, sdo cura-
das ou detidas na sua marcha por uma terapéutica ade-
quada!

O laboratério com a procura do agente etioldgico
investiga ainda as condigdes de predisposi¢io ¢ 0 es-
tado funcional dos orgdos, bem mais importante para
o clinico, que a apreciagdio do seu estado anatdémico; e
¢ do estudo déstes factores indispensaveis em patolo-
gia, que o médico tira os elementos para a evolugdo
¢ prognostico da doenga, ¢ teraputica a instituir.

Porque sé éle permitird a elucidagio sdbre certos
casos, a consulta nésses casos ao laboratdrio de and-
lises é entiio uma obrigagio para todo o clinico ; e digo
propositadamente para todo o clinico, para néle fazer
compreender nido sé o médico como ainda o cirurgido.

Na presente guerra em que tanto se teem acen-
tuado os progressos da cirurgia, uma das suas mais
brilhantes gldrias, o tratamento das feridas infectadas
pelo método de Carrel, tem por base o exame la-
boratorial. Isto justifica bem as palavras de Quenu:
Cest en prenant le laboratoire pour idéal que le chi-
rurgien perfectione ses methodes — Bul. soc. chirurg.

O médico que actualmente se restringisse aos an-
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tigos processos clinicos, podia ser comparado ao cirur-
gido que se risse da asepsia e da antisepsia, diz Guiart
e Grimbert.

Estamos numa época de transi¢do ; a medicina tende
enfim a abandonar as vias do empirismo para seguir
0s dados da sciéncia experimental. E nas aplicacdes
do laboratdrio, os meios de investigacip desde os
métodos fisico-quimicos mais simples até aos processos
bioldgicos mais complicados tendo também continua-
mente progredido pela variedade e novidade dos mé-
todos empregados, os sOro diagndsticos, acentando
sObre o estudo das reacgdes humorais, representam
sem davida hoje, a Gltima palavra em andlise clinica.
As suas aplicagbes priticas sdo ja consideraveis para
remediar incertezas que o exame clinico ndo precisa,
e de futuro, como processos espessificos que sdo, com
os aperfeicoamentos da técnica, estou convencido,
serdo os grandes processos de diagnose.

Muito se tem escrito ultimamente sébre a reaccfio
de Wassermann, e para muitos mesmo o assunto ¢é j4
suficientemente esgotado. :

Parece-me no entanto que néste melindroso capi-
tulo das reacg¢bes humorais, produzidas no organismo
pela introdu¢iio de corpos extranhos, longe de estar
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pronunciada a ultima palavra, muito existe ainda de
misterio, e assim, no soro diagnodstico da sifilis pelo
desvio do complemento, conquanto o mais espathado
e hoje 0 melhor conhecido ne seu mecanismo biol6-
gico, muito existe também a interpretar e a aperfeigoar.

Procurarei dar ao meu trabalho um caracter quanto
possivel pritico no laboratdrio, na clinica e nas suas
mutuas relagdes.

Ndo tenho pretengdes literirias nem sciéntificas,
e tive apenas em visla fazer uma nitida apreciacﬁo
pessoal dum assunto hoje tanto em voga, mesmo fora
do campo dos principios médicos; trabalhei e espero
ter feito alguma coisa que represente esfér¢o: fiz por
ser o mais completo possivel néstes assuntos, conclui
de muitas dezenas de observagdes clinicas, pratiquei
perto de 800 reaccoes de Wassermann sé néste ano
lectivo passado, e todos sabem a delicadeza técnica
destas manipulagdes de sbro diagndstico.

Abro a minha dissertagdo por algumas considera-
¢Oes gerais sObre a defeza orgdnica e o principio da
imunidade, problemas de patologia geral de conheci-
mento indispensavel ao assunto que me propuz tratar,
dizendo a seguir algumas palavras s6bre a imunidade
na sffilis.

Sobre a reac¢io de Wassermann procuro inter-
preta-la & face dos dados actuais, descrevo os diferen-
tes métodos que ensaiei, entre éles de novo nos nossos
laboratdrios o processo de Benard e Joltrain apresen-
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tado pelos autares & «Sociedade de Bioldgia» e publicado
no respectivo boletim em julho de 1910, comparo 0s
resultados dos diferentes métodos, tiro pequenas con-
clusdes de ordem técnica e de interpretacdo que a
pratica me sugeriu, fago a critica da reagdo pelos resul-
tados de muitos autores e pelos que obti em quasi
todos os doentes da 2. clinica médica homens e mui-
tas dezenas de outras clinicas onde a pratiquei, encer-
rando o meu trabalho por algumas palavras sObre a
reacgio de Wassermann e a terapéutica anti-sifilitica,
a reac¢io de Wassermann e certos problemas de
ordem social.

E se nas minhas conclusdes alguma fér contra o
geralmente admitido, representa apenas um modo de
yer pessoal, embora baseado em muitas observagoes
déstes assuntos de laboratdrio, a que me tenho dedi-
cado com particular interesse.

Coimbra, 10 de juiho de 1918.




INTRODUGAO

A defesn organica e o problema
da imunidade

Quel travail peut presenter plus d"attrait
pour un biologiste que 1'etude aprofondie
des moyens de defense employés par |'or-
ganisme pour proteger conltre certaines sub-
stances etrangéres le jeu si harmonieuse-
ment reglé de ses echanges nutritifs !

* ABDERHALDEN.

O que é a vida? Quasi todos os filosofos e fisio-
logistas teem dissertado longamente sObre ela, todos
nds a observamos nas diferentes modalidades da sua
actividade funcional, todos nds a sentimos no meta-
bolismo intimo, nas suas mutuas relagbes e com o

mundo exterior, e no entanto, como o legislador que
2
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vinca insuficientemente no cddigo o produto da sua
imaginagdo por insuficiéncia psiquica da linguagem na
traducio do pensamento, igualmente a sciéncia ndo
conseguiu ainda até hoje dar-nos uma defini¢do exacta,
em que traduzisse bem a esséncia intima da vida.

E' que a vida ndo é um principio de existéncia
objectiva, como repetia Claud Bernard, ndo corres-
ponde a uma entidade, ¢ uma expressdo metafisica, e
dai a sciéncia limitar-se & investiga¢do das proprieda-
des dos elementos anatomicos e das condigdes fisico-
quimicas que regulam todos os fendmenos vitais.

No dominio experimental a biologia scientifica co-
meca com as investigagOes de Lavoisier e Laplace em
1870 para vér se a quantidade de calor para eguai quan-
tidade de gds carbdnico desenvolvido, é egualmente
desenvolvida por um animal de sangue quente e pela
combustio duma vela. Foi a primeira tentativa para
reduzir o fenémeno vital a processos fisico-quimicos.

Estas investigacdes foram continuadas por Petten-
kofer, Rubner, Zuntz, Atwater e outros, e para os que
admitem as oxida¢Oes como factor primordial de to-
dos os fendmenos vitais dos organismos, os trabalhos
de Lavoisier e Laplace marcam como dissemos o prin-
cipio da biologia scientifica.

Para Bichat a vida é o conjunto de forgas que se
opdem a morte.

E' aidea de luta, alids lembrada jd por Hypocrates,
e por Sydenham mais perto de nds.




Zad i

Sob o ponto de vista funcional a vida entretem-se
por um conjunto de ac¢des exteriores e reacgdes organi-
cas, cuja resultante ¢ uma série de oscilagbes em torno
duma normal ficticia. A matéria viva é uma instabili-
dade, é a resultante da tendéncia para um equilibrio
nunca atingido.

Diz Le Dantec

Existir ¢ lutar, viver ¢ vencer

E assim a luta é a grande lei natural, é um factor
intrinseco de nds mesmos, um factor da nossa propria
actividade.

Todo o ser vive lutando e portanto defendendo-
se; e sdo estes meios de defesa que vamos procurar
descrever resumidamente.

O organismo defende-se de muitos modos, embora
tendo geralmente por base as trocas vasculares e ner-
vosas e agossiando sinergicamente os seus meios de
defesa, conforme as circunstincias. Defende-se por
simples reflexos, defende-se pela adaptagdo, reage
pela sudacéio, pela vaso-dilatagido, pela evaporagio,
etc. etc.

Contra as substincias extranhas invasoras, alem
das naturais condigdes de resisténcia, dispde o orga-
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nismo de defesas directas, tendo por base as células
e os humores.

As reacgdis humoraes defensivas, particularmente,
teem despertado especial interesse nos ultimos tem-
pos, ji talvez pelo muito de misterioso que ainda en-
cerram, j4 por serem os humores o grande reserva-
tério das substincias mérbidas e nutritivas, ja por ser
por meio delas que actuam a maior parte dos orgaos
e das secregOes, jd finalmente pelas velhas nogoes
sObre os humores.

Para muitos leigos em coisas médicas com efeito,
remontando vinte e tantos séculos atrds as teorias de
Hypocrates e de Galeno, as alteragdes humorais fun-
damentam ainda hoje a causa com que explicam to-
dos os casos da patologia. Os humores sdo para eles
a pedra mégica da medicina, e assim baseiam em per-
turbagdes humorais uma dor de dentes, como sédo ca-
pazes de explicar pela mesma causa a fractura d'uma
perna ou uma facada no ventre.

Pondo de parte é claro estas nogdes fantasistas dos
pregoeiros das doutrinas do passado para admitir sim-
plesmente 0 que a sciéncia actual nos ensina, é no
entanto um facto incontestavel a consideravel impor-
tAncia dos humores na medicina de hoje, como um
dos mais poderosos protectores do organismo contra
as substancias extranhas.

E a defesa orgédnica como factor intrinseco da vida,




Z1

abrange toda a escala bioldgica desde o homem ao
mais infimo organismo mono-celular.

Suponhamos a amiba invadida por um corpo ex-
tranho sob a influéncia da quimiotaxia instintiva ;
atravessada a parede celular, o protoplasma reage eun-
globando o invasor e procurando destrui-lo por pro-
cessos de simples desdobramento hidrolitico, oxidagao,
redugdo ou fragmentacio, para o expulsar finalmente,
se € que O ndo aproveita integrando-o na propria
massa, como substéncia nutritiva.

O que dizemos para a amiba dizemo-lo também
para os outros animaes mono-celulares; a fagocitose ¢é
para €les o meio quasi unico de reac¢io do proto-
plasma e mostra-nos ji a analogia dos processos de
defesa e nutri¢do, alids semelhantes nos animais su-
periores, onde os alimentos sdo também inimigos, que,
devidamente transformados, o organismo utilisa para
fontes de energia. '

Escuso dizer que os processos de defesa e de nu-
trigdo déstes seres infimos da escala bioldgica sdo tanto
mais dificeis de estudar, quanto o organismo reage
sempre do mesmo modo, aos agentes 0s mais va-
riados.

Nos celenterados, nos vermes, nos insectos e na
maioria dos crusticeos a fagocitose localisada a varias
células é muito intensa, e constitue ainda o meio qudsi
unico da defesa orgdnica.

Nos vertebrados superiores e sobre tudo no ho-
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mem, 0 organismo actua ainda e principalmente pelas
reacgOes extra-celulares de natureza humoral.

Num e noutro caso as reacgdes defensivas fazem-
se 4 custa de fermentos, substincias de natureza cata-
litica que ndo foi possivel isolar ainda quimicamente,
e que se manifestam s6 pelas suas propriedades; sdo
destruidos ou ao menos perdem essas propriedades
pelo aquecimento a 70-80°, e precipitam pelo alcool
conferindo ao precipitado as mesmas propriedades.

Nos animais superiores as células associam-se
associando assim os seus meios de defesa num traba-
lho sinérgico.

Os orgidos e aparelhos resultantes destas associa-
¢Oes facilitam a tal ponto a divisdo do trabalho orgé-
nico, que a paragem do funcionamento de certas cé-
lulas, pode provocar um marasmo geral, e a morte de
muitas outras.

E contudo os elementos que constituem o0s orgaos
variam pouco entre si; é o seu agrupamento sObre
tudo que varia e que establece as diferengas na serie
animal.

Consideradas isoladamente as células sdo muitas
vezes bem semelhantes, embora em seres bem diferentes.

As préprias reacgdes de diferentes células se pa-
recem em todas elas; todos conhecem a analogia das
reacgdes da amiba e dos globulos brancos do homem,
aos mesmos agentes exteriores.

E por isso diz Werworn: sendo a matéria viva
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constituida de células, a sua funcido assenta sobre a
funcdio da célula e assim a fisiologia geral que explica
os fendémenos vitais, ndo é mais que a fisiologia da
célula. Qual é a natureza destas defesas dos seres vivos?

Parece haver propriedades defensivas de ordem ge-
ral como as lisinas fagocitdrias, determinadas proprie-
dades idroliticas e desagregantes, a alcalinidade dos
humores, etc., mas é sGbre tudo por reac¢des de ordem
especifica, que os seres actuam sObre os invasorgs: o
organismo reage as substincias extranhas elaborando
fermentos especificos capazes de as destruir.

Nos campos da patologia estas nogdes eram-nos
reveladas ja por varios factos de ordem experimental:

As transfusdes sanguinas s6 eram profiquas quando
entre individuos da mesma especie.

Os processos pldsticos de enxertia para darem re-
sultado devem ser feitos com retalhos extraidos de in-
dividuos identicos, ou ainda melhor do mesmo — au-
toplastia.

Uma outra prova da estrutura especifica das células
é-nos dada pelo facto de certos venenos sé actuarem
sobre determinadas dessas células. E a sua associagio
na constituicio dos diferentes orgidos dos animais su-
periores, dd-nos a primeira idea da especificidade na
defesa.

As células do aparelho digestivo encarregam-se
das transformagdes dos alimentos até serem assimila-
dos, como o aparelho respiratério preside ds trocas




gasosas e o rim se constitue em filtro iliminador dos

detritos orgdnicos.

Por ex. no aparelho digestivo ainda, para a diges-
tio das variedades de alimentos observamos a elabo-
ragio de fermentos digestivos diferentes, como a ami-
lase salivar e pancreatica para a transformagdo do
amido, a pepsina a tripsina e eripsina para a digestdo
dos albuminoides, a nuclease para 0 desdobramento
dosgmucleos proteicos e a lipase para a ccmbustio das
gorduras.

Todos &stes elementos actuam para impedir a pas-
sagem de substincias extranhas ao plasma, transfor-
mando os alimentos tio profunda e uniformemente,
quanto o organismo necessite para os absorver e as-
similar.

E' a destruicio pedra a pedra dum idificio para de-
pois reconstruir com as mesmas pedras um idificio
novo, diz Abderhalden.

O linfa e o figado siio orgdos de contrdle colocados
entre o plasma sanguineo e as celulas, e, se apesar de
tudo, por insuficiéncia de fermentos ou paragem da
sua ac¢lio por ex., qualquer substincia insuficiente-
mente digerida ainda conseguir passar no sangue, O
organismo defende-se elaborando rapidamente fermen-
tos especificos de defesa.

A elaboragfio déstes fermentos ¢ mais nitidamente
ividenciada pela introdugdo no organismo de substin-
cias extranhas, por outra que que ndo a via digestiva.
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Abderhalden realisou as primeira experiéncias déste
genero sobre cdes a que injectou albumina de 6vo,
observando pouco depois no sangue dos animais res-
pectivos, a existéncia de fermentos capazes de decom-
porem todas as substdncias proteicas, e particularmente
as injectadas. Os mesmos fermentos restavam inactivos
sObre os hidratos de carbono e as gorduras, assim como
a injecgdio destas substincias determinava a formagio
de fermentos, sem ac¢lio sobre os proteicos.

Por outro lado a passagem a um animal por via
subcutanea ou endovenosa duma certa quantidade
de assucar, determinava no sOro sanguineo respectivo
um aumento do poder redutor para a sacarose.

A injec¢do de gorduras e nucleo proteicos, deter-
minava identicamente a neo-produgio duma abundante
quantidad: de lipases e nucleases

Partindo das nogbes de ordem especifica destas
observagbes, Abderhalden fez estudos interessantes
tendentes a mostrar a existéncia no sangue das gra-
vidas, de fermentos capazes de desdobrarem a albu-
mina placentaria.

Aplicou estes conhecimentos como processo de
diagnose, e diz, em quinhentas e tantas observagoes,
apenas lhe ter falhado uma reac¢do. Daunay e Ecalle
tendo tido numerosos insucessos em Paris, foram pro-
positadamente a Halle estudar a técnica com o pro-
prio Abderhalden, e retomando depois as experiéncias
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na clinica Tardieu, encontraram 119 reac¢bes positivas
em 119 grdvidas.

E’ conveniente para maior certeza da reacgdo fazé-la
féra de qualquer estado mérbido que possa ocasionar
deficiéncia na assimila¢do das albuminas. Apesar que
Jud, fazendo actuar sobre extractos placentirios soros
de ndo grdvidas atingidas de sifilis, cancro febres
tifoides, endocardites, reumatismos, etc., encontrou
sempre resultados negativos,

Parece por tudo isto justo concluir com Joltrain
antigo interno dos hospitais de Paris: a reaccio de
Abderhalden aplicada ao diagndstico da gravidez, pos-
sue incontestavel valor.

O mesmo Abderhalden estudando em seguida 42
casos de carcinona, do mesmo modo observou no san-
gue dos respectivos doentes a existéncia de fermentos
capazes de desdobrarem uma albumina preparada com
tecido cancernso fervido, e sem acgéio sdbre a albu-
mina placentdria. Outros autores retomaram éstes
estudos.

Epstein examinando 37 doentes de cancro, em todos
menos um observou a existéncia de fermentos capazes
de desdobrarem a albumina cancerosa.

Por cutro lado no séro de 47 individuos atingidos
de afecgOes variadas, em 46 ndo existiam substincias
capazes de actuar sobre o tecido canceroso.

Bauer demonstrou a existéncia de fermentos de de-
fesa nos doentes atingidos de papeira endémica, e
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Abderhaldem ainda, observou que o s6ro dum mixede-
matoso, podia atacar o tecido do corpo tiroide.

A confirmar-se a especificidade déstes assuntos es-
cuso declarar a importincia deles como processos de
diagnose do cancro e de tantas outras afecgdes, com
um suficiente aperfeicoamento de técnica. E essa técnica
destas reaccdes infelizmente tdo dificil e melindrosa
por emquanto, ¢ sem duvida a causa dos insucessos na
pratica de tantos experimentadores déstes processos,
tdo sedutores como naturalmente exactos em principio.

#

A defesa do organismo contra os agentes infecciosos,
nio passa dum capitulo especial das defesas gerais do
mesmo organismo, contra as substincias extranbas.

Denomina-se ¢«infeccdo» o estado de luta entre o
ser vivo e as células microbianas.

A maior parte das doengas agudas sdo devidas a
agentes infecciosos.

Pasteur e a sua escola teem demolido completa-
mente as velhas doutrinas humorais e vitalistas, de-
monstrando que um grande nimero de doencas, re-
conhecem por causa seres infinitamente pequenos, que,
penetrando nos orgdos dos homens e dos animais, ai
determinam pela sua polifera¢do e atividade, perturba-
¢Oes e lesdes especificas.
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Desde que existe a sciéncia médica, diz alguem, ja-
mais luz comparavel 4 que resulta das descobertas de
-Pasteur, veiu iluminar estes misteriosos problemas da
patologia.

Os agentes infecciosos, alem da accéo indirecta
sObre as trocas nutritivas e meios naturais de defesa,
actuam sobre o organismo por ac¢bes expoliadoras,
toxicas, traumaticas e infecciosas, mecdnicas, irritativas
e inflamatdrias, simples propriedades fisicas umas, pro-
priedades bioldgicas outras, estreitamente ligadas ao
factor vida. Sdo as ultimas sébre tudo que actuam,
pelas propriedades que teem os germens de elaborar
fermentos, verdadeiras didstases com aptidio para
modificar os meios organicos de maneira a torna-los
impréprios a vida, e cuja intensidade de producdo é
longe de ser proporcional & abundancia dos agentes
infecciosos.

Estas no¢fes aproximam os micrdbios das outras
células vivas e aparelhos.

E assim, como veremos adeante, as leucocitos des-
troem os micrdbios por digestdo interna (fagocitose)
e pela secre¢do externa nos humores de anticorpos
especificos, verdadeiras didstases (substincias bacteri-
cidas), cuja elaboragfio caracterisa a principal diferenca
de ataque das substincias orgdnicas e inorgdnicas.

s processos de infec¢io (toxinas) e de defesa or-
génica (fagocitose substancias bactericidas e antitoxinas)
sdo portanto idénticos, como dizia Camus.
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Por ser de necessidade indispensavel ao nitido co-
nhecimento dos processos de sdro diagnostico infec-
ciosos, vamos estpdar um pouco detalhadamente os-
meios de defesa do organismo contra os agentes mi-
crobianos, denominando defesas naturais, as que éle
mobilisa independentemente do agente invasor, e de-
fesas especificas as directamente subordinadas ao res-
pectivo agente.

As tltimas s6bre tudo, com quanto em geral da
mesma natureza e mecanismo das primeiras, revelam
ordinariamente ¢in vitro» tal grau de extensdo e sensi-
bilidade pelo seu caracter especifico, que a pritica did-
ria muitas vezes as utilisa como processos faceis de
diagnose.

| — Defesas naturais

Fagocitose. — E' o principal meio de defesa de or-
dem geral de que dispde o organismo contra os agen-
tes infecciosos, e consiste no englobamento da subs-
tincia extranha e sua ulterior destruigio por certas
células do mesmo organismo.

Veem de Lieberkuhn, Haechel, Reclinghausen e
Ranvier as primeiras nogdes sobre a fagocitose, mas
foram sdObre tudo posteriormente os trabalhos Met-
chnikof que melhor a precisaram e desenvolveram.
Os leucocitos, elementos moveis, sdo as principais cé-
lulas dotadas de propriedades fagocitarias, mas existem
ainda certas células fixas com as mesmas propriedades.
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Para certos autores as células musculares, os o0s-
teoplastes e as células nervosas possuem propriedades
fagocitarias ; mas sdo s6bre tudo as células eudoteliais
dos vasos e das serosas, que, depois dos leucocitos,
apresentam essas propriedades.

Metchnikof distingue nos leucocitos os macrdfa-
gos (grandes mononucleares) e os micréfagos (polinu-
cliares neutrdfilos) ; os dltimos sdbre tudo se encarre-
gariam de fagocitar os agentes infecciosos, saindo dos
vasos por diapedese e caindo sobre &les por quimio-
taxia e leucocitose local.

A fagocitose é s6bre tudo intensa para os germens
menos abundantes e menos virolentos, e ainda nos
organismos até certo ponto imunes para os germens
considerados.

Existem néstes casos estimulantes de ordem espe-
cifica, mas tamb&m os ha de ordem geral, como se vé
pelo facto de a injec¢do de sbro de cavalo no perito-
neu duma cobaia, aumentar nela a fagocitose, por ex.
para os bacilos cdlera.

Os extractos em séro fisiolégico de orgdos ricos em
globulos brancos adquirem sobre os germens as mes-
mas propriedades destrutivas da fagocitose. Isto mos-
tra que os fagocitos actuam por fermentos, verdadei-
ras didstases andlogas 4s que usa a amiba nos seus
processos nutritivos. Metchnikof dd-lhes o nome de
citases que distingue em macro e micro citases; Bu-
chner chama-lhes alexina.
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Para Metchnikof a digestio fagocitiria consiste
na destruigdo dos agentes infecciosos pelas citases ou
alexina, uma vez sensibilisados por um fixador ou
sensibilisadora especifica, que estudaremos adiante
mais detalhadamente.

Ha certos orgios onde as defesas fagocitdrias se fa-
zem com maior intensidade; o tecido célular sub-cu-
taneo o bago e as serosas, talvez pela sua acgio de
barreiras, especies de guardas avangadas contra os
agentes infecciosos, sdo outros tantos orgdos gosando
destas propriedades.

O seu mecanismo de acgéio é geralmente a hiper-
producdo de fermentos fagocitarios pela hiperleucoci-
tose local, localizagdo da hiperleucocitose geral, que,
pela polinucleose, mononucleose e eosinofilia, apds a
hipoleucocitose inicial correspondente a retirada dos
leucocitos, acompanha a maior parte das vezes as
infec¢Oes experimentaes.

Opsominas naturais. — E' um fator estreitamente
relacionado com a fagocitose. O mecanismo desta da-
-se ¢ verdade pela presenga ¢in vitro» de simples leu-
cocitos em presenca de simples germens; se con-
tudo juntarmos & mistura séro dum individuo nor-
mal, as propriedades fagocitdrias sdo poderosamente
exaltadas.

A este qualquer coisa existente no s6ro de qual-
quer individuo com a propriedade de aumentar a fa-
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gocitose para qualquer germen, ¢ que Wright deu o
nome de opsoninas naturais.

Bacteriolise natural. — Designamos assim as pro-
priedades que teem certos organismos, destruindo, di-

-minuindo a viruléncia ou de qualquer modo preju-

dicando a vitalidade de certos germens, para que
nio estavam imunisados pela secre¢io de anticorpos
especificos.

Pasteur foi o primeiro a verificar que os humores
de coelho matavam o bacilo de carbinculo. Outros
autores verificaram as mesmas propriedades para va-
riados germens no sangue de diferentes animais, e Bu-
chner empregando o sbro sanguineo de coelho e de
cavalo, verificou as suas propriedades microbicidas para
os bacilos da febre tifoide e da colera; verificou mais
que esta propriedade desaparecia pelo aquecimento a
550 e assim a esta propriedade ou principio destruido,
embora desconhecido, deu éle o nome de alexina.

O sbro sanguineo do rato branco ¢ egualmente
bactericida para o carbinculo, bacilo coli, estafilococo
e outros germens, naturalmente.

O mesmo fenémeno se observa com outras célu-
las, por ex. os glébulos vermelhos ; a transfuséo san-
guinia entre animais de especies diferentes leva 4 sua
destruicio. O mesmo facto se observa ¢in vitro» mis-
turando glébulos e determinado soro de animal de ou-
tra espécie.
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O sbro da enguia hemolisa os globulos vermelhos
de todos os mamiferos,

O sdéro do cdo tem propriedades hemoliticas para
os globulos da cobaia, e o proprio soro humano he-
molisa por vezes os Blébulos de carneiro, cobaia, etc.

Sdo as hemolisinas naturais.

Ebrlich e Morgenroth dizem ter conseguido no
sOro sanguineo da cobaia pela injec¢iio dos respecti-
vos glébulos, propriedades hemoliticas para animaes
da mesma especie: seriam as hisohemolisinas.

A injec¢dio a um animal dos auto-glébulos altera-
dos, levou Metchniko 4 nogdo das auto-hemolisinas.

As bacteriolisinas naturais sdo indicadas por al-
guns autores para explicar certos casos de imunidade
natural ; o facto parece contudo nfio dar-se bem assim,
porquanto o séro de muitos animais refractdrios a de-
terminados gérmenes ndo é dotado de propriedades
bactericidas para os mesmos, & vice-versa.

Aglutininas naturais — Existem soros como por
ex. 0 de cavalo com propriedades aglutinantes natu-
rais para o bacilo tifico, bacilo coli, bacilo da tubercu-
lose, do mbrmo, vibrido colérico, etc.

O proprio s6ro humano aglutina a maior parte dos
gérmenes, deferindo simplesmente da aglutinagiio espe-
cifica por uma questio de grau, per uma questio de
intensidade. O mesmo fendmeno se observa para ou-

tras células vivas que ndio os micrdbios, e assim os
3
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soros de certos animais aglutinam os glébulos verme-
Ihos de animais de outras espécies. O sbro de cobaia
aglutina os globulos de coelho e da galinha, o sbro
da cobra aglutina os glébulos do homem e do rato.

Segundo Pagniez nfo existe aglutinagio entre soros
e globulos do mesmo animal ou mesmo de animais da
mesma espécie, a nio ser que se trate por ex. de soros de
doentes em presenga de glébulos de individuos sdos.

Neste ultimo caso pode dar-se a aglutinagic como
verificaram Donach e Le Monaco respectivamente na
cOlera e paludismo; é que em rigor actuariam néstes
casos, substincias bem distintas.

Precipitinas natuarais — A acgiio reciproca de so-
ros de animais diferentes postos em presenca, deter-
mina um precipitado flocoso devido a substincias ou
principio a que chamamos percipitinas.

Esta defesa orgdnica como alids as precedentes é
essencialmente especifica, evidenciada entiio por gran-
de extensdo e sensibilidade.

Os estudos de Bordet Nutal e outros generalizaram
contudo esta nogdo primeiro a espécies vizinhas das
especificas e finalmente obsrevaram-na féra mesmo, de
qualquer aproximagio de especificidade.

Antitoxinas naturais— O s6ro normal da cabra
protege a cobaia contra a toxina colérica; o sbro nor-
mal da cobaia tem andlogas qualidades protectoras
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para os bacilos mortos da pneumonia contagiosa dos
porcos, os soros dos homens e dos cavalos actuam na
mesma contra a toxina estafilocécica.

Por outro lado parece haver na bilis uma certa
acgdo antagonista para a toxina butilica, como a co-
lesterina segundo Fraser actua identicamente contra o
~ veneno da vibora.

Estes factos levam-nos a concepgio das antitoxinas
naturais, muito pouco conhecidas ainda, e em geral
de reduzida actividade.

|1 — Defesas especificas

Fendmeno de Pfeiffer— Bacteriolise — Citolise —
Pfeiffer verificou em 1893 que a inoculagdo de bacilos
da cdlera no peritonen duma cobaia produzia rapida-
mente a morte do animal, observando-se na sorosi-
dade peritoneal respectiva grande numero de bacilos
vivos, livres e muito moveis. Se contudo a cobaia
estava imunisada para aqueles germens, a introdugdo
da mesma quantidade de bacilos ao fim do mesmo
tempo mostrava-os na cabidade peritoneal tendo per-
dido a mobilidade, aglomerados e com tendéncias para
a desagregac¢do, sem a intervengdo de leucocitos.

Este fendmeno a que Pfeiffer deixou ligado o seu
nome, marca o inicio dos trabalhos de defesa especi-
fica do organismo pelos principios da imunidade e
substincias microbicidas.
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Bordet verificou que o mesmo facto se produzia
«in vitro» colocando bacilos cdlera e bacilos tificos
respectivamente em presenga de soros normais e soros
de animais imunisados para os mesmos bacilos.

Max Gruber observou pouco depois €in vivos o
mesmo fendmeno com o bacilo de Eberth, levando
Widal a um processo experimental de sdro-diagnéstico
para a febre tifoide, hoje universalmente espalhado.

Bezangon e Griffon fizeram observagdes .idénticas
com o pneumococo, Dopter com o bacilo disenterico,
e posteriormente observag¢des anidlogas se fizeram com
outros gérmenes.

Do que fica dito podemos ji concluir o principio
seguinte: 0 soro dum animal imunisado para determi-
nado gérmen é dotado de propriedades especificas
defensivas contra o0 desenvolvimento do mesmo gér-
men. E digo que estas propriedades sdo especificas
porque outros gérmenes se podem desenvolver, e admi-
tindo mesmo as defesas naturais de que ji falamos,
nunca revestem a intensidade ividenciada para os gér-
menes imunisantes.

Ao fendmeno da destrui¢io e desagregacio dos
gérmenes pelos respectivos soros por &les imunisados,
¢ que se dd o nome de bacteriolise.

O que vimos de mencionar para os micrébios
pode dar-se com outras células, e assim a inoculacdo
a animais de espermatozoides, extractos de células
hepaticas, cerebrais, etc., de animais de espécies dife-
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rentes, determina a produgéo de soros especificos con-
tra aquelas substancias; é o que designamos por esper-
matolise, hepatolise, nevrolise, etc., dum modo geral
cilolise.

Antigénio é a substincia geral injectada, a que o
organismo corresponde com a produgdo de anticorpos
especificos.

A aplicacdo destas nog¢bes adquiriu particular im-
portincia na preparagdo dos soros hemoliticos.

Se com efeito injectarmos a um animal em deter-
minadas proporgdes glébulos vermelhos dum animal
doutra espécie, o respectivo soro adquire propriedades
citoliticas, néste caso hemoliticas, fortemente pronun-
ciadas contra os glébulos dos animais da espécie in-
jectada; e como a hematolise destruindo o glébulo
liberta a hemoglobina corando o meio ambiente, a
reaccdo ¢ nitidamente visivel.

E posto isto como explicarmos o mecanismo da
accio destas lisinas da bacteriolise, hemolise e citolise
em geral ?

Parece que os soros dotados de propriedades liti-
cas actuam por substincias de propriedades andlogas
s dos fermentos : sdo destruidas por temperaturas ele-
vadas, precipitam com as albuminas, sio facilmente
destruidas por agentes quimicos e teem um méximo
de intensidade a 37-400,

Estudos posteriores de Bordet, Ehrlich e outros
mostraram que a acglio bactericida dos humores dos




animais imunisados e em geral das substancias citoli-
ticas parece ser devida a duas substincias bioquimicas,
uma de ordem geral, alexina de Buchner, citase de
Metchniko ou complemento de Ehrlich existente
em todos os soros e destrutivel a 56°, e outra espe-
cifica, sensibilisadora ou fixadora, existente s6 no séro
dos animais imunisados e resistindo até 63-700,

Estas duas substincias actuariam em conjunto na
citolise especifica.

Suponhamos por ex. um séro’de coelho hemolitico
para os globulos de carneiro.

Aquecendo ésse sOro a 560 veremos que &le perde
a propriedade de hemolisar os glébulos de carneiro;
se no entanto lhe juntarmos séro fresco, readquire
novamente as. suas propriedades hemoliticas: diz-se
que o sbro foi reactivado. A @sse qualquer coisa exis-
tente no sOro fresco que juntamos, é que se dd o
nome de elexina ou complemento.

Pode ser fornecido por animais de especies diferen-
tes comquanto nem de todas, como afirma Noguchi.

O complemento de cobaia é o geralmente empre-
gado, por gosar precisamente da propriedade de rea-
ctivar os soros de qudsi todas as outras espécies de
animais.

Mas aquegamos agora o sbro hemolitico do coe-
lho a 65-70c; veremos que &le deixa de hemolisar os
globulos de carneiro, mesmo depois de reactivado por
complemento fresco.
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E' que 4quela temperatura foi destruida também o
anticorpo especifico, a sensibilisadora de Bordet.

Esta sensibilisador 1 fixa-se aos glébulos como um
mordente, no dizer de todos os livros, e assim prepara
a acgdo litica da alexina.

Tudo isto alids se prova facilmente.

Metendo com efeito o 37¢ sOro hemolitico de coe-
lho aquecido a 560 e glébulos de carneiro imunisan-
tes, ao fim dalgum tempo os glébulos sdo destruidos
em presen¢a de complemento novo, ainda mesmo
quando previamente lavados muitas vezes.

Se por outro lado colocamos glébulos sensibilisa-
dos em presen¢a de novos glébulos e complemento,
os ultimos glébulos ndo sdo destriidos, apesar da
existéncia de complemento, porque a sensibilisadora
tem sido fixada toda pelos primeiros.

Em conclusio podemos dizer que os globulos de
carneiro em presen¢a da sensibilisadora especifica
fixam o complemento, ou d'um modo mais geral que
qualquer sistema antigénio anticorpo fixa o comple-
mento, impedindo portanto a lise em qualquer outro
sistema especifico que ulteriormente lhe juntemos.

Foi partindo destas nogbes que Bordet e Gengou
. preconisaram a reac¢do de fixagdo ou desvio do com-
plemento para estabelecer o diagndstico da natureza
de certas infecgdes pela investigagio dos anticorpos
em presenga dos respectivos antigénios, ou ainda de
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antigcénios, partindo dos anticorpos conhecidos corres-
pondentes.

Suponhamos por ex. um sdro onde desejamos pes-
quisar a existéncia do anticorpo anticdlera.

Misturando ao s6ro em questdo vibrides coléricos
e complemento, colocando na estufa a 37¢ e juntando
ulteriormente glébulos vermelhos sensibilisados, estes
hemolisardo ou ndo se respectivamente o complemento
ndo foi ou foi desviado, ou seja se ndo existia ou
existia de facto infecgio colérica. Do mesmo modo
chegariamos & determinagdo dum antigénio partiddo
do respectivo anticorp @

O segundo sistema actua apenas como indicador,
e Bordet aconselha os glébulos vermelhos sensibilisa-
dos pela facilidade de verificar néles macroscopica-
mente pela libertacio da hemoglobina, a presenca ou
auséncia da hemolise.

Dum modo geral para verificar a existéncia dum
anticorpo suspeito num sdro, basta, usando dos cuida-
dos que a pritica aconselha, colocar na estufa a 370
em presenca de antigénio correspondente e s6ro novo
o sdro em questdo aquecido a 560, verificando depois
o0 desvio ou niio do complemento pela hemolise posi-
tiva ou negativa em glébulos vermelhos sensibilisados,
ulteriormente juntos,

Widal e Le Sourd foram os primeiros a aplicar es-
tas nogdes as afec¢des pelo bacilo de Eberth.

Pagmiez e Camus aplicaram-nas depois ao bacilo de
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Koch em presenga da tuberculina, e outras aplicagdes
se fizeram a seguir, para variados agentes mdrbidos.

Opsoninas especificas. — J4 dissemos serem as
opsoninas naturais substincias que idealisamos nos
soros com a propriedade de favorecer a fagocitose.

As opsoninas especificas dos soros imunisados go-
sam de propriedades andlogas, simplesmente em grau
mais elevados para os respectivos agentes imunisantes.

Sdo néste caso anticorpos, desaparecendo pelo
aquecimento a 65-70¢ e ndo a 56 como as naturais.

Parecem actuar fixando-se aos gérmenes e ndo aos
leucocitos pois juntando os soros aos microbios, em-
bora depois os separemos e lavemos, estes gérmenes
ficam aptos a sofrer a respectiva ac¢iio dos leucocitos,
0 que se ndo verifica se procedermos analogamente
entre o sOro e agentes fagocitdrios.

Nos organismos onde ndo sé ndo haja imunidade
mas mesmo os agentes de defesa estejam enfraqueci-
dos abaixo do normal, as opsoninas igualmente actuam
em grau inferior ao vulgar.

Estas nogdes levaram alguns autores 4 determina-
¢édo do chamado «indice opsdnico» para o diagndstico
e sObre tudo progndstico de certas infecgdes.

Nao ¢ mais que a relacdo entre o nimero de gér-
menes fagocitados em igualdade de circunstancias res-
pectivamente pelos fagocitos dum soro normal e dum
s0ro de doente, infectado com aqueles gérmenes.




Aglutininas especificas— Designamos assim outro
principio de defesa especifico para os agentes infe-
ctantes existente nos humores e sGbre tudo no séro
sanguineo dos individuos infectados.

As aglutininas ndo devem confundir-se com as
substiincias bacterioliticas e citoliticas, porquanto pode
haver lise sem aglutinagdo, e vice-versa; no entanto a
face do fenémeno de Pfeiffer e outros, é no¢do hoje
corrente a reac¢io aglutinante a maior parte das vezes
preparar a ac¢do das bacteriolisinas e citolisinas, con-
tribuindo assim para a defesa orgénica.

A grande intensidade relativa das aglutininas espe-
cificas levou 4 aplicagdo desta reacgdo como processo
pratico de diagnose para certas infec¢des, principal-
mente para a febre tifoide.

Nestes casos com efeito os soros de individuos
doentes aglutinam até diluigdes elevadas uma emul-
sao de bacilos de Eberth, e nisto consiste a aglutina-
¢do para o bacilo tifico, hoje espalhado por toda a parte.

Precipitinas especificas — Krauss observou que o
sdro de animais injectados com bacilos de Eberth de-
terminava um precipitado em presenca do filtrado de
culturas do mesmo bacilo.

Tchistowitch injectando a um coelho séro de ca-
valo, transmitia-lhe propriedades precipitantes especi-
ficas para o sOro injectado. Bordet generalisou este
facto a outros soros, e Nolf observou o mesmo fend-
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meno na injecgdo a animais de albuminas, serinas ou
globulinas; o sdro do animal injectado adquiria pro-
priedade de as precipitar dum modo especifico.

Em qualquer caso ¢ a formagfio de percipitinas es-
pecificas, anticorpo como os precedentes resistindo
até temperaturas de 65°.

A reacgio precipitante especifica pela sua grande
sensibilidade tem aplicagdo prética na diagnose de cer-
tos agentes. Em medicina legal por ex. para a inves-
tigagdo da natureza duma certa mancha de sangue, fa-
zendo diluigdes successivas de glébulos de animais
diferentes, a precipita¢do serd sdbre tudo grande para
os glébulos especificos.

Terminaremos dizendo que as precipitinas de efei-
tos parecidos aos da aglutinagdo, diferem contudo das
aglutininas; a injec¢io a um coelho por ex. de séro
sangunineo de galinha transmite-lhe propriedades pre-
cipitantes especificas, sem contudo fazer nascer idénti-
cas aglutininas; o inverso se d4 com a injec¢do nas
mesmas circunstincias, de simples glébulos em vez
de sdro.

Antitorinas especificas — Verificaram certos auto-
res que a inoculagdo a animais de toXinas microbianas
levava ésses animais 4 produc¢do de antitoxinas ca-
pazes de as neutralisar.

Calmette estableceu as mesmas nog¢des para os ve-
nenos das serpentes, criando assim 0s soros antivene-
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nosos. Observagdes andlogas se fizeram para outras su-
bstincias permitindo-nos concluir dum modo geral que
as toxalbuminas, as toxinas microbianas e 0os venenos,
inoculados a animais teem a propriedade de crear
néles antitoxinas especificas correspondentes.

Estas antitoxinas especificas actuam como anti-
corpos andlogos aos estudados precedentemente ; desa-
parecem pelo aquecimento a 65-70°, precipitam pelas
albuminas e teem propriedades de todo andlogas ds
dos outros anticorpos. Resistem muito mais tempo
que as toxinas correspondentes, e sécas podem mesmo
resistir a temperaturas de 1000 e mais.

Quanto 4 sua origem, como alids para os outros
fermentos de defesa, duas teorias principais se debatem :

Para Metchniko proveem dos leucocitos princi-
palmente dos macrofagos, para Ehrlich proveem de
qualquer célula, em particular das principalmente lesa-
das pelas respectivas toxinas.

Apds ter dito algumas palavras sobre as defesas do
organismo sem descer a minudéncias de técnica, inter-
pretagio e mecanismo porquanto isso nos levaria de-
masiado longe, vamos terminar estes assuntos por al-
gumas consideragdes sobre a fmunidade.




L. " 1A

Veem de mais remota antiguidade as primeiras
nogdes sobre ela.

Os chineses parece exerciam ji no seculo x1 a va-
cinagdo preventiva contra a variola, porque era um
facto constatado certas doencas, uma vez declara-
das num organismo, conferirem-lhe capacidade para
resistir a ulteriores infecgbes da mesma natureza,
Igualmente se obsetvou que essa resisténcia era por
vezes normal para determinadas infecgdes.

Pasteur inicia as primeiras tentativas para a expli-
cagdo scientifica da imunidade, conseguindo-a com a
inocula¢io de gérmenes de viruléncia atenuada. O
mesmo depois se conseguiu com a injec¢do de cul-
turas mortas, ou mesmo simples séro de animal de
outra especie previamente infeccionado pelo respe-
ctivo agente.

Em qualquer dos casos o que caracterisa o indivi-
duo imunisado para determinada infec¢dio quer por
simples ac¢do natural, afec¢do idéntica anterior ou
injecgdo de substincias imunisantes, ¢ o desenvol-
vimento nos humores désse individuo de substincias
ou condigdes que impediriam o desenvolvimento do
respectivo agente infeccioso numa ulterior invasdo.

Assim concebida a imunidade pode dizer-se o es-
tado natural ou adquirido do organismo que possue
os meios de defesa suficientes para neutralisar o agente
infeccioso ou toxina introduzido nésse organismo.

Como vimos, pode ser natural ou adquirida.
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A adquirida pode ser expontinea ou provocada,
segundo provem de doenga acidental ou ¢ produzida
artificialmente ; neste caso diz-se ainda activa ou pas-
siva, conforme se consegue pela injeccdo de culturas
ou simples soros imunisantes.

A imunidade ¢ um factor relativo directamente li-
gado a viruléncia dos gérmenes e a resisténcia orgdnica;
0 seu mecanismo ¢ um mecanismo de defesa orgdnica;
e muitas teem sido as teorias para explicar &sse meca-
nismo.

Chauveau admitia a jun¢fio de substincias novas
defensivas ao organismo imunisado, outros fazem
dos humores os agentes de defesa; Metchniko expli-
cava tudo pela fagocitose e finalmente Ehrlich define
a imunidade por cadeias laterais receptoras da célula,
e grupos toxéforo e haptéforo da toxina e dos fer-
mentos.

Hoje a nogdo corrente sintetisa o aproveitavel de
cada teoria, e assim admite os anticorpos neo-forma-
dos de Chauveau, a acgdo microbicida dos humores,
sem despresar mesmo os leucocitos de Metchniko.

Victor Henri diz fisicamente que os anticorpos for-
mam com os antigénios complexos coloidais, varia-
veis com as respectivas cargas electroliticas.

Para &le sensibilisadora e alixina correspondem a
estados diferentes dos coloides dos soros, e a juncdo
de complemento na citolise ao sOro aquecido, vae mo-
dificar apenas o estado molecular.




- 5

Na reac¢fio de Wassermann como veremos, dio-se
factos andlogos.

Parece hoje com efeito admitir-se que os anti-
corpos néo correspondem a substincias quimicamente
definidas com propriedades defensivas, mas antes a
simples modificagdes do estado fisico, a uma espécie
de destrui¢do do equilibrio fisico-quimico dos humores,
que ficam assim com novas propriedades.

E’ por um mecanismo idéntico que por ex. ultima-
mente alguem diz ter conseguido a imunidade para
determinados gérmenes, pela injecgdo de simples albu-
minas.

Em conclusdo podemos dizer que o metabolismo
fntimo da imunidade e defeza orgdnica restam ainda
misteriosos, sem que isso implique o valor de factos
constatados.

E j4 agora duas palavras sObre o problema da
imunidade na sifilis.

Era assunto para toda uma nova dissertacdo, e por
isso limitar-me-hei a dar umas nogdes gerais sbbre o
estado actual da questio.

Julgou-se durante muito tempo e¢ é ainda hoje
nogio corrente de muitos que o organismo previa-
mente sifilisado ficava durante o periodo secunddrio e
mesmo tercidrio refractdrio a nova infecgfio especifica,

Finger e Landsteiner foram os primeiros a mostrar
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com numerosas experiéncias que esta pretendida imu-
nidade absoluta naqueles periodos ndo tinha ra-
zdo de ser.

Quando se fala de imunidade na sifilis, ja dizia
Levaditi deve entender-se por isso um estado refra-
ctério relativo do revestimento cutdneo e mucoso para
os treponemas exteriores, e ndo uma imunidade com-
pleta, com esterelisagdo absoluta do organismo.

Gougerot retomando a questio num interessante
artigo publicado no «Journal des Praticiens» fevereiro
de 1918 —mostra com observagdes clinicas experi-
mentais que os antigos sifiliticos podem ser reinocu-
lados, e diz mais que os acidentes cancriformes ter-
cidrios, as roséolas de retdrno, os novos cancros nos
sifiliticos antigos ou recentes, sio a maior parte das
vezes superinfecgdes.

A imunidade sifilitica é uma imunidade decrescente
com o tratamento e edade da doenga, e onde portanto
se encontram todos os graus entre a nao reinoculabi-
lidade do sifilitico ndo tratado imunisado e a inocula-
bilidade do sifilitico que perdeu a imunidade, por ac¢ao
do.tempo ou da terapéutica.

Além da defesa orgdnica deve também ter-se em
conta a viruléncia da infecgdo; com efeito a sifilis tro-
pical por ex. é muito mais virulenta; tive ocasido de
verifica-lo em doentes que vi no meu curso de sifili-
grafia, e ainda aqui, nas obs. 13.2 e 138.3, doentes sifi-
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lisados no Brazil, para cuja gravidade da afec¢do ndo
existe outra explicagio.

Os heredo-sifiliticos também ndo estdo imunisados
e devem portanto tomar tantas precaugdes como qual-
quer outro individuo. Recordo-me muito bem neste
momento dum rapaz estudante, de B., heredo-sifilitico
a quem tratei dum cancro especifico contraido apds
relagbes sexuais suspeitas, com adenopatia inguinal
indolor, principios de secundarismo sifilitico ja, tendo
tudo desaparecido & 3. injec¢fio de neoarsenobenzol.

E poderd perguntar-se se a reinfeccdo dum antigo
sifilitico tratado mostra que a primeira sifilis hd defi-
nitivamente curado.

Gougerot diz que é suficiente para a reinfecgio
um estado latente, uma meia cura, uma cura momen-
tanea, e assitn classifica em 3 séries distintas as rein-
fecgdes dos antigos sifiliticos tratados. Na 1.2 inclue as
sifilis sem nova reinoculagio e simplesmente retarda-
das pelo tratamento; na 2.2 as superinfecgbes sem
cura completa, e na 3.2 as reinfecgbes em criaturas
completamente curadas; esta ultima & para o autor a
categoria menos numerosa, ¢ ainda sem critério garan-
tido que prove em absoluto, a cura completa da 1.2
infeccdo.







REACCAO DE WASSERMANN

La place préponderante prise rapide-
ment par cette méthode; le rble capital
qu'elle joue non seulement pour fixer le
diagnostic de la syphilis mais encore pour
en guider la therapeutique; son impor-
tance ou point de vue de la pathologie
generale; les innombrables travaux qu’elle
a suscité ; les simplifications eles pﬂ?ectio-
nements qu'en essai de lui aporter, autant
de raisons qui imposent a tout praticien
d’en connaitre en delaie le principe, la
technique e les resultats.

A. Larowr.

I PARTE

CAPITULO 1

Nogies gerais

A descoberta em 1905 por Woffman e Schaudinn
ou alguns meses antes por Bordet segundo Vernes
do agente da sifilis, espirilo movel sucessivamente cha-
mado espiroqueta e treponema pallidum, levou Was-
sermann e os seus colaboradores A. Neisser e C.
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Bruck um ano depois, em 1906, & criagio dum pro-
cesso de sOro diagndstico novo, pela aplicagdo a sifilis
da fixagdo do complemento de Bordet e Gengou.

Acentava o método sObrz a existéncia no séro dos si-
filiticos dum anticorpo especifico para o treponema, an-
tigénio respectivo, obtido entdo ndo por culturas,impos-
siveis de obter até af, mas por extractos da maceragio
de orgiios ricos déles, como figado de heredo-sifilitico.

E éste antigénio era de resto suficiente porquanto
parecia atuar como especifico tanto em presenga do
séro de macacos imunisados com o0s mesmos extra-
ctos, como em presenga do s6ro de macacos imuni-
sados com orgios de macacos sifiliticos, ou sim-
plesmente sifilisados pelos processos habituais.

Partindo destas hipdteses a reac¢dio ndo tinha mais
que verificar a fixagio do complemento pelo sistema
sOro suspeito e antigénio respectivo, juntando apds
uma e¢ meia a duas horas de estufa a 37¢ um novo
sistema de glébulos sensibilisados

Era a aplicagiio a sifilis do método aplicado jd &
febre tifcide em 1901 por Widal e Le Sourd.

A auséncia de hemolise traduzia o desvio do com-
plemento e implicitamente a existéncia do respectivo
anti-corpo no sdro em questdo, como a hemolise in-
dicava ao contrdrio, uma reac¢fio negativa.

A reacg¢dio ficou conhecida pelo nome do seu au-
tor, «reacg¢io de Wassermann», e hoje designa-se
ainda genericamente assim, mesmo quando orientada
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por técnica doutros experimentadores, mas acentando
sObre o principio enunciado.

Os resultados préticos confirmaram esta reacgdo;
o sOro sanguineo de criaturas sifiliticas impedia a des-
truigdo dos gldbulos, verificando-se o contrdrio com
0S SOr0S NOormais.

Mas se na pratica prevaleciam os mesmos resulta-
dos, observagies posteriores mostraram nio se reali-
sar em teoria 0 mecanismo concebido por Was-
sermann.

Armand Delille comunicava em 20 de dezembro de
1907 4 «sociedade médica dos hospitais» ter obtido
resultados sensivelmente idénticos, empregando extra-
ctos de figados normais ou de figados de heredo-si-
filiticos.

Qudsi na mesma data, 21 de dezembro do mesmo
ano, Levaditi e Yamanouchi diziam na «sociedade de
biologia» que a propriedade de desviar o complemento
conferida ao extracto de figado de recem-nascido si-
filitico em presenga de sro especifico, era devida a
substincias soluveis no alcool, vizinhas das lecitinas
e existindo alids no figado de pessoas normais, como
ainda noutros orgios.

Trabalhos ulteriores confirmaram &stes resultados,
mostrando que reac¢des positivas se obtinham com so-
ros sifiliticos em presenga de antigénios obtidos por ex-
tractos alcodlicos de coragfio.de cobaia (Landsteiner),
figade normal (levaditi, Marie), coragdo humano, etc.
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diluidos em sbro fisioldgico, ou mesmo antigénios ar-
tificialmente preparados.

Mas um facto ocorre ja a nossa atengdo; é, apesar
de tudo, a conservagio de todo o valor pritico da
reac¢do de Wassermann comio caracteristica da sifilis.

Subsistia apenas um érro de interpretagéo; os anti-
corpos e antigénios tal qual concebidos por Was-
sermann na bacteriolise especifica, era uma hipdtese
a por de lado.

O sbro-diagnostico da sifilis admite-se hoje uma
reac¢io de fendmenos fisico-quimicos, de fendmenos
de precipitagdo por alteragdes nos humores dos res-
pectivos doentes. E’ uma reac¢éo de coloide a coloide,
com fixa¢do do complemento quando da precipitagio.

Mas qual sera a substdncia racionalmente comum
existente nos diferentes antigénios e capaz de fixar o
complemento em presenca dum sdéro sifilitico? Qual
serd a substincia ausente do sOro normal e existente
no sdro especifico com a propriedade de derminar a
fixagdo do complemento em presenga dos antigénios
considerados ?

E' 0 que a biologia dos nossos dias tem procurado
resolver, sem que esteja pronunciada ainda a Wltima
palavra sobre o assunto.

Estudos recentes dos extractos dos antigénios teem
mostrado que a substincia activa se aproxima dos li-
poides, das lecitinas e sais biliares.

Alguns autores conseguiram aumentar um poder
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antigénico juntando ao respectivo extracto determi-
nada quantidade de gordura, ou colesterina por ex.

Ultimamente mesmo foi possivel isolar do extracto
de figado de heredo-sifilitico uma substincia lipoide,
gosando a acg¢do de antigénio ; ao contrdrio o residuo
hepatico restante tinha perdido essas propriedades, como
as ndo possuiam as albuminas, certas globulinas e a
colesterina existente no organismo em estado coloidal.

Por outro lado Levaditi, Yamanouchi, Eisler e ou-
tros empregando licitinas como antigénio encontra-
ram a maior parte das vezes os mesmos resultados
que com o método de Wassermann.

Sachs e Boudoni ensaiaram as misturas de oleato
de soda e lecitinas; Levaditi € mais recentemente Le
Sourd ensaiaram tambem o taurocolato e glicocolato
de soda, obtendo resultados sensivelmente idénticos
aos do processo cldssico.

E como os vérios orgdos empregados como extra-
ctos sdo mais ou menos ricos em lipoides; dai a sua
eficacia como antigénios, quando indistintamente em-
pregados no s6ro-diagndstico da sifilis em propor¢des
convenientes.

Por cutro lado quais as modifica¢bes nos soros dos
sifiliticos P

E' racional admitirmos que sob a influéncia da
afeccio o sbro sanguineo sofra alteragdes de consti-
tui¢do que o tornem facilmente precipitavel pelos li-
poides e outros coloides (Levaditi).
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Toda a infec¢do desenvolve com efeito nos orgios
e nos humores do organismo reacg¢des especificas, trans-
formagdes fisico-quimicas, alteragdes celulares e mo-
dificagdes de estrutura do protoplasma. Essas altera-
¢Oes parecem traduzir-se na sifilis por uma meodifica-
¢do no metabolismo dos albuminoides, dando uma
grande percentagem de albuminas principalmente de
globulinas. Estas globulinas actuariam na reacgiio de
Wassermann como coloides em presenga dos ou-
tros coloides, lipoides dos antigénios, precipitando em
presen¢a do complemento.

Observag¢des de véria ordem levaram a concepgdo
destas teorias.

Primeiramente estudos feitos sdbre o indice refra-
ctometrico dos soros mostraram a sua elevagdo nos
sifiliticos : grande taixa de albumina.

A reac¢io de Wassermann concorda sensivelmente
como refractémetro.

Dedug¢des andlogas foram feitas por Ravaut no li-
quido céfalo raquidiano, mostrando que a reacgéio de
Wassermann comquanto nem sempre em harmonia
com os exames citoldgicos dos liquidos, era geralmente
em relagdo com a sua quantidade de albumina.

A existéncia destas albuminas especiais nos liqui-
dos céfalo raquidios sifiliticos condiciona ainda a pre-
cipitagdo do ouro coloidal em determinadas como in-
teressantes experiéncias. Estas investigacdes como
meio de diagnostico da sffilis foram iniciadas por Lange
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no laboratorio de Wassermann, e acentam sdbre a
observagio de que qualquer coloide pdde ser precipi-
tado sob a influéncia de agentes fisicos ou quimicos.

A estabilidade dos coloides péde ser aumentada
por determinados agentes, evidenciando-se &sse au-
mento de estabilidade pelo aumento de electrolitos
necessdrios para detesmiftar A Tespectiva precipitagio.

Concretisando na sifilis: as albuminas dos humo-
res aumentam a estabilidade do ouro coloidal, retar-
dando assim a sua precipitagio por uma quantidade
normal de soluto de cloreto de sédio; serd por-
tanto necessdrio empregar ddses proporcionalmente
crescentes de cloreto de sédio para determinar a pre-
cipitagiio, e pela dose necessdria medimos a estabili-
dade do coloide, e avaliamos implicitamente a quanti-
dade de albumina especifica.

Na pritica partimos antes duma quantidade fixa
de cloreto de sédio para dilui¢des sucessivas de liqui-
do raquidiano, chamando indice do ouro 4 quantidade
de albuminoide necessdria para impedir a precipitacdo
de 5 de ouro coloidal por 0,5 da dilui¢io de clo-
reto de sédio a 10 %/,

Aquelas dilui¢des dos liquidos raquidianos nio
podem ser feitas em agua porquanto as albuminas
especificas sendo insoluveis nela precipitam, perdendo
assim a acgdo sObre o ouro coloidal,

Jé ndo sucede 0 mesmo com as dilui¢bes salinas
neutras; os experimentadores empregam a dilui¢do no
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sbro fisioldgico a 4 °/,, percentagem que dizem sufi-
ciente para impedir a precipitagio dos albuminoides,
e por outro lado fraca bastante para néio ajudar a pre-
cipitagdio do ouro coleidal. Operando déste modo ve-
rificamos a precipitagdo pela perda total de coloragdo
do liquido.

Em casos de sifilis esta precipita¢do ¢ impedida até
dilui¢Ges elevadas, e dizem os introdutores do método,
que os resultados caminham a par com os da reacgidio
de Wassermann.

E tudo isto para concluirmos que a avariose se
distingue das outras afec¢des pelo metabolismo e
qualidade das substincias albuminoides elaboradas nos
diferentes meios humorais, durante o curso da sua
evolugdo.

Estas propriedades novas conferidas aos soros si-
filiticos parecem ser devidas 4s globulinas neo~forma-
das, 4 custa talvez de produtos de desintegragdo do
tecido alterado.

L. Bory com efeito vem de mostrar na «Sociedade
de Biologia» a 9 de margo de 1918 obterem-se reacgdes
de Wassermann positivas, substituindo o séro dos si-
filiticos por determinadas solugdes de globulinas em
sdro fisiolégico.

O autor p6de obter assim todos os graus intermé-
dios entre a reac¢do negativa e positiva forte, graduan-
do a concentragdo das globulinas e operando é claro,
em presen¢a dum mesmo antigénio apropriado.




Do mesmo modo conseguiu reacgdes positivas com
soros negativos, adicionando-lhes quantidades conve-
nientes de globulinas.

Um més depois, a 9 de abril déste mesmo ano cor-
rente, 0 mesmo autor procurava mostrar a ac¢io sb-
bre a reac¢do de Wassermann do outro albuminoide
do sdro, a serina, atuando nas mesmas circunstan-
cias.

E Se a globulina desvia «especificamente» o com-
plemento em presenga dum antigénio especial, diz
Bory, a serina pode fixa-lo simplesmente, sem a inter-
vengdo do antigénio.

E concluia destas observacdes dizendo com todas
as probabilidades reacgdes positivas os soros sifiliticos,
soros ricos em globulinas, sendo soros particularmente
ricos em serinas os sofos expontaneamente fixadores
do complemento, como certos soros lactascentes, soros
de leprosos, etc.

Ao falarmos adeante do valor clinico da reacgdo
de Wassermann voltaremos a lembrar estes soros ndo
sifiliticos, de indice refractométrico elevado, por vezes
qualidades de precipitagio sobre o ouro coloidal e
fixando o complemento em presenga do antigénio es-
pecifico, mas a meu ver sempre de pequeninas qua-
lidades ou condi¢des de técnica que na reac¢dio per-
mitem distingui-los facilmente dos soros especificos.

A hiperglobulina sifilitica levou Noguchi 4 elabo-
racdo dum processo simples de diagndstico pesquisan-
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do as globulinas directamente nos soros ou liquidos
raquidianos das pessoas suspeitas de sifilis ou_parasi-
filis nervosa.

Na pritica emprega-se o método principalmente
com o liquido céfalo-raquidio, bastando fazer atuar
uma parte do liquido sdbre cinco de 4cido butirico a
10 %/,, ferver e juntar outra parte de soda-normal.

Nas reacgdes positivas forma-se nas duas horas
imediatas um precipitado granuloso de intensidade
proporcional a quantidade de proteo-globulinas.

E’ um processo simples, de técnica facil e sempre
conveniente de usar-se quando possivel.

Segundo o Ex.mo Professor Dr. Morais Sarmento —
Raquicenteze 1915 —a reac¢do de Noguchi negativa
exclue a hipdtese sifilis nervosa, mas por outro lado
caracterisando simplesmente uma hiperglobulinora-
quia mostra-se positiva em todos os casos desta além
da sifilis, como certas meningites cerebro-espinhais
epidémicas, mal de Pott, etc.; positiva, tem sébre tudo
valor nas hiperalbuminoses moderadas.

Para alguns autores o método ¢ ainda de mais pre-
ciosas indicagbes que a Wassermann nas sifilis nervo-
sas. Nos paraliticos gerais por ex., em 100 casos diz
Joltrain ter 100 Noguchi positivas para 80 Wassermann
do mesmo sinal.

Diremos adeante mais algumas palavras sébre o
valor relativo das duas reac¢des, podendo no entanto
acrescentar ji, pelas observagGes do Professor Morais
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Sarmento, ndo ser a Wassermann menos indicativa
no diagndstico da sifilis.

Um outro processo baseado nas propriedades fisico-
quimicas dos humores sifiliticos deu logar a reacgio de
Landau.

Este autor verificou que a metana tetracloretada
iodada a 1°/, se descorava em presen¢a dos SOros
sifiliticos; é como se os albuminoides désses soros
precipitassem o iodo fazendo desaparecer a cr, como
vimos precedentemente desaparecer a cOr do ouro
coloidal sob a infludncia dum eletrolito.

A reaccdo é simples, e com o aperfeicoamento do
método e melhor nitidez nos resultados pode ser util.

Finalmente para terminar &ste capitulo, agora que
conhecemos ji os elementos activos da reac¢do de
Woassermann, globulinas dos humores sifiliticos e li-
poides dos antigénios, que verificamos experimental-
mente e por reacches aplicadas as propriedades fisico-
quimicas dos mesmos elementos activos, vamos in-
terpretar o desvio do complemento na sifilis como é
hoje nogdo corrente, pela simples aplicagio das mes-
mas propriedades fisico-quimicas.

J4 dissemos considerar-se actualmente a reacgo
de Wassermann uma reacgdo de precipitagio coloidal
onde 0 complemento atuaria talvez como uma espé-
cie de electeolito, e o antigénio agente precipitante.

As globulinas e os lipoides seriam os respectivos
coloides, e como tais com propriedades inerentes ds
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das suspensdes coloidais, tdo bem estudadas desde os
célebres trabalhos de Graham, por um grande niime-
ro de autores. Sabe-se com efeito que em certas con-
digdes os granulos dessas suspensdes se podem reu-
nir em granulos compostos, podendo &stes por sua vez
a seu tempo dissociarem-se em granulos mais simples.
A sua dissociagiio traduz-se por um aumento de trans-
parencia do liquido, como ao contrario a aglomeragdo
dos mesmos grianulos diminue a transparencia e pode
levar 4 precipita¢io (perda do estado coloidal).

As suspensdes mais estaveis podem perder a esta-
bilidade sob influencias diversas : adesdio doutras subs-
tincias coloides, modificagio do meio, acg¢les pura-
mente fisicas, etc.

Partindo destas propriedades, Arthur Vernes — «La
presse medicale» dezembro de 1917 — fazendo atuar
uma suspensdo coloidal de hidrato de ferro em pre-
senga de sOro humano normal e sifilitico, fez obser-
vagdes que muito vieram contribuir para o esclareci-
mento do mecanismo da reacgdo de Wassermann.

Juntando em séries de tubos determinada quanti-
dade da suspensdo de ferro e quantidades decrescentes
de s6ro humano normal, ao fim de 40.m na estufa a
370 observou nos tubos uma precipitacio de forma
ondulante ; aume.ntand-:} a concentra¢io da suspensdo
coloidal, para a mesma quantidade de sbro a precipi-
tagdo aumentava.

Substituindo agora o s6ro normal por sbro sifilitico,
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Vernes observou em igualdade de circunstincias
maior perda de estabilidade do sistema: o sdro sifilitico
em dose igual e nas mesmas condi¢des, seria mais
precipilante. Naturalmente poder-se-hd regular a ex-
periéncia até obter a precipitagio para determinada
dose de coloide com sdro de sifilitico, sem o ser nas
mesmas circunstincias para o séro normal.

O mesmo fendmeno se d4 substituindo o hidrato
de ferro por outros corpos minerais ou organicos,
obedecendo simplesmente 4 mesma propriedade fi-
sica, estado coloidal. J4 vimos atrds a aplicagio ao
ouro nésse estado.

Na reac¢do de Wassermann dar-se-hia um facto
andlogo, e a titulagio seria a preparagio duma estabi-
lidade tal capaz de ser destruida dando-se a precipi-
tagdo com sbro sifilitico, sem o ser com s6ro normal.

A explicagio parece-me rasoavel, comquanto ndo
passe ainda de teoria.

A precipitagio mesmo ndo explica tudo na fixa-
¢do do complemento de Wassermann.

Porgés mostrou bem que a precipitagio e fixacio
nem sempre eram paralelas nos resultados.

Certos soros tuberculosos dando reac¢des de Was-
sermann negativas precipitam contudo ao contacto
dos lipoides antigénicos.

Se a precipitagio fbsse exclusivamente devida 4
percentagem das globulinas devia dar-se em certos
soros imunisantes ndo sifiliticos como os soros anti-
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tetdnicos, antidiftéricos ou antimemugdcicos, e con-
tudo éstes soros ddo uma reacgdo de fixagiio negativa
em presenca do antigénio especifico para a sifilis.

E’ que a meu ver no sbro diagndstico da avariose
pelo desvio do complemento existe ainda qualquer
propriedade ou principio dependente do factor espe-
cifico e que nés por emquanto desconhecemos.

De resto terminaremos dizendo com Joltrain: as
constatagbes e hipdteses sdbre o mecanismo fntimo
da reaccio de Wassermann, em nada prejudicam o
seu grande valor pratico. :

E tambem j4 dizia Pasteur: perto vdo os que so
admitem os factos completamente esclarecidos.




" CAPITULO T

Técnica

Quisi todos os livros abrem este capitulo da rea-
cg¢do de Wassermann dizendo-a de técnica dificil e
complicada.

A meu ver ndo ¢ bem assim, e pela impressdo
das numerosas reac¢bes que fiz dir-se-hd dela com
mais propriedade, ser duma técnica simplesmente me-
lindrosa e delicada.

Partindo de componentes garantidos e duma pré-
tica dalgumas dezenas de reac¢des que garanta uma
boa interpretagdo toda a gente a pode fazer, cingin-
do-se as regras que procurarei indicar; em qudsi
todos os laboratérios com efeito é em geral um sim-
ples empregado embora de confianga o encarregado
da pritica destas reac¢des. O importante na reacciio,
repito, é o emprego de factores componentes devida-
mente titulados e em proporgdio conveniente, sempre
¢ claro para igualdade de circumstincias.

(=}
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Suponhamos por ex. o complemento; deve ser
empregado em dose constante tal que actue sdbre
quantidades préviamente determinadas dos sistemas
hemolitico e antigénio. Em presen¢a duma unidade do
soro hemolitico, para a hemolise completa é preciso
ao menos uma unidade de complemento. Juntando ao
sistema antigénio anticorpo menos duma unidade de
complemento, obter-se-hia uma hemolise incompleta
erradamente atribuida a uma fixagdo parcial désse
complemento, quando era devida simplesmente 4 sua
insuficiéncia. Por outro lado se um excesso de com-
plemento fosse empregado a combinagdo sifilitica
antigénio anticorpo faria a fixa¢do do necessério, po-
dendo restar ainda quantidade suficiente para produ-
zir a hemolise.

Quanto ao sbéro hemolitico, empregando muitas
unidades pode dar a hemolise mesmo em presenga
de menos duma unidade de complemento. Isto teria
grande importincia por ex. nas reacgles positivas
fracas, onde restando livre parte da alexina podia
entio dar-se a hemolise com um excesso de sbro
hemolitico.

O antigénio em pequena dose pode ndo fixar todo
o complemento uma vez sensibilisado ; mas em grande
excesso pode inversamente fixa-lo independentemente
do anticorpo; néste 2.° caso sdo as substiincias anti-
complementares dos antigénios impeditivos, que alids
podem existir tamb&m nos sbros a examinar, onde
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igualmente ¢ util pesquisar a existéncia de possiveis
hemolisinas naturais.

Quanto 4 dose de sbro do doente deve empre-
gar-se tal que seja capaz de fixar todo ¢ complemento
quando proveniente dum sifilitico averiguado.

O material para a reacgdio de Wassermann ¢ sim-
ples: uma estufa a 370, alguns tubes de vidro com os
respectivos suportes e pipetas graduadas em décimas
de centimetro clibico. Os tubos da reac¢do sdo tubos
de ensaio de altura de 5 a 12 centimetros e em regra
de 10 a 12 milimetros de diametro; usam-se ainda
tubos mais estreitos onde a mistura ndo é facil de
fazer-se, mas vantajosos nas reac¢bes duma pequena
quantidade total de liquido, como a de Bauer. Os
tubos e as pipetas devem ser cuidadosamente lava-
dos, e com vantagem esterilizados em seguida.

Deve evitar-se sempre nas reac¢des qualquer ob-
jecto extranho; um pequeno filamento de algodio,
granulos de deposito, etc., sdo muitas vezes suficien-
tes de per si para mudar o sinal dum resultado.

Os reagentes devem escorrer pelas pipetas apoia-
das na face interna dos tubos e nido & conveniente
doseados por gotas, porque estas ndo sé variam com
o calibre da pipeta como ainda com a inclinagdo da
mesma.

Para melhor comparar os resultados junta-se aos
reagentes de todos os tubos sbro fisioldgico a 8 ou 9
por mil em quantidade tal, suficiente para reduzir a
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determinado volume igual o volume liquido total de
cada tubo.

E postas estas nog¢bes gerais, vamos dizer algumas
palavras sobre a preparagiio e titulagdo dos diferentes
reagentes componentes da reacgdo.

Preparagdo e titulagdo do antigénio. — Wasser-

mann servia-se dum antigénio de extracto de figado
de recem-nascido sifilitico preparado do seguinte

modo :

Retirado o figado com a possivel assepsia, pesado
e retalhado misturava-se a sOro fisiolégico fenolado a
5 %, na propor¢do de 4 de s6ro para um de figado.

Soro fisiolégico a 0859/, . . . 360er
Bendo ol Bils e w e e R
T TR, |||

A mistura era introduzida num frasco de cOr e
agitada durante 24 horas; ao fim désse tempo centri-
fugava-se, decantava-se, e o liquido opalescente ama-
relado decantado servia de antigénio, podendo con-
servar-se, de preferfncia na geleira e ao abrigo da luz.

Levaditi e Marie trituravam o figado, secavam-no
no vazio e pulverisavam-no. Deixavam depois mace-
rar a pé resultante em 4 partes de sbro fisiologico
durante 24 horas, e ao fim o liquido decantado cons-
tituia o antigénio.




Morgenroth e Stertz conservam o figado conge-
lado, extraindo-lhe um fragmento, triturando-o e fa-
zendo-o macerar em 4 partes de sdro fisioldgico, a
medida das necessidades.

Porgés e Marie faziam macerar os fragmentos dum
figado durantz 24 horas em 5 volumes de alcool
absoluto, filtravam, deixavam evaporar o liquido fil-
trado, e a parte residual era novamente posta a ma-
cerar em 100 volumes de sbro fisioldgico, a que jun-
tavam 0,5°/, de fenol. Esta emulsdo agitada e filtrada,
servia de antigénio.

Os mesmos autores tinham determinado uma pre-
paragdo de lecitina com as propriedades da emulsdo ;
verificou-se mais tarde que tal ndo era exacto.

Sachs ¢ Rondoni adoptavam as seguintes férmulas,
que diluiam depois na propor¢gio duma parte para 5
de soro fisioldgico.

Tiro A nro B
Oleato de soda . 2er5 — 1gr
lecitina . . . . 2gr.5 - 1
dcido oleico . . 0er,75 — 1e7.5
dgua destilada. . 12,5 - B
aleool . . . . 1000 — 1000
Schurmann adoptava:
Lecitina . . . . . 0€,30 em 50cc de dlcool absolute

glicerofosfato de soda . 087,30 em 5¢¢ de soro fisicldgico
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A 30 da mistura juntava 5 de acido ldctico e 10 de
vanadato de amoniaco a 1°%,.

Landsteiner Muller e Potzl empregando coragio
de cobaia trituravam-no e faziam maceragio a 60 graus
durante 10 a 12 horas em dlcool a 95 na proporgéo
dum para 50. Filtrado, o liquido da maceragio dava o
antigénio que empregavam.

Noguchi faz macerar os fragmentos de figado, rim
ou coragdo, de homem, boi, coelho ou cavalo, em 4l-
cool absoluto ou a 93¢ na proporgdo de 1 para 10
durante 6 a 7 dias; filtra depois, secando o residuo e
fazendo-o macerar de novo em éter durante 24 horas
decanta, concentra o éter por evapora¢do e junta-lhe
10 volumes de acetona pura; filtra, e o filtrado encer-
rando os lipoides antigénios ¢ constituido por subs-
tincias insoluveis na acetona.

E diga-se ji que Triboudeau classifica na seguinte
ordem decrescente os lipoides Noguchi capazes de
desdobrar o complemento nos soros sifiliticos: cora-
¢do, figado, capsulas supra-renais e rim.

Finalmente Armand-Delille ¢ a maior parte dos
autores franceses adoptam como antigénio o extracto
alcodlico de figado de feto ou de recemnascido sifili-
tico, preparado do seguinte modo:

Toma-se um figado de crianga sem putrefacgio,
corta-se em pedagos triturando os frdgmentos num al-
mofariz, depois de lavados com agua fisioldgica.

Extende-se a polpa resultante em placas de Petri,
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e seca-se no vazio sulfirico. O pé resultante é posto
a macerar em 30¢ de dlcool absoluto para uma de pd,
e ao fim de 24! titula-se, decantando ou fazendo ainda
macerar por mais tempo, se a titulagdo dd um poder
antigénico insuficiente. :

E' ainda o processo usado nos nossos laboratérios.

Todos os autores teem verificado a maior activi-
dade dos antigénios de extractos de figados de sifili-
ticos em relagio aos de figados normais; é que ndo
sé 8les sio mais ricos em sabdes, 3 vezes mais se-
gundo Liefman, mas ainda conteem outros lipoides
coloidais, em maior quantidade que os extractos dos
orgios ndo especificos.

E agora duas palavras sbbre a titulagao.

J4 dissemos haver antigénios expontaneamente he-
moliticos ou de propriedades anticomplementares acen-
tuadas. E' claro que isto nos viria anular o valor
da reaccio, sendo portanto conveniente verificar a
possivel existéncia daquelas contra-indica¢bes numa
dose superior, 0,4, 4 empregada nas reac¢des, 0,1 a
0*,3 duma diluigdo a '/,, em sbro fisiolégico da solugao
a /s, regeitando os antigénios onde existam essas
contra-indicagdes. Noguchi dispbe assim estas expe-
riéncias :

Tubo I — Acglio hemolitica

Antig. S. fisiolog. | GLs 2109,
0cc 4 oces | 01
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Ao fim de 2" a 370 deve verificar-se auséncia de

hemolise.
Tubo II — Aeclio anticomplomentar

g =i | | I
Antig. |S. fisiol. | Compl. |S.hemol.] 1b | Gls
0<4 | 0%6 | a 4 |2unid | a37° {al09),
| oe1 | | 0,1

Passadas as 2" a 37¢ a hemolise deve ser total.

Tubo 11T — Acglio autigénica

| | | | [
Antig. |S. ﬁsiol.% S. sifil. ‘I Compl. |S.hemol.] 1h || Gls
00,02 | 08 || 0,02 | a¥yy | 2unid. | a 370 |al09%,
: I i 0O==1 | I 01
i I | I

Ao fim do tempo habitual a hemolise deve ser nula.

Na préitica a ac¢io expontaneamente hemolitica
existe s6 em doses elevadas de antigénio, devido tal-
vez 4 accdo nitidamente anti-hemolisante da coleste-
rina por sua vez existente em todos os extractos.

E por outro lado esta mesma colesterina parece
gosar acentuada fung¢do antigénica, pois com Desmou-
liere reactiva uma diluigdo alcodlica de figado cujo
poder antigénico haja sido destruido por uma ante-
rior diluicdo etéria; e é por isso que o autor na pre-
paragio do seu antigénio junta sempre 0,£10 de co-
lesterina séca, pura, a cada 10¢ de extracto alcodlico
de figado.

Praticamente partindo de antigénios de extractos
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de figado sifilitico preparados como dissemos, limitamo-
nos geralmente a verificar a ac¢do impeditiva ou an-
ticomplementar, quadro n.o 1.

Nos bons antigénios a hemolise so deixa de ser
total, quando muito a partir do 4.0 ou 5.¢ tubo.

N° 1

i Antig. | Compl. - s | Gl

ﬂ a 'hy | ally S hemol. | a /g

I ce -j e [ oo | | oo § ©¢6
Tubo1s) | 01 | 01 | 07 e i e
> 29) | 02 0,1 0,6 £ | ol -} 1
» 39 | 03 0,1 0,5 fie T TR R |
> 49) | 04 0,1 0,4 & 01 | ‘2
> 59) | 05 0,1 08 § < ] 01 | 1
> 6°) | 06 | 01 03 | i S e

Podiamos ainda verificar a ac¢iio expontaneamente
hemolitica com uma disposi¢do andloga 4 do qua-
dro n.o 2.

A hemolise s6 comeg¢a entio a dar-se em geral a
partir do 6.0 tubo, ou seja 0°,8 de antigénio.

N° 2
: | |
| Antig. alfy, | S, fisiol. | Gl a iy
i cc { cc | cc
Tubo 1.0) | 0,3 [ 0,7 1
> 2.9) 0.4 { 0,6 1
» 8.9) 0,5 i 0,5 1
> 4.0) 0,6 | 0,4 1
> 89| 0,7 | 0,3 1
» 6.9) | 0,8 i 0,2 | 1
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E' ainda conveniente fazer mais duas verificagdes
uma com sbro normal e outra com sbro sifilitico,
quadro n.o 3.

h ol
Antig. [Compt) . s. | | 5. | ab
2l | aly | doente | fisiol. | i hemol.] a 1/g,
: i _ | ;
ce | ee | ec | ec |f cc | ee
Tubo 1.0)| 0,1 o1 o3 os [ & fo1 | 2
> 2.0°) 02 ‘! 0,1 ‘ 02 | 04 | ge 611 %
> 3.9)| 03 | 0,1 02 [ 03 | «® J 01 | 1
> 4.0) B ‘ o2 | o6 |==]o1 | 1

Ao fim de meia hora a 37.0, com*s6ro normal
teremos hemolise nos 4 tubos; com sdro sifilitico a
hemolise serd nula, a ndo ser no Gltimo tubo, teste-
munha, onde ndo deve haver desvio do complemento
por ndo existir antigénio.

E apds estas provas poderemos garantir que a di-
luicdo a Y/,, em sbro fisioldgico do extracto alcodlico
de figado sifilitico, usado nas doses de 0,1 a 0,3
desvia 0o complemento em presen¢a de anticorpo es-
pecifico, e sé entdo.

Um bom antigénio conserva muito tempo anos
mesmo as suas propriedades, fazendo-se a dilui¢io em
soro fisiolégico na ocasido do emprego.

Preparagdo e titulagdo do complemento. — Em-
prega-se geralmente para alexina o séro sanguineo de
cobaia, pdio s por ser o de mais ficil aquisi¢do labo-
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ratorial mas ainda porque ndo hemolisa naturalmente
os glébulos das outras espécies de animais habitual-
mente empregados, sendo ao mesmo tempo 0 de ac¢do
mais firme e constante; o complemento de sangue
humano por ex. usado na maior parte dos processos
simplificados de reac¢io de Wasserrhann varia muito
com as infecgdes e intoxicagbes do organismo, e, se-
gundo Joltrain, muda ainda de actividade conforme é
recolhido antes ou depois das refeigGes.

O sangue de cobaia extrae-se por puncgdo cardiaca
ou carotidia ; nos nossos laboratdrios emprega-se geral-
mente 0 primeiro processo, sem perigo algum para 0
animal. ‘

O sangue ¢ espalhado em tubos de ensaio esterili-
zados, e passadas 12 a 24 horas recebe-se o soro, em-
pregando-se fresco, diluido a /. E' no entanto conve-
niente dosear previamente a sua actividade titulando-o,
pois hd complementos naturalmente hiper ou hipo-
activos. '

Essa titulagfio é a determina¢do da menor dose de
complemento capaz de produzir a hemolise em pre-
sen¢a dos respectivos glébulos sensibilisados.

E' conveniente fazer a titulagio em presenga da
maior dose de antigénio usual, entrando assim em
conta com a possivel acgdo impeditiva désse antigé-
nio no caso considerado.

Proceder-se-hia por ex. como vai representado no
quadro n.c 4.

e e e




Sendo um complemento de 24 ou 48 horas a he-
molise ao fim da meia hora de estufa ¢ qudsi nula no
1.0 tubo, qudsi total no 2.0 e total nos 2 wltimos.

Emprega-se portanto a dose 0,1, tanto mais que
aconselham alguns autores ser conveniente usar-se
uma dose de complemento um pouco superior & da
titulagio para contrabalangar factores intrinsecos des-
conhecidos, e possiveis ac¢des impeditivas doutros
elementos da reaccio.

Nog

Antig. | Compl. S. | Gls | S
I 2l alf, hemol. | aljg fisiol.

|: cc cc [ | cc ce
Tubole) | 03 0,1 0,1 1 0,89
> 20 | 03 0,05 0,1 1 0,85

» 39 ¢ 03 0,1 0,1 1 08
> 4.9) | 0,3 0,15 1 0,1 | 1 | 0,75

| |

Com o tempo o séro de cobaia vai perdendo a
propriedade aléxica; ao fim de 8 dias a titulagdo mos-
tra ser em geral necessdria 0°,1 da diluigdo de comple-
mento a 1 para 2; ao fim de 15 dias, nas mesmas cir-
cunstincias seriam precisas 0°,2 de complemento ndo
diluido.

Nio € ainda conveniente o uso de complementos
velhos, porque necessitando-se entio de doses gran-
des, ¢ muito natural irmos juntar com a alexina pos-
siveis anticorpos naturais, prejudiciais a0 bom resul-
tado da reacc¢do.
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A parte activa do complemento parece ser a glo-
bulina do séro.

Lieman precipitando essas globulinas com 4cido
carbonico e decantando a parte soluvel onde ficaram
as albuminas e os lipoides, fez as misturas seguintes:

Tube 1.0) sdro sifilit. - extracto de figado sifilit. -} compl. globulina
R R PSR SR IR e TN » -+ » soluvel

» 3.2) compl, soluvel -}- sdro hemolitico - gldbulos
» 42) » pglibules + = > + - »

Misturando apds uma hora de estufa a 370 o con-
tetido do 1.0 tubo com o do 3.0 e do 2.0 com o do 4.9,
sé na segunda mistura veremos hemolise.

Parece portanto ser a globulina a parte activa na
fixa¢do do complemento, conquanto o ndo substitua
na totalidade, como depois verificaram outros autores.

Tem-se procurado vérios processos para a conser-
vacdo da alexina.

Lannoy junta ao complemento igual volume de
soluto salgado a 15°/,, séca rapidamente no vazio sul-
firico e o pé resultante pode guardar-se diluindo em
dgua distilada, e titulando quando a empregar.

Noguchi descreve assim a preparagio do seu papel
alexina.

Toma um fragmento de papel permeavel dividido
em milimetros, e fi-lo embeber completamente por
sOro de cobaia. Séca depois o papel, e para titular a
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sua actividade toma -uma série de tubos com iguais
doses determinadas de gldbulos sensibilisados, e junta-
lhes fragmentos tanto maiores do papel mencionado,
até produzir a hemolise em duas horas de estufa.

O fragmento de dimensdes duplas do menor que
produziu a hemolise serd a unidade de complemento
a empregar.

Terminamos repetindo ser sempre preferivel ope-
rar com alexina fresca, ¢ o proprio Noguchi s acon-
selha o seu papel-complemento, quando ndo seja pos-
sivel ter o outro 4 mdo.

Preparagdo do séro do doenfe. — Obtem-se por
coagulagiio do sangue. Este recolhe-se geralmente por
pung¢iio venosa em regra na prega do cotovelo. Esco-
lhe-se uma veia superfecial, faz-se a essepsia da pele
com 4lcool, e punciona-se tendo a veia imobilisada e
referida por palpagio; emprega-se uma agulha curta,
esterilizada, de bizel curto mas suficientemente agu-
cado, e didmetro inferior de 6 a 8 décimas de mili-
metro. ; :

Para tornar a veia mais firme e saliente ¢ conve-
niente, conservando previamente o brago vertical,
fazer antes da punc¢io uma constricio moderada do
brago com um tubo de cautchy, e ainda, se fOr neces-
sdrio, movimentos inérgicos ritmicos de flex@o dos
dedos; as veias distendem-se, facilitando assim a pun-

¢io.




O lago é retirado antes da agulha quando houver
ja4 sangue suficiente.

Em vez da agulha propria usei muitas vezes uma
simples agulha de injec¢Ges intra-musculares, ou ainda
a aspira¢do para uma seringa de 10 ou 20 c. c. previa-
mente fervida e lavada com sbro fisioldgico esteri-
lizado.

Estes processos, principalmente o ultimo, sdo sObre
tudo uteis nas criaturas de veias pouco desenvolvidas
e ainda na clientela pusilAnime.

A pun¢io pode ser feita num sé tempo, ou atra-
vessando a pele e a veia em seguida um pouco acima;
prefiro a pung¢do em dois tempos por se fazer a per-
furagio da pele com mais firmeza, nio restando ao
mesmo tempo trajecto continuo entre a veia e o meio
exterior, depois de retirada a agulha,

Quando a pungiio venosa nfio é possivel pode
recolher-se sangue pela aplica¢do de ventosas escari-
ficadas, operando sempre nas mesmas condi¢bes de
assepsia,

Este processo tem ainda a vantagem de desviar
o fim da sangria como ¢ mister em certos casos,
para uma pretendida descongestio por ex.

Noguchi contentando-se com 1 de sangue conse-
gue-o facilmente por picada na extremidade digital
ou no lébulo da orelha.

O sangue recolhido por qualquer método é recebi-
do em frascos esterilizados sem contacto com qual-
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quer antisséptico; e por isso aconselhamos o dlcool
para a desinfec¢io do local da pung¢do e mios do
operador.

O sbéro recolhido por repouso do sangue na maior
superficie possivel durante 24" estd apto a entrar na
reacgio,

Veremos adiante um processo recente onde o0.anti-
corpo sifilitico ¢ investigado directamente no sangue
do doente, sendo entdo possivel a reacgio logo a se-
guir 4 pungdo.

Parece ndo ser conveniente a sangria em doentes
sob a ac¢lio do cloroférmio. Ndo convem faze-la ainda
em pleno periodo digestivo; o sOro sanguineo ¢ entdo
mais ou menos lactascente, contendo particulas de
gordura e outras substincias anficomplemebtares liga-
das 4 func¢io do quilo, as quaes podem retardar ou
impedir a hemolise.

Ha tamb@m quem diga ndo convir tomar élcool
48" antes da colheita do sangue; Craig e Nichols di-
zem ter observado a obsorp¢do de dlcool fazer desa-
parecer temporariamente o principio activo da reac¢éio
de Wassermann nos individuos e animais sifilisa-
dos.

Na minha opinido tendo feito varias observagdes
para as duas 1ltimas causas de &rro néio me pareceram
de importincia capital no resultado da reacgdio, quan-
do esta feita com elementos bem titulados.

Nas reac¢des positivas, desejando saber as unidades
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de anmticorpo sifilitico dumn sOro fazendo assim exa-
me quantitativo, basta fazer reaccdes com diluicoes
sucessivas do sbéro referido, verificando até que di-
lui¢io vai a fixagdo do complemento.

Preparacdo e titulagdo do soéro hemolitico. —
Emprega-se ordinariamente o séro de coelho imuni-
sado para os glébulos de carneiro.

O coelho com efeito além de ser um animal labo-
ratorial de facil alcance, tem a vantagem de ter.um
sbro ndo hemolitico naturalmente para os glébulos da
maior parte dos animais usualmente empregados, e
dai maior confian¢a na titulagdo. Por outro lado ndo
fabrica seniio em pequenissimas quantidades precipi-
tinas em relagdo as lisinas.

Quanto aos glébulos usam-se geralmente os de car-
neiro porque se adquirem com facilidade e produzem
bem; ha quem use no entanto outros, de boi, cobaia,
etc.; Noguchi por ex. emprega os glébulos humanos.

Imunisam-se os coelhos com 4 a 5 injecydes de 5
a 6° de glébulos suficientemente lavados em sdro fisio-
légico. Estas injecgbes dadas com todas as condig¢des
de assepsia sdo espassadas de 7 a 8 dias, e podem fa-
zer-se endo-venosas, sub-cutdineas, ou intraperitoneais
como se usa de ordindrio, por ser mais pratico e de
resultados mais activos,

Alguns animais morrem no. decurso desta prepa-

racdo, talvez por fendmenos no género da anafildxia,
6
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talvez por uma diminui¢do geral da resisténcia do or-
ganismo.

Armand-Delille fixa em 10* de glébulos a dose
maxima de toxidez suportada pelo coelho, mas A. Se-
zary comunicou & «Sociedade de Biologia» a 23 de
Janeiro de 1918, ter obtido magnifico séro hemoli-
tico, com uma s6 injecgdo no peritoneu do coelho de
35 de glébulos de sangue de carneiro, desfibrinados
e lavados.

Uma vez preparado, 6 a 7 dias apds a tltima in-
jec¢do sangra-se o animal por pun¢do venosa, caro-
tidia, ou melhor a meu ver por pun¢do cardiaca; o
sangue ¢ recolhido em vasos esterilisados e passadas
12, 14, a 24 horas, temos o s6ro hemolitico procurado.

Pelas mesmas razdes apontadas atraz para o doente,
tamb&m ndo é conveniente fazer aqui a pun¢do du-
rante o periodo digestivo do coelho.

Uma vez recolhido, o sdro hemolitico deve ser ti-
tulado para se saber da sua actividade; ela varia com
efeito por vezes de coelho para coelho, apesar do
mesmo nimero de injec¢des com a mesma quantidade
de gldbulos.

Essa titulag¢do consiste em fazer atuar doses suces-
sivas de sOro hemolitico, inactivado a 560, em pre-
sen¢a de quantidades determinadas de gldbulos imu-
nisantes e alexina de actividade constante e conhecida.

Partindo por ex. duma diluigdo a 1%, farfamos
pouco mais ou menos como representa o quadro n.c 5.
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Pelos resultados apontados neste esquema vemos
ser 0°05 a dose Optima:; € no entanto conveniente
uma dose um pouco superior para determinar a he-
molise em presenca da menor quantidade de comple-
mento livre, que, sem ser fixado por sistema antigé-
nio anticorpo sifilitico, sabemos muitas vezes desviado
por substincias anticomplementares ou factores intrin-
secos desconhecidos.

Ne b

ein

1l ;
S;h;?gl-a COUPh s.fisiol. | GF* | Resultados supostos

{ ee ; cc cc | e |
Tub.1°) 04 | 01 05 | 1 i hemolise total em 10m
» 29 03 | o1 0,6 TR R > > 15m
> 35 02 | 01 0T R 20m
> 4.ui o1 | o1 08 | 1 » : :30-::
» 5.°) 0,05 01 | 083 | 1 > > 2 30m
» 6.2) 0,03 5 o1 | 087 | 1 | > ligeira » 30m
» 794 001 | 01 | 09 1 | » nula > 30w

Os autores da escola de Wassermann aconselham
empregar a dose dupla da menor dose que hemolisar
na meia hora; no nosso caso seria 0°°,1. E’ esta a dose
que deve usar-se, fazendo a dilui¢do nésse sentido.

Convem contudo notar, como ji dissemos, que o
emprego de doses exageradas de sOro hemolitico pode
determinar a hemolise em reac¢des de complemento
qudsi inteiramente desviado especificamente.

No nosso laboratdrio de Bacteriologia faz-se a ti-
tulagio em presenca da dose méxima de antigénio
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empregada; ¢ muito para recomendar esta precaugdo
que nos aproXima mais da pratica da reac¢dio, fazendo
conhecer a influéncia de possiveis acgbes anticomple-
mentares ou hemcliticas do antigénio, 4 face do sbro
hemolitico em questdo. Este s6ro hemolitico, uma vez
titulado, conserva-se muitos meses, puro ou na dilui-
¢llo precisa, sein precisar de nova titulacio.

Noguchi usa muito o papel hemolitico.

" E' papel impregnado de sOro hemolitico, séco a
temperatura ordindria, e dividido em fragmentos de
dimensdes fornecidas por titulagdo prévia.

Conserva egualmente a sua actividade por longos
meses.

Preparagdo dos gldbulos de carneiro. — Colhem-
se no matadouro ou directamente no laboratério por
pungdo da veia jugular do animal; recebem-se num
frasco esterilisado com pérolas de vidro, agitando-se
bem durante 4 a 5 minutos para produzir a desfibri-
nagdo total.

Os globulos sdo depois lavados em séro fisiolégico
por centrifugac¢@o, ou simples contacto durante 24 ho-
ras com grande quantidade de sOro. Esta lavagem deve
ir até se obter um liquido de lavagem perfeitamente
limpido, o que geralmente se consegue pela centrifu-
gagdo, a 2.2 ou 3.a vez.

Depois de bem lavados, os gldbulos estdo aptos a
entrar na reacgdo, apds diluicdes convenientes.
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E' de toda a vantagem usar sempre glébulos fres-
cos. Podem no entanto conservar-se bastante tempo
pela simples juncdo de 0,1 de formol, a cada 5% de
glébulos. O que ¢é primordial é o uso de hemdcias em
bom estado de conservagio, sendo a sua deterioracio,
a meu ver, uma das causas mais frequentes de resul-
tados contraditorios das reaccdes de Wassermann.

O que vimos de dizer a respeito da preparagio e
conservacao dos globulos de carneiro, dirlamos é claro
para outros gldbulos imunisantes.

Pratica das reaccodes

a) Sistema de Wassermann. — No método inicial
o autor partindo de extractos aquosos como antigé-
nio, complemento de cobaia, s6ro hemolitico coelho
anti-carneiro e glébulos, fazia atuar estes factores em
presen¢a do sbro suspeito, s6ro reconhecidamente si-
filitico e s6ro normal inactivados a 560. Na reaccdo,
com os testemunhas entravam 25 tubos, dispostos
como representamos no quadro n.o 6.

Ao fim de 2 horas de estufa a 370 os tubos eram
colocados na geleira, e liam-se os resultados no dia
seguinte. Nos dois primeiros tubos dar-se-hia ou ndo
a hemolise, conforme o sdro suspeito respectivamente
nido fosse, ou fdsse de sifilitico.

Os 4 tubos imediatos deviam hemolisar forgosa-
mente.




Com o soro sifilitico ndo haveria naturalmente he-
molise em presen¢a do antigénio especifico, hemoli-
sando os restantes 4 tubos.

Com o sdro normal a hemolise deve ser total,
evidentemente.

Nos restantes tubos, testemunhas, em todos se deve
verificar hemolise, a ndo ser nos dois. tltimos, um por
falta de complemento e o outro de s6ro hemolitico.

E' claro que a intensidade da hemolise nos 2 pri-
meiros tubos de s@ro suspeito é inversamente pro-
porcional 4 riqueza do s6ro em anticorpos sifiliticos.

Quando a hemolise ¢ nula com qualquer dose de
antigénio, conforme Citron pode representar-se o re-
sultado por + -+ --+; havendo hemolise parcial no
tubo de 07,1 de antigénio e nula no de 0,3, poderia-
mos representar o respectivo resultado da reacgio por
+-++; s6 havendo hemolise no tubo de 0,3 repre-
sentariamos por 4--+; e mesmo ai sendo parcial, se-
ria simplesmente .

O sistema inicial de Wassermann foi depois sim-
plificado pela exclusdo dalguns tubos, sendo hoje cor-
rente em qudsi todos os laboratdrios, concebida como
representa o quadro n.o 7.

Nos 3 primeiros tubos constata-se o resultado da
reacgdo, verificando ou ndo o desvio do complemento.

O 4.0 tubo, sem antigénio, ¢ um testemunha que
sempre deve hemolisar.

Os outros tubos servem para avaliar do valor do
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antigénio, complemento e sro hemolitico, podendo
portanto dispensarem-se para cada série de reacgbes,
partindo de factores de confianga devidamente titula-
dos; € o que se faz no nosso laboratério de Bacterio-
logia, dispondo assim a reacgdo, quadro n.o 8, tanto
com o sOro inactivado, processo cldssico, como ainda
com o séro activo.

S Gl.s

| B Of
desifil. hemol.| 5 9,

T

Tubole)i 0,1
*» 2901 032
3.0}/ 03
4.0}
§.9)
6.9)
?_l!]_
8.9)
tp_o}!

o
o

-
[-R- R LA B - R
So8a

Tt Tt et ot T et i

Ll i = S
B et b et e e B

=N=-N=-N-N-N-§-]

N° S8

s | s

S | | 2l
Antig. | 4 enis .Comp!.. fisiol. | {homol. |

[+ 1 - . [ £n
Tubo1.2)| 0,1 0,2 | o, e 1 ol
» 29) 03 02 | o, =5 | 01
3 3.0) 02 | 06 |2 | o1

Pode por vezes produzir-se uma ligeira hemolise
nos 2 primeiros tubos, mas muito inferior 4 do teste-
munha; essa hemolise pode ser mesmo total no 1.0,




. 5

havendo contudo precipitagio dos glébulos com 0,3
de antigénio ; sdo as reac¢bes fracamente positivas.

b) Sistema de Bauer. — E’' um dos precessos sim-
plificados mais empregado, usado por Levaditi no Ins-
tituto Pasteur de Paris simultaneamente com o método
de Wassermann, e igualmente aqui no laboratério de
Bacteriologia da Faculdade, além do processo classico
com sOro activo e inactivo.

Aproveita as hemolisinas naturais do séro humano
para os globulos de carneiro em pequena quantidade,
e ainda, desde Hecht, o complemento natural do sbro
a examinar, quando recente.

Um altimo tubo, testemunha, serve para verificar
possiveis propriedades impeditivas do séro, por falta
de complemento ou hemolisinas naturais.

A reacgdo tem a seguinte disposigdo, quadro n.o 9.

N9
i ! ! |
'I Antig. ||S. doente i S. fisiol. | EGL!;I;M
f { fl i .
| | 1
e ec | ce ce
Tubolo) | O1 | 02 | o2 | A N
> 2o 02 ‘4 o | 01 | =% | o1
» 8o | { 03 | o3 J Z | o
| i |

O resultado dos 2 primeiros tubos dard o resul-
tado da reac¢io; o 3.0, testemunha, deve hemolisar
sempre.
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O resultado ¢é geralmente suficiente 5 a 8m apds a
hemolise do testemunha.

¢) Técnica do servigo do prof. Brocq no hospi-
tal de S. Luiz em Paris.— E’ de pratica facil; utilisa
o complemento natural do séro a examinar e um séro
hemolitico anti-carneiro.

Este processo vigora hoje no «Laboratério de and-
lises clinicas da Faculdade de Medicina» desta Univer-
sidade, introduzido 14 pelo Ex.me Preparador Dr. Mar-
ques dos Santos, apds a sua viagem de estudo ao es-
trangeiro em agosto de 1915.

Comega-se por verificar a existéncia ou ndo de
complemento natural, lan¢ando num tubo duas gotas
de sOro do doente, 1 de sOro fisiolégico, uma gota
de sdro hemolitico e outra de glébulos a 5°/,.

Apés meia hora de estufa a 370 teremos hemolise
completa, havendo complemento natural suficiente.

A reaccdo propriamente dita, operando com pipé-
tas em angulo recto feitas na ocasifio, toma a seguinte
disposi¢io, quadro n.o 10.

N.e 10
it N 5. Gls
Antig. doente | fisiol. hemol, | a 5%,
3 | s
Tubo 1.0) | 2 gotas | 2 gotas || 1 o 1 gota | 2 gotas
> 391 > 2 | 1 @ 0 TR 1R
» 3.9) » > | 1 ) [ Y R
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Nao havendo complemento natural junta-se ainda
a cada tubo na primeira parte da reaccio uma géta,
0,1, de complemento recente de cobaia diluido a */,;
isto terd logar principalmente nos soros de mais de 36".

Os resultado da reac¢io sdo faceis de constatar e
podem resumir-se no esquema seguinte :

@) Hemolise total nos 3 tubos — reacciio negativa

&) > » no testemunha ¢ num dos outros 2 tubos —
reacgio duvidosa

(7] » » no testemunha e parcial nos outros 2 —reaccdo
fracamente positiva

da/ » » no testemunha e nula nos outros tubos —

reacciio francamente positiva,

Sistema de Benard e Joltrain. — Os autores co-
municaram 4 «Sociedade de Biologia» em julho de
1910 um processo de reacgio de desvio do comple-
mento para a sifilis, extremamente simples, e de resul-
tados os mais rdpidamente fornecidos de todos os
métodos conhecidos até ai.

Aproveitam o complemento natural e as hemoli-
sinas naturais anti-carneiro dos soros a examinar:
como antigénio servem-se de extracto alcodlico de
coragdo humano, de propriedades sensivelmente idén-
ticas a4s do extracto de figado sifilitico, como verifica-
ram fazendo com um e outro, reacg¢des tipo Wasser-
mann.
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Mas o que caracterisa s6bre tudo &ste processo
Joltrain-Benard, é a elaboragdo da reacgdo num s6
tempo, juntando simultdneamente antigéni'o, sOro a
examinar e glébulos de carneiro.

Os autores notaram com efeito que a fixagido do
complemento pelo sisterna antigénio-anticorpo era
muito mais rapida que a ac¢do hemolitica sdbre os
glébulos, e dai ndo haver o receio de verificar-se a
hemolise, nas reacgdes positivas. A pratica confirmava
estas nogdes, e assim em 20™ a meia hora podia saber-
se o0 resultado duma reacgio.

A ticnica é simples; 3 tubos, e em vez de décimas
de centimetro cibico pode mesmo dosear-se por
goOtas. Representamos no quadro que segue, n.o 11,
a disposi¢iio da reacgio.

N+ 11

Antig. | S. doente | Glsad/y | S. fisiol.

Tubo 1.°) | 2 gotas 2 gotas 1 gota | 17 gotas
» 2.9) | 3 » » » 15 »
*» 3.9 | - | » 183 »

O 3.0 tubo sem antigénio serve de testemunha, e,
naturalmente, deve sempre hemolisar.

Na auséncia de complemento natural ou nos liqui-
dos céfalo-raquidios, basta juntar uma géta de sbéro
normal.

Este método ¢ empregado em Lausanne pelo Prof.
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Dind, ¢ M." H. Pribilsky tendo feito uma tése sobre
os seus resultados, concluiu-os idénticos aos forne-
cidos pelo sistema de Wassermann.

Fiz muitas reac¢des por éste processo, usando como
antigénio extracto alcodlico de figado sifilitico; apds
muitas dezenas de observagdes pareceu-me preferivel
usar uma deluigdo de globulos menos concentrada,
colhendo eu bons resultados com a diluigdo a /.

Da critica do resultado colhido em relacio aos
outros métodos, ¢ sob o ponto de vista clinico, fala-
rei adeante noutro capitulo déste trabalho.

Outros sistemas. — Alem dos mencionados exis-
tem ainda outros processos simplificados, fundados
uns sObre certas reacgdes precipitantes dos soros sifi-
liticos, outros sObre 0 mesmo principio do desvio do
complemento de Wassermann.

Limitar-nos-hemos a mencionar os principais sem
nos alargarmos em consideragdes, porquanto isso nos
levaria demasiado longe, e porque mesmo é ldgico
guardarmos a critica e maior desenvolvimento para os
métodos que ensaiamos.

Porgés mistura ao sdro suspeito uma emul¢io de
lecitina, verificando ao fim de 24" de estufa a 37° um
precipitado nas reacgGes positivas.

O precipito-diagndstico consiste em verificar a
existéncia de precipitinas especificas, em presenca de
substiincias precipitogénicas sifiliticas.
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Tschernoguben pratica o desvio do complemento
empregando o complemento natural e um séro hemo-
litico anti-homem.

Foi inactiva o sbro, usando depois complemento
de cobaia, mas aproveitando as hemolisinas naturais
do sbéro humano, para os glébulos de coelho.

Desmouliere usa de particular o antigénio com co-
lesterina preparado como dissemos, e refere 0s resul-
tados pela escala de Vernes, feita de dilui¢des suces-
sivas da mistura.

Soluto aquoso de fucsina deida &8 1 %y . . 10 ¢
> » saturado de dcido pierico. . 10 ==
agua distilada . . . . . . . . 100 c=

Noguchi, do Instituto Rockefeler de New-York,
emprega um processo hoje bastante vulgarisado.

Usa um antigénio de lipoides puros insoluveis na
acetona preparado como dissemos, sdro suspeito activo,
complemento de cobaia a '/; e sbro hemolitico anti-
homem, para evitar a ac¢io das hemolisinas naturais
do s6ro humano sébre os glébulos de carneiro.

Dispde a reacgdo como a Wassermann tipica, mas
dissocia o sistema hemolitico juntando no 1l.e tempo
um dos seus factores, séro hemolitico ou glébulos.
Emprega frequentemente antigénio e séro hemolitico
em papeis impregnados das respectivas emulgdes, e de
dimensdes precisamente tituladas.
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Referir-me-hei finalmente ao sistema de René-Be-
nard, o mais simples e mais recente que conheco, e
um pouco divergente do mecanismo geral dos mé-
todos anteriores.

O autor em comunica¢io que fez a «Sociedade de
Biologia» em margo, abril e maio de 1918, em presenga
de sOro oxalatado mostrou primeiramente que o com-
plemento existe no sangue circulante em estado na-
tural, e que o mesmo séro oxalatado empregado ndo
¢ expontaneamente hemolitico, nem tio pouco impede
a hemolise como sucede com o sOro citratado; mos-
trou ainda ndo existirem soros sem complemento na-
tural, mas o muito soros onde é&sse complemento foi
destruido apds a sangria (soros descomplementados).

Finalmente e partindo destas observagdes propoz
um novo método de desvio do complemento para a
sifilis; o doente fornece simultineamente anticorpo,
glébulos e complemento, sendo o sOro sanguineo
substituido pelo plasma oxalatado.

Pode titular-se o complemento natural por um
processo andlogo ao de Ronchéze, mas na pritica este
tempo ¢ geralmente inutil. René-Benard faz a delui-
¢do de 1*° de sangue do doente a seguir 4 puncio
em 3* de liquido oxalatado seguinte:

oxalato ‘de potassla o . el W, 0¢,28
clorefo desddio” . « . v 0 . e 02,45
agun distibads’ .~ 0 T L 100¢
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Finalmente, e doseando por gotas, dispde assim a
reaccio, quadro n.o 12

N.e12

Sangue | z : | S. hemol.

oxalatado Antigénio | anti-homem
Tubo 1.2) 17 | 1 1
> 29) 16 ; X 1
» 3.9 15 ; 3 | 1
> 4.9 18 | 1

| |

Contando por décimas de c. c. emprega doses duplas
respectivamente de sangue e sdro oxalatado, isto ao

fazer a diluigdo.
Coloca-se tudo na estufa a 370, e 20 a 30 minutos

depois, sabe-se o resultado; meia hora portanto apds
o doente nos aparecer no laboratdrio, pode ter uma
resposta. Deitando o s6ro hemolitico */," depois dos
outros reagentes, a sensibilidade parece maior.

Diz o autor que os resultados déste,.concordam
com o0s dos outros métodos do soros frescos.




CAPITULO 111

Estudo critico da reacgdo

de Wassermann

E’ um dos capitulos de maior responsabilidade do
meu trabalho, e implicitamento sObre o que fiz recair
a minha particular aten¢io e 0 meu interesse, formu-
lando sObre tudo a minha opiniic e tirando as minhas
conclusbes pessoais 4 custa de muitas dezenas de
observagoes clinicas, e uma longa pritica de virias
centenas de reacgoes. _

Procurarei ser imparcial e justo, excluindo é certo
a Wassermann dogma absulutamente infalivel, porque
nio existe disto em medicina, mas dando-lhe também
0 merecimento devido, repudiando inérgica e docu-
mentadamente 0s que a menospresam, a maior parte
das vezes sem uma observac¢io pessoal laboratorial e
clinica com que justifiquem as suas opinides, simples-
mente porque o ouviram dizer ou viram em letra re-

donda, ou talvez, quantas vezes, ignorando as palavras
7




de Pasteur, por um inadmissivel despeito scientifico, 4
face do incognito do metabolismo intimo da reaccdo.

Vou dividir éste capitulo em 2 parigrafos; no 1.0
comparo os resultados fornecidos pelos diferentes mé-
todos empregados e preciso a boa interpretagdo, no
segundo fago as minhas deducdes sdbre o valor clinico
da reacyfio.

| — Do método a empregar e da interpretacao
do resultado da reaccao

Ja dissemos em que consiste o desvio do comple-
mento pelo método inicial de Wassermann, e vimos
também que ulteriormente outros métodos se formu-
laram, tendentes uns a maior facilidade de técnica, e
outros ao fornecimento de maior rapidez e garantia
nos resultados.

[sses métodos acentes sGbre o mesmo principio
de Wassermann diferem mais ou menos do processo
primitivo, as vezes simplesmente pelo uso como anti-
genio de extracto de orgdos normais, outros empre-
gando um sistema hemolitico anti-homem para evitar
a possivel ac¢do das hemolisinas naturais do sbro a
examinar sObre os glébulos de carneiro, por vezes
aproveitando o complemento e as propriedades hemo-
liticas naturais do séro do doente, quando ndo reduzem
mesmo os tempos da reacgio, como no processo Be-
nard-Joltrain.




Ensaiei cinco métodos distintos obtendo nas minhas
observagdes os resultados que constam em seguida,
onde represento por ----'as reagoes francamente po-
sitivas, — — as reac¢Oes francamente negativas, - —
as reacgdes fracamente positivas, ¢ as reaccdes duvi-
dosas por hemolise nula mesmo no testemunha, e @
as mesmas quando em soros de mais de 4 a 5 dias.
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Método W. Método W. Meétodo de Méfodo do Método B. ‘Método W. Método W. Método de Método do Méiodo B.
Obsers. sdrol. soro 2.  Bauer Hosp.S.L. lokeain  Observ. | siro I. ' siro a. - Joltrain
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Resumindo, teremos respectivamente para cada
método

e o
A Resultados
_ obsery. :
13 e it e | e O @
Método de Was, com sdro in.. 152 T R T
» » 2 > » ac., 159 48 | 74 31 1i 5
» » Bager . ... Ja i BB 32 . : 38 | 13} 3] 2
> do Hosp. 5. Luiz. . .i 169 | 42 | 105 8 5i 9
» de Benard-Joltrain . .| 185 51§ Bo-i 12 fug|9B

Vamos agora comparar entre si estes diferentes
métodos, comparando cada um com todos os outros
nos resultados das observagbes em que se fizeram
em comum as respectivas reacgdes.

Teremos os quadros seguintes, tirados dos prece-
dentes.

Reacgoes Resnltados Resultados diferentes

comuns comuns
L ek . - — 2. =—= Ja ——
E: i 35|i. i AT Y RGBS
e i
e : a. — — a -+ —
ggﬁ 150 i B'i' o i i3
-=EE a. s a. ‘i
Sk '5 ! 2|i- + % o
[ =] ‘
£s i zl‘f‘ TRERT Lot L
L e —
= fb —— L ®)
Isf =-% Tk 2
5=§§§ . Py L -
sB=3 oinit 4 7 T
g5 ™ b s R
;'E 1 © o 1IB. s




Resultados

Reacgies

Resultados diferentes

comuns

comuns

_ _ +
B sl ot - R o =1 e 4 I =
S pd i PO TR ke L AN
]ﬁuc_.,_ I.J_..J - o 15 m[« I._,...TJ vy ld-...l_ In_n“ ﬂ.ndB ﬂ.IB L -~ I_HS 1._.4..._1. .|.-_D.b azmb
| i 0 | m _ O | _ Q _ 4 0
| | | m " | i | _ F
e Il ca oa =] s - wn -+ o n_- -] [:2] ) -+ -
w oF -+ =1 ™ 0 — -] o
m— — — — — — — e —
s 5 ® =
— - -
1] °g “dsoy Ued)]0[-pduuag Janeg 7y S “isog
Gp Opojg @ OAJORU| 0JS  OPOIQW @ DAJRY) 0408 3 OpOJAW @ OAJW® 008 OP OPOIJW @ OA]AR 0JS

UURMJESSEY op OpoisH UURIMABSSEY 2p OpojeH luRmJassey op OPOIOM UTRWJaSSEN B OpOIgN




106

Reacgies

comuns

Hétodo de Wassermann
Benard-Joitrain

Nétodo de Bauer e método
do Hosp. §. Luiz siro aetivo e méfodo

Método de Baver e método
Benard-Joltrain

Método do Hosp. S. Luiz
e métado de Benard-Joltrain

123

Resnltados diferentes

Resultados
comnns
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A’ face dos resultados expressos vemos que 0 mé-
todo de Wassermann com séro activo e 0 método de
Bauer, diferem do método cldssico dando maior nu-
mero de reac¢bes positivas, principalmente positivas
fracas.

O método do Hospital S. Luiz fornece por vezes
resultados duvidosos, hemolise nula em todos os tu-
bos, por falta de complemento natural; a fora estes
casos qudsi exclusivamente limitados a soros antigos,
de mais de 4 a 5 dias, é o processo cujos resultados
mais se aproximam dos do método de Wassermann.

Quanto ao processo simplificado de Benard-Jol-
train, fornece mais resultados positivos que os metodos
de Wassermann ou do Hospital S. Luiz, quando néo
diverge por reaccoes duvidosas.

E’ com efeito o processo onde encontrei maior nd-
mero destas reacgdes, falta de complemento ou hemo-
lisinas suficientes para hemolisar os glébulos empre-
gados, mas ainda assim relativamente poucas nos so-
ros frescos, como constam das minhas observagoes, e
nunca tantas que excluam a importincia do método,
atendendo principalmente a prética rapidez nos resul-
tados.

E o perigo da hemolise nas reac¢des positivas ndo
se verifica, como diz Joltrain, e como verifiquei com
o contrble dos outros métodos.

O método de Wassermann com sbro activo e o
método de Bauer fornecem resultados quasi idénticos ;
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j4 0 mesmo ndo acontece em relagdo aos métodos do
Hospital S. Luiz e Joltrain, que ddo menos reacgdes
positivas, principalmente o primeiro.

Resumindo, vemos que 0 método do Hospital S.
Luiz é 0 que mais se aproxima nos resultados do mé-
todo inicial classico de Wassermann, e que &ste com
sbro activo e os outros processos Bauer e Joltrain, ddo
mais reacgdes positivas que o processo cldssico.

Como interpretar éste excesso de reacgdes positi-
vas?

Parece hoje demonstrado que o aquecimento a
560 tem por vezes uma certa acgio destruidora sébre
o anticorpo sifilitico.

Leredde, Rubinstein, Busila e outros autores men-
cionaram o facto, e Noguchi fez interessantes obser-
vagoes, verificando que 20 minutos a 72-800 destruia
todo o anticorpo sifilitico; a simples temperatura de
55¢ durante meia hora reduzia-o a '/,, e, segundo o
mesmo autor, essa redugdo ¢ rapida, cerca de '/; nos
1.es 5 minutos.

Em 124 casos de sifilis primitiva P. Gerard — «Soc.
de Biologie» fevereiro de 1918 — obteve 94 reacgdes
positivas com sbro aquecido, e 100 com séro activo.

Para obstar a éste inconveniente que faz dar por
vezes pelo método cldssico de Wassermann resultados
negativos a soros sifiliticos, alguns autores aconselham
a inactivacio dos soros na estufa a 370 durante 24
horas, 0 que dizem sem acgdo apreciavel sdbre os an-
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ticorpos respectivos, e suficiente para destruir o com-
plemento natural; é preciso contudo nestas circuntin-
cias ter recolhido o sbro com toda a assepsia, para
evitar o desenvolvimento de culturas, que iriam depois
prejudicar o mecanismo da hemolise.

Mas serdio realmente especificas todas as reaccOes
positivas com o sdro activo e negativas com o pro-
cesso cldssico de Wassermann ?

Niio, e ¢ mesmo convic¢io minha, que as positivas
fracas, a maior parte das vezer nio sio.

Noguchi observou recentemente que a maior parte
dos soros humanos niio aquecidos fixam muitas vezes
o complemento em presenga de certos proteicos ou
dos seus productos de decomposi¢iio autolitica, exis-
tentes em grande nimero de antigénios.

Esta fixaciio nio sendo especifica ndo pode con-
tudo distinguir-se da reacciio da sifilis, a nfio ser dei-
xando de ser possivel, como sucede empregando o
processo classico de Wassermann, cu entio soro activo,
mas com o antigénio Noguchi, onde apenas existem
lipoides inorgdnicos, insoluveis na acetOna.

Nas minhas observagdes encontrei vérios casos de
reac¢hes negativas com sOro aquecido, sistema de
Wassermann, e positivas fracas com soro activo, onde
nada nos fazia suspeitar de sifilis, ¢ onde mesmo rea-
cgdes posteriores deram resultados nitidamente nega-
tivos.

Notei que o factor antiguidade do sOro era causa

il e ————




frequente destas divergencias fazendo reac¢des em
soros sucessivamente envelhecidos, como constam do
quadro seguinte, onde o numero do doente é o que
vem também adiante nas respectivas observagdes, e
representa o numero de registo nos respectivos labo-
ratérios.

Vemos com efeito que a partir duma certa idade,
5.0 a 6.0 dia em geral, qudsi todos os soros activos ndo
especificos adquirem a propriedade de fixar o comple-
mento em presenca da maior dose de antigénio a prin-
cipio, e depois mesmo de 0°,1; as reacgdes positivas
e ainda as negativas com sOro aquecido, verificamos
nas nossas observagOes conservarem por largo tempo
o seu valor. De tudo isto a conveniencia de ndo fa-
zermos reacgbes com sOro activo alem do 4.0 ou 5.0
dia, e, quando um s&ro sé possa chegar ao laborato-
rio passado mais tempo, ¢ bom inactivd-lo préviamente.

Para todos os soros passados muitos dias é fre-
quente deixar de verificar-se a hemolise, mesmo nos
testemunhas, em geral pela formagio dum precipitado
ou desagrega¢io molecular, capaz de fixar exponta-
neamente o complemento.

Como interpretar a anomalia com o tempo dos
soros activos negativos? Talvez por um desagrega-
mento coloidal capaz de fixar o complemento em pre-
sen¢a do lipoide, talvez por um desenvolvimento mi-
crobiano capaz da mesma propriedade; verifiquei esta
Gltima ipotese nalguns casos, e a ter importincia che-
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garia muitas vezes para explicar a auséncia do facto
no sbro inactivado, onde se fez uma semi-esterilisagiio.

Parece-me contudo razdo nem sempre suficiente,
porque a ligeira esterilisagdo feita ndo deve ser bas-
tante para 15 dias e mais em que o processo de Was-
sermann conserva o resultado negativo, quando com
o sOro activo se v& uma sucessiva fixagdo do comple-
mento.

As reacgOes paradoxais, negativas e positivas com
poucos dias de intervalo no mesmo sbro, ¢ um facto
andlogo; nunca as observei com o sistema de Wasser-
mann.

Carl Rasp e Erich Somtag em 200 soros com 600
observacdes encontraram nove, que explicam pela
desviabilidade variavel do titulo hemolitico do com-
plemento. De resto, como afirma o Ex.mo Professor
da Faculdade do Porto Dr. A. da Rocha Pereira, estas
reacgOes sio felizmente raras, parece observarem-se
s6 em casos de sifilis recente, tratada ou latente; e
por outro lado ddo sempre reacgdes incompletas e
daf sujeitas ao critério adeante exposto, que nos reco-
menda a repeti¢io da reac¢io com novos sSOros.

E posto isto como interpretarmos o resultado duma
reac¢io 7

Devemos dizer préviamente ser sempre conveniente
usar pelc menos dois processos, um com sOro activo
e outro com sOro aquecido, o cldssico processo de
Wassermann, que, no dizer do proprio Joltrain e mais




113

autores, ¢ ainda hoje o método de escolha nos casos
duvidosos.

O Prof. Rocha Pereira igualmente aconselha as
reac¢bes com as duas variedades de sdro, dizendo fu-
girmos assim a muitas confusGes, a muitos casos em-
baragosos de reacgdes incompletas, como as pretendi-
das paradoxais.

Num meu laboratério usaria por ex. o método de
Wassermann com sbro activo e com sdro inactivado,
ou o processo clissico e o método de Bauer, ligando
a devida considera¢dv ao método de Benard-Joltrain
nos casos urgentes, principalmente quando em resul-
tados nitidamente positivos ou negativos. Usando um
sO processo aconselho o de Wassermann cldssico com
inactivagao 24" a 370, ou entdio o método do Hospital
S. Luiz, muito mais simples e de resultados qudsi
idénticos, dando mesmo uma ligeira percentagem a

mais de reacgdes positivas, sem acusar as muito fra-

camente positivas, de valor clinico duvidoso.

E ja agora digamos que o valor clinico da reacgdo
nada sofre com a existéncia dos casos duvidosos; estes,
como afirma Rocha Pereira reclamam somente um
cuidado especial na sua interpretagio definitiva, e de-
monstram que o absoluto ndo é do dominio bioldgico,
onde sdo numerosas as graduacdes, varidveis 0s casos
e indecisos os limites.

Usando varios métodos as causas de erro diminuem,

até desaparecerem mesmo com o critério que conclui
N
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das minhas observagdes, e que de resto exposeram
j& M. M. Bauer e Hallion.

As reaccOes positivas com o processo cldssico sdo
especifica e nitidamente positivas, e sdo-no qudsi sem-
pre também com o sOro activo.

Vem a proposito dizer que muitos autores menos-
prezam os processos simplificados em que se emprega
o complemento natural do sbro, porque podendo ha-
ver excesso de complemento, principalmente com ex-
cesso de hemolisinas, pode dar-se a hemolise mesmo
em reacgdes positivas. O facto é verdadeiro sdbre tudo
nos soros muito frescos, e ¢ muitas vezes a causa de
divergéncias de resultados do mesmo sdro em dife-
rentes laboratdrios, mas na prdtica pouco frequente,
talvez porque se nio empregam soros demasiados re-
centes, e mesmo, como afiirmam Jousset e Paraske-
Vapoulos — Soc.de Biol. T. TLxV-pag. 22, porque o s0ro
humano mesmo fresco é pouco rico em complemento,
2 a 6 vezes menos que 0 sOro correspondente de co-
baia. Pode no entanto explicar ainda alguns casos de
pretendido paradoxilismo de reacg¢bes, que ddo por
excesso de complemento nitidamenie negativas em
soros muito frescos ndo aquecidos, dando alguns dias
depois com o desaparecimento désse excesso de com-
plemento, resultados positivos.

Nas minbas observagdes, em 150 reacgdes comuns
pelos processos de Wassermann com sdro activo e
sOro inactivado, apenas encontrei uma reac¢fio posi-




tiva no processo cldssico e negativa no sdro activo, e

duas positivas no 1.0 caso e positivas fracas no 2.0,

Em relagfio aos outros processos de séro nio aque-
cido a propor¢do ¢ idéntica, como se pode wverificar
pelos quadros da comparagio reciproca dos diferentes
métodos atraz expostos.

Para evitar contudo esta pequena causa de érro
dos soros activos recentes, Ronchéze — «La presse me-
dicale» dezembro de 1917 --- aconselha o uso dum sis-
tema hemolitico anti-homem, em dose préviamente
determinada para a respectiva’ percentagem de com-
plemento; nestas condi¢des a menor porgio de ale-
xina fixada traduzir-se-hia por uma auséncia de he-
molise. !

Telmon — «La presse medicale» julho de 1917 —
aconselha também nestes casos a dosagem prévia do
complemento.

Quanto as reacgdes positivas no séro activo e ne-
gativas com o processo cldssico, vamos establecer
duas categorias conforme a intensidade da auséncia
da hemolise. |

As reac¢des nitidamente positivas no sbro activo
com qualquer dose de antigénio devem considerar-se
bem positivas, e é nestas condi¢des que devemos atri-
buir a hemolise completa no processo de Wassermann
4 destrui¢io do anticorpo especifico pela inactivagao.

A minha observagio 156.1, onde a sifilis clinica se
traduz, ou antes se identifica com uma reac¢lio posi-




¥

tiva no sOro activo embora negativa no sbro aquecido,
¢ um exemplo interessante destes casos, aliaz raros,
pois em 130 reacgdes pelos 2 processos apenas 4 di-
vergiram déste modo; e essas divergéncias seriio ainda
menores empregando a inactivagdo a 370, como acon-
selha Telmon.

No que respeita 4s reacgdes positivas fracas nos
soros activos, auséncia de hemolise apenas na maior
dose de antigénio e negativas com o processo cldssico,
sucedem 4s vezes em sifilis iniciais, casos de heredo-
-sifilis atenuada, em antigos sifiliticos insuficientemente
tratados, pouco tempo apds um tratamento incompleto,
em sifilis nervosas, sifilis pouco activas, etc. etc., como
se verifica por ex. na minha observa¢do 115.2; mas
sabemos tamb@m muitas vezer terem logar em casos
virgens de sifilis. E diga-se de passagem como frisa 0
meu caso apontado, o método de Bauer é entéio niti-
damente positivo, donde uma vantagem sdbre o pro-
cess0 de Wassermann com sdro activo.

Nestas reac¢des positivas fracas com o séro activo
e negativas com o sOro aquecido, afastadas as pos-
siveis causas de érro, soros antigos, soros lactascentes,
etc., ¢ conveniente repetir-se a reacgéio, e, se ¢ ainda
o mesmo o resultado, fazer a chamada reactivagdo da
Wassermann, ndo esquecendo é claro e sObre tudo
entio, a respectiva observaciio clinica.

O fendmeno da reactivaciio descripto pela 1.2 vez
por M. Milian, reduz-se 4 propriedade que tem um
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tratamento ligeiro de reactivar, tornar mais sensivel
uma Wassermann, num soro sifilitico de reac¢do ne-
gativa ou positiva fraca.

E’ um processo andlogo ao usado pelos antigos cli-
nicos que antes do casamento submetiam os antigos
sifilisados a um tratamente de prova, verificando
muitas vezes curas incompletas, por sintomas revela-
dores.

Aquele esbo¢o de tratamento precisamente para
ser ligeiro, de preferéncia ao arsénio é conveniente fa-
zer-se antes pelo mercurio, bastando 5 a 6 injecgdes
de benzoato ou cianeto.

Bergeron e Jouffray — «La presse medicales abril
de 1917 — exemplificando com muitos casos aconse-
lham o emprego do mercurio coloidal, a que juntam
uma pequena percentagem de arsénio, em injecgdes
intra-musculares de 3 em 3 dias, em nimero de 5.

Uma injecgdo de neoarsenobenzol consegue muitas
vezes 0 mesmo fim.- O Ex.mo Prof. Dr. Morais Sar-
mento verificou-o0 no 24.a observacdo do seu livro —
«Raquicenteze» 1915; era uma doente em secundaris-
mo sifilitico com Wassermann negativa no liquido cé-
falo-raquidio, e onde uma injec¢io de neoarsenoben-
zol mudou nitidamente o resultado da reacgao.

Em qualquer dos casos 8 a 15 dias apds a ultima
injeccdo fazemos uma nova reacgio, e se o resultado
¢ nitidamente positivo conseguimos o nosso fim ; no
caso contrdrio repetimos a reacgdo 8 a 15 dias depois




porque pode dar-se uma reactivagdo tardia, e, se ainda
desta vez a reacgdo ndo dd4 bem positiva, podemos
excluir a sifilis acliva, passando o doente exclusiva-
mente ao dominio clinico, e devendo apenas fazer-se
alguns meses mais tarde uma nova reacgéo.

E’ claro que estas nogbes indispepsaveis ao analista
sdo-no ainda mais ao médico prdtico para éste as por
em pratica fazendo a devida interpretagio, quando o
laboratodrio classsifique positivo fraco, o resultado duma
reaccao.

Em conclusio, a interpretagdo das reac¢des nitida-
mente positivas ou negativas ¢ ficil, e a harmonia
quéasi absoluta nos resultados dessas reacgdes por
processos diferentes, mostra ja o alto valor da reacgéo.

O quadro adeante indicado é extraido da compa-
ragdo reciproca dos resultados nitidamente averiguados
dos diferentes métodos que ensaiei.

Embora qudsi insignificantes, as aparentes divergen-
cias existentes por ex. para os soros inactivados, sédo fa-
cilmente explicadas pelas no¢des ji enunciadas. Quanto
4s reacgdes positivas fracas, tendo em vista os prin-
cipios formulados, também nos é facil interpreta-las.

Antes de teriminar éste paragrafo devo ainda dizer
que a boa interpretagio duma reac¢do de Wassermann
depende também de pequeninas nogdes, que s6 a pra-
tica confere; e era a isto que queria referir-me, quando
dizia que a Wassermann me parece mais delicada que

dificil. J4 dissemos por ex. ser indispensavel material
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perfeitamente limpo, reagentes de confianga, séro lim-
pido e ndo antigo, etc. Os tubos e pipetas ndo devem

Métr.o de Was. com sdro activo e sdro inactivo . 3o/®
8,7%
2,8%,
4,99,

0%
0,99,
0,8%,
3,3%,
1,4%,
0,6%,

» » in.2 e mét.e de Bauer. . . .
» » do Hosp. 5. Luiz
» Benard-Joltrain .

» de Bauer. . . .

» > » » do Hosp. S. Luiz

> » » » » » Benard-Joltrain .

» Bauer e mét.e do Hosp. S. Luiz . 59

» » » » de Benard-Joltrain. . . . . .| 72

e - I - R - R

do Hosp. S. Luiz e mét,o de Benard-Jolizain . .| 165

conter os menores tragos de acidos ou alcalis, porque
estas substincias podem ter influéncia no resultado
das reacgoes. :

E ¢ talvez fundado nisto que dizia hd pouco um
jornal médico o uso de pipetas de vidros diferentes
ser 4s vezes suficiente para mudar o sinal duma reacgio.

Com bom material julgo a afirmag¢io demasiado
gratuita. Fiz muitas reac¢des aos mesmos soros nos 2
laboratérios da Faculdade, com material diferente por-
tanto, sendo sempre idénticos os resultados. Egual-
mente em centenas de reaccoes feitas simultaneamente
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por mim e pelos empregados dos respectivos labora-
térios os resultados foram concordes, como se pode
verificar nos livros de registy dos mesmos laboratd-
rios, para 0 que menciono nas minhas observacdes o
respectivo nimero da reaccio.

O que € preciso é boa técnica, operar com uma
dosimetria rigorosa, ter em conta a intensidade da he-
molise, relacionar bem a hemolise do testemunha e
dos outros tubos, ter em conta a demora na estufa, etc. ..

E’ também conveniente seguir a marcha da reacgio
durante a 1ultima meia hora da hemolise; o excesso
de hemolisinas em presenga mesmo de pouco comple-
mento, quando um pouco mais tempo na estufa, pode
hemolisar as reacgbes pouco intensamente positivas,
hemolisando entio o testemunha muito mais cedo;
pode dar-se o inverso, ou seja a hemolise incompleta,
um ligeiro atraso ao fim da meia hora de estufa, em
reacgdes que alguns minutos mais a 370 se mostram
nitidamente negativas. Nestes casos, embora raros, a
intensidade da hemolise como vemos, tem grande si-
gnificagdo, em relagdo ao testemunha. Em fim, e 4 face
de todas as nog¢des expressas, podemos deduzir facil-
mente o resultado duma reacgdo, e assim atribuir-lhe
0 valor clinico, de que vamos falar no pardgrafo que
segue.

Il .= Do valor clinico da reacgéao

Estudaremos aqui a percentagem de reacgdes posi-
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tivas nos individuos sifilisados, e o grau de possivel
existéncia das mesmas reacgdes fora da sifilis.

Aquela percentagem varia um pouco com as dife-
rentes «etapes» da doenga, e para as sifilis primdrias
¢ conveniente saber sé terem significa¢do as reacgoes,
15 a 30 dias apds a manifestagdo inicial.

Com o antigénio de Desmouliere parece conseguir-
-s¢ mais cedo -a reac¢iio de fixagdo positiva, 11 e 13
dias por vezes, apds o aparecimento de cancro. Mesino
nos casos gerais este periodo varia . um pouco com 0s
autores, como vemos do quadro seguinte:

Para Jadassohn. . . . . . do 15.2 a0 25.0 dia
» Olramare .. . . . . » » » 20° »
¥ Adry e e pelo 25.0 dia
» Wassermann e Noguchi . » 2le »
¥ Bunger Ve sl T R * » ¥

Em média é pelo 21.0 ao 25.0 dia apds o acidente
inicial ndo tratado, que, bruscamente no dizer de Jol-
train, aparece a reacg¢do positiva.

Em qualquer dos casos a reacgdo positiva mostra
a generalisa¢do da infecgiio, com que parece estar em
harmonia.

Joltrain apresenta dois factos concludentes neste
sentido: No primeiro trata-se dum homem portador
duin cancro de 6 semanas acompanhado de adenite
inguinal indolor onde foi possivel encontrar o trepo-
nema; ndio ha roséola, placas mucosas, etc., e a Was-
sermann deu negativa; 10 dias depois rebentando si-
filides papulosas e placas, a Wassermann faz-se rapi-
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damente positiva. O segundo refere-se 4 rapidez com
que aparece a Wassermann positiva nos cancros do
ldbio, onde pela riqueza da vascularisagdo linfatica, se
faz uma generalisagdo muito mais répida.

Quando 4 propor¢do de reacgdes positivas nestas
sifilis primdrias, a percentagem varia um pouco com
0s autores como veremos num quadro adeante, alem
da técnica pelo grau variavel da infec¢iio no momento
do exame.

E' na sifilis secundéria que existe a major percen-
tagem de reac¢des positiva ; Boas, Gaucher, Paris e
Sabareau encontraram entdo 100°/, dessas reaccoes
em casos examinados com acidentes em evolucio e
sem prévio tratamento. O tratamento prévio com efeito,
0 estado do doente e o despreso pelas reacgdes fraca-
mente positivas e duvidosas, sdo em geral neste pe-
riodo a causa dos resultados negativos dalguns autores.

Bruck deixou de acusar destes resultados empre-
gando antigénios perfeitos e fazendo as reacgdes pelas
duas técnicas, de Wassermann e Stern.

Como afirma Noguchi, neste periodo da doenca a
reacgdo € relativamente constante, e pode dar uma
certeza sObre a existéncia de anticorpos no sbro dos
doentes examinados.

E ndo se diga que nestes casos é em geral suficiente
o diagnostico clinico. As mulheres com a manifestacio
inicial a maior parte das vezes ignorada, os casos
atipicos, os casos de cancro mixto, os casos de secunda-
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