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mente uma contradicdo flagrante entre o resul-
tado d'aquella experiencia e a opinidao final de
BUCHNER: a digestdo pepsica transforma a albu-
mina do séro em peptonas, isto €, em substancias
altamente favoraveis ao desenvolvimento das ba-
ctérias; como é, pois, que constituindo a soro-
albumina a substancia activa do sbéro, a sua
transformacdo em peptonas nao 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 nao
€ a sobro-albumina, como pretende BUCHNER, que
se deve attribuir a accdo microbicida do soro.
Mas, resistindo a substancia bactericida a digestdo
pela pepsina e, por outra parte, indicando as
demais experiencias (aquecimento do soro, dialyse,
precipitacdo pelo Aalcool, etc.) a sua natureza
poteica, devemos acreditar que ella entra no grupo
das nucleinas.

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

A primeira questdo a resolver consistia em



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

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

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

A. VIBRIAD CHOLERICO

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

B. STAPHYLDCOCCO PYDG. AUR.

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

A experiencia A. mostra que a pequena percen-
tagem de hydrato de potassa e de chloreto de
sodio ndo impede o desenvolvimento do vibrido




L

o

2 P T

da cholera; na experiencla B. a destruicdo total
dos coccos no fim de 24 horas nido pdde attribuir-se
aos mesmos elementos mineraes porque se verifi-
cdra previamente que o staphylococco persiste
vivo por alguns dias no soluto de potassa e chlo-
reto de sodio.

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

A |. VIBRIAO CHOLERICO

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

B . STAPHYLOC. PYOG. AUR.

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

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

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

As experiencias de VaucHan levam a admittir

- que no soro existe uma nucleina dotada de pro-

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




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













SEGUNDA PARTE

Origem, composigéo, preparagio e propriedades
das nucleinas

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

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




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

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

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

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

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

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

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

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




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

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

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

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

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

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

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

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

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

(1) Levadura vendida pela casa Springer & C.5, de Paris.
8
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tratada successivamente pelo ether (3 litros durante
48 horas), pelo alcool a frio (3 litros durante 48
horas), pelo alcool a quente e pela agua fervente;
submettemos em seguida o resto da polpa 4 digestdo
pepsica e, logo que esta terminou, lan¢cdmos o
residuo n'um soluto de soda caustica a 2 °/, para
dissolver a nucleina. Restava sémente filtrar e
precipitar a nucleina; ndao conseguimos, porém,
levar a effeito esta filtragcdo, por mais diligencias
que para isso empregassemos. O liquido, que
constituia uma especie de emulsdo, ndo atraves-
sava o papel de filtro nem, sob pressdo, a véla
CHaMBERLAND ; com filtros de malhas mais largas,
como o algoddo em rama e o panno, passava le-
vando em suspensao todas as particulas insoluveis.

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

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




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

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

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

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

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

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

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

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




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

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

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

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

8% e 3%

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

cleina, foi empregada, tanto quanto possivel, em

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

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

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

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

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

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

devia imputar-se ds nucleinas, fornecia a prova

irrefutavel de que aquelles elementos mineraes
eram destituidos de propriedades antisepticas apre-
ciaveis. VaucHan affirmava ainda que «o staphy-
lococco pyogeneo aurco conservava a sua vitali-
dade por alguns dias na agua contendo 0,5 %, de
hydrato de potassa».
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Accumulavam-se, pois, as razbes para consi-
derar as nucleinas como os elementos activos dos
solutos mencionados; mas, a resolucdo definitiva
do problema dependia, em ultima instancia, da
experimentagdo directa. Experimentdmos apenas
com o coli-bacillo: das bacterias que nos interes-
savam era aquella que, na verdade, pelas condic¢des
de vitalidade das culturas mais fielmente podia
esclarecer-nos nido s6 sobre os effeitos da mudanca
brusca de meio como sobre a acgdo microbicida
propria do soluto de potassa.

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

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

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

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

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




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

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

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

Como interpretar a maior actividade da nucleina
no caldo?

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

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

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

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

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

A cobaya inoculada com a cultura que ficou
por mais tempo sob a ac¢do da nucleina sobrevi-
veu ds outras algumas horas; para attenuar, porém,
a significacdo que se poderia dar 4 maior sobre-
vida d’este animal, notemos que a cobaya teste-
munha morreu duas horas depois da injectada
com o liquido do tubo A. Convem lembrar que a
cobaya é muito sensivel & bacteridea de maneira
gue um numero relativamente pequeno de bacillos,
introduzidos no tecido cellular subcutaneo, deter-

mina a morte quasi com a mesma rapidez que a
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inoculagdo d’'uma quantidade consideravel de
cultura; portanto, do resultado da experiencia
precedente ndo péde concluir-se que a nucleina
ndo destruisse alguns esporos (ou bacillos que
d’elles nascessem) mas unicamente que, depois
de duas horas, no liquido persistiam microbios
virulentos. Emfim, todas as cobayas morreram
n'um periodo de tempo mais longo do que geral-
mente se observa; esta demora, podia resultar do
pequeno numero de bacterias inoculadas, da atte-
nuag¢do da cultura primitiva ou da attenuacdo
ulterior pelo soluto de potassa.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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






