Constituicio da alexina e mechanismo da hemolyse
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Em 1888, em memoravel (rabalho, submettendo a theoria da pha-
gocylose a minuciosa analyse, Nuttall descobriu o poder bactericida do
sangue. Verificou logo que, com excep¢io do cammondongo, todos os ani-
maes de sangue quente examinados, homem, cio, carneiro, coelho, etc.,
apresentavam essa propriedade com grande constancia em face de varias
especies microbianas € que se o sangue provinha de animaes que tinham
sido préviamente submettidos 4 immunizacio essa propriedade era ainda
mais exaggerada. Segundo Nuttall a phagocytose s6 intervinha quando as
bacterias se achavam mortas ou sufficientemente attenuadas pela accéo
das propriedades bactericidas do liquido sanguineo, estabelecendo assim
os fundamentos do estudo que s6 20 annos 'mais tarde Wright havia de
realisar sobre opsoninas. Nuttall verificou tambem logo que a propriedade
bactericida se gastava durante a acciio bactericida e que era por isso em
parte proporcional 4 quantidade de bacterias postas em presenca do san-
gue. Por outro lado estabeleceu que essa propriedade era muito instavel e
desapparecia rapidamente pela conservacio a temperatura ambiente ou
pelo aquecimento a 55°C. durante meia hora, o que levou a crér que fosse
devido 4 accido de um fermento.

No anno seguinte Buchmer confirmou todos os resultados de Nuttall
e em 1890, submettendo os soros 4 dialyse, poude affirmar que a proprie-
dade bactericida era attributo de uma substancia albuminoide que para
exercer a sua actividade exigia um estado physico especial, isto é, um ar-
ranjo particular das molleculas de albumina dentro dos grupos maiores
das micelas. A’ essa substancia deu Buchner, em 1891, o nome de alexina.
O estudo da alexina fez poucos progressos até 1894, quando em conse-
quencia da descoberta do phenomeno de Pfeiffer tomou movo incremento.
Na intensa investigaciio que entdo em torno delle se fez sio de relevancia
os trabalhos de Bordet. Esse autor demonstrou de maneira mais cabal que
a accio bactericida era o resultado da actividade simultanea de duas subs-
tancias differentes, uma especifica, relativamente termo-resistente que

99



100 Memorias do Instituto Oswaldo Cruz XXVI, 2

denominou sensibilizadora e outra, ndo especifica, que pelas suas proprie-
dades termolabeis correspondia a4 alexina de ‘Buchner. Ao mesmo tempo
Bordet verificou que a propriedade lytica da alexina nfo se limitava a agir
sobre os séres com vida autonoma, mas se podia extender a elementos cel-
lulares de organismos superiores como globulos  vermelhos e, demons-
trando que a hemolyse produzida pelos s6ros obedecia as mesmas leis que
regiam a bacteriolyse, tornou, gracas a simplificacio da technica, possivel
de ser levada a analyse do problema a um grao que estava longe de ter
podido attingir. Com essa analyse origina-se uma controversia entre Bordet
e Ehrlich com seus collaboradores, da qual resulta a verificacio assaz
curiosa de que a substancia termo-resistente ‘e especifica dos séros pode
adherir as bacterias ou as hematias na ausencia da alexina e que sem essa
adhesiio a alexina nfdo exerce nenhuma accido hemolytica ou bacteriolytica.
Durante alguns annos os trabalhos que versaram sobre este assumpto nao
alteraram as nocdes até ahi adquiridas sobre a constituicdo da alexina.

Em 1907, inesperadamente, Ferrata, retomando o estudo acima ci-
tado de Buchner a proposito da accido da dialyse sobre a alexina, verificou
que essa substancia ndo é simples, mas constituida de facto por dois ele-
mentos, um dos quaes precipita em agua distillada ao passo que o outro
permanece soluvel. Isoladamente qualquer delles ¢ incapaz de determinar
a hemolyse de globulos sensibilizados o que sem iembargo rapidamente fa-
zem se forem addiccionados simultaneamente a globulos e sensibilizadora.
Estes interessantes resultados foram logo confirmados por numerosos au-
tores, melhorados os processos de separacdo desses dois elementos ¢ Brand
ainda no mesmo anno nf3o s6 mostra que ambos sdo termolabeis como a
propria alexina, mas tambem que a parte precipitada pela agua distillada,
a parte globulina, redissolvida em agua physiologica adhere directamente
aos globulos sensibilizados (Mittelstiick) e sem essa adhesio a fracglo
soluvel em agua distillada (Endstick) nfo p6de exercer nenhuma activi-
dade, comportando-se, portanto, esta ultima, em relacdo 4 primeira, como
a alexina em relacio a sensibilizadora.

Michaelis € Skwirsky verificam que se a concentragfio dos ions H ¢é
de (H’) 3,8.10-¢ a fracc¢io globulina adhere aos globulos sensibilizados e
pode entio ser aquecida a 56° sem perder a sua actividade, mas a frac¢éo
albumina permanece livre no liquido e nfo ha, por consequencia, hemo-
lyse. Aos globulos assim' carregados de sensibilizadora e Mittelstick, deno-
minou Michaelis, globulos persensibilizados. Logo a seguir Skwirsky assig-
nala que na maior parte das reac¢des de Bordet e Gengou (Reacgldo de
Wassermann, soro tuberculoso e tuberculina, séro precipitante e precipiti-
nogenio homologo) a parte da alexina correspondente 4 fraccéo albumina
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permanece livre no liquidoe que a ausencia da hemolyse do systema hemoly-
tico € devida 4 falta exclusiva da fraccdo globulina. A necessidade da col-
laboracido de duas substancias para que se revelasse a propriedade alexica
estava assim bem estabelecida pelas mais variadas technicas e o estudo
das propriecdades da alexina levou, de entdo em deante, em conta a com-
plexidade d’esse agente.

Retomando, em 1912, o estudo da accido inactivante do veneno de
cobra sobre a alexina, Ritz é levado a admittir que além das duas fraccdes
descobertas por Ferrata mais uma e esta relativamente termoresistente é
indispensavel para que se exerca a actividade alexica. Com effeito nos
soros assim inactivados a regeneracio da alexina se faz facilmente pela
simples introduc¢io de séro de cobaya inactivado pelo calor, d’onde se
tem forcosamente que concluir que os componentes de Ferrata 14 existem
na quantidade necessaria. Liefmann, opondo-se a esta maneira de ver,
achou antes razoavel, dada a complexidade do veneno de cobra, que a
sua mistura com soéro fresco poderia alterar de tal f6rma o meio ambiente
que o fornasse Improprio para o processo de hemolyse. A addiccdo de
soro inactivado teria comb resultado recompoér, em parte ou no todo, as
condi¢cles primitivas. J4 Noguchi ¢ Brofenbrenner tinham' encarado por
egual modo a dissociacio das fraccdes termolabeis de Ferrata. Acredita-
vam esses autores que a actividade alexica era exclusivamente obra da
frac¢do albumina, e que a fracgcdo globulina pelo seu caracter anfotero
apenas concedia ao meio as condi¢des de reaccio indispensaveis para se
poder realizar o processo. Em 1914, porém, Coca demonstrou que cabia a
Ritz razio quando affirmava a existencia de um componente termoresis-
tente da alexina. Estudando a accio antialexica exercida por emulsdes de
levedos e orgdos, que tinha sido observada por V. Dungern, ja em 1901,
chegou de facto a verificacio de que os so6ros por esses meios inactivados
eram como os I1nactivados pelo veneno de cobra, capazes de readquirir a
sua primitiva actividade pela addicio de so6ro inactivado pelo calor.
Com este novo methodo de exame a objeccio de Liefmann desapparece,
pois € difficil encontrar outra interpretacio para explicar a influencia das
emulsdes de levedo que nio seja baseada n'um processo de adsorpcio.
Ainda nesse anno, Ritz e Sachs observam que esse terceiro componente
péde ser, tambem, retirado dos séros frescos por emulsdes bacterianas so-
bretudo de B. prodigiosus. Omorokow, Sachs e Omorokow, accentuam a
importancia da concentracio para a inactivacio pelo veneno de cobra e
pelas emulsdes bacterianas. N’esse mesmo anno ainda Nathan confirma
os resultados do anno anterior de Weil, segundo os quaes os globulos sen-
sibilisados postos em contacto com séro de cobaya inactivado pelo veneno
de cobra ou por emulsdes bacterianas se carregam tanto com a fraccio
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globulina como com a frac¢cfio albumina de Ferrata e denomina os globulos
n'essas condicdes de hypersensibilizados.

Ritz e Sachs, em 1917, estudando o mecanismo da inactivac3o da
alexina pelas emulsdes bacterianas approximam-o do da formacfo da ana-
phylatoxina in vifro. Nessa mesma occasiio Nathan, assignala que tanto
0 veneno de cobra quanto as emulsdes bacterianas s3o incapazes de re-
tirar ao soro inactivado pelo calor o terceiro componente que n’elle se en-
contra activo. Em 1930, Cruz e Penna, ndo s6 confirmam esse ultimo re-
sultado de Nathan, mas assignalam que o formaldehydo em condicdes deter-
minadas retira o terceiro componente, tanto aos séros frescos como aos
que foram préviamente inactivados pelo aquecimento meia hora a 55e°.

Bem' estabelecida assim a existencia do terceiro componente, nio pa-
rou ahi a complexidade da alexina, pois que em 1926, Gordon Whitehead
e Wormall ao estudar a ac¢do dos fermentos proteolyticos sobre a alexina
tém a opportunidade de verificar que ella pdde ser inactivada por peque-
nas quantidades de ammonia € que essa inactivacdo corre por conta, nio
da destruicio do terceiro componente nem das fraccdes termolabeis de
Ferrata, mas de uma outra termoresistente que denominaram quarfo com-
ponente.

Deve-se portanto admittir actualmente que a alexina é com effeito
constituida por quatro elementos: um termolabil que apresenta todas as
propriedades physico-chimicas das globulinas; outro tambem fermolabil
apresentando as propriedades das albuminas (pseudo globulinas), outros
dois termoresistentes, o chamado terceiro componente que se retira dos
sOros frescos pela accido do formol ou do veneno de cobra, emulsdes bac-
terianas, de orgidos ou de levedos em geral accdes de adsorpcdo, e final-
mente um quarto componente tambem termoresistente que desapparece
dos soros frescos ou inactivados quando se lhes addicionam pequenas
quantidades de ammonia.

Constituintes termoresistentes.

Quando se estudam os factores que exercem qualquer accido nociva
sobre a propriedade alexica a grande difficuldade, certamente a maior,
estd em saber se essa accio se faz sentir directamente sobre a alexina ou
sobre o meio extremamente complexo em que ella exerce a sua actividade.
Em alguns casos se verifica que esta ultima hypothese € facilmente de-
monstravel, assim além de certos limites de pH, tanto para a zona alcalina
como para a zona acida, a hemolyse especifica € inhibida, mas essa inhi-
bicio cessa se a reaccio é de novo ajustada a um pH nas visinhancas da
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neutralidade. Nas solugdes hypertonicas dos saes neutros, como o proprio
chloreto de sodio, a hemolyse tambem ndo se d4 mas basta reduzir no li-
quido o tedr do sal ou por diluicfio em agua distillada ou por dialyse para
ver reapparecer a actividade alexica se se attinge de novo a isotonia. Em
outros casos porem a duvida é mais difficil de esclarecer. E’ o que acon-
tece, por exemplo, com a simples inactivacio pelo calor.

Com effeito se se aquece soéro fresco de cobaya por espaco de meia
hora em banho maria a 54° (temperatura rigorosamente controlada), veri-
fica-se que na dése de 0,5 c.c. posto em presenca de globulos sensibilizados
por 40 unidades hemolyticas por espaco‘de mkeia hora a 37°, nfo d4 tra-
cos de hemolyse. Se todavia, se lhe addicciona quer a fraccdo globulina
quer a frac¢do albumina de Ferrata, na dése de 0,1, (separacdo perfeita,
ndo dando tracos de hembolyse na dése de 0,2 c.c. qualquer d’ellas separa-
damente) o s6éro aquecido a 54° d4 hemolyse total rapida com 0,1c.c. E’
pois evidente que a inactivacio da alexina messa temperatura nio corre
exclusivamente por conta duma destruicio de qualquer desses dois elementos.
Ainda facto mais curioso é que se se abandona um tal séro por espaco de
18 a 20 horas 4 temperatura de 5°¢ a 6°, elle readquire parcialmente asua
actividade hemolytica, dando hemolyse total com a mesma emulsio de
globulos, como acima fortemente sensibilizados, mesmo na dése de 0,2 c.c.
em mela hora de banho maria a 37¢. Por outro lado o séro fresco con-
servado na mesma temperatura de 6° durante o mesmo periodo de tempo
nao apresenta augmento nenhum do titulo alexico, como rigorosamente ve-
rificamos, parece pois evidente que a inactivacio corre por conta ou da
destruicio de uma outra fraccdo termolabil até agora nio assignalada ou
de uma alteracdo do meio até certo ponto reversivel e esta ultima hypo-
these ndo é a menos plausivel. Em vista disso podia-se perguntar se a
inactivacdo a 55° ou 56° nfo altera o meio da mesma férma mas apenas
com maior intensidade e de modo irreversivel. Todos os autores entretanto
acreditam que nfo, pois que o soro assim inactivado nfio apresenta a maior
parte das vezes ac¢do anticomplementar apreciavel e por outro lado, nio
produz hemolyse pela addi¢io das fraccdes labeis separadamente. Pen-
samos que a questdo de saber se a inactivacdo dos sdros corre por conta

de uma modificacio do meio, ou da destruicio de um dos constituintes da
alexina, € difficil de resolver mas nio impossivel, pelo menos em alguns
casos, como adeante veremos.

Devemos tambem preoccupar-nos em estabelecer claramente o que
se entende por alexina. Essa substancia p6de revelar-se nos séros frescos
por propriedades lyticas, (bactericidas) por propriedades opsonizantes e
por propriedades conglutinantes. Todavia tanto as propriedades opsoni-
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zantes (Gordon, Whitehead, Wormall) como as propriedades conglutinantes
(Bordet) pédem existir em soéros incapazes ja de produzir a hemolyse por
falta de uma das fraccdes da alexina. Quando aqui falamos de alexina
queremos exprimir com essa palavra a capacidade integral dos soOros fres-
cos de produzirem a hemolyse em presenca de globulos sensibilizados.

A technica que empregamos nestas pesquizas Ja foi des-
cripta em trabalho anterior e nada temos a accrescentar-lhe. As
reaccdes de hemolyse foramy sempre feitas em 4 c.c. de liquido. Usamos
sempre em cada tubo 1 c.c. da solucio a 2,5 0o de globulos de carneiro la-
vados, misturados a 1 c.c. de s6ro hemolytico de coelho anti-carneiro con-
tendo 40 unidades hemdlysantes, que correspondia a uma diluicdo de 1/,
do so6ro hemolytico inactivado de coelho. As fraccdes do comple-
mento foram obtidas, as termolabeis pelo methodo de Liefmann lhigeira-
mente modificado: diluicio ao decimo do s6ro iresco de cobaya em agua
distillada gelada, passagem de gaz carbonico por espaco de 13 minutos,
centrifugacio e lavagem do deposito em agua distillada gelada e saturada
de gaz carbonico. Reconstituicio da isotonia e do pH. As fracg¢bes termo-
resistentes eram obtidas: o terceiro componente por adsorp¢do com emul-
soes de levedos (Fleichmam’s Yeasts), que permaneciam em contacto com
soro fresco a 37° por espaco de 2 horas; a fracgdo correspondendo
ao quarto componente era obtida segundo a technica de Gordon, Whitehead
e Wormall, addicionando a cada 2 c.c. de sdro fresco 0,5 de uma solucéio
de ammonia a n/6,5., deixando em contacto a 37° em banho maria por
espaco de hora e meia e finalmente neutralizando com acido chlorhydrico
n/5 de modo a reconstituir o pH anterior, isto ¢, addiccionando cerca de
0,37 c. c¢. Para retirar o terceiro componente pelo formol, addicionavamos
a cada 2 c.c. de soro fresco de cobaya 0,2 c.c. de uma solucdo a 1/100
de formol do commercio e deixava-se a mistura por espago de uma hora
emy banho maria a 37°.

Mecanismo da accdo do formol sobre a alexina de cobaya. — No
nosso trabalho anterior ja accentuamos que sé excepcionalmente os soros
inactivados pelo formol pédem reactivar o soro inactivado pelas emulsdes
de levedo. As numerosas experiencias que até esta data fizemos levam-nos
a identificar de modo seguro o componente inactivado pelo formol ao
terceiro componente de Ritz ¢ Coca. O mecanismo segundo o qual essa
inactivacio é feita, podia attribuir-se a uma adsorpc¢io do terceiro compo-
nente por productos do soro alterados physicamente pelo formol pois €
bem conhecida a accdo gelificante d'essa substancia. Seria-assim uma acc¢ao
semelhante 4 que exercem as emulsdes de levedos, de bacterias de orgéos,
etc. De facto nio é. Como jia fizemos notar no trabalho anterior, exisie
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uma differenca fundamental entre o formol e esses colloides. Emquanto
cstes sio impotentes para retirar ao séro de cobaya inactivado pelo calor
0 terceiro componente o formol ao contrario retira tanto d’esse séro como
do sbéro fresco o terceiro componente. A accio do formol talvez se possa
attribuir a um processo de oxydo-reduccio semelhante ao quec se passa
no leite fresco na reaccdo de Shardinger. Tal como n’esse caso o formol
SO age em meio neutro ou melhor ligeiramente alcalino como mostra a
seguinte experiencia:

Em tres tubos de agglutinacio collocaram-se 2 c.c. de séro fresco de co-
baya em cada uml. Ao primeiro addicionou-se uma gotta de acido chlorhydrico n/1
ao segundo 1 gotta de agua physiologica, ao terceiro duas gottas de soda n/l1, a
cados em banho maria a 370 durante meia hora foram dosados no seu tedr alexico
seguirr a todos tres 0,2 c.c. da solucio a 1/100 de forfmol do commercio. Collo-
sobre globulos fortemente sensibilizados.

Os resultados veem-se no quadro I em que a leitura da hemolyse fol feita
apOs meia hora de banho maria a 370C.

Vé-se claramente que a accio do formol é praticamente nulla em
meio acido € muito intensa em meio alcalino. -

Repetida a experiencia addicionando a cada tubo, 0,2 c.c. da solu-
c¢io a 1/10 de formol, obtivemos ao fim de 15 minutos de banho maria a
37¢ o resultado seguinte:

Soro formol 196 acido — actividade alexica 0,1 —hemolyse total.
Soro formol 1 9 neutro—actividade alexica 0,5—ausencia de hemo-

lyse.

Soro formol 19, alcalino—actividade alexica 0,5-—ausencia de he-
molyse.

Verificamos que no segundo € no terceiro tubo nio so6 o terceiro mas
os dois componentes termolabeis da alexina tinham sido destruidos.

E’ opportuno notar que tal como acontece a inactivacdo do terceiro
componente da alexina pelo formol, se se faz a reaccio de Shardinger
em leite fresco ou aquecido a 56° meia hora, os resultados da reduccio do
azul de methyleno pela addicio de formol nfo differem, mas o mesmo nao
acontece quando se varia a reaccio do meio ou a concentracio do formol,

Experiencia no. I—Em uma seric de pequenos tubos para agglutinacdo fo-
ram collocados 2 c.c. de leite fresco e addicionados ao 1o tubo 0.2 c.c. de formol
a 1/10, ao segundo 02 c.c. de formol a 1/100, ao terceiro 0,2 c.c. de formol a
1/1000 e ao quarto 0,2 c.c. de formol a 1/10.000.

Uma serie identica foi feita com leite fresco aquecido meia hora a o6o.
Addicionaram-se a todos os tubos ires gottas de azul de methyleno a 1 0j.



QUADRO |

Soro a 560, — — — —~ - — — — - — — 0,1 0,1 | 0,2
Soro formol 1,1000 acido. 0,2 0,1 | 0,06 | 0,02 — — — — -— — — — -- —
Soro formol 1/1000 neutro. - -~ — — 02 | 01 | 006 | 0,02 — — | - 003 | - —
Soro formol 1/1000 alcalino — — - — — - — — 0,4 02 | 01 — 0,1 —
Agua physiologica. 1,8 19 | 1,94 | 1,98 1,8 1190 | 194 | 1,08 | 1,66 1,8 1,9 | 1,87 1,8 1,2
Globulos Sensibilizados. 2cc.[2cc.|2ce.|2¢cc.|2¢cc.|2¢cc.[2¢cc.|2cc.|2cc.|2ce.|[2¢cc.|2¢cc.|2cc | 2cc

Resultados h.t. [ h.t. h.t. |[h.t. | h.t. | O 0 0 0 0 0 h.t. | h.t. | O

H. t. == Hemolyse total.

0 — Ausencia de hemolyse.
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Resultados ao fim de 10 minutos a 10o: Descoramento nos segundos tubos.
de cada serie. Nos outros ndo ha alteracdo. Ao fim de meia hora o aspecto é o
mesmo com a differenca que nos primeiros tubos embora ndo haja descoramento
se observa uma ligeira alteracio da tonalidade do azul de methyvleno.

Fxperiencia no. Il —Uma partida de leite fresco foi distribuida na dose
de 10 c.c. em tres tubos de ensaio. O primeiro tubo foi addicionado de 0,2 c.c.
de acido chlorhydrico n/1, de modo a dar uma reaccio francamente acida ao
tornesol, ao terceiro addicionaram-se 0.2 ¢.c. de soda n/1, de férma a obter uma
reaccdo nijtidamente alcalina ao lornesol, o scgundo verificou-se que dava uma
reaccdo neutra ao tornesol.

kissas tres amostras de leile [resco foram distribuidas cada uma em uma
serie de tubos de hemolyse na dose de 2 c.c., aos (uaes a seguir se addicionaram
3 gottas de azul de methyleno a 194 ¢ 0,2 c.c. de formol do commercio em;, quan-
tidades decrescentes, isto é: 1/10, 1/100, 1/1.000, e 1/10.000.

Collocados os tubos a 40° ao fim de 5 minutos observou-se desco-
ramento completo do corante no tubo contendo formol a 1/1.000 na
serie de leite alcalinizado. Ao fim de 20 minutos descoramento do
tubo correspondente da scrie de leite neutro. Ao fim de duas horas ne-
nhum dos tubos da serie acida apresentava tracos de descoramento.

Nao deixa, portanto, de ser curioso que a accdo do formol sobre o
terceiro componente da alexina se exerca nido s6 dentro das concentracoes
optimas para a reaccio de Shardinger como dentro dos mesmos limites
de reaccio do meio. Estamos pois em crér que, embora nio se obtenha
descoramento do azul de methyleno pela addicdo de formol ao soro Iresco.
a accdo d’esta substancia sobre o terceiro componente se deve exercer,
como na reacciao de Shardinger, por uma via indirecta.

Em face d'esses resultados pareceu-nos razoavel estudar o papel

que outros reductores mais energicos por ventura exerceriam sobre a ale-
Xina.

Accdo do hydrosulphito de sodio sobre alexina de cobaya.

Pesquizando n’esse sentido encontramos no estudo da ac¢ido do hy-
drosulphito de sodio sobre séro fresco de cobaya resultados interessantes.
Depois de alguns ensaios verificAamos que esse corpo exerce uma accio
inactivante sobre o complemento, sem em mada alterar os componentes la-
beils da alexina se é misturado no séro de modo a formar nelle a solucio
a 1/100, conforme se vé da seguinte experiencia:

A 2 c.c. de soro fresco de cobaya sdo addicionados 0,02 grs. de S20¢Na?
(Kahlbaum) crystalizado, que por ligeira agitacio entra rapidamente em solucio.
Colloca-se o material em banho maria a 370 por espaco de 1/2 hora, finda a qual
se neutraliza a mistura pela addicio de duas gottas de soda normal. Colloca-se a
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seguir o tubo com esse soro immerso c¢m agua gelada. O quadro II mostra nao
sO que a inaclivacio do lerceiro componente ¢ pertfeila mas que nao houve mesmo
ligeira diminuicdo do tedor do soro nas fraccoes labeis que se enconlram na con-
centracio inicial do soro fresco.

Como se vé a addicdo de soro inactivado pelo calor restilue inte-
gralmente a actividade alexica ao soro inactivado pelo hvdrosulphito.

Além do soro inactivado pelo calor, o soro inactivado pelo hydro-
sulphito pode ser reactivado nio so pelo soro inactivado pela ammonin
como pelo soro inactivado pelo formol ou pela gelose. A reactivacao pelo
soro inactivado pelo levedo ou ndo se da ou se da so de modo incompleto.
0 que as mais das vezes succede como mostra o quadro III.

[I7 portanto evidente que o hydrosulphito destrée um componente
lermo-resistente da alexina differente daquelle que desiroe o formol. Am-
bos porém ndo sio completados pelo soro tratado pelo levedo o que signi-
fica que ambos devem estar comprehendidos naquillo que se chama ter-
ceiro componente. £’ tambem curioso notar que os soros de que se retira
o terceiro componente pela gelose. como mostram os tubos n¢s. 16 ¢ 17,
nao completam o soro tratado pelo formol mas completam bem o soro
inactivado pelo hydrosulphito. E’ fora de duvida pois que este chamado
terceiro componente ¢ constituido ao menos por duas substancias diffe-
rentes, facto que alias o estudo da adhesio dos componentes da alexina
aos globulos sensibilizados, como veremos adeante, claramente confirma.

A accao inactivante do hydrosulphito exerce-se tanto no soro fresco
como no soro inactivado pelo calor. E’ o que tambem se da com a ammo-
nia e o formol e o contrario do que se passa comr a gelose e as emulsoes
de levedo.

Véja-se o quadro 1V.

QUADRO IV

TUBOS 1 2 3 4 5
Soro S204Naz2. 02 | — | — | 01 | 01
Soro 560. — 0,2 - 0, —
Soro 560 S204Naz — — 0,2 — 0,1
Agua physiologica. 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Glob. sensibilizados. | 2CcC. 12 cc.l2¢ec 12 ce |2 ec
Resultados 0 0 0 h. t. 0

h. t. = Hemolyse total.
0 — Ausencia de hemolyse.




QUADRO I

Soro fresco. ~ — — — — - — - | — — — — — — -~ | 004 | 002! 0,01
S6ro S204Na2 02 015 | 01 | 0,08 [ 0,06 | 0,04 | 0,02 | 0,01 0,2 | 0,15 01 0,08( 006 | 0,04 | 002 | 001 — — — _—
S6ro 560, — — — — — — — 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 — —_ —_—
Agua physiologica. 1,8 | 1,85 19 1192 | 194 | 196 | 198 | 1,99 | 1,7 1,75 08 | 0,82 (‘984 | 0,86 (0,88 | 0,80 ( 18 | 196 | 1,98 | 1,99
Glob. sensibilisados. |2 cc. (2 ¢ce. |2 cc.[2cc.|2cc.|2c¢cc.]2¢ce.|[2¢ce.|2ce.|2¢cc.|2¢cc.|[2¢c.|2¢cc.|2¢ce.[2¢cc.|2¢ce.|2ce.|2ce.|2ce]|?2ce.
Resultados 0 0 0 0 0 0 0 h. t. [h. t. [h.t.|h t | h t|ht |h t tracos| O h. t. | h. t. |tragos
0 — Ausencia de hemolyse.
H. t. = Hemolyse total.
QUADRO I1i
l -- — -
TUBOS 1 2 3 4 5 6 [ 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Séro NHs. 0,1 — — — — —_ 01 | 01 | Ot | O1 | 0,1 - - —_ — — — — — — —
Séro Levedo. — 0,2 — — — —~ 0,1 — — — — 0,1 0,1 0,1 0,1 — — o — - —
Séro Gelose. -_— — 0,1 — — — — | 0,05 — — —~ 0,05 — — — 10,05 | 0,05 | 0,05 — —_ _
So6ro Formol. — — — 0,2 - — - — 0,1 — — — 0,1 — — 0,1 —_— —_— 0,1 0,1 —
Soro S20O4Na2 — — — — 0,2 — — — — | 0,1 — - — 0,1 _— — 0,1 — 0,1 — 0,1
Sdro 560, — — — — — 0,2 - — — — 0,1 — — — 0,1 — — 0,1 - 0,1 0,1
Agua physiologica 8 | 194}19 |18 | 18|18 |18 |185 | 18 | 18 | 1,8 [1,85| 18 [ 1,8 | 1,8 [1,85 [185 |18 | 1,8 | 1,8 [ 18
Glob. sensibilizados. |2 cc. |2 cc.[2cc. |2 ce. (2 cc.[{2¢cc.|2cec.|[2¢cc.[2cc.|[2c¢cc.|2c¢cc.]2¢cc.|[2cc.|{2¢cc.|2¢ce.|2¢cc.[2cc.|{2¢ce.|2¢cc.|2ce]?2ce.
ltad 1/2 h. . B -
Resulta °;7i°“’ / 0o o |0 |0 |00 |ht|{ht ht|ht ht| 0 |0 |[hpfht| 0 |ht|ht|ht % h. t. | h. t
H. t. —= Hemolyse total.
H. p. — Hemolyse parcial.
0 = Ausencia de hemolyse.
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As fracgdes labeis que permanecem activas nos soros inactivados
quer pela ammonia quer pelo formol ou pelo hydrosulphito pédem ser fa-
cilmente separadas em agua distillada pela precipitacio pelo gaz carbonico.
Verifica-se entdo que quer a fraccio globulina quer a fracciio albumina que
se obtem, isoladamente ou cada uma de per si, addicionadas a séro inac-
fivado pelo calor sdo incapazes de produzir a hemolyse de globulos sensi-
bilizados. Esta se d4 todavia se se fazem agir as duas simultaneamente em
presenca de sOro inactivado pelo calor.

- O mecanismo de inactivagio do séro fresco pelo hydrosulphito é
de suppor se faca por meio de uma reducciio directa de certa substancia
do soro; o do formol ji vimos que apresenta muitas analogias com o da
reducgio do azul de methyleno no leite fresco na reaccio de Shardinger:
o das substancias adsorventes, levedos, gelose, efc. nfio parece facil apurar
experimentalmente com sufficiente grio de certeza.

Pelo facto que esses adsorveates nfio retiram o terceiro componente
ao sOro inactivado pelo calor, poder-se-ia pensar que para essa inactivacio
sao 1ndlspensavels substancias termolabeis a que ella, essencialmente, fosse
devida. Nio deixaria de ser plausivel que essas substancias adsorvessem néo
directamente o terceiro componente, mas substancias anti-fermentativas
cuja retirada do s6ro trouxesse como consequencia a destruicio do terceiro
componenfe por fermentos activos. E’ o que ja fizemos sentir no trabalho
anterior. A favor d’essa hypothese falaria nio s6 o facto de que a agcio
d'essas substancias para se tornar effectiva necessita por vezes um tempo
de contacto mais ou menos longo com o séro, mas tambem a estreita rela-
cao que existe entre a formacio de anaphylatoxina n’esses soros e a inac-
tivacdo do terceiro componente. Nao devendo prevalecer essa hypothese,
seria obrigadamente necessario admittir que o s6ro inactivado pelo calor
exerce uma accio inhibidora sobre a accfio inactivante d’esses adsorventes.
No primeiro caso é evidente que essas substancias addicionadas a uma
mistura de soro Ifresco e sOro aquecido a 56° deveriam poder destruir o
terceiro componente do séro inactivado na mistura; na segunda hypothese
seria de esperar o contrario. Fizemos pois a experiencia seguinte visando
colher esses resultados:

Em um tubo de hemolyse collocou-se 1 c.c. de séro fresco de cobaya e a
seguir mais 1 c.c. do mesmo soéro inactivado pelo aquecimento em' banho maria
a obe mela hora. Depois de ligeira agitacio para boéa mistura addicionou-se uma
quantidade de levedos lavados representando meia pastilha de Fleishmann’s Yeasts.
Apos agitacdo energica afim de obter uma emulsdo homogenea, collocou-se o tubo
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em banho maria a 370 por espaco de 2 horas. Dois tubos testemunhos acompanha-
ram a experiencia, um contendo 2 c.c, de séro fresco e correspondente quantidade
de levedo, e outro contendo 2 c.c. de soro inactivado a 560 e egual quantidade da
emulsio de levedos.

ApoOs energica centrifugacio, d'esses tres tubos os liquidos foram decantados
e dosados no seu tedr em terceiro componente. (Vide quadrio V).

Coniorme se vé do quadro acima a emulsio de levedo empregada
reduziu consideravelmente a actividade alexica do soéro fresco (tubos 2
a 4) sem alterar os componentes labeis desse soro (tubo 5). Essa mesma
emulsio nem de leve attingiu o terceiro componente do soro inactivado
pelo calor pois conforme mostra (tubos de 10 a 21) o quadro esse soro
depois de contacto com o levedo reactiva o sé6ro fresco tratado pelo levedo
no mesmo titulo que o so6ro inactivado pelo calor que nio esteve em con-
tacto com a emulsido de levedos.

No entanto a mistura de séro fresco com séro a 56° tratada pelo le-
vedo apresenta uma nitida diminuicdo da actividade alexica, diminuicido que
desapparece pela addicdo de soro a 56° (tubos 6 a 9). No tubo 7 ndo
houve tracos de hemolyse embora nelle se contivessem 0,05 c.c. de sOro
fresco mais 0,05 de soro inactivado, isto ¢, 2 doses hemolysantes de alexina
em fraccdes labeis € 5 doses hemolysantes em 3° componente. E’ iora de
duvida, portanto, que a emulsio de levedos foi capaz de retirar grande
parte do 3° componente do séro inactivado pelo calor que exisfia nessa
mistura. |

Tudo se passa como se para a inactivacio da alexina pelas emul-

. ® ' Y r \ .
soes de levedo fosse indispensavel a presenca de substancias termolabeis
as quaes seriam causa directa da destruicio do terceiro componente. ¢

N#o obstante a claresa d’estes resultados cumpre nao esquecer que
nas reaccoes de floculacio como a da toxina diphterica pela sua antilto-
Xina, o tratamento prévio do soéro pelo calor, nio sé altera o titulo do
opiimo de floculacio mas retarda 4s vezes consideravelmente o appareci-
mento e formacio do precipitado especifico. Se se leva agora em conside-
“racdo que a gelose produz no séro fresco de cobaya um precipitado que
possivelmente as emulsdes de levedo tambem produzem, a conclusio appa-
rentemente tio evidente exposta acima nio pode ser acceila sem reservas.
Todavia ainda em apoio della desejamos lembrar o facto bem estabelecido
por Omorokow de que a simples diluicio do séro fresco em agua physior
logica € sufficiente para prejudicar ou abolir a ac¢do inactivante das
emulsdes de levedo, o que parece indicar a necessidade de uma concentra-
cio minima de substancias termo-labeis no séro fresco para que se rea-

lise esse processo.



QUADRO V

TUBOS 1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9 ( 10 | 11 | 12 | 13 1:4 5 | 16 | 17| 18 | 19| 20 | 21

I
Séro fresco 002 | — — — — — — = — — — — — — — — — - — — | =
Soro fresco - levedo | — 0,4 | 0,3 0,2 | 0,05 —_ R — - 0’1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Sorosff: e:fole—‘;::m - | - | -] -|=1]03[9% 01005 - | — | —|—|—|—-—|-|=1|—-—|—-—1|-1-
Soro 567 + levedo i e —~ — | = | = | = ~ | o1 |005 {002 | 001 |0,005| 0002|0001 - — — | - | —
Séro 560 — | - | =] —]oos | — | = | ~|oo5| — | - | = | - | =] =] - |002 | 001 |0005]| 0,002| 0,001

Agua physiologico 1,08 | 1,6 | 1,7 | 1,8 | 18 | 1,7 | 1.8 | 1,0 (1,85 | 1,6 | 1,85 [ 1,87 | 1,8 | 1,805 1,808/ 1,899| 1,88 | 1,89 | 1,895| 1,898 | 1,849

Glob. sensibilizados. 2¢cc.!2cc.!2¢ce.|2ce.|[2ce.|l2ce.|2c¢ce.|2¢cc.|?2ce.l2¢ce.|2ce.|2¢ce.|[2¢cc.|2cc.|2cec.|2cc.{2¢cc.[2¢cc.|2ce.|2ce|2ce.

Resultados h. t. [tracos| O 0 h.t. | h.t. ' h.p.| O h.tt |h.t.| h.t. | h.t. |h.p. | h.p. |h.p. | O h.t. [ h.p. |h.p. | h. p.| O

h. t. — Hemolyse total.
h. p. = Hemolyse parcial.

0 — Ausencia de hemolyse.
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Do que ficou exposto, resulta que a complexidade do complemento
¢ maior do que se tem até aqui acreditado e¢ que pelo menos cinco elemen-
tos differentes se pé6dem nelle demonstrar.

Ordem de successdo da adsorpgdo dos differentes elementos da ale-
xina na hemolyse especifica.

Ja vimos acima que a alexina nio é um composto chimico formado
pelas duas fraccoes termolabeis de Ferrata. A actividade alexica, como mos-
trou Brand, é o resultado da acciio dessas duas substancias isoladamente,
agindo uma depois da outra. Vimos que os globulos sensibilizados p6dem
fixar a frac¢do globulina sem se hemolysarem e que para a sua hemolyse
posterior, embora bem lavados com agua physiologica, basta addicionar-
lhes a fraccfo albumina. Empregando um methodo semelhante,” vimos tam-
bem que Weil poude demonstrar a fixacio sobre globulos sensibilizados n#o
s0 da fraccdo globulina como o da fraccio albumina, sem obter hemolyse,
misturando-os com soéro fresco da cobaya de que havia retirado o terceiro
componente. Depois de bem lavados esses globulos hemolysavam-se pela
simples addi¢io de sO6ro de cobaya inactivado pelo calor. A esses globulos,
vimos tambem que Nathan confirmando esses resultados denominou hy-
persensibilizados. Em resumo no estado actual da questio a actividade
alexica € o resultado de uma serie de adhesdes de tres substancias nesta
ordem: Globulos sensibilizados — Fraccdo globulina termolabil — Fraccdo
Albumina termolabil — Componente termoresistente ou terceiro compo-
nente.

Para confirmacio destes resultados e verificacio da ordem de ad-
sorpcao dos elementos da alexina que ainda nio foram estudados sob este
ponto de vista procedemos do seguinte modo:

Experiencia no 1—Soéro fresco de cobava depois de distribuido em tubos
foi tratado conforme a techmica anteriormente descripta: pelo formol ({Soro for-
mol), pelo hydrosulphito de sodio (S6ro S20¢Na?), pela ammonia (Séro NH3) e
pelo levedo (s6ro levedo). Parte d’esse mesmo soro foi inactivado pelo calor dir
rante meia hora a 560 (Soro 56¢),

A 5 c.c. da emulsdo de globulos sensibilizados (obtida juntando a 25 ¢.c.
da solu¢do de globulos a 259, 25 c.c. de uma solucdo de séro hembolytico con-
tendo em' cada 1 c.c. 40 U. H,) addicionou-se 1 c.c. de.s6ro a 560, Apé6s-contacto
a 370 em banho maria por espaco de uma hora os globulos assim' tratados, fo-
ram' centrifugados, 4 vezes lavados em agua physiologica e finalmente emulsionar
dos em: 5 c.c. de agua physiologica. Foram entio distribuidos por 5 tubos de
hemolyse na dose de 1 c.c. em cada tubo.
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Ao tubo no, 1 addicionou-se 0,1 cc. de S6ro NH3

Ao « no, 2 « 0,1 cc. de Soro Levedo.

Ao « no, 3 > 0,1 cc. de Soro formol.

Ao « no. 4 « 0,1 cc. de So6ro S204Naz2

Ao « no 5 « 0,1 cc. de Aguna physiologica.

Ao fim de 1 hora em banho maria a 37° foram lidos os seguintes
resultados: 1° tubo: hemolyse total t; 20 3o, 40 e 5° tubos ausencia com-
pleta de hemolyse. Verificou-se que qualquer dos séros nas doses empre-
gadas na experiencia nio dava tracos de hemolyse em presenca de 1 c.c.
de globulos sensibilizados que nio tivessemm permanecido em contacto com
sOro 1nactivado pelo calor.

Resulta portanto d’esta experiencia que é o componente destruido
pela ammonia que primeiro adhere aos globulos sensibilizados pois que o
unico soro capaz de produzir a hemolyse dos globulos sensibilizados pos-
tos em presenca de soro inactivado pelo calor é de facto o séro em que foi
destruido esse componente. Como se vé tambem tanto o componente des-
truido pelo formol como o que foi destruido pelo hydrosulphito ndo adhe-
rem aos globulos sensibilizados como attesta a falta de hemolyse posterior
pela addiccdo de qualquer delles. Que as conclusdes que tirdmos d’essa
experiencia se justificam mostra a seguinte experiencia que € por assim
dizer a reciproca da primeira:

| Bxperiencia ne. 2.—A 5 c.c. de globulos previamente sensibilizados como:
como na experiencia anterior, foi addicionado 1 c.c. de soro de cobaya tratado.
pela ammonia (Séro NH3Y, Ap6s uma hora de banho maria a 370, os globulos
foram lavados 4 vezes em agua physiologica, emulsionadas em! 5 c.c, d’esse ve-
hiculo e distribuidos em¥ 5 tubos na dése de 1 c.c. em cada tubo.

Ao tubo no, 1 addicionou-se 0,1 cc. de séro 56o.

o Ao « no, 2 « 0,1 cc. de soro levedo.

e Ao » no,3 - « 0,1 cc. de séro formol.
Ao « no.4 0,1 cc. de s6ro S20%Naz.
Ao « no 5 & 0,1 cc. de agua physiologica.

Resultado: Ap6s uma hora de banho maria a '37° nenhum dos tu-
bos mostrou sequer tracos de hemolyse.

1 Repetindo muitas vezes esta experiencia observdmos que nem sempre a hemolyse € total, porém
sempre é perfeitamente perceptivel ao fim de 1 hora. Por outro lado nem sempre a inactivagao pela ammonia
permitte obter sdros completamente inactivados e por isso, para garantia d’esses resultados fizemos muitas
vezes esta mesma experiencia addicionando quantidades crescentes de soro tratado pela ammonia a globulos
sensibilizados e a globulos sensibilizados préviamente postos em contacto com soro a 560 e bem lavados. Por
comparacio com a la, serie testemunha os resultados nao deixam logar a duvidas.
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D’aqui resulta pois que sem a adhesdo prévia aos globulos sensibili-
zados da frac¢do sensivel d ammonia, ndo se dd a adsorp¢do de nenhuma
das oulras fraccdes conhecidas mesmo as labeis e ndo resta pois nenhuma
duvida que é essa fraccdo a que primeiro adhere aos globulos sensibili-
zados.

Experiencia no. 3.—A 5 c.c. de globulos sensibilizados como anteriormente
addicionou-se 1 c.c. de sbéro 1ratado pelo levedo e depois de permanencia em
banho maria a 370 por espaco de uma hora os globulos foram centrifugados,
quatno vezes lavados em agua physiologica e finalmente emulsionados em' 5 c.c.
d'esse ‘mesmao vehiculo. Foram entjo distribuidos em' 5 tubos na dése de 1 c.c.
cada um e a seguir.

Ao tbo no. 1 addicionou-se 0,1 cc. de soro amonia.

Ao <« no, 2 ¢ 0,1 cc. de sdro 56.

Ao <« Ino 3 ¢ 0,1 cc. de soro formol.

Ao <« - no, 4 « 0,1 cc. de soro S204Na2,

Ao « no. 5 ¢ 0,1 cc. de agua physiologica.

Resultado: Ao fim de uma hora de banho maria a 37°¢ verificou-se
hemolyse total no primeiro tubo, hemolysc quasi total no 2° tubo, ausen-
cia completa de hemolyse no terceiro, quarto e quinto tubos.

Esses resultados confirmam pois plenamente os obtidos por Weil
e Nathan pois a presenca de hemolyse no 2° tubo demonstra que na au-
sencia do terceiro componente tanto a fraccio globulina como a fraccio
albumina de Ferrata ficaram ligadas aos globulos os quaes entio se hemo-
lysam pela simples addicio de sdéro inactivado pelo calor.

Como, porém ja anteriormente vimos que o terceiro componente nio
¢ um elemento simples mas pelo ‘menos composto por sua vez de duas sub-
stancias uma destructivel pelo formol e outra destructivel pelo hydrosul-
phito de sodio procedemios 4 seguinte experiencia para ver qual d’essas
substancias adhere primeiro aos globulos sensibilizados ja carregados dos
outros elementos da alexina.

Fxepeeriencia no., 4—A 5 c.c. de globulos sensibilizados como precedente-
mente, addicionou-se 1 c.c. de soro tratado pelo hydrosulphito. Apdés meia hora
de banho maria a 370 os globulos foram centrifugados, lavados 4 vezes em agua
physiologica e emulsionados em 5 c.c. d’esse vehiculo. Finalmente foram' distri-
buidos em 5 tubos na dése de 1 c.c. por cada tubo e a seguir
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Ao tubo no. 1 addicionou-se 0,1 cc. de sé6ro NHS3.

Ao ¢« no, 2 « 0,1 cc. de so6ro 56.

Ao « no 3 « 0,1 cc. de soro levedo.

Ao « no, 4 « 0,1 cc. de soro formol.

Ao « mno, 5 « 0,1 cc. de agua physiologica.

Resultado: No 1° tubo hemolyse total; no 2° tubo hemolyse par-
cial; no 3° tubo ausencia de hemolyse; no 4° tubo hemolyse total; mno
quinio tubo ausencia comipleta de hemolyse.

Parece pois que a fracclio sensivel ao formol adhere aos globulos
carregados da fracclio sensivel 4 ammonia e das fracgdes termolabeis de
Ferrata, antes que se dé a adsorpcido da fraccio sensivel ao hydrosulphito
de sodio. Com effeito a seguinte experiencia que € a reciproca da prece-
dente confirma de modo claro essa conclusao.

Experiencia no, 5—A 5 c.c. de globulos sensibilizados como anteriormente
foi addicionado 1 c.c. de sbéro tratado pelo formol. Apdos meia hora na estufa a
37¢ esses globulos foram centrifugados, lavados 4 vezes e emulsionados em 5 c.c.
de agua physiologica. A seguir foram' distribuidos em 5 tubos na doése de 1 c.c.
em cada tubo. -

Ao tubo no, 1 addicionou-se 0,1 cc. de soro NH3.

Ao ¢ no, 2 € 0,1 cc. de soro 56.

Ao « no. 3 « 0,1 cc. de soro levedo.

Ao <« no 4 « 0,1 cc. de soro S?O4Naz

Ao « no 5 « 0,1 cc. de agua physiologica.

Ao fim de mais uma hora a 37° em banho maria foram verificados
estes resultados: no 1° tubo e no 2° hemolyse total. No terceiro, quarto
e quinto tubos absoluta ausencia de hemlolyse.

Fica pois claramente demonstrado com estas duas ultimas expe-
riencias que a fraccio sensivel ao hydrosulphito é a ultima a adherir
aos globulos € é essa adhesio que finalmente determina a hemolyse.

Procedendo 4 analyse das condicées de permeabilidade osmotica da
membrana dos globulos sensibilizados e carregados com todas as fraccoes
da alexina menos a que é sensivel ao hydrosulphito verificamos que col-
locados em' solucdes hypotonicas tomam ainda uma férma glohulosa e em
solucdes hypertonicas (chloreto de sodio a 109s) tomam um aspecto en-
gilhado caracteristico de bda permeabilidade a agua. Bem sabemos (Bordet)
que tal nio acontece depois da hemolyse completa.
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Resumindo: Os differentes elementos de que se compde a alexina
adherem aos globulos sensibilizados na seguinte ordem :

Globulos sensibliizados—Fracgdo sensivel d ammonia {lermoresis-
tente) — Fraccdo globulina (termolabil) — Fracgdo albumina (termolabil)
— Fracg¢do sensivel ao formol (lermoresistente) e fraccdo sensivel ao hy-
drosulphito (termoresistente).

Até ao momentpb de adherir esta ultima fraccio a membrana

Os Componenles da Alexina na Reaccdo de Bordet Wassermann —
J4 menciondmos acima que segundo Skwirsky mas reaccoes de Bordet e
(engou, positivas tanto na reaccio de Wassermann como em outras em
que se encontfram presentes antigeno e anticorpo é s6 a fraccio globulina
termolabil da alexina que se fixa sobre os complexos especificos emquanto
a fraccio albumina termbolabil permanece livre e activa no liquido. Ora
sendo ao tempo de Skwirsky, esses os unicos constituintes conhecidos e
admittindo-se hoje com muita probabilidade que a reaccio de Wassermann
¢ na essencia uma reaccio de precipitacio, pareceu-nos conveniente veri-
ficar que parte tomam no phenomeno os constituintes termoresistentes, so-
bretudo o chamado terceiro componente pois que elle nio s6 em geral
acompanha nos processos de separacio das fraccdes termatolabeis a frac-
cao globulina, como tambem se pode admittir adherem de uma forma
por assim' dizer electiva a numerosas emulsoes colloidaes.

E’ bem sabido que a addicdo de 0,1 c.c. ou 0,2 c.c. de séro de co-
baya inactivado a 56° meia hora a uma mistura de soéro luetico ¢ antigeno
syphilitico, impede a fixacdo do complemento, transformando a reaccio
positiva em negativa. Se a addicdo de soro inactivado pelo caldr é feita
depois que o sOro luetico permaneceu em contacto a 37° por espaco de
uma hora com o antigeno correspondente nao se da todavia a hemolyse
pela addicdo de systema hemolytico, o que mostra que sendo capaz de
impedir a fixacio o soro inactivado a 56° nfio é capaz de libertar o com-
plemento fixado sobre o complexo especifico. Se ao invez de inactivar
0 sOro a 36° o inactivamos a 54° durante meia hora, verifica-se entio que
elle € capaz ndo s6 de impedir a fixacio mlas é tambem capaz de liber-
tal-o do complexo sobre o qual adheriu. E’ o que claramente mostra o
seguinte protocollo da experiencia:

Soro syphilitico—fortemente positivo inactivado a 560 30 minutos.
Antigeno de Kolmer dilmido a 1/20, dose fixadora: 0,3 c.c.
Alexina de cobaya diluida a 1/10 déses emlpnegadas 0,3 e 0,5 c.c. corres-

pondendo mo systema hemolytico empregado a 2 e 3 unidades complementares
proximamente.
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Systema hembolytico: globulos de carneiro sensibilizados por 40 unidades
hemolysantes de sd0ro de coelho anti-carneiro (1 c.c. da solucdo a 2,5 9/ mais 1

c.c. da diluicio apropriada de sO0ro hemolytico).

QUADRO VI
REACCAO

TUBOS 1 2 3 4 5 6 T 8
S6ro syphilitico 02 | 02 [ 0,2 | 0,2 [ 0,2 — — -—
Antigeno 63103 | 03 | 03 — 0,6 — —
Alexina 03 [ 05 0,3 05 | 03 0,3 0.3 —
Soro cobaya 560 — — 0,1 0,1 — — 0,2 —
Agua physiologica 1,2 1,0 | 0,1 09 1,5 1,] 15 1,5
Globulos sensibilizados 2cc.|2ce.|2ce.|{2cec.|[2¢ce.|2ce.|2 ce. |2 ce.
Resultados 0 0 h.t. [h.t. | h. t. | h. t. | h. t, | O

H. t. — Hemolyse total.

0 — Ausencia de hemolyse.

Os 5 primeiros elementos conforme o quadro permaneceram uma
hora em banho maria a 37° antes de se lhes juntar o 6° constituido por
globulos sensibilizados. A leitura da hemolyse foi feita com mais meia
hora de estagio a 37°.

A accdo impediente sobre a fixacfo exercida pelo séro inactivado a
b6° é bem patente. |

No quadro VII tanto o s6ro de cobaya inactivado a 56° e 54° como
as fraccoes termolabeis da alexina foram addicionadas depois que a mis-
tura de sodro syphilitico e antigeno tinha permanecido por espaco de uma
hora a 37° em contacto com as déses empregadas de alexina.

Vé-se assim que o soro a 56° é incapaz de libertar a alexina fixada
na reacciio ao passo que isso fazem' nio sé6 o soro inactivado a 54° como
qualquer das fraccoes termolabeis da alexina. Convem todavia assignalar
que a addicdo da fraccdo globulina produz mais rapidamente a hemolyse
do que a addicdo da fraccido albumina, mas o certo € que apés a fixacio
do complemento na reac¢io de Wassermann fortemente positiva, parece
permanecer livre no liquido nfo sé6 a fracciio globulina como a fraccio
albumina. No so6ro aquecido a 54° meia hora, em geral existem tambem
activas embora em pequena quantidade, as fraccdes termolabeis conforme
se péde vér do quadro VIII:
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QUADRO VII
REACCAO

TUBOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
Soro syphilitico. 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Antigeno 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Alexina. 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3 5 05 0,3 0,5
Soro cobaya 560, — — 0,1 0,1 — | A= — — — —
SOro cobaya 54o. — — — — 0,1 0,1 — — — —
Fracc3ao Globulina.| - — — ~ — — 1 ce. |1 ce. — —
Fraccio Albumina.| — — — — — — — — |1 ce |1 ce
Agua physiologica.| 1,2 1,0 1,1 0,9 1,1 0,9 0,2 — 0,2 —
Glob. sensibilizadas| 2 cc. [ 2 ec. [2 cc. |2 ce. |2 ce.[2 ce.[2 cc. |2 ce. |2 ce |2 ce
Resultados 0 0 0 0 h.t.| h. t. | h.t. | h. t. | h. t. | h. t.

QUADRO VIII

TUBOS | 1 | 2 3 4 5
S6ro cobaya 54o, 0,1 0,1 0,4 — —
Frac¢cao globulina. 1 ¢cc.| — — |2 cc| —
Frac¢ao albumina. — |1 ce | — — | 2 cc.
Agua physiologica. 09 | 009 1,6 — _
Globulos sensibilizados. 2 ¢cc.|2cc |[.2c¢c.|2ce |2 cc
Resultados h.t. | hot. | O 0 0

P T e B T S A . TR N . —

Estes resultados parecem fornar plausivel a existencia de um com-
ponente destructivel pela tem'peratura de 56° mas differente dos compo-
nentes termolabeis de Ferrata, € que a nosso ver lembram o constituinte
assignalado por Bruinoghe na inactivacdo da alexina pela agua distillada.

Parece-nos todavia arriscado tirar qualquer conclus3o d’estes resul-
tados em 1° logar porque contendo o sO6ro a 54° as fracc¢bes labeis de
Ferrata s6 parcialmente inactivadas a sua addicio a uma reac¢iio posiki-
va pode dar em resultado uma simples somma de effeitos; em segundo
logar sendo o séro a 56° capaz de impedir a fixacio do complemento na
reaccio de Wassermann nio € para desprezar a hypothese de que o sdro
a 54° menos alterado pela temperatura tenha maior affinidade para o com-
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plemento do que o complexo antigeno-séro luetico e por isso seja capaz de
o deslocar delle. Esta ultima hypothese, alids, ndo € a que nos parece me-
nos provavel.

Origem da Alexina.

Deve-se a Nolf o conhecimento da influencia que exerce
o figado sobre o tedor em alexina do séro sanguineo. Ella é de
tal ordem que esse autor nio hesitou em attribuir ao figado o papel de
orgio gerador da alexina. Miller posteriormente poude mostrar que
um choque operatorio mais grave que o da extirpacdo d’esse orgio como o
que resulta da evacuacido de todos os orgios abdominaes com' excepcio do
figado ndo tem a mesma acc¢lo sobre a alexina, mas que se conjunctamente
se retira o figado pouco tempo depois o tedér da alexina baixa sensivel-
mente, demonstrrando assim que nio sdo os productos do intestino que
passando directamente para a circulacio se tornam' os responsaveis pela
quéda em complemento do s6ro. Segundo Miiller péde-se mesmo demons-
trar a formacio da alexina em figados isolados do animal € mantidos vivos
por meio de uma circulacio artificial. Friedberger e Seelig trabalhando em
ras verificaram' que o poder hemolytico d’esses animaes baixa fortemente
depois da hepatectomia.

Dick, emx 1911, em excellente trabalho demonstrou que em 11 cies
de que se havia extirpado o pancreas embora apresentassem todos grande
quantidade de assucar na urina ¢ em 6 se tivesse demonstrado acidose in-
lensa, tendo morrido entre alguns dias e duas semanas depois da inter-
venciao, em nenhum observou diminuicio da alexina do soro. A retirada
do pancreas e duodeno assim comjpo tambem a retirada simultanea do pan-
creas e baco nio produziram' alteraciio do tedr em alexina. O mesmo acon-
tece pela extirpacio das capsulas supra-renaes, intestino delgado, esto-
mago, thiroide ou rins. Em vista da difficuldade de executar a hepatec-
tomia, Dick procurou eliminar a funcc¢io hepatica por meio de venenos
para o figado. Usou para isso quer o chloroformio quer o sulphato de
hidrazina. Tanto com um como com o outro destes venenos observou constan-
temeente nos animaes submettidos a4 experiencia, uma forte quéda na activi-
dade alexica do soro e concluin d’ahi que ou a alexina é formada no f{i-
gado ou da actividade do figado depende a sua presenca no sangue. Na in-
toxicacio experimental pelo phosphoro desde 1900 Ehrlich e Morgenroth,
tinham observado em cobayas a desapparicio completa do complemento.

Com excepcido de Liefmann que nao observou diminuicio do poder
hemolytico de rds de que havia extirpado o figado todos os autores que
abordaram este estudo estio de accordo com a forte influencia que exerce
o figado na regulacio da alexina do séro. Abrindo outra excepcio, Ro-
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senthal, recentemente fazendo a extirpacio do figado em cies pelo pro-
cesso de Mann e Magath, chegou 4 conclusio de que o complemento nfo
se forma n’esse orgdo porque o tedr da alexina s6 baixa no séro 11 horas
apos a extirpacdo d'essa viscera. Segundo o mesmo autor, coisa curiosa,
o fibrinogenio tambem s6 baixa no sangue circulante justamente 11 horas
apo6s a retirada do figado. Como Rosenthal nfio se manifesta a respeito, é
de crer que ndo considere possivel a origem hepatica do fibrinogenio, hoje
em dia admittida por todos os autores que mais recentemente se occuparam
com este estudo e que segundo Wohlich se pdéde considerar como provado.

| A questdo mais difficil de resolver tanto mas rela¢des do figado com
alexina como nas suas relacdes com o fibrinogenio é saber se essa glan-
dula ¢ de facto o orglo de origem d’essas substancias, ou apenas o regula-
dor da taxa dellas no so6ro. No caso da alexina, sendo como vi-
mos esse corpo um complexo de 5 elementos differentes pelo menos ha-
veria primeiro que elucidar se alguns ou todos elles sio ou nfo influen-
ciados pelo figado. N’esse sentido fizemos algumas experiencias em cies a
exemplo de Dick ja com sulphato de hydrazina ja com chloroformio. As
experiencias com hydrazina tendo nos dado baixas menos accentuadas da
alexina do que o envenenamento pelo chloroformio foi com este ultimo
COrpo que executamos experiencias mais minuciosas pelas quaes se verifica
que a intoxica¢ido do figado produz uma baixa nio s6 da alexina conside-
rada globalmente, mas de cada um dos elementos em que actualmente po6de
ser desdobrada com excepcio talvez da fraccio globulina de Ferrata.

QUADRO IX

Dosagens da Alexina e dos seus Componentes

— e ——

Antes da chloroformizagao 40 horas apds a chloroformizagio

Alexina 0,08 cc. h. t. 0,04 cc. 0 0,3 cc. h.t.. 0,2 cc. O
Alexina—0,1 soro 560 0,04 cc. h. t. 0,02 cc. 0| 0,2 cc. 0
Alexina—0,1 s6ro NH?3 0,02 cc. h. t. 0,01 ce. 0 0,2 ¢cc. h. t. 0,1 cc. O
Alexina—0,1 so6ro formol.|0,04 cc. h. t. 0,02 cc. 0| 0,2 cc. 0
Alexina—0,1 soro S204Na2/ 0,002 cc. h.t. 0,001 cc.0| 0,04 cc. h.t. 0,01 ¢cc. O
Alexina—Fr. albumina. (0,04 cc. h. t. 0,02 cc. O 0,06 cc. h. t. 0,04 cc. h. q. t.
Alexina—Fr. globulina. [0,02 cc. h. t. 0,01 cc. 0| 0,15h.t. 01¢cc.h. q. t. 0,08 cc. O

h. t. — Hemolyse total.
h. q. . = Hemolyse quase total.
0 — Ausencia de hemolyse,.

Eis o protocollo de uma das nossas experiencias procedidas em cies.

Cao pesando 12 kilos foi chloroformizado e mantido em narcose profunda
profunda por espaco de 2 horas e 20 minutos, no que se gastaram cerca de 100
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c.c. de chloroformio. Na tabella a seguir encontram-se as dosagens procedidas no
sangue d’esse animal antes e 40 horas apés a chloroformizacjo. Nas dosagens a
hemolyse foi sempre feita como anteriormente, isto é: solu¢io de globulos de car-
neiro lavados a 2,5 9/ sensibilizados por 40 u. h. e a reaccio executada no vo-
lume total de 4 c.c. de liquido. |

Como claramente se vé todos os componentes da alexina sofireram
sensivel reduccio. A alexina total apresentou um valor approximadamente
5 vezes menor que o do tedr primitivo. Tanto o componente sensivel a
ammonia como o sensivel ao formol e ao hydrosulphito apresentaram um
decrescimo ainda maior, cerca de dez a vinte vezes menos do que no sangue
do animal sdo. A fraccio albumina termolabil da alexina reduziu-se a
cerca de 1/5 do valor primitivo e s6 a fraccdo globulina cahiu de modo in-
significante dando hemolyse quasi total na dose em que antes da chloro-
formizacio dava hemolyse total: 0,04 c.c. Estes resultados mostram que
a quéda do valor da alexina dosada globalmente ¢ devida principalmente
4 falta dos componentes contidos ma fraccdo albumina termolabil e con-
firmam tanto os resultados de Dick ma intoxicacido de cdes com chlorofor-
mio, como os que um de ndés (C. C.) encontrou na febre amarella, e pelos
quaes esses autores foram levados a crer que o figado devia ser responsa-
bilizado pela produccio d’essa frac¢cido. Todavia todas as outras fracgoes,
com excepcido talvez da fraccio labil globulinica, se mostram dependentes
da maior ou menor actividade hepatica.

A questdo de saber se o figado ¢ um simples regulador da alexina
do sérc ou o seu orgio gerador parece-nos destituida de interesse, uma vez
lque a retirada de qualquer outro orgio que nio seja o figado nenhuma
accio exerce sobre o teér da alexina do sangue. N'este sentido, approvei-
tando a opportunidade que se nos offereceu, tivemos occasido, gracas ao
obsequio do Dr. M. Osorio de Almeida, de acompanhar durante 4 a o
horas o tedr alexico de tres cies submettidos 4 descerebracio sem observar
a mais leve diminuicio da alexina embora em alguns a temperatura ti-
vesse subido a 45° por exposicio propositada aos raios solares.

Nos cides que submettemos 4 chloroformizacio observamos além
d’isso que a quéda do teor em alexina € visivelmente proporcional 4 quanti-
dade de coagulo formado pela mesma quantidade de sangue extrahido. Ora
as irregularidades que se observam na coagulagio do sangue dos cles
n’essas condicdes corre por conta sobretudo, se nfio exclusivamente, de
uma baixa no teor do fibrinogenio circulante (Whipple e Hurwitz). O pa-
rallelismo entre a quéda do fibrinogenio e a quéda do complemento nas in-
toxicacoes do figado resulta ja dos resultados a que chegaram Whipple e
Hurwitz quanto ao fibrinogenio e os de Dick quanto a alexina; os pri-
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meiros concluem que essa diminuicio € proporcional ao grao de ne-
crose do figado, conclusio a que tambem chega o segundo quanto a quéda
do complemento. E’ tio evidente esse parallelismo na intoxicacio chloro-
formica que resolvemos instituir dosagens de fibrinogenio nos nossos ani-
maes em experiencia no sangue da mesma sangria que nos fornecia mate-
rial para dosagem da alexina. As dosagens de fibrinogenio foram executa-
das pelo methodo de Chandler gracas & preciosa collaboracio do nosso
collega Dr. G. Villela com o qual viremos futuramente a publico mais por-
menorizadamente sobre este assumpto. Damos a seguir o protocollo de um
animal neste sentido examinado:

Cio pesando 8 kilos foi submettido a chloroformizacio € mantido
em narcose profunda durante 2 horas e 10 minutos tendo-se gasto nesse
espaco de tempo cerca de 90 c.c. de chloroformio. "

QUADRO X
Dosagem fibrinogenio | Dosagem alexina
Antes da chloroformizacio 0,42 /o 0,08 cc. h. t.
45 horas depois da chloroformizacao 0,15 o/o entre 0,30 e 0,2 cc. h. t.
68 « « o« « 0,17 o/o 0,22 cc. h. t,
00 « « « « 0,21 9/ 0,17 cc. h, t.
160 <« « « « 0,41 o/o 0,085 cc. h. t.

— — s —— | ———— —

e amm —

A correspondencia de valores ¢ de tal ordem que como ¢ facil de
verificar se as dosagens de complemento sdo feitas com sufficiente rigor,
se pode calcular por ellas o tedr em fibrinogenio n’esses animaes por uma
simples proporc¢iao inversa. : .
| A verdade é que se esse parallelismo tio estreito nio € sufficiente
para demonstrar que fibrinogenio e alexina sio produzidos no mesmo or-
gio, nio € menos verdade que todas as razdes que prevalecem para levar
a accordo a maioria dos autores no que diz respeito a origem:hepatica do
fibrinogenio sio as miesmas bodas razdes que militam pelo accordo ainda
nio completo sobre origem hepatica da alexina.
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SUMMARIO

1e. Os autores observam que apds a inactivagiio de séro de cobaya
a d54° durante 30 minutos permanecem no soro as fraccdes thermolabeis
em quantidade apreciavel; um tal séro conservado na temperatura de 6o,
por espaco de 18 horas, regenera parte da sua actividade alexica perdida.

20 Confirma-se a existencia de 4 componentes do complemento.

3° O chamado terceiro componente de Ritz e Coca é na verdade
constituidos por dois elementos, pelo menos, differentes: um destructivel
pelo formol € outro destructivel pelo hydrosulphito de sodio.

4°c A ammonia, o formol € o hydrosulphito de sodio sio capazes de
destruir os constituintes thermoresistentes da alexina do soro inactivado a

o6° 30 minutos, ao passo que as emulsdes de levedos, de orgios ou de ge-
lose ndo o sdo.

9° As emulsdes de levedo addicionadas a uma mistura em partes
eguaes de soro fresco de cobaya e de séro aquecido a 56°, 30 m., sio ca-
pazes de retirar nio sO0 o terceiro componente contido no séro fresco da

mistura, mas tambem o terceiro componente contido no séro inactivado
pelo calor.

6° Sem excluir a hypothese de uma floculacdo em que o séro aque-
cido exerca o papel de um! colloide protector, os autores admittem que a
inactivacdo do complemento pelas emulsdes de levedo ou pela gelose seja
devida a substancias thermolabeis, do soro, depois de adsorpcio por essas
emulsdes, de substancias anti-triplicas.

7° Os diversos elementos que constituem a alexina sfio adsorvidos
pelos globulos sensibilizados na seguinte ordem: (Globulos-sensibilizadora—
I'raccdo thermo-resistente sensivel 4 ammonia—Fraccdo thermolabil Glo-
bulina-Fraccio thermolabil albumina—Fraccio thermoresistente sensivel ao
formol-Fraccido thermoresistente sensivel ao hydrosulphito de sodio.

80 Na reaccido de Bordet-Wassermann fortemente positiva é fixada
sobretudo a fraccdo globulina thermolabil do complemento e nio sémente
o terceiro componente como seria licito esperar; a fraccdo thermolabil al-
bumina permanece de regra livre e activa no liquido.

90 Os autores acham que se deve considerar como demonsirada a
origem hepatica da alexina. Segundo experiencias procedidas em cies in-
toxicados pelo chloroformio nio sO baixa consideravelmente o titulo alexico
global do s6ro mas tambem os titulos, de todos os constituintes da alexina
separadamente, soffrem, com excepcio da frac¢io thermolabil globulina,
uma reduccdo muito accentuada.
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