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mente uma contradição flagrante entre o resul-
tado d'aquella experiencia e a opinião final de 
BUCHNER: a digestão pepsica transforma a albu-
mina do sôro em peptonas, isto é, em substancias 
altamente favoraveis ao desenvolvimento das ba-
ctérias; como é, pois, que constituindo a sôro-
albumina a substancia activa do sôro, a sua 
transformação em peptonas não influe nas pro-
priedades microbicidas do meio? 

BUCHNER reconheceu previamente que a pepsina 
empregada digeria activamente a albumina do 
ovo e, portanto, nenhuma causa d'erro podia 
invalidar o resultado da experiencia; d'esta ma-
neira, temos necessariamente de admittir que não 
é á sôro-albumina, como pretende BUCHNER, que 
se deve attribuir a acção microbicida do sôro. 
Mas, resistindo a substancia bactericida á digestão 
pela pepsina e, por outra parte, indicando as 
demais experiencias (aquecimento do sôro, dialyse, 
precipitação pelo álcool, etc.) a sua natureza 
poteica, devemos acreditar que ella entra no grupo 
das nucleinas. 

Mal se comprehende como um investigador 
tam hábil e tam auctorizado como BUCHNER 

podesse cahir n'uma contradição tam palpavel; 
impressionado por este facto, VAUGHAN, depois 
de deduzir a priori que a substancia bactericida 
do sôro só podia ser verosimilmente uma nucleina, 
tratou de esclarecer o problema por meio da 
experimentação. 

A primeira questão a resolver consistia em 



verificar se no sôro existem nucleinas. Pelo pro-
cesso que adiante indicaremos, VAUGHAN ( I 8 G 3 ) 

conseguiu isolar do sôro de coelho e de cão uma 
substancia dotada de propriedades chimicas idên-
ticas ás das nucleinas; mais tarde, LILIENFELD 

( I 8 Q 5 ) demonstrou egualmente a presença no sôro 
d'um acido nucleinico. 

Em segundo logar, tornava-se necessário ave-
riguar se a nucleina isolada possuia uma acção 
bactericida. Para isso, VAUGHAN, depois de dissol-
ver a nucleina n'uma solução ligeiramente alcalina, 
de volume egual ao do sôro que a havia fornecido, 
determinou a energia bactericida do liquido pelo 
methodo das placas. Eis algumas das suas expe-
riencias: 

"rSjiclciiia dissolvida na agua esterilizada contendo 
0,12 % de hydrato de potassa e 0,6 % de chloreto 
de sodio. 

A. VIBRIÃO CHOLER1CO 

Tempo: Immediat. depois 5 min. i5 m. 3o m. 1 li. I 1/2 h, 22 li. 

N.° de colonias 2100 43 54 71 90 1 x 5 1200 

B. STAPHYLOCOCCO PYOG. AUR. 

Tempo: Immediat. depois 1 h. 1 h. 7 li. 24 b. 

N.° de colonias 4000 1720 io5o 810 o 

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

ZN^ucleina dissolvida na agua esterilizada contendo 
0,12 % de h ydrato de potassa, 0,6 % de chloreto de 
sodio e 0,1 % de bi-carbonato e de phosphato de sodio. 

AL. VIBRIÃO CHOLERICO 

Tempo: Immediat. depois i h. 4 h. 7 h. 24 h. 

N.° de colonias 35o io5 i5o 42 o 

B I . STAPHYLOC. PYOG. AUR. 

Tempo: Immediat. depois 1 h. 4 h. 7 h. 2_| h. 

N.° de colonias 5ooo 25o 1600 1200 o 

C I . BACILLO DO CARBUNCULO SEM ESPOROS 

Tempo: Immediat. depois 1 h. 5 h. 19 h. 24 h. 

N.° d e colonias 400 o 0 0 0 

As experiencias de VAUGHAN levam a admittir 
que no sôro existe uma nucleina dotada de pro-
priedades antisepticas mas não affirmam a sua 
identidade com a substancia bactericida do soro 
nem esclarecem outros pontos importantes do 
assumpto. Para preencher uma parte d'estas defi-
ciências executámos alguns trabalhos experimen-
taes de que damos relação na segunda parte 
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d'este estudo; generalizámos a investigação a 
outras nucleinas e recorremos a múltiplos proces-
sos para determinar a sua acção antiseptica; 
diligenciámos, emfim, definir o papel que as 
nucleinas poderiam representar na therapeutica 
das infecções. Se não conseguimos quanto desejá-
vamos (o que, em verdade, não nos surprehendeu) 
cremos, entretanto, que algum interesse poderá 
despertar o resultado das nossas experiencias. 
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Or igem, compos i ção , p reparação e p rop r i edades 
das nuc le inas 

Origem das nucleinas. — As nucleinas (paranu-
cleinas d'alguns auctores) constituem um grupo de 
proteides de funcção acida, insolúveis na agua, 
nos ácidos diluídos e no álcool, solúveis nos 
alcalis, muito ricos em phosphoro e indigestiveis 
ou difficilmente decompostos pelo succo gástrico. 
Tratadas a quente pelos alcalis ou pelos ácidos 
não muito concentrados, as nucleinas transfor-
mam-se parcialmente em substancias ainda mais 
phosphoradas — os ácidos nucleinicos ou nuclei-
cos; estes, precipitam a albumina e as albumoses, 
formando nucleoalbaminas. Pela digestão artificial, 
as nucleoalbuminas desdobram-se em nucleinas e 
em diversos albuminóides (geralmente globulinas) 
que, no estado de peptonas, ficam dissolvidos no 
liquido digestivo. 

As nucleinas encontram-se em todas as cellulas 
animaes e vegetaes, constituindo os elementos 
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essenciaes do núcleo; entram em percentagem 
muito menor na composição do protoplasma. Para 
alguns auctores ( O . H E R T W I G , etc.) os nucleolos 
verdadeiros são formados exclusivamente de nu-
cleinas emquanto que as nucleoalbuminas acham-se 
representadas por toda a porção chromatica dos 
núcleos; para outros (KOSSEL, LILIENFELD, etc.) a 
parte fundamental dos núcleos como do cytoplasma 
consiste n'uma combinação d'acidos nucleinicos, 
em proporção maior ou menor, com princípios 
albuminóides não phosphorados. N'esta ultima 
hypothese, a importancia physiologica dos ele-
mentos constitutivos do núcleo e do cytoplasma, 
dependeria da percentagem em acido nucleinico 
das nucleoalbuminas d'esses elementos; assim, em 
ordem decrescente do valor funccional, da acidez 
e da riqueza em phosphoro, classificar-se-iam a 
chromatina, a plastina, a linina, a pyrenina e emfim 
as nucleoalbuminas do protoplasma, substancias 
que, sob o ponto de vista morphologico, corres-
ponderiam respectivamente á chromatina, aos 
nucleolos, ás partes achromaticas (e figuradas) do 
núcleo e ás porções figuradas do cytoplasma. As 
restantes matérias phosphoradas do núcleo e do 
protoplasma (lecithinas, cholesterina, etc.) devem 
considerar-se extranhas á molécula d'albumina 
(DANILEVESKY) ; é por ellas que o cytoplasma, 
contendo apenas '/2 a i % de phosphoro nas suas 
nucleoalbuminas, pôde entretanto apresentar-se 
accidentalmente mais phosphorado que o proprio 
núcleo. A differença d'acidez das nucleoalbuminas 
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isolaram a tuberculina e também a malleina de 
culturas em meios livres de substancias proteicas. 

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

Para perscrutar o mechanismo d'um phenomeno 
intimo da nutrição, tam complexo como o presente, 
teremos d'invadir os domínios da hypothese. Os 
ácidos nucleinicos, tratados a quente pelos ácidos 
mineraes diluídos, desdobram-se em acido phos-
phorico e em bases azotadas crystallisaveis — a 
adenina e a guanina; a adenina, por oxydação, dá 
a hypoxanthina e, a guanina, transforma-se em 
xanthina (i). A xanthina e a hypoxanthina são 
productos de desassimilação da família do acido 
úrico. Apoiados n'estes factos, tracemos os deli-
neamentos geraes da theoria. O acido phosphorico, 
combinando-se no organismo com as bases azo-
tadas, produz uma substancia acida — o acido 
nucleinico; pela união do acido nucleinico a 
pequenas quantidades d'albumina forma-se a nu-
cleina; a nucleina, ligando-se a outros albuminói-
des, constitue as nucleoalbuminas e, estas, aggre-
gando novas matérias phosphoradas, gorduras, 

( i ) A simples inspecção das formulas mostra como se faz esta 
oxydação. 

Adenina C 5 H 4 Az 4, Az H 
Hypoxanthina . . . 0 5 H 4 Az 4, O 

j Guanina C s H4 Az 4 O, Az H 
(Xanthina C • H 4 Az 4 O, Q 
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saes, etc., representarão todos os elementos fun-
damentaes do núcleo e do protoplasma (DELAGE). 

Composição das nucleinas. — A composição cen-
tesimal das nucleinas melhor estudadas, indicada 
por diversos auctores, é a seguinte: 

C. H . Az. Ph. S. 

Nucleina de leva-
d u r a (KOSSEL). . . 4 0 , 8 5 , 4 16 ,0 6 , 2 o , 3 8 

Nucleina de liquido 
seminal de sal-
m ã o (MIESCHER). 3 6 , I 5 ,1 i 3 , i 9 , 6 — 

Nucleina de gemma 
d'ovo(BuNGE) (1) 42,11 6,08 14,73 5,1.9 o,55 

Nucleina de sub-
stancia cerebral 
(MIESCHER) 5 o , 5 7 , 8 1 3 , 2 2,1 — 

Nucleina de leite 
(LUBAVINE) 4 8 , 5 7 ,1 I 3 , 2 4 , 6 — 

T u b e r c u l i n a (BRIE-

ger) 47)02-48,1 7,06-7,55 14,45-14,73 4,3 1,14-1,17 

Preparação da nucleina de sôro.—Na prepara-
ção da nucleina de sôro seguimos o processo 

(1) O ferro do vitello acha-se combinado a esta nucleina (0,29 
de Fe .%) e, portanto, d'ella deriva a hemoglobina formada durante 
o periodo d'incubação do ovo; por esta razão, BUNGE denominou-a 
hematogeneo, nome por que se designa geralmente. 
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descripto minuciosamente por V A U G H A N e N O V Y 

nos seguintes termos: 
«Escolhem-se animaes saudaveis que não te-

nham servido em experiencias anteriores. Fixa-se 
solidamente o animal n'um apparelho de contenção 
e põe-se a descoberto a carótida com todas as 
precauções antisepticas. Faz-se a laqueação da 
artéria na sua extremidade terminal e, afastada 
cerca de duas pollegadas para a extremidade 
central, applica-se uma pequena pinça. Fende-se 
então a artéria com um bistori e introduz-se uma 
pequena canula de vidro a que se adapta um tubo 
de cautchu que communica com um frasco de 
E R L E N M A Y E R ; a canula fixa-se á artéria por meio 
d'uma ligadura; o bistori, a canula, o tubo e o 
frasco são previamente esterilizados. Retira-se 
depois a pinça e o sangue corre para o frasco. 
Sangra-se o animal até á morte. Rodeia-se de 
gelo o frasco que contém o sangue e deixa-se 
a repoisar durante 24 horas; no fim d'este tempo, 
o sôro acha-se separado. Passa-se o sôro para um 
frasco esterilizado e addiciona-se-lhe cerca de 10 
vezes o seu volume d'uma mistura d'alcool e 
d'ether em partes eguaes; produz-se assim um 
volumoso precipitado, quasi branco. Deixa-se 
ficar o precipitado, pelo menos durante 24 horas, 
tendo o cuidado de remover duas ou mais vezes 
por decantação o álcool e o ether, substituindo-os 
por egual volume da mistura alcooleo-etherea. 
Decanta-se então o fluido que sobrenada, addicio-
na-se um egual volume de solução d'acido chio-
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rhydrico a o,2°/0 contendo pepsina activa, colloca-se 
o frasco na estufa a 38° e leva-se a digestão até 
que o fluido não dê mais a reacção do biureto 
para peptonas. De cada vez que se verifica esta 
reacção, decanta-se o liquido da porção não dige-
rida e substitue-se por egual volume de nova 
solução digestiva. Para maior segurança de que a 
digestão seja completa, pode deixar-se o frasco na 
estufa por alguns dias. A digestão eífectua-se com 
rapidez e, depois de proseguir até um certo ponto, 
cessa totalmente. A pequena parte não digerida 
apresenta uma côr acinzentada. Lança-se n'um 
filtro esterilizado e lava-se primeiro com uma 
solução d'acido chlorhydrico a 0,2 0/o

 e depois 
com álcool; em seguida deixa-se o filtro exposto 
ao ar durante meia hora ou mais tempo a fim de 
que todo o álcool desappareça por filtração ou 
evaporação». 

O processo de preparação da nucleina, tal como 
fica transcripto, apresenta algumas particulari-
dades, inteiramente dispensáveis, que o tornam 
longo e dispendioso. A precipitação dos albumi-
nóides por uma mistura d'alcool e d'ether de 
volume de\ ve\es superior ao do sôro; a substi-
tuição d'esta mistura, pelo menos duas ve\es, nas 
24 horas seguintes; emfim, a renovação do soluto 
digestivo até que não accuse a presença de peptonas, 
constituem evidentemente precauções exageradas 
que somente se justificam por VAUGHAN realizar as 
suas experiencias n'uma epocha em que se desço-
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nhecia a existencia de nucleinas no sôro; como, 
porém, um dos fins que visavamos era precisamente 
a verificação d'aquellas experiencias, não podíamos 
deixar de cumprir as rigorosas indicações do 
auctor. 

Desconhecendo a percentagem de nucleina dis-
solvida no sangue, fizemos um ensaio prévio com 
25 c. c. de sôro de coelho. O precipitado albumi-
nóide, depois da digestão pela pepsina, ficou 
reduzido a uma ligeira nubeCula que a menor 
agitação diffundia por todo o liquido; para sepa-
ral-o, recorremos á filtração por papel mas, a parte 
não digerida era realmente em tam pequena quan-
tidade que não conseguimos destacal-a das paredes 
do filtro. 

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

D'uma cabra, pesando proximamente i5 kilo-
grammas, retirámos I I 3 O grammas de sangue; 
depois da retracção do coagulo, recolhemos 33o 
c. c. de sôro. A 3oo c. c. de sôro addicionámos 3 
litros de mistura alcooleo-etherea, mistura que se 
renovou duas vezes nas 24 horas seguintes; o 
precipitado, livre d'alcool e d'ether por filtração e 
evaporação consecutiva, foi posto a digerir á 
temperatura de 29O no soluto d'acido chlorhydrico 
a 2 7oo contendo um gramma de pepsina. Passados 
5 dias, durante os quaes se fez por 5 vezes a 
decantação do soluto digestivo e a sua substituição 
por outro semelhante, verificámos que a digestão 
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tinha terminado e, além d'isso, que já não existiam 
peptonas no liquido; procedemos então á lavagem 
no filtro da parte não digerida, primeiro com o 
soluto d'acido chlorhydrico a 0,2 % e depois com o 
álcool a g5°. A substancia assim isolada, pesava, 
ainda húmida d'alcool, 10 centigrammas. 

Preparação da nucleina de gemina d'ovo. — A 
nucleina d'ovo pôde preparar-se rapidamente por 
diversos processos, mencionados nos tratados de 
chimica biologica; preferimos, porém, recorrer 
ainda n'este caso á digestão pela pepsina para não 
nos afastarmos do caminho seguido na preparação 
da nucleina de sôro. Eis como procedemos: 

100 gemmas d'ovos, pesando i65o grammas, 
depois de uma forte batedura com algumas gottas 
d'acido acético, foram tratadas successivamente 
pelo ether (5 litros d'ether durante 48 horas), pelo 
álcool a g5° (5 litros d'alcool durante 48 horas), 
pelo álcool a 85° á temperatura de 5o° durante 
meia hora e lançadas immediatamente n'um filtro 
de malhas largas; a massa das gemmas, livre por 
esta fórma de gordura, lecithina, cholesterina, 
protagon e pigmentos, foi posta a digerir em 6 
litros de soluto d'acido chlorhydrico a 3 °/OQ con-
tendo 6 grammas de pepsina. Prolongámos a 
digestão por 20 dias e renovámos o soluto diges-
tivo até ao desapparecimento completo das pe-
ptonas (reacção do biureto); dissolvemos em 
seguida o residuo da digestão no hydrato de 
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potassa a 5 %0 e precipitámol-o de novo pelo 
álcool e acido chlorhydrico. A nucleina obtida de-
via pesar approximadamente 16 grammas. 

Preparação da nucleina de levadnra de cerveja. 
— Empregámos uma levadura alcoolica, cremos 
que constituída exclusiva ou principalmente pela 
especie Saccharomyces cerevisiae (i). A levadura 
(225o grammas), depois de lavagem pela agua e 
decantação, foi tratada pelo acido chlorhydrico a 
5 %o a que se addicionou, passados alguns minutos, 
soda caustica em ligeiro excesso; filtrámos logo 
em seguida e recolhemos o liquido n'um soluto 
fraco d'acido chlorhydrico; separámos por decan-
tação o pequeno precipitado que se formou e 
lavámol-o no filtro successivamente com acido 
chlorhydrico diluido, agua e álcool a 6o° de tem-
peratura. A nucleina, depois de secca, pesava i5 
decigrammas. 

Preparação da nucleina de tecido nervoso. — 
Tentámos preparar esta nucleina, seguindo o pro-
cesso mais geralmente recommendado; vimos, 
porém, com surpresa falhar a nossa tentativa 
n'uma operação que se nos afigurava muito fácil. 
A substancia encephalica de boi (i 555 grammas), 
privada das meninges e lavada repetidas vezes 
em agua para dar sahida a todo o sangue, foi 

( i ) Levadura vendida pela casa Springer & C.", de Paris. 
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tratada successivamente pelo ether (3 litros durante 
48 horas), pelo álcool a frio (3 litros durante 48 
horas), pelo álcool a quente e pela agua fervente; 
submettemos em seguida o resto da polpa á digestão 
pepsica e, logo que esta terminou, lançámos o 
residuo n um soluto de soda caustica a 2 % P a r a 

dissolver a nucleina. Restava somente filtrar e 
precipitar a nucleina; não conseguimos, porem, 
levar a effeito esta filtração, por mais diligencias 
que para isso empregássemos. O liquido, que 
constituia uma especie de emulsão, não atraves-
sava o papel de filtro nem, sob pressão, a véla 
CHAMBERLAND ; com filtros de malhas mais largas, 
como o algodão em rama e o panno, passava le-
vando em suspensão todas as partículas insolúveis. 

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

Na constituição dos globulos brancos entram as 
seguintes matérias proteicas: uma nucleoalbumina, 
a substancia hyalina de R O V I D A ; algumas cell-glo-
bulinas de HALLIBURNTON, hoje consideradas como 
nucleoalbuminas; a nucleo-histone de LILIENFELD, 

que se desdobra facilmente em nucleina e em 
histone; emfim, uma cell-albumina, idêntica ou 
muito semelhante á serina. 
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Para isolar as nucleinas das referidas nucleo-
albuminas, submettemos um coagulo de sangue, 
de peso egual a 800 grammas, ás mesmas opera-
ções que executámos com o sôro. A digestão 
pepsica do coagulo, após o tratamento pela mistura 
alcooleo-etherea, deixou um pequeno residuo 
completamente insolúvel nos alcalis; n'elle não 
existiam, portanto, nucleinas livres.. Não sabemos 
a que attribuir este resultado inesperado tanto 
mais que, demorando a digestão por muito pouco 
tempo, não é admissível que o soluto digestivo 
alterasse as nucleinas. 

Tivemos ainda occasião de verificar que a clara 
d'ovo não contém a menor parcella de nucleinas. 

Propriedades das nucleinas isoladas. — As nu-
cleinas de sôro, de levadura e de ovo são brancas, 
amorphas, insolúveis ou muito pouco solúveis na 
agua e completamente insolúveis nos ácidos diluí-
dos, no álcool e no ether. Os alcalis dissolvem-nas 
facilmente. As suas soluções alcalinas precipitam 
pelo acetato de chumbo, nitrato de prata e sulfato 
de cobre; o acido azotico produz turvação que 
desapparece n'um excesso d'acido; não dão a 
reacção do binreto nem a xantoproteica; não 
córam pelo reagente de M I L L O N , não precipitam 
pelo acido acético e chloreto de sodio nem pelo 
ferrocyaneto de potássio acético (1). 

(1) Indicámos apenas as propr iedades por nós verificadas. 
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Propr iedades bac te r i c idas das nuc le inas 

Para reconhecer as propriedades antisepticas 
d u m a substancia, possuímos numerosos processos 
d'investigação, desde a simples inspecção macros-
cópica do desenvolvimento das bactérias em meios 
nutritivos addicionados da referida substancia até 
ao exame microscopico e á inoculação nos animaes; 
para determinar, porém, a energia do antiseptico, 
para dosar e definir o seu poder microbicida, é o 
processo da sementeira em placas, já indicado, 
que, pela sua simplicidade e precisão, offerece 
maiores garantias. 

Pelo methodo das placas (assim designado 
geralmente) não se obtêm, entretanto, resultados 
absolutamente exactos. O numero de colonias 
desenvolvidas n'uma placa não exprime, em rigor, 
o numero de bactérias em suspensão na parcella 
de sementeira: alguns germens de vitalidade de-
primida extinguem-se pela mudança de meio 
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outros, reunidos em grupos mais ou menos nume-
rosos, formam depois uma única colonia. A quan-
tidade de sementeira, embora represente uma 
fracção determinada da matéria de cultura, não 
contém necessariamente uma egual fracção do 
numero total de microbios: nos líquidos de cul-
tura, ainda depois de bem agitados, a repartição 
das bactérias nem sempre é uniforme em virtude 
da camada gelatinosa que por vezes as envolve e 
que se oppÕe á sua separação. Emfim, quando se 
pretende apreciar o desenvolvimento d'uma cultura 
durante um certo tempo, ha necessidade de semear 
em intervallos regulares uma serie de placas; ora, 
é difficil senão impossivel empregar sempre quan-
tidades eguaes de substancia d'inoculação. 

Repetindo as sementeiras e calculando a media 
das colonias em germinação, o methodo das placas 
fornece indicações sufficientemente exactas, como 
se prova pela concordância nos resultados das 
innumeras analyses quantitativas das bactérias do 
ar e da agua, executadas regularmente em todos 
os institutos de bacteriologia; e, se os resultados 
d'estas analyses, que devem exprimir o numero 
total de bactérias existentes n'um dado meio, são. 
admittidos unanimemente pelos bacteriologistas, 
mal se comprehende que CHRISTMAS e outros 
auctores condemnem o mesmo processo, quando 
se inquire somente do numero relativo de microbios 
em vegetação n'um liquido. 

Não se julgue, pelo que acabámos de dizer, 
que desprezamos os outros meios d'investigação: 
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nas experiencias que vamos relatar d'elles nos 
soccorremos, tanto quanto nol-o permittiam as 
circumstancias, deixando apenas de recorrer sys-
tematicamente ao exame microscopico porque, 
para bem apreciar e interpretar as alterações 
morphologicas das bactérias, é necessaria muitas 
vezes uma educação pratica que só pelo uso do 
instrumento durante alguns annos poderá adqui-
rir-se. 

Para comparar a acção bactericida das nucleinas 
de sôro, d'ovo e de levadura, empregámos um 
solvente commum: 

Esterilizámos o soluto por ebullição e dissolve-
mos a nucleina de sôro em 100 c. c. (ou seja 
proximamente i X 2000) e as nucleinas d'ovo e 
de levadura na proporção de, respectivamente, 

Exp. IV. — Em 3 tubos d'ensaio, cada um com 
cerca de 5 c. c. de soluto de nucleina de sôro, 
inoculámos respectivamente o coli-bacillo, o bacillo 
d'EBERTH e o vibrião da cholera d'Hamburgo 
( P F E I F F E R ) ; procedemos de tempos a tempos á 
sementeira na gelatina em placas, agitando pre-
viamente o liquido e servindo-nos sempre da 
mesma ansa de platina para cada especie micro-

Agua fi l trada 
Hydra to de p o t a s s a . . . 
Chloreto de s o d i o . . . . 

100 partes 
o, 12 » 
0,6 » 

5 Voo e 3 °/< 
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biana; nos intervallos das sementeiras, conservá-
mos os tubos na estufa a 37o (1). 

Eis o numero de colonias desenvolvidas a 20o 

e contadas 48 a 72 horas depois: 

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

/Coli-bacillo 23o 24 0 0 

Numero de colonias <B. d'EBERTH 112 0 0 0 

IV. choler. 3 3 5 0 0 0 

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

Tempo: Immediat. depois 1/2 h. 1 1/2 h. 2 1 /2 h. 

(Coli-bacillo 4060 126 o 21 
Numero de colonias] 

' B . d 'EBERTH 175 0 0 o 

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

Tempo: Immediat. depois 1 li h. 1 1 /a li. 22 h. 

(Coli-bacillo 65o 120 o o 
Numero de colonias j 

' B . d ' E B E R T H 180 0 0 0 

Analysemos o resultado d'estas experiencias. 
Em primeiro logar, poderá extranhar-se que o 

(1) A cultura do vibrião da cholera, como outras de bactérias 
pathogenças, que destinávamos a um estudo sobre a funcção 
antitoxiniça do fígado, foram nos cedidas obsequiosamente pelo 
illustre director do Instituto Bacteriologico de Lisboa, o ex.mo sr. 
CAMARA PESTANA, a quem testemunhámos o nosso agradecimento. 
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numero de còlonias das placas semeadas imme-
diatamente depois da inoculação das bactérias nos 
solutos de nucleina variasse consideravelmente não 
só d'experiencia para experiencia mas também na 
mesma experiencia; note-se, porem, que quando 
procedemos á sementeira dos solutos de nucleina, 
tomámos uma quantidade arbitraria de cultura, em 
geral a porção de liquido adherente a um fio ou 
pequena ansa de platina. Na experiencia V, em que 
mais avulta a diíferença do numero inicial de co-
lonias, fizemos uma sementeira mais abundante de 
coli-bacillo (o conteúdo de i o ansas de platina) para 
verificar se, augmentando o numero de microbios, 
a acção bactericida continuava a exercer-se. A 
matéria d'inoculação, retirada dos solutos de nu-
cleina, foi empregada, tanto quanto possivel, em 
quantidades sempre eguaes para cada serie de 
placas semeadas com o mesmo bacillo. 

Das tres experiencias deduz-se immediatamente 
que as bactérias em contacto com os solutos de 
nucleina foram destruídas n'um período de tempo 
variavel, período máximo de 20 minutos a 
hora para o bacillo typhico e o vibrião da cholera 
e, maior, para o coli-bacillo. A que attribuir a 
menor resistencia das duas primeiras especies? 
Acreditamos que para aquella diíferença concorreu 
principal ou exclusivamente a fraca vitalidade dos 
bacillos d ' E B E R T H e de K O C H : servimo-nos de cultu-
ras antigas que, a par d'uma virulência já bastante 
attenuada, como observámos por inoculação intra-
pleural do bacillo typhico no coelho, vegetavam 
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lentamente e com pouco vigor nos meios nutritivos 
ordinários. 

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

Na experiencia V, com o coli-bacillo, depois 
d'uma placa isenta de germens, encontrámos na 
seguinte algumas colonias (21). A ausência de 
colonias na placa semeada 1 '/2 hora depois da 
inoculação do soluto de nucleina deverá acceitar-se 
como indicando a extincção completa dos bacillos 
ou significará apenas que por uma circumstancia 
excepcional, fortuita, a parcella de sementeira não 
arrastou parte das bactérias que ainda existiam 
no liquido? Por outros termos: trata-se d'uma 
verdadeira repullulação, como se nota nas expe-
riencias com o sôro (vej., por ex., pag. 64 e 73) 
ou d'uma das deficiências, já enumeradas, do 
methodo das placas? Apesar do facto coincidir 
precisamente com o emprego d'uma quantidade 
maior de sementeira, optámos pela segunda inter-
pretação porque, admittindo mesmo que toda a 
nucleina se desdobrasse em substancias próprias 
para a nutrição das bactérias, não era com tam 
pequena percentagem d'alimentos que se compen-
savam as qualidades do soluto de potassa, desfa-
voráveis á repullulação dos microbios. 
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Depois de reconhecer que os solutos nucleinicos 
exercem uma acção antiseptica notável, impõe-se 
a necessidade de averiguar se aquella actividade 
resulta das nucleinas, se do seu solvente. 

O solvente usado podia destruir as bactérias 
quer por privação d'alimentos quer pela acção da 
potassa e do chloreto de sodio. 

A miséria nutritiva do meio, suficiente para 
impedir a multiplicação dos germens, não bastava 
para matal-os com rapidez, tanto mais que ope-
rámos com especies que, infelizmente, vivem por 
muito tempo na agua, como mostram as experien-
cias de laboratorio e os ensinamentos da epide-
miologia. O hydrato de potassa e o chloreto de 
sodio entravam no liquido em proporção muito 
diminuta para destruírem em poucos minutos 
quasi todos os microbios. Emíim, sabíamos pelas 
experiencias de VAUGHAN que o vibrião da cholera, 
semeado em solutos de nucleina de sôro de cão e 
de coelho, contendo potassa (0,12 %) e sal mari-
nho (0,6 °/0), soffria a principio uma forte reducção 
seguida, mais tarde, de repullulação; o desenvol-
vimento secundário do bacillo, se tendia a demons-
trar que a acção bactericida primeiro observada 
devia imputar-se ás nucleinas, fornecia a prova 
irrefutável de que aquelles elementos mineraes 
eram destituídos de propriedades antisepticas apre-
ciáveis. VAUGHAN affirmava ainda que «O staphy-
lococco pyogeneo áureo conservava a sua vitali-
dade por alguns dias na agua contendo o, 5 °/0 de 
hydrato de potassa». 
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Accumulavam-se, pois, as razões para consi-
derar as nucleinas como os elementos activos dos 
solutos mencionados; mas, a resolução definitiva 
do problema dependia, em ultima instancia, da 
experimentação directa. Experimentámos apenas 
com o coli-bacillo: das bactérias que nos interes-
savam era aquella que, na verdade, pelas condições 
de vitalidade das culturas mais fielmente podia 
esclarecer-nos não só sobre os effeitos da mudança 
brusca de meio como sobre a acção microbicida 
própria do soluto de potassa. 

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

Tempo: tmmediatafflente depois i h. 5 h. 24 h. 

N." de colonias ?5o 160 142 o 

N'esta experiencia, attribuimos a diminuição 
immediata dos microbios á mudança brusca de 
meio: apenas -i- dos germens conseguiu adaptar-se 
ás novas condições de vida. Depois d'esta queda 



125 

repentina do numero de bacillos nota-se um 
periodo estacionário em que, provavelmente, a 
multiplicação dos mais fortes ia compensando a 
falta dos que morriam por inanição ou pela acção 
da potassa e do sal marinho; persistindo as influen-
cias nocivas ás bactérias, a sua vitalidade foi 
decrescendo successivamente para se extinguir 
por completo antes de 24 horas. 

Pelos motivos já expostos, não esperavamos 
encontrar no soluto de potassa propriedades tam 
hostis ao coli-bacillo; e, se repetíssemos a expe-
riencia com as enfraquecidas culturas dos bacillos 
D ' E B E R T H e de K O C H , de certo que mais accentua-
dos seriam os effeitos observados. O poder anti-
septico das nucleinas não deve, portanto, identi-
ficar-se com o dos solutos das experiencias IV, V, 
e VI: os resultados obtidos são imputáveis em 
parte á transplantação das bactérias para um 
meio differente e á presença dos elementos mine-
raes. Mas, não deverão aquelles resultados attri-
buir-se exclusivamente ao solvente das nucleinas ? 
Não, evidentemente. Nas experiencias IV, V e VI 
operou-se a destruição total dos bacillos typhico 
e cholerico em menos de trinta minutos e, do coli-
bacillo, em menos de noventa minutos (duas ve-
zes); na experiencia VII, o coli-bacillo ainda se 
conservava vivo depois de cinco horas. 

Na experiencia seguinte, em que prescindimos 
do soluto de potassa, patenteia-se egualmente a 
acção antiseptica das nucleinas. 
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Exp. VIII — Alguns centigrammas de nucleina 
d'ovo, retirados d'um frasco com ether, foram 
lançados em dois tubos d'ensaio esterilizados; 
para a evaporação completa do ether, collocámos 
os tubos na estufa a 37o durante 3 dias; passámos 
a nucleina, depois de secca, para dois tubos — A 
e B — contendo caldo nutritivo ordinário; a nu-
cleina formou deposito no fundo do liquido; o 
tubo C, com egual quantidade de caldo, serviu 
de testemunha. 

No tubo A inoculámos o conteúdo d uma ansa 
de platina de cultura em caldo de coli-bacillo; no 
tubo B inoculámos 3 ansas; no tubo C, uma ansa. 
Depois de 48 horas na estufa a 37o, o tubo C, 
testemunha, apresentava uma turvação manifesta 
emquanto que o caldo dos tubos A e B permanecia 
limpido acima do deposito de nucleina. Repetimos 
a inoculação nos tubos A e B, semeando no pri-
meiro 4 e, no segundo 6 ansas da cultura primi-
tiva: no fim de 2 dias não se manifestara ainda 
turvação sensivel. Addicionámos, então, ao tubo 
A 1 c. c. e ao tubo B 2 c. c. da cultura de coli-
bacillo: no dia seguinte havia turvação em ambos 
os tubos. 

A acção antiseptica revelada n'esta experiencia 
accentua-se consideravelmente se attendermos 
não só a que empregámos a nucleina que no 
soluto de potassa mostrou menor actividade como 
a que o caldo podia dissolver apenas uma quan-
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tidade muito pequena da substancia; se accrescen-
tarmos que o soluto de potassa, de per si, se oppõe 
ao desenvolvimento e destróe um grande numero 
de bactérias ao passo que o caldo convém admi-
ravelmente á sua cultura, devemos concluir que 
a nucleina, n'este ultimo meio, actuou com maior 
energia do que no primeiro. 

Como interpretar a maior actividade da nucleina 
no caldo ? 

A parte da nucleina dissolvida no caldo, em 
contacto com a cultura (bactérias e seus produ-
ctos) inoculada, formou uma combinação albumi-
nóide, uma nucleoalbumina, dando logar a que 
uma parcella da nucleina em deposito, dissolven-
do-se, fosse substituil-a no liquido; a nova porção 
de nucleina dissolvida, transformando-se em 
nucleoalbumina, provocou por sua vez a disso-
lução d'egual quantidade de nucleina precipitada; 
por esta deslocação incessante da substancia de 
reserva, as bactérias ficaram sob a acção perma-
nente das moléculas de nucleina, com todas as 
suas affinidades livres. Emquanto a sementeira 
foi pequena, a reproducção das bactérias não 
fornecia princípios albuminóides sufficientes para 
neutralizar a nucleina que a todo o momento se 
revezava no liquido; com a sementeira abundante, 
a producção de substancias neutralizantes excedia 
a de nucleina activa e a cultura desenvolveu-se. 
A quantidade de nucleina activa do caldo era, 
portanto, muito superior á de nucleina a principio 
dissolvida. Não passa d'uma hvpothese a inter-
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pretação que propomos, hypothese justificável 
pelas propriedades chimicas das nucleinas. 

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

Esta incoherencia nos resultados proviria exclu-
sivamente das inferiores qualidades nutritivas da 
gelatina para a cultura da bacteridea ( D E N Y S ) ? 

Dependeria ainda de circumstancias em que inter-
viessem as nucleinas ou o soluto de potassa ? 

Se as experiencias que executámos não permit-
tiam acompanhar as oscillações do numero de 
microbios no liquido, algumas affirmavam que 



os esporos podiam ahi conservar-se vivos pelo 
menos durante algumas horas. Para melhor es-
clarecermos este ultimo ponto, recorremos á ino-
culação em animaes. 

> 

Exp. IX — Em dois tubos — A e B — contendo 
i c. c. cada um de solução de nucleina d'ovo, 
lançámos respectivamente 3 gottas de cultura de 
bacillus anthracis (com esporos); no tubo C, con-
tendo i c. c. de solução de potassa, semeámos 3 
gottas da mesma cultura. Deixámos na estufa a 37o 

o tubo A durante meia hora e, os tubos B e C, 
durante duas horas; injectámos, em seguida, o 
liquido de cada um dos tubos no tecido cellular 
da parede abdominal de 3 cobayas. Em todas se 
desenvolveram as lesões próprias do carbunculo: 
a cobaya A morreu em 55 horas; a cobaya B, 
em 67 horas; a cobaya C, testemunha, em 57 
horas. 

A cobaya inoculada com a cultura que ficou 
por mais tempo sob a acção da nucleina sobrevi-
veu ás outras algumas horas; para attenuar, porém, 
a significação que se poderia dar á maior sobre-
vida d'este animal, notemos que a cobaya teste-
munha morreu duas horas depois da injectada 
com o liquido do tubo A. Convém lembrar que a 
cobava é muito sensivel á bacteridea de maneira 

J 

que um numero relativamente pequeno de bacillos, 
introduzidos no tecido cellular subcutâneo, deter-
mina a morte quasi com a mesma rapidez que a 
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inoculação d'uma quantidade considerável de 
cultura; portanto, do resultado da experiencia 
precedente não pôde concluir-se que a nucleina 
não destruisse alguns esporos (ou bacillos que 
d'elles nascessem) mas unicamente que, depois 
de duas horas, no liquido persistiam microbios 
virulentos. Emfim, todas as cobayas morreram 
n'um periodo de tempo mais longo do que geral-
mente se observa; esta demora, podia resultar do 
pequeno numero de bactérias inoculadas, da atte-
nuação da cultura primitiva ou da attenuação 
ulterior pelo soluto de potassa. 

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

Exp. X — Cobaya A —- Inoculação na cavidade 
peritoneal de 2 c. c. d'uma mistura em partes 
eguaes de solução de nucleina d'ovo e de cultura 
em caldo de bacillus tuberculosis, mistura que 
collocámos previamente na estufa a 37o durante 
40 minutos. 
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Cobaya B — Inoculação intraperitoneal de 2 c. 
c. de liquido idêntico ao precedente, tendo ficado 
na estufa a 37o durante 90 minutos. 

Cobaya C — Inoculação intraperitoneal de 2 c. 
c. d u m a mistura em partes eguaes de soluto de 
potassa a 0,2 % e de cultura de bacillus tuberculo-
sis. mistura que deixámos na estufa a 37o durante 
90 minutos. 

Empregámos uma cultura de tuberculose, de 
vegetação abundante (cultura de 5o dias, obtida 
por deposição á superfície do caldo de matéria 
tuberculosa); antes de a addicionar aos solutos, 
agitámol-a repetidas vezes e com força para re-
partir os bacillos pelo liquido. 53 dias depois da 
inoculação, sacrificámos as cobayas (que haviam 
conservado sensivelmente o peso primitivo) e 
procedemos á autopsia. 

Cobaya A — Dois pequenos tubérculos no epi-
ploon, menores do que cabeças de alfinetes; 
ausência de lesões nas visceras thoraco-abdomi-
naes e no ponto de inoculação. 

Cobaya B — Pequeno nodulo tuberculoso, de 
dimensões d'um grão d'arroz, na parede abdomi-
nal, ao nivel do ponto d'inoculação; não existiam 
vestígios de tuberculose nos orgãos das cavidades 
thoracica e abdominal. 

Cobaya C (testemunha) — Nodulo tuberculoso 
na parede abdominal ao nivel do ponto d'inocula-
ção; tubérculos pequenos no epiploon; tubérculos 
maiores, alguns do tamanho d'um grão de milho, 
disseminados pelo figado. 
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Continuou a affirmar-se n'esta experiencia o 
poder antiseptico das nucleinas. E' digno de 
notar-se que a cobaya inoculada com a cultura 
submettida á acção da nucleina durante i '/2 hora 
apenas apresentou um pequeno nodulo tubercu-
loso no tecido cellular da parede abdominal; os 
bacillos injectados em grande quantidade na cavi-
dade peritoneal foram destruídos e absorvidos sem 
provocarem lesões especificas, nem mesmo os 
tubérculos asepticos que geralmente se produzem 
pela inoculação de matéria tuberculosa esterili-
zada. 

Podíamos referir outras experiencias que exe-
cutámos com algumas bactérias saprophytas; 
julgâmol-o, porém, desnecessário desde que a sua 
significação em nada altera a das anteriores. 

Demonstradas, como ficam, as propriedades 
bactericidas das nucleinas, procurámos determi-
nar a sua acção sobre as toxinas microbianas; 
a necessidade e as vantagens d'este estudo, resal-
tavam immediatamente das propriedades chimicas 
das nucleinas e mais evidentes se tornavam por 
T I C H O M I R O F F ter verificado que o acido nucleinico 
precipita e destroe as toxinas tetanica e diphterica 
mas não as do vibrião da cholera e do strepto-
cocco pyogeneo. 

Em virtude de circumstancias accidentaes, 
apenas tentámos experimentar com a toxina do 
bacillo da tuberculose. Empregámos primeiro 




