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PREMISSAS

Senhores professores

Querer-vos encarecer o valor da reagio de Wasser-
mann seria superfluo, o uso quotidiano que della fazeis
é o melhor expoente do alto conceito em que a tendes.

Alids o diagnostico serolegico da syphilis € bem me-
recedor de vossa attengdo.

O quanto com elle foram enriquecidos nossos conhe-
cimentos que antes dos estudos de Wassermann se resu-
miam apenas 4slesdes lueticas superficiaes e algumas visce-
raes, a transformacio completa soffrida por alguns capi-
tulos da pathologia, vés melhor que o autor destas li-
nhas o sabeis. ,

Hoje ja ndo é sé6 medico que a ella recorre, o pro-
prio leigo muitas vezes exige seu «exame de sangue»
com o fiin de saber se é ou ndo um syphilitico.

Se bem que a concordancia quanto ao seu valor pa-
reca estabelecida, outrotanto ndo se da no que diz respei-
to a sua intrepretagio.

Assim para uns, reagio positiva € o indicio certo
de syphilis, a negativa significando isengdo absoluta.

Outros, collocando-se no extremo opposto porque a
julgaram falha em tal ou tal caso, ndo a consideram dig-
na de sua confian¢a e como que um embuste scientifico.

Ambos esquecem-se de que a reagdo de Wassermann
nio é sendo um symptoma, symptoma, porém, como diz
Leredde, que por si s6 é uma affirmagio.
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Toda a questdo nestas apreciaces erromeas estd na
ignorancia da parte de alguns dos methodos empregados
em serologia.

A. R. W. ¢ sensibilissima e innumeras sio as causas
de erro capazes de levar a um resultado falso.

Umas dependentes do proprio doente, outras do la-
boratorio.

Hntre as primeiras estdo as varias molestias e esta-
dos capazes de levar a fixacSes nio especificas que alis
com os aperfeicoamentos de technica bem raras e faceis
de distinguir se tornaram ; o uso do alcool, produzindo
reagoes negativas falsas, etc.

Todas estas causas sémente o medico pelo exame
acurado de seu paciente poderi evitar.

As devidas ao laboratorio sio aquellas provenientes
de uma imperfeicdo do processo em uso, de uma infor-
magdo deficiente dada por este ao clinico,

Sdo vulgares os resultados contradictorios fornecidos
para um mesmo sOro por serologistas abalizados.

Néo € que a R. W. seja falha, ndo ¢ que ella seja
mal praticada ; é a diversidade dos methodos emprega-
dos, uns mais outros menos precisos, a variabilidade dos
antigenos que produzem essa confusio capaz de levar
aquelles que ndo estdo a par destas questoes a um major
ou menor descredito. '

O medico ndo péde prescindir do serologista, nem este
d’aquelle.

Entre os dois deve haver antes uma relagdo intima
e se o experimentador necessita da opinido do clinico so-
bre o sangue que lhe confia ao exame, para avaliar as
qualidades especificas de seu antigeno, por outro lado
elle tem o dever de informar qual a especie desse anti-
geno bem como do methodo que emprega.

7 A qualidade do antigeno é em verdade o factor ma-
ximo destas discordancias e bem o vereis demonstrado no
caso de L. Keyes que vos vamos relatar.
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Tendo examinado 40 pacientes de um hospital de
tuberculosos em que a reagio de Wassermann tinha sido
positiva, 30 apresentavam signaes certos ou provaveis de
syphilis e 10 clinicamente nenhuma suspeita podiam tra-
zer sobre a molestia.

O sangue destes 10 sendo novamente examinado, o
laboratorio em que se tinha feito o exame anterior (com
um antigeno alcoolico) novamente os deu por positivos:
um outro empregando 2 antigenos differentes, obteve para
um antigeno cholesterinizado, 4 positivos e 6 negativos e
com um antigeno lipoide, um positivo, um duvidoso e 8
negativos. '

Doutra parte a diversidade dos methodos em uso é
capaz de levar a identicos resultados, o maior ou menor
rigor na titulagem e ajustamento dos constituintes sendo
por si sé ji o sufficiente para fazer variar o grao de he-

molyse.
Sdo principalmente as reagdes positivas fracas, as de-

vidas a casos de syphilis latentes e tratadas, aquellas nas
quaes mais vezes se observa o que acabdmos de referir.

Por essas razdes deve o serologista informar ao clinico
qual o methodo e antigeno usados a par do resultado da
reacdo, pois sé a este serd possivel avaliar o seu valor.

Eis o motivo, senhores professores, porque no pre-
sente estudo comecamos por vos expdr os dois processos
empregados.

Nio temos em vista senio estudar a pratica da re-
acdo de Wassermann mno soro de leite, a cujo respeito
foi apresentado pelo Sr. C. Margal, da Maternidade das
Laranjeiras do Rio de Janeiro, interessante trabalho ao
Congresso Medico Paulista. (Annaes do Cong. Med. Paul.
1918 — Vol IV Pg. 239).

A importancia que teria o uso do sdro lacteo em vez
do sanguineo, admiravelmente defendida pelo autor do
trabalho a que alludimos, ndo nos cabe repetir aqui, vOs
bem a comprehendeis.
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A puncgdo venosa nem sempre sendo facil, as mais
das vezes repugnando ao paciente quer por sua pusillani-
midade quer por ser em verdade um pouco dolorosa, faria
dar-se sempre que possivel a predilecio ao uso do leite.

Antes, porém, de terminar estas consideragles seja-
nos permittido externar mnossa gratiddo ao Dr. Carlos
Geyer pelo precioso auxilio que nos prestou na parte ex-
perimental ; ao Prof Dr. Guerra Blessmann, fornecendo-nos
excellentes dados bibliographicos ; nosso collega Joaquim
Rache Vitello e a todos mais que nos quizeram prestar
sua ajuda.,




CAPITULO I

Processos utilisados

,

Nesta parte de mnosso modesto traballo destinado &
relagio dos processos empregados, cedemos a palavra ao
Sr. C. Marcal, transcrevendo o que 2 respeito se encontra
nos referidos annaes.

METHODO ADOPTADO POR C. MARGAL

O processo que usamos foi o methodo allemdo que
habitualmente empregamos 1o I,aboratorio da Maternida-
de das Laranjeiras e 1o Laboratorio Bacteriologico da
Directoria Gerai da Saude Publica. Empregamos sempre
na reacio um antigeno que preparamos coml figado de
feto syphilitico; este antigeno o preparamos € dosamos
nos citados laboratorios. Preferimos este antigeno ao de
coracio de boi com cholesterina por termos obtido com
elle resultados mais satisfactorios.

Sémente empregamos O T0SSO antigeno depois que
pela sua titulagio sabemos nio impedir a hemolyse até
14, que é o limite de um bom antigeno.
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A REAGAO DE WASSERMANN SEGUNDO O METHODO QUE
USAMOS : PROCESSO ALLEMAO

A reacgdo de Wassermann é feita em 2 tempos: o
1° passa-se em 1 hora; o 2° em 2 horas sendo ambos ao
B. M. 4 temperatura de 37¢,

Sempre que fazemos a reagio, sejam quantas forem,
collocamos em o nosso supporte, além dos tubos de re-
ac¢do (que sdo 5), mais 4, que serdo os testemunhos geraes
de toda a reac¢do; sdo elles:

o 1¢ testemunho do antigeno

29 » » complemento
3¢ » » sOro-hemolytico
4e » da agua physiologica

Para fazermos a reagdo, tomamos para cada uma 5
tubos e nos servimos deste 5.° tubo para testemunho do
sdro que examinamos.

TECHNICA DA REACAO

Tomamos para cada“reacdo 5 tubos e indifferente-
mente ao numero das reagdes, tomamos sempre mais a8
que sao os testemunhos geraes,

Collocamos em ordem os nossos tubos e comeg:amos
a distribuir: "

1e —O antigeno usando de uma pipeta de 1 cc. gra-
duada em decimos de ce.

A distribuigdo é feita do seguinte modo:

Nogietabe . o | 02
« 22%tubo.___. oo s . 0,2
« 2 hube b oo 0,1
LB L o R S TR N S |

No 3¢ tubo, que é o testemunho do séro que exami-
namos, nao collocamos antigeno.
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Levamos agora a mnossa pipeta ao 1° tubo dos teste-
munhos geraes; que € o testemunho do antigeno e nelle
collocamos 0,4 de antigeno. Feita a distribui¢do do anti-
geno, passamos & distribuigao do sbro que examinamos
usando de uma pipeta para cada soro. No nosso caso 0
soro que distribuimos é o sdro do lerte.

Esta distribuicdo é feita na seguinte dosagem, usan-

do-se de uma pipeta de 1 cc. graduada em decimos de cc, -

no 1.° tubo collocamos 0,2 de soro

s 2.0 » » 0,1 » » ~

5> 3. » » 02 = »
> 4° > » 0,1 » »
> 5.° > » 0,4 » >

Este 5¢ tubo serd o testemunho do sdro que exami-
namos.

O soro do leite é empregado na reagao sem que
préviamente tenha sido inactivado, porquanto sabemos ser
elle desprovido de complemento.

Seguidamente passamos a distribuir em todos os tu-
bos da reacio e nos dois primeiros testemunhos geraes,
1 cc. de complemento de cobaya diluido ao decimo, isto &

1 cc. de complemento (sbéro sanguineo de cobaya)
mais 9 cc. de agua physiologica a 8,5 por litro.

O 2° tubo dos testemunhos geraes ficard sendo entao
o testemunho do complemento. ,

Feito isto levamos os nossos tubos ao B, M. 4 tem-
peratura de 37° e esperamos | hora.

E’ este o primeiro tempo da reagao.

Passado este tempo, distribuimos em todos os tubos
da reacdo e nos tres primeiros testemunhos geraes, 1 cc.
de sbro hemolytico diluido de accordo com o titulo obti-
do em sua dosagem. Y i

O 3¢ tubo dos testemunhos geraes ficard entao sendo
o testemunho do séro hemolytico.
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Seguidamente distribuimos em todos os tubos, sem
excepcdo 1 cc, cubico de globulos de carneiro diluido a 5.

O ultimo tubo dos testemunhos geraes constituira
entdo o testemunho da agua physiologica. Finalmente
para que tenhamos em todos os tubos um volume egual,
que serd de 3,4 em cada um egualamos todos com agua
physiologica do seguinte modo:

NA REACAO:
No 1o tubo ______ _______ 0
€ 2° <« o 0,1 de agua phys.
¢ B e __. i el 0,1 » » »
€ 4° « 02 =» » »
€ &5 & 0

NOS TESTEMUNHQS GERAES:

No 1. o do antigeno _____________ 0
« 2°0 « complemento_____________ - 0,4
¢ 3.2 0 <« sbro hemolytico_________ .- 1,4
¢ 4.° o0 da agua physiologica __________ 2,4

Levamos agora os nossos tubos novamente ao B. M.
a 37° e esperamos 2 horas.

Este é o segundo tempo da reacgio.

Terminado este tempo temos prompta a nossa reagio
€ passamos entdo a fazer a leitura dos seus resultados,

Primeiramente lemos os 4 testemunhos que se devem
apresentar do seguinte modo:

0 1.° o do antigeno _________
€ 0 2.° o do complemento _______
0 3.° o do séro hemolytico ______ } Niao

€ 0 4 o da agua physiologica___ | hemolysados

} Hemelysados

Passamos depois ao 5° tubo de cada reagdo, isto é,
a0 testemunho do sbro que examinamos e o devemos
encontrar sempre hemolysado.

Uma vez feitas todas estas observagdes passamos a
lér a reacdo nos quatro tubos que restam a cada reagao.
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RESULTADO:
Ha hemolyse. .__.._-. T Reacdo negativa
Nio ha hemolyse . _._________ Reacdo positiva

consideramos para ligeira hemolyse a reagdo fracamente

positiva,
Segue-se um quadro synoptico resumindo a technica
da reacio,
REACAO DE WASSERMANN
REAGAO
E % j'i:n z Es_ Efg §§ Eaé Leitura
2 = L& | = 2|3 =
= £ e
L (.2 10,2 [1ec || Tee|Tee| — | 8 ?
- 0,2 | 0,1 | Tec |=| lcc | Tec| O =1 E
- 0,1 | 0,2% 1cc |5 | lec|lcc| 01 |55 ?
e . B3| 0,1 | tee |\ % | Yee | ler | 0,2 § % ?
3 e — | 0,4 | 1cc =\ tec|tce| — |& Hemolysa
(==} (==}
TESTEMMNHOS GERAES
g z
A, 1 O |+ — lcc| 2| lcc| 1cc| — | ¢ | Hemolysa
ee 2.1 — | — | lce E lce| Tce| 04 | S Hemolysa
TSH3 — | — | — |3 |1cc|Tec| 1,4 | s |Nao hemolysa
L E20.4 — = = i e lce 2)4 i Nd@o hemolysa

(Para maior uniformidade tomamos a liberdade de substituir
o eschema de reacio apresentado pelo autor, pelo quadro acima.)

12 T, A. Testemunho do antigeno.

2¢ T. C. Testemunho do complemento.

30 T. S. H. Testemunho do séro hemolytico.

40 T, H2 O. Testemunho da agua physiologica.
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PARTE PRATICA POR NO'S FEITA NO LABORA-
TORIO DA MATERNIDADE DAS LARAN]JEIRAS
DOS RESULTADOS A QUE CHEGAMOS

Colhemos o leite em um vaso esterilisado, o centri-
fugamos afim de obter o séro e com elle fizemos a re-
agdo de Wassermann.

A dosagem que empregamos para o scro do leite &
a mesma do soro sanguineo, isto §0,2,0, 1,020 1,0, 4,

O 5° tubo da reaccdo ficard entio sendo o testemu-
nho do sdro do lerte que analysamos. Dispensamos a ina-
ctivagdo do sdro do leite para a reagdo, porque, como ja
ficou dito, elle ndo possue complemento. Esta dispensa
nos ¢ vantajosa, porquanto poupamos o tempo exigido
para esta operagio, que, como sabemos, é de meia hora
em estufa 4 temperatura de 560 |

Nas primeiras observacges que fizemos notamos com
prazer que a reagdo se manifesta perfeitamente bem no
soro do leite; porém, ainda nio nos satisfizemos, porquan-
to observamos que as gorduras existentes neste soro §e-
paravam-se e iam occupar a parte superior da camada '11
quida do tubo, mascarando assim de um certo modo a reacio,

Procuramos entio aperfeicoar as nossas observagées
investigando varios processos para retirar por compléto
estas substancias gordurosas.

Tomamos entio novamente o leite, centrifugamos
afim de separar parte da substancia gordurosa e usando de
uma pipeta cuidadosamente recolhemos o soro centrifugado

Procuramos delle retirar por completo toda a materia
gotda, escolhendo para isto um dissolvente especial :

Ensaiamos o chloroformio, o alcool amylico, o ether
sulfurico e outros mais; porém, notamos que elles nio
podiam ser empregados, porquanto gosavam de proprie-
dades hemolyticas para os globulos de carneiro, Nestas
,condigdes, portanto, abandonamos por completo estes sol-
ventes; continuamos em novos ensaios e finalmente che-
gamos ao encontro de um solvente que perfeitamente nos
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satisfazia. Este solvente é o ether de petroleo, unico que
péde ser empregado porque nao tem nenhuma acgao so-
bre os globulos de carneiro,

Usando entio do ether de petroleo para a retirada
das materias gordas, procedemos do modo seguinte:

Technica: '

Em uma ampoula de vidro provido de uma torneira;
collocamos o soro do leite, jao centrifugado, addicionamos
ether de petroleo e agitamos.

As gorduras dissolvem-se no ether de petroleo e vdo
occupar a parte superior da camada liquida, deixando de-
positar o séro completamente livre das substancias gordas.

Usando deste processo obtemos um soro limpido, por
completo desprovido de gordura e com elle podemos sem
receio fazer a reagdo de Wassermann.

Foi assim procedendo separadamente com cada sOro
que o obtivemos para empregir na reagao.

0 NOSSO METHODO. TECHNICA DO INSTITUTO
OSWALDO CRUZ

O processo por.nés utilizado € o de Wassermann, sem

| nenhuma modificacdo essencial, apenas acompanhando-o

de certas precaugdes tendentes a augmentar sua correcgao
e sensibilidade e que julgamos indispensaveis.

Iniciaremos sua exposicio, indicando como obtemos

os diversos elementos que constam da reagao € as pro-

vas a que os submettemos antes de serem postos em uso,

ANTIGENO

Um figado de féto, cujo cadaver nao apresente alte-
racoes de putrefacgdo é retirado tao asepticamente quanto
possivel.
~ Desembaragado de todas as partes estranhas ao seu
parenchyma, recortamol-o em pequenos pedagos que vao
ser lavados com agua distillada 4 temperatura do labora-
torio até esta permanecer descorada. Distribuindo-os en-
tdo em placas de Petri, vamos leval-os 4 um seccador pelo
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vacuo. No fim de 24-48 horas esti geralmente o tecido
perfeitamente secco; passamos ahi a tritural.o em um gral,
obtendo por esse mode um pé fino, de cor parda escura,
cheiro especial que apés sua pesagem ¢é suspenso em
alcool absoluto na proporgio de 1 : 30 ou 1 : 40. Essa
suspensdo € agitada mechanicamente durante algumas
horas e em seguida deixada em repouso por um lapso de
tempo variavel.

O alcool permanecendo limpido, toma uma cér ama-
rello-dourada. Decantamos entio uma pequena parte e,
fazendo uma diluigdo a 1: 10 em serum physiologico (sol.
Na Cl a 9°/) procuramos verificar a actividade do extra-
cto. Se por esta prova julgamol-o apto a poder servir
em nossas reagdes decantamos o resto, se nio deixamol-o
em contacto por mais algum tempo, repetindo periodica-

mente nossos experimentos.
Uwa vez dado por findo este periodo, prévas mais

completas e rigorosas vio ser feitas pelas quaes ficaremos
conhecedores das propriedades de nosso novo antigeno.

Com R. Geyer e G. Riedel (Arch. Bras. Med. nco 1
1912) reconhecemos como « condicgBes caracteristicas de
um estracto utilizavel, as seguintes:

I Deve ser pouco hemotoxico, i. & a dose quadrupla
ou quintupla da maior dose usavel nio deve alterar sinio
ligeiramente os globulos de carneiro (tragos de hemolise
toxica),

II Deve ter uma zona de reacio ampla, 1. é. a dose
tripla, no minimo, da menor dose que ainda d4 resultados
positivos com s6ros especificos, deve permittir franca he-
molise com outros sbros patologicos.

Esta regra é da maior importancia pois serd neces-
sario usar nas reagdes uma dése vizinha do limite supe-
rior, determinado com pelo menos vinte séros patologicos
ndo lueticos. Si usassemos déses muito fracas grande nu-
mero de soros lueticos pobres em substancias de reagdo
dariam resultado negativo.
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E’ indispensavel, todavia, que essa dése maxima nao
attinja senfo metade daquella dése maxima que ainda
permite a hemolise na testemunha.

III O poder inhibiterio autonomo dos estratos va-
riando com os diversos complementos (caveas diversas ou.
j& punccionadas) é indispensavel a verificagao previa do
mesmo.

Essa precaugdo € tanto mais necessaria quanto ela
se d4 independentemente do titulo hemolitico. (Alexander,
Stern, etc.) |

Serio recusados os estratos ou o complemento, quando
houver notavel exagero da inhibigdo autonomia da hemolise.»

Sobre este ultimo ponto retormaremos ao €xpor o
modo porque praticamos a r1eagao.

Comecamos pesquizando o valor impediente ou anti-
complementar do extracto em estudo, bem como a exis-
tencia cu ndo do poder hemotoxico.

Para isso usamos de ddses crescentes desde 0,1 até
1 cc. com um systema hemolytico perfeitamente titulado,
repetindo varias vezes a prova. O quadro seguinte fara
melhor comprehender.

EXTRACTO II (1:30 X 1:10) PROVA 1

= = 35
) = 2 .2 9 = = =
A £=| & E|E | E
= - HEE 2 | 8| €

= Tee)  1ee — 0 0 0]
% i kee-| 'Tee - 0 0 0
g lce| lecc X 0 0 0
7 1ce| 1ce — 0 0 0
5§ lcc| lcc = 0 0 0
g liee lece — 0 | 0 0
v fiee [ Tee - +04 0 0
s k| - Tee — sls |40+ -0
S | 1cc| lcc|Déseshe-§| |- | .0. @
- 1ce| Tcc motoxicas{ 040| O ‘ 3
]
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Se julgamos insufficiente esta prova quanto a cara-
cterizagdo das propriedades hemotoxicas, fazemos uma
outra sem o systema hemolytico; mesmo é facto conhe-
cide as variagdes por ellas soffridas com a addi¢io de
um serum sanguineo qualquer.

Sabendo variarem ag qualidades do antigeno confor-
me o modo porque & feita sua dilui¢do no serum, costu-
mamos juntar o extracto por pequenas gottas 4 sblngéo
salina, fazendo lentamente a mistura. Desse modo con-
seguimos como o demonstraram Sachs e Rondoni, obter
emulsdes finas e estaveis de titulo mais elevado do que
pela rapida addicio da agua physiologica ao extracto e
vice-versa. Ottenberg, reconhecendo 4 vantagem deste
methodo e baseado em sua experiencia affirma ter, porém,
O inconveniente de trazer um augmento do poder anti-
complementar do antigeno de modo que seu valor nio
se modifica,

Nos temos observado que este augmento é minimo,
podendo a causa de erro ser facilmente evitada pela prova
de extracto que sempre fazemos antes de iniciar nossas
rezig:ées. -

Outrotanto nio se d4 quando junta-se ao extracto
gotta a gotta a solugio salina, agitando-se para misturar;
neste caso obtem-se uma emulsio turva com poder auto-
inhibitorio muito accentuado,

Uma vez, porém, conhecida a dose minima com que
© novo antigeno impede por si s6 a hemolyse, vamos
tomando por media uma dose 2 1/2 a 3 vezes menor e as
vizinhas, experimental-o com séros normaes e lueticos dando
reagdes francas.

Assim procedendo chegamos ao conhecimento de sua
amplitude de accio. (A dose minima com que da im-
pedimento absoluto nos sbros positivos e a maxima em
que permitte hemolyse completa para os normaes.)

Em um de nossos antigenos ultimamente preparados
a dose de 0,05 com o0s sbros luetivos dava inhibigdo per-
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feita, emquanto que mesmo com 0,6 a hemolyse era total

Nn0S normaes.

Desprovido absolutamente de poder hemotoxico a nao
ser em quantidades extremamente elevadas, com um poder
anticomplementar relativamente pequeno, tratava-se de um
excellente extracto.

Ahi n3o terminam, porém,as provas a que deve ser
submettido o antigeno em exame.

Experimentamol-o ainda com sbros pathologicos néo
lueticos afim de evitar fixagdes nio especificas e soros de
syphilis latentes e tratadas, dando reagbes fracas; nao
precisamos dizer que estes experimentos sdo acompanhados
de testemunhas comparativas com um extracto ji conhecido.

Resta-nos ainda dizer que esse titulo, 1:10, da di-
luicio nem sempre o conservamos, porém, adaptando sua
concentragdo 4s propriedades particulares de cada extracto

| muitas vezes usamos dilui¢des mais fortes ou mais fracas
logo apés a 1.2 prova.

Emfim conhecidas por todas estas experiencias prévias
as qualidades de nosso antigeno, se julgamol-o com uma
zona de reacdo sufficientemente ampla para nas doses
habituaes nio nos levar a fixagdes falsas, damol-o como
apto para ser posto em uso.

Isto no emtanto nio impede que repitamos de cada
vez uma prova com o systema hemolytico do dia.

Guardamos a solucdo alcoolica no frigorifico, della re-
tirando pequenas porgbes a medida que se tormam mneces-
sarias.

A emulsdo quando bem feita e addicionada de 0,25°/o
de ac. phenico, do mesmo modo conserva-se bem, perma-
necendo seu titulo mais ou menos constante.

: SORC HEMOLYTICO

O amboceptor por nés utilizado como no proczsso
nal, é o séro de coelho anticarneiro que obtemos por
2 processos: um lento, outro rapido.
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No primeiro injectamos por via intraperitoneal no
coelho 5 cc. de globulos lavados e centrifugados {nio de
sangue), diluidos em seu volume de agua physiologica,
por 5 vezes de 5 em 5 dias.

Passados 5 dias da ultima injeccdo, fazemos uma pun-
cgdo do coragdo, retirando bequena quantidade de sangue
para experimentar a actividade do sbro,

Se esta nos satisfaz, nova puncgido de 10-20 ce. dara |
quantidade de amboceptor sufficiente para o trabalho de |
muitos mezes. '

Se ndo continuamos ainda por algum tempo as inje-
ceoes de globulos.

No segundo metliodo rapido costumamos injectar 2
cc. do centrifugado de globulos lavados, diluidos do mes.
mo modo em seu volume de serum artificial, por 4-6 ve-
zes de 2 em 2 dias,

Geralmente ao fim da quarta injec¢do o titulo ja é
~sufficientemente elevado para poder-se aproveitar o séro

As diluigdes em que utilizamos amboceptores assim’
obtidos oscillam entre 1:2.500 e 1:6.000, além disso conse-
guimos evitar o sacrificio do animal que € em seguida
abandonado. N

Quanto 4 sua conservagdo é perfeita no frigorifico em
sol. a 1:50, tendo-se juntado 0,25%, de acido phenico. (Sol.
a 1% de ac. phenico em agua physiologica ).

Naturalmente procedemos seémpre com a maxima ase-
psia, o proprio serum physiologico tendo sido filtrado sob
0 vacuo e esterilizado por 1/2 hora a 120° em autoclave,

Nossos amboceptores tem-se conservado algumas vezes
sem se alterar e com titulo praticamente constante até
por mais de dois annos,

Uma vez, porém, preparado o amboceptor por um dos
methodos indicados, vamos fazer sua titulagem exacta,
1. é, determinar a dose hemolysante minima,

Para tal, usamos 0,1 cc. dum soro de cobaia reconhe-
cido previamente como de actividade media, repetindo a
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centes de hemolysina.
E’ o que representamos no quadro seguinte:

TIT. AMB. DIL. 1:50 X 1:250

g E | £ | &\
= = 2 | 8 | %
=
0,5 1:500 — 0 0 0
025 | 1:1000 - 0.1 0o
0,125| 1:2000 |f Complemento 0, 6 Dil. 1:6)...+0+4| O 0
0,10 1:2500 |y Globulos carneiro 1 cc....... 040].0.1 O
0,08 1:3050 |\ Volume total 3,5 cc. ....... sle | %04 | -0
006 | 1:4075 = o= [0+ .0,
0,05 1:5000 — <z |404|+0

Conhecida a dose hemolysante minima, a quantidade
optima serd de 2 a 21/2 unidades, adaptando a diluigdo
de modo a utilizar nas reacdes 1 cc. de amboceptor.

COMPLEMENTO

Empregamos o sdro fresco de cavea obtido por pun-
- cgdo do coragdo e diluido a 1 : 6 afim de n#@o termos que
"usar de grandes quantidades, favorecendo assim sua dis-
tribuigdo nos tubos com grande economia de tempo e de
trabalho, Com a diluigdo classica de 1 : 10, a pipeta de
1 cc. graduada em decimos num caso de fraca actividade

demos distribuil-o em dois.

GLOBULOS DE CARNEIRO

sua coagulagio pela agitagdo com perolas de . vi-

prova com varios sdros alexicos e usando diluigdes cres-

nas dard para um tubo, ao passo que com a 10Ssa

" Obtido o sangue por puhcc;ﬁo da veia jugular e im-

o os globos varias vezes lavados com. agua phy-
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Variando como é sabido a riqueza globular do san-
gue dos diversos carneiros o que viria trazer modifica-
¢Oes demasiadamente sensiveis ao titulo do complemen-
to, costumamos fazer a suspensao n3o com a massa to-
tal de sangue, porém, com os globulos centrifugados até
4 constancia de volume,

Esta suspensio é a 5 s

AGUA PHYSIOLOGICA E SORO SUSPEITO

Nosso serum physiologico é a solu¢do de chloreto de
sodio a 9 por mil, esterilizada e devidamente experimen-
tada.

Quanto aos sbros suspeitos procuramos sempre que
possivel - utilizal-os nas primeiras 24 — 48 héras apés a
colheita. Evitamos desse médo o uso de serums em que
possiveis modificagSes se tenham dado. Leredde e Ru-
binstein, preconizando mesmo este habito, escrevem as se-
guintes palavras: «Il est trés facile de changer Pétat col-
loidal-des serums, d’amener des modifications trés profon-
des dans leur état chimique.... ILa conservation des
sérums, méme chauffés modifie la précipitabilité de leurs
globulines em méme temps que leur réaction chimique.»

Estas modificagdes para os séros devidamente con-
servados, ndo sdo nmo emtanto tio accentuadas que venham
perturbar a marcha da reacio nas doses habituaes de
0,85 — 0,2. |

Isto dentro de um prazo mais ou menos limitados
n0ssos soros testemunhas, datando geralmente de 96 hé-
Tas € mesmo mais, conservam perfeitamente os caractéres
apresentados no exame anterior.

Ao terminar esta parte geral julgamos desnecessario
dizer que sempre procedemos com a maior asepsia ; nos-
so material de vidro ¢ todo lavado sem auxilio de aci-
dos nem alcalis, soffrendo uma lavagem com ether antes
de ser esterilizado pelo calor secco,
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' PRATICA DA REAGAO

De qualquer pesquizador € bem conhecida a extrema
variabilidade do valor complementar nos diversos sdros
de cobaia. Ora, sendo o complemento um dos ccnstituin-
tes essenciaes, estas variagdes nos levardo a interpretages
erroneas se delle usarmos uma quantidade ad libitum.
Sua titulagem se impde e é a primeira medida que to-
mamos antes de iniciar nossas reagoes. , -

| Usando de 1 cc da suspensio a 5 ° de globulos, a
dose optima de amboceptor verificada pelas titulagens que
acima mencionamos, mais doses crescentes da diluigdo
1:6 do sbro de cavea, o todo regulado em 3,5cc. pela ad-
digdo de serum artificial vamos observar qual a dose de

' complemento necessaria para dar hemolyse completa em
1/2 hora 4 temperatura de 37°:

TIT, COMPL. DIL. 1:6

g = 2 ] S
0,15 <4 sls |40+ 0.
0,2 Amboceptor (1415) 1 cc| 3lz | 040 0 0
0,25 |% Globulos carneiro 1 cc..| 3z |+0+ 0 0
0,5 Volume total 3,5 cc....[+04| O 0 0
0,6 04 0 0 0

, Nas reacdes usaremos do triplo dessa dose, evitado
‘0 erro de titulagem que principalmente nos sbros ricos
aiexina, com a multiplicagdo pdde attingir facilmente
ma unidade grosseira, sendo causa de erro nao des-
zivel.

~ Mais praticamente fallando, a dose de complemento a
r se avizinha de 2 vezes e meia 4 obtida pela titula-
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Em seguida procuramos adaptar a quantidade de an-
tigeno que cdeve ser usada ao systema hemolytico do dia,
para isso fazendo uma prova de extracto.

Collocamos numa serie de tubos quantidades cres-
centes de antigeno, a dose optima de complemento e se-
rum artificial para regular o volume em 1,5cc. Apds uma
héra de incubagio na estufa secca a 370 addiciona-
mos o sbéro hemolytico e os globulos, anotando como nas
reagoes a marcha de hemolyse até o fim de meia hora.
Serd considerada dose boa para o uso uma 2 vezes me-
nor do que aquella que nio mostrou poder auto-inhibitorio
nesse prazo,

Devemos dizer que pequenas alteragGes poderio ser
feitas nesta apreciagio com o fim de obter melhor adap-
tacao.

Preferimos mnos utilizar de déses altas de antigeno,
naturalmente nio sendo por si s6 impedientes, com um
Systema hemolytico forte e tri-complementado para ga-
rantir as reagdes positivas fracas.

Um sbro pobre em anticorpos especificos com uma
dose pequena de antigeno, apezar de serem usadas quan-
tidades menores de alexina dard uma falsa rea¢do nega-
tiva. Ora, sabe-se, qué — no engate dos anticorpos com
os antigenos, como o diz R. Geyer, uma das substancias
diminuindo, péde, ainda obter-se o mesmo anterior effei-
to si augmentarmos as outras, exactamente como pode-
mos dissolver a mesma quantidade de hematias dimi-
nuindo o séro de cavea, compensando-o pelo augmento
das hemolisinas.»

Num séro em que houvesse abundancia de anticor.
pos, poder-se-ia obter a fixacdo total do complemento.
com ddses relativamente pequenas de extracto, porém,
seria uma falta querer chegar ao mesmo resultado com
os demais,

Eis a razio porque damos preferencia 4s doses ele-
vadas.
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Nio nos seja feita a observagdo de por esse modo
irmos obter reaches positivas com s6ros pathologicos
ndo lueticos, pois pelas provas primordiaes de nosso ex-
tracto j4 sabemos em que zona de acgdo isso se da e te-
remos a precaucio de mos conservar fora della.

Deixamos de illustrar estas consideragdoes com um
quadro demonstrativo por ja o termos dado anteriormen-
te quando tratamos da preparagao do antigeno.

Além das vantagens ja citadas a prova habitual do
antigeno se impde pelo facto de se tornar muitas vezes
subitamente hemolytico um extracto que primitivamente
era considerado bom, facto este que ndés mesmos tivemos
occasido de observar.

Sémente apds estas titulagens comegamos a fazer
nossas reagoes. :

Usamos doses crescentes de séro, guardando fixas as
de antigeno e complemento por julgarmos desse modo
poder melhor apreciar o grdo da reacdo, isto é avaliar a
riqueza do sbro em anticorpos.

Distribuimos em todos os nossos tubos em primeiro logar
.0 complemento, em seguida o sdro, logo apds o antigeno,
completando o volume de 1,5 com serum physiologico-

Tendo agitado cuidadosamente todos os tubos, ser-
vindo-nos de um dedo para cada reagdo e comegando
sempre pelo testemunha, vamos levar as estantes 4 estu-
fa regulada a 37° por una hora.

As doses de sdro usadas vdo desde 0,025 ou 0,05 a
0,2, sendo um ultimo tubo conservado como testemunha
do sbro com a dose maxima usada.

Terminado esse primeiro periodo de incubagao ac-
crescentamos o systema hemolytico, globulos e ambocep-
tor, verificando o progresso da reagdo de 5 em 5 minu-
tos até aos 20 e considerando como termo final a meia
hora, para cujo prazo haviamos titulado todos os mnos-
Sos systemas. ‘

E’ feita entdo a leitura final
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Acompanhando as reagdes sempre repetimos um sdro
especifico fortemente impediente, um normal e outro de
reacdo tramsitoria j4 examinados que deverio formecer os
mesmos resultados, funccionando como testemunhos geraes.

Com todas estas precaucdes julgamos poder obter re-
sultados sendo absolutamente perfeitos, ao menos tio ap-
proximados quanto possivel d’aquelles que seriam forne-
cidos pelo mesmo methodo ou outro qualquer dotados
de refinamentos de technica nio applicaveis na pratica
corrente.

De facto, trabalhando com um antigeno devidamente
experimentado, de qualidades perfeitamente conhecidas e
com déses por si s6 nio anti-complementares adoptadas
a um systema hemolytico rigorosamente titulado, sé nos
restam por causos de erro mais communs, um poder au-
to-inhibitorio muito elevado do séro que examinamos o
que raramente se dd ou sua riqueza em hemolysinas na-
turaes.

Estas mesmo se denunciariam ; a primeira, trazendo
uma turvagdo no tubo testemunha, a segunda, por uma
hemolyse demasiado rapida e se dando em sentido in-
verso, isto é apresentando-se tanto mais nitida quanto
maiores as doses de séro usadas, '

Nosso habito de verificar o decurso da reagdo mos-
tra aqui uma de suas grandes vantagens. '

Se as hemolysinas sio muito abundantes, retiramol-as
por um dos processos habituaes, repetindo o exame do
séro na sessdo seguinte.

Descripto assim summariamente nosso methodo de
praticar a reagio de Wassermann, pode-se comprehender
ser uma technica simples, pratica e sensivel.




CAPITULO IT

Algumas consideracoes sobre os dois metho-
dos descriptos

Nzo poucas vezes se tem dito da reagio de Was-
sermann ser facil a theoria e difficil a pratica. Basta, com
effeito, langarmos um rapidoolhar para o grande numero de
processos em uso, ji ndo fallando daquelles que por defi-
cientes foram abandonados, para nos convencermos da ve-
racidade desta assercio. Hoje, para bem dizer, cada se-
rologista tem um methodo todo seu, baseado neste ou
n'aquelles moldes, porém, com pequenas variantes que po-
dem chegar a dar-lhe uma feigdo iateiramente particular.
Levemos em conta unicamente os que por modelo tomam
o methodo original de Wassermann e ahi mesmo jd na
especie do antigeno, j4 em sua titulagem, j4 na regula-
rizacdo do systema hemolytico encontraremos differen¢as
de magna importancia. Se quizermos recorrer aos de-
mais, entdo as divergencias ainda mais se accentuam e
depararemos com technicas que da reagdo primitiva ten-
do perdido todoo aspecto, della apenas conservam O nome,

Sirva de exemplo 4s consideragbes que Ora fazemos
. o fim que teve uma reunido de serologistas das meluores
instituicées de New York, tendo por objecto uniformizar a
technica da reacdo, e procurar dar-lhe ao mesmo tempo
a maxima exactiddio. Apds varias sessOes em que impor-
tantes resultados chegaram a ser colhidos, dissolveu-se a
conferencia em virtude da variabilidade de opinides, nao
~ conseguindo os delegados chegarem a um accordo.

Esta confusdo, porém, que apparentemente reina,lon-
ge de depdr contra o credito que merece o diagnostico
3 serologlco da syphilis, antes vem augmental-o, mostrando
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0 empenho com que se procura corrigir as imperfeicdes
do methodo original.

Nao fallamos aqui das chamadas simplificacdes que
s6 em certas e determinadas condicdes devem ser tomadas
em considerac3o.

. Emiim n3o é nosso proposito fazer um estudo geral
dessas modificagdes, unicamente temos em vista a pratica
da R. W. no séro de leite.

_ A esse respeito no capitulo anterior tivemos occasiio
de expor os dois methodos empregados entre os quaes
.desde logo podem-se notar differengas sensiveis.

| E’ justo pois, que expliquemos por quaes motivos
deixamos de nos utilizar da technica preconizada pelo Sr-
Margal.

Em sua relagdo, cumpre-nos antes de tudo assignalar
a falta de precisdo com que foram descriptos certos pon-
tos de importancia e sobre os quaes de passagem chama-
remos a attencao.

D’outra parte ndo podemos concordar com alguns de-
talhes de technica do que vamos fazer agéra uma rapida
resenha. :

Com este fim iniciamos nossas considerages, dizendo
algumas palavras sobre o

SYSTEMA HEMOLYTICO

No capitulo anterior tivemos occasio de citar as va-
riagbes do poder alexico dos séros de cobaia. Estas va-
riagbes se notam ndo sémente de um animal para outro,
porém, no mesmo especimen conforme as condigbes em
que se acha, Assim no séro de uma cavea j4 tendo sof-
frido algumas puncgdes, o titulo do complemento geral-
mente € baixo. Ottenberg, referindo-se a esta variabili-
dade, exprime-se do segninte modo: «The strength of the
complement in guinea-pig serum is the most variable fa-

ctor wich enters into the Wassermann reactions.,
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Se assim niao fora, sabendo-se fixo o titulo do ambo-
_ceptor, facil seria determinar quantidades definidas para
todos os elementos de que se compde a reagao.

O complemento, porém, varia, é extremamente varia-
.vel mesmo e um ajustamento das quantidades dos com-
ponentes do systema hemolytico se impde toda vez que
usamos de um soro complementar novo.

Isto é, essa regularizagio deve ser feita cada vez que
se executa a reacdo, pois, o poder alexico do sdro de
cavea altera-se quando se tenta conserval-o.

- Ap0s 72 horas, teve occasido de entre nos observar
o Prof. Dr. Guerra Blessmann, conforme relata em seu
‘trabalho inaugural, o titulo dos sbéros de cavea dimi-
nuirem de 1 para [/2, e numa semana mesmo 1/4 e até
1/6 em alguns delles.

E’, pois, de praxe e assim costumamos proceder, uti-
lizar soros obtidos no mesmo dia.

Se concordam, porém, os diversos autores na neces-
sidade deste ajustamento, o modo porque o praticam di-
‘verge. : Bl % |

Assim uns com Wassermann, Bruck, Citron, Stern
Sachs e outros, usam uma dose fixa de alexina a ella
adaptando a de amboceptor; outros, entre os quaes Thom-
sen, Boas, Mc Intosh e Fildes, Sormani, Thomas e Ivy,
Leredde fazem variar a dose de complemento de accordo
com sua actividade e ainda alguns optam pela modifica-
¢do da quantidade de globulos de carneiro como no pro-
cesso de Hetch e Weinberg.

O Sr. Margal prefere o primeiro destes methodos con-
forme se entende pelo facto de usar 0,1 de soro de cavea
«<com 1 cc de s6ro hemolytico diluido de accordo com o
titulo obtido em sua dosagems. .

Nos pelo contrario julgamos mais correcto conservar
fixa a quantidade de amboceptor ja que seu titulo é de
natureza constante, modificando a dose do complemento
do dia de accordo com sua energia.
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Verdade seja que adaptagio da ddse do séro hemoly-
tico a uma fixa de complemento tem a vantagem de tra-
zer ao experimentador grande economia de tempo.

De facto, podem ser preparados todos os tubos das
reagoes para a primeira incubagio jid que o amboceptor
somente na segunda vae ser addicionado e, emquanto ella
se procede, ha tempo sufficiente para fazer sua titulagem.

Porém, se por um lado consegue-se esta vantagem
ndo desprezivel, por outro a sensibilidade da reacio serd
grandemente compromettida.

Pode-se é verdade por um e outro methodo obter o
mesmo effeito hemolytico total, mas engana-se aquelle que
julgar que, guardando fixa a dose de complemento e fa-
zendo variar a de amboceptor, utilizard nas reacdes uma
dose conveniente do primeiro.

Elle é o verdadeiro indice e por seu maior ou menor
desvio é que vamos nos inteirar do grio de positividade
do serum examinado.

Quem utiliza o methodo de Wassermann apenas tem
em conta o effeito hemolytico total, ndo podendo com se-
guranga prever como se comportari a dose de comple-
mento usada nas proprias reacgdes.

Procurando tornmar mais claro o que acabamos de
dizer, vamos apresentar o seguinte classico exemplo :

Tomemos um serum positivo que contenha exacta-
mente a quantidade de anticorpos necessarios para fixar
em presen¢a de um dado antigeno todo o complemento
existente em 0,1 cc dum séro de cavea e assim obterenios
um impedimento completo da hemolyse.

Repitamos agéra a mesma préva, nas mesmas con-
digSes, com o mesmo serum, o mesmo antigeno, porém,
com uma dose dupla de complemento, tendo titulado para
ella o amboceptor e delle usado 2 unidades.

Nem por isso maior quantidade de complemento serd
fixada e metade delle restando livre serd o sufficiente para
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com a dose de hemolysinas utilizada dar uma falsa re-
acdo megativa.

Assim por este processo resultados erroneos serio ob-
tidos toda vez que houver deficiencia ou excesso de ale-
xina. ‘

Estas consideragbes nio sio absolutamente theoricas;
Ottenberg experimentalmente comprovou o que acabamos
de asseverar, mostrando que quando se usa um comple-
mento ultrapassando a actividade media, é mais possivel
obter-se resultados positivos com maiores diluigdes ou se-
jam menores doses de um sdro luetico, usando uma dupia
dose hemolysante de complemento determinada com duas
unidades de amboceptor, elle mesmo previamente titulado
com complementos medios, do que com uma dose hemo-
lysante dupla de amboceptor avaliada pelo complemento
do dia. Kromayer e Trinchese por sua vez affirmam que
qualquer serum positivo dard uma rea¢do negativa toda
vez que uma dose sufficientemente elevada de comple-
mento for usada, porém, com déses ordinarias de alexina
uma vez feita a fixacdo serd impossivel produzir hemo-
lyse mesmo pela addig¢do de ddses enormes de amboceptor,

Em sua these inaugural, Guerra Blessmann, chamando
a atteng¢do sobre a importancia da titulagem do comple-
mento, cita um caso nestas condi¢des occorrido em nosso
laboratorio.

Praticava-se nesse tempo a rea¢do de Wassermann,
pelo methodo original e win séro de individuo em plena
syphilis secundaria forneceu uma reagdo negativa ao passo
que pelo methodo de Flemming de accordo com a clinica
era francamente positiva.

Pesquizada a causa de erro, foi achada no excesso do
complemento da dése usual de 0,1.

Referimo-nos até aqui 4s reagbes positivas e nega-
tivas francas, quanto 4s fracas nem é necesario dellas fallar
o methodo que criticamos pde-nas a perder na sua mor
darte,
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No processo usado pelo Sr. Marcal como no de Was-
sermann, julgamos serem usadas ao lado da dése 0,1 do
complemento, 2 unidades de amboceptor e uma dése de
-antigeno por si sé nio inhibitoria.

~ Por esse procedimento procura estabelecer uma zona
de seguranga, permittindo prevenir resultados positivos
falsos devido a substancias anticomplementares nio espe-
cificas.

Esta zona de seguranga é no emtanto demasiado vasta
1o caso em que o poder complementar do séro de cavea
passe a media normal e mesmo nessa media ou pouco
abaixo della um grande excesso de complemento, geral-
mente mais de uma unidade, é desleixado.

Kromayer e Trinchese em 1912, Margarete Stern em
1914 sufficientemente demonstraram que uma dése arbi-
traria de complemento sendo usada com quantidades de-
crescentes de amboceptor, a menor ddse deste que di he-
molyse completa, do mesmo modo a permittird com uma
dése menor de alexina.

_ Este facto que nds mesmos tivemos occasido de ob-
servar, ¢ eschematizado por Ottenberg da maneira que se
segue : _

Determina-se primeiro a unidade de amboceptor.

I Complemento 1 : 10, 1 cc. _
Amboceptor (1 : 200)_:0,15—0,2—0,24—0,28—-00
Leitura apds 30minutos C? C  C. C.

A lettra C. significando'hemolyse completa.

A unidade de amboceptor estava pois, entre 0,15 e
0,2 da diluigdo 1 : 200 e foi avaliada em 0,18 cc. Faz-se
agdra uma titulagem do mesmo complemento com 2 destas
unidades de amboceptor, seja 0,36 cc.

I'T Amboceptor 0,36 cc. (2 unidades).
Complemento 1: 10 __________ 0,25 -— 0,3 — 0,35
' C. .G




31 —

Vé-se que com as duas unidades de amboceptor a
mesma quantidade de complemento que dava hemolyse
completa era 0,3 cc. da diluigdo 1 :10 o que se pode cha-
mar a unidade de complemento para duas unidades de
amboceptor.

Em seguida com duas unidades de complemento se-
jam 0,6 cc. da diluigdo 1:10 faz-se nova titulagem, com.
parando-a 4 primeira destas 3 e vé-se que a unidade de
amboceptor obtidacom 0,6 cc. de complemento é -pratica-
mente identica 4 obtida com 1 cc. da diluicdo 1 : 10.

III Complemento 1 : 10, 0,6 cc. (2 unidades.)
Amboceptor (1 : 200) __ 0,15 — 0,2 — 0,24 0,28
Leitura apdés 30 minutos C? c I 44

0,6 representa, pois, com uma dése relativamente fraca
de antigeno 0,1 — 0,2 uma zona de seguranga bastante
ampla para evitar resultados positivos nio especificos.

A dése de 1 cc. da diluigdo 1 : 10 abrangs como se
vé para mais de 3 unidades e em relagio 4 ddése de an-
tigeno um excesso de complemento é posto em uso.

A maioria dos autores tendem hoje a utilizar peque-
nas quantidades de complemento, sendo a isso levados ndao
por consideragdes theoricas, porém, pela experiencia pra-
tica de que ellas sio mais seguras e dio melhores resul-
tados. ‘

Fallamos aqui em geral, a ddse exacta a usar depen-
dendo do criterio de cada um. _

No6s mesmos em vez de duas unidades de comple-
mento usamos 3 ou mais ou menos 2 1/2, conforme a ava-
liagdo de occasido com o fim de evitar erros de titulagem
porém, compensamos esse pequeno augmento com uma
dése maior de antigeno.

Assim, como a demonstram R. Geyer e G. Riedel
conseguimos maior nitidez nos séros positivos fracos, i. é.
chegamos a verificar turvagdes em casos que passariam
desapercebidos nos systemas bicomplementados.
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Nio precizamos repetir aqui o facto conhecido de que
um soéro rico em anti-corpos dara resultados positivos com
dodses fracas de antigeno e vice-versa.

Se augmentamos as déses desse sbéro fraco, teremos
que nos haver com hemolysinas naturaes e accrescimo de
substancias anti-complementares; é pois muito mais ra-
cional usar doses fortes de extracto adaptadas a um sys-
tema tricomplementado.

Modernamente costumam alguns autores na titulagem
de seu complemento fazerem prdovas em presenga de uma
ddse de extracto e de um s6ro ou mistura de sdros nor-
maes, tendo por fim eliminar a causa de erro de seu poder
inhibitorio autonomo,

Varios processos tém sido dados dos quaes talvez o
mais perfeito é o de Thomas e Ivy. '

Nelle os autores praticamm uma verdadeira reagio com
uma mistura de serumsnormaes e uma ddse arbitraria de
antigeno. Chegam assim a obter uma media destes po-
deres inhibitorios, deixando apds livre nas reagdes apenas
uma unidade de complemento exactamente dosada.

Alguns outros, entre os quaes podemos citar os de
Maslakowitz e Liebermann,Browning e Me. Kenzie talvez
mais engenhosos, porém, fornecendo resultados mais ou
menos analogos, apresentam como o precedente um ou
outro inconveniente.

O methodo de Thomas e Ivy permitte em verdade
determinar a dése minima de complemento que pdéde ser
usada, mas na pratica o uso dessa ddse minima n3o dei-
Xa de ter suas contraindicagdes.

De facto o poder anticomplementar dos serums va-
riando de um para outro, se f6r maior num séro por exa-
minar do que na mistura de sb6ros normaes, darid na re-
a¢do um -impedimento no tubo testemunha e a exactidio
-que se procurou com esta complicagio estard de certo
modo compromettida.

Em nossa technica, na qual procuramos ser praticos
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quanto possivel, nio fazemos essa avaliagio rigorosa; ape-
nas em seguida a titulagem do complemento com o sys-
tema hemolytico isolado, praticamos uma prova de extra-
cto pela qual chegamos ao conhecimento da dése maxima
que delle podemos usar sem contar com seus poderes
autoinhibitorio e fixador nio especifico.

E’ ella, como dissemos, mais ou menos metade da que
permitte a hemolyse em 1/2 hora ou d4 levissima turva-
¢ao, segundo a avaliagdo que fazemos para o dia,

Quanto ao poder anticomplementar dos sbros, as res-
pectivas testemunhas em que s3ao usadas a mesma dose
de complemento e a dése maxima de soéro, nol-o fario co-
nhecer se existir em grdo apreciavel.

Nesses methodos de precisdo que tivemos occasido de
citar, ainda torna-se necessaria a retirada previa das he-
molysinas naturaes dos serums a examinar o que num
laboratorio onde se lida com grande numero de exempla-
res, ndo deixa de ser um entrave a mais. NJs apenas as
retiramos quando existem em tal quantidade que possam
chegar a por em risco a apreciacio do resultado da re-
agao. Em pequenas ddses a vigilancia que mantemos
sobre o decorrer da segunda incubagdo, permitte fazer-nos
scientes de sua presenga e avaliar o grdo de sua inter-

ferencia.
Leredde e Rubinsteinainda a este respeito aconselham

titular o complemento nfio sé no systema hemolytico puro
e em presenca do antigeno, como tambem com estes ele-
mentos mais um serum normal e outro luetico, pois, além
do poder de um antigeno em fixar a alexina modificar-se
pela addigdo d'um sbro normal, a propria alexina & varia-
vel quanto a sua fixabilidade.

Browning e Mc. Kenzie sobre esta ultima questio ji
se haviam referido e Ottenberg experimentando séros com-
plementares de egual titulo hemolytico com um mesmo
extracto e um mesmo sdro positivo, poude observar que
uns davam inhibigdo completa numa diluicio de 1/4 em-
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quanto que em outros podia-se augmentar essa dilui¢do
a 1/8, 1/12 e mesmo 1/16, Na mistura que usamos de di-
versos sdros de cavea, como alids o aconselha o proprio
Ottenberg, para bem dizer eliminamos essa causa de erro.

Naopraticamos como Leredde e Rubinstein essa titu-
lagem em presenga dos sbros especifico e normal, porém
o que chamamos nossos testemunhos geraes de reagdo,
i, é., as reagdes que fazemos com sbros examinados de
vespera, positivos, e negativos, francos e fracos, pode-
rio nos dar a perceber quaesquer modificagées nesse sen-
tido.

Ainda mais a variacdo do poder fixador de um anti-
geno em presenca de um serum normal sendo devida
a modificacdes chimicas do meio, a titulagem praticada
com um unico séro servindo de estaldo, cahe nas mesmas
causas de erro dos processos que fallamos acima.

Queremos dizer que estas modificagdes serdo varia-
veis com cada serum, conforme suas propriedades parti-
culares, dependendo de modo de colheita, do de sua con-
servacdo, edade, etc.

J4 demonstramos a mmportancia da prova de extra-
cto, seu valor impediente variando com os diversos soros
de cavea independentemente de seu titulo hemolytico e
aqui poderiamos dar por finalizadas as consideragdes que
tinhamos a fazer sobre o systema henolytico se uma outra
questdo nao nos occorresse.

E’ o que diz respeito 4 suspensdo de globulos de car-
neiro.

Wassermann usava 1 cc. da diluigdo a 50/, do sangue
total, i. é,, 5 volumes de todo o sangue diluido em 95 vo-
lumes d’agua physiologica, as cellulas tendo sido previa-
mente lavadas por centrifugagdo com serum artificial.

Noés, tendo em vista utilizar uma quantidade mais
constante de globulos usamos a diluigdo a 5°/, do sedi-
mento centrifugado até a constancia de volume o que é
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facil de obter, conservando sempre no centrifugador'a mes-
ma velocidade e egual espago de tempo.

A riqueza globular, como dissemos nZo sé varia de
um carneiro para outro, porém, no mesmo animal que
com as puncgdes repetidas, vae-se tornando anemico.

Ainda a este respeito deve-se contar com a resisten-
cia a hemolyse que ndo é egual nos diversos carneiros.

Ottenberg e Hopkins, Leredde e Rubinstein fazem
della mengio; David Haller por trabalhos experimentaes
mostra differencas de resultados com um mesmo séro de-
vidas unicamente a esse factor.

Noés para evitar tal causa de erro, seguimos a opiniio
de Ottenberg, utilizando sempre 2 animaes conhecidos
emquanto isso é possivel.

A este respeito apenas diz o Sr. Mar¢al usar globu-
los de carneiro diluidos a 5°/,, sem informar de que modo
faz essa diluigio.

Eis o que de mais importante e em linhas geraes
poderiamos dizer sobre « regularizacdo do systema hemo-
~ lytico e, continuando a apreciacio que vamos fazendo
| passaremos ao estudo do

ANTIGENO

De todos os pontos da reagio de Wassermann é o
que talvez mais tem sido discutido.

Divergem os autores ndo sémente na sua qualidade,
porém, para um mesmo antigeno na ddse a utilizar.

Limitando-nos ao assumpto que nos occupa, na des-
cripgdo feita pelo Sr. Marcal apenas encontramos como
indicagGes a este respeito que usa um antigeno preparado
com figado de feto syphilitico em uma ddse por si sé nio
anticomplementar.

Entretanto pelo facto de usar um testemunho com
ddése dupla e por outros pontos de sua technica, julgamos
que como na de Wassermann adopte metade da dése por
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si s6 nio autoinhibitoria. Porém, quanto a especie desse
extracto, se aquoso, alcoolico, acetonico nido podemos saber

Nés empregamos o extracto de figado de feto heredo-
syphilitico ou nio, dando no emtanto preferencia aos pri-
meiros por obtermos com elles melhores antigenos.

Ao mesmo tempo preferimos déses mais elevadas,
compensando-as por uma maior quantidade de comple-
mento como anteriormente foi dito.

Voltamos a esta questdo por serem de opinido alguns
serologistas entre os quaes Ottenberg que essa pratica lon-
ge de levar a uma maijor sensibilidade da reagdo antes
£ nociva.

Assim o referido autor julga de suas experiencias.
que por este modo de proceder certas reagdes positivas
fracas serdo perdidas devido ao excesso de complemento,
acima de uma certa dése o antigeno ganhando em poder
anticomplementar, porém, ndo em effeito antigenico, 1. &,
especifico.

Ao mesmo tempo fixagdes ndo especificas poderiam
ser obtidas. '

A isto podemos contrapor a experiencia quotidiana
que nos mostra o acerto de 1n0sso procedimento; de ou-
tro lado nio nos utilizamos de ddéses capazes de dar re-
sultados positivos com séros ndo lueticos como o pode-
mos saber pelas titulagens experimentaes que sempre fa-
zemos antes de pér um antigeno em uso.

E se experimentando com soros positivos diluidos,
poude Ottenberg verificar a permanencia de fixacdo em
maiores dilui¢des, usando de pequenas ddses de antigeno
a ellas sendo adoptada a de complemento, nds por outro
lado tambem temos observade o facto inverso.

A respeito encontram-se excellentes exemplos no tra-
balho j4 varias vezes por nés citado de R. Geyer e G. Riedel.

Essa discordancia deve repousar na diversidade dos
methodos empregados e para o nosso o systemaque ado-
ptamos tem-se verificado ser o mais conveniente,
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VOLUME DA REACAO

Deixando de lado o que concerne 4s titulagens e re-
gularizagdo dos constituintes chama-nos desde logo a at-
tencdo o facto de no processo utilizado pelo Sr. Margal
nao ser logo na primeira incubagio egual o volume em
todos os tubos. Assim para o primeiro, quinto e teste-
munho do antigeno elle é de 1,4cc, no segundo e tercei-
1o 1,3cc, attingindo no quarto e testemunho do’ comple-
mento apenas 1,2cc,

Ora, sabendo-se que a actividade do complemento
varia com sua concentragio, julgamos que seria mais cor-
recto praticar essa regularizagio de volume desde o inicio
como alias costumamos fazer,

Quanto 4 diversidade dos volumes totaes entre um e
outro processo desde que sejam conservados os mesmos
nas titulagens, a nenlinma causa de erro podem levar-
apenas em nossa technica sendo elle menor, obtemos e co
nomia de tempo e de trabalho como ji mencionamos.

TESTEMUNHOS

No do sbro a examinar usa o senhor Margal o do-
bro da dose maxima, como precaugio para avaliar seu
poder auto-inhibitorio, devendo elle permanecer hemoly-
sado. E’ uma boa pratica, pois, possuindo o dito soro
um poder anticomplementar fraco este assim mais facil-
mente revelar-se-4. _

Porém, no caso da existencia de hemolysinas natu-
raes, a hemolyse nelle serd tambem muito mais rapida e
poderd dar uma idéa falsa de negatividade da reacdo j4
que a leitura sé vae ser feita no fim de duas horas.

N&o nos consta que sejam retiradas previamente essas
hemolysinas, pois, sebre isso nada diz o autor.

Noés preferimos nesse tubo conservar a dése maxima
usada, 0,2.

Poderia, é verdade, j4 que nesse tubo tambem con
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servamos a mesma dése de complemento, acontecer que
nelle nio sendo presente o poder anticomplementar do
antigeno, o excesso de alexina fizesse passar desaperce-
bida uma acdo antoinhibitoria fraca do sbro, de modo
que nos tubos de reagdo iriamos ter uma turvagdo le-
vissima, dando-lhe um aspecto fracamente positivo.

Porém observando o decorrer da reacgdo, um retar-
damento na hemolyse do tubo testemunho jd é o suffi-
‘ciente para nos pdr de sobreavizo e levar em conta a in-
tervencdo desse factor.

E’' uma questio inteiramente de pratica, applicando-
se aqui muito bem o que dizem varios autores de mais
valer o homem do que o processo por elle empregado.

O ideal naturalmente seria retirar as hemolysinas de
todos os soros, usando para o testemunho do soro sus-
peito uma dose propria de complemento. E’ isto no em-
tanto um requinte de technica incompativel com a fei¢do
pratica que procuramos dar ao nosso methodo.

Os testemunhos do antigeno, complemento, amboce-
ptor e agua physiologica julgamos poder dispensal-os,
tendo sido todos estes elethentos verificados nas titulagens
que fazemos antes de imiciar as reagoes.

O SORO DE LEITE

Eni seu preparo seguimos exactamente as indicagdes
do autor, isto é, retirar as gorduras por centrifugagdo e
lavagem com ether de petroleo, Desse modo consegui-
mos obter soros limpidos, levemente opalinos.

Julga o Sr. Margal que, sendo elle desprovido de
complemento é dispensavel sua inactivagdo o que traria
a vantagem de poupar a 1/2 hora necessaria para essa
operagao.

Em primeiro logar temos a assignalar que essa eco-
nomia de tempo absolutamente ndo ¢ verdadeira.



— 39 _

Pelo contrario para que o desengorduramento seja
perfeito é necessaria centrifugagio para 8-10cc de leite
por 15-20 minutos, decantagdo cuidadosa do séro obtido
e agitagdo com 2-3 vezes seu volume de ether de petroleo
ao menos durante meia hora.

Uma e meia a duas horas de espera sio ainda dis- .
pendidas para que a separa¢io do sbro purificado se faca;
uma nova centrifuga¢io scndo util afim de verificar a
ausencia absoluta de gorduras que se existirem, exigirdo
nova lavagem.

Nao sé o tempo gasto com todas estas manipulagdeS
¢ muito maior que o exigido para a inactivacio dum
soro sanguineo, mas tambem o trabalho é excessivamente
augmentado.

Por ahi j4 se vé& que o séro de leite nio & tio pra-
tico para a R. W, como o diz o Sr. Mareal, _

Doutro lado a inactivagio nio tem unicamente por
fim a destruicio do complemento, seu papel principal
mesmo nio é esse.

A alexina. existente nos sdéros humanos ¢ as vezes em
tdo fraca proporgio que nio perturbaria gravemente a
reagao, outrotanto nio se dd com as substancias anti-
complementares que pelo aqaecimento a 56° durante meia
Lora sdo destruidas na sua quasi totalidade,

E’ perfeitamente conhecido o forte poder inhibitorio
dos soros ndo aquecidos e que como o demonstraram
Seligman e Pincus sio capazes de levar 4 falsas reagdes
positivas.

C que acabamos de affirmar applica-se tambem ao
soro de leite como o podemos verificar por nossas obser-
vagaoes,

Ainda diz o Sr. Margal que a reagdo perfeitamente
se procede no simples séro de leite, contendo sufficientes
gordaras para sobrenadarem, permittindo a leitura do re-
sultado pelo aspecto do liquido sub-jacente.
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Ninguem ignora o poder anticomplementar dos soros
lipemicos e as difficuldades que por essa propriedade
causam ao serologista na apreciagao de seu valor impe-
diente especifico.

E nesses sbros a quantidade de gorduras existentes
¢ sensivelmente menor do que num sbéro lacteo nas con
digdes de que nos falla o autor,

Se reacdes negativas foram conseguidas com seu uso
sé6 podem ser attribuidas a um grande excesso de com-
plemento ou de hemolysinas ou a uma leitura incorrecta
do resultado obtido.

No capitulo seguinte consideragdes mais detaihadas
faremos a este respeito.

LEITURA DA REAGAO

Tem sido a preoccupagdo da maior parte dos pesqui-
sadores fazer da R. W. ndo somente uma reagio quali-
tativa, mas tambem quantitativa, de modo que pelo grdo
de hemolyse obtida se possa calcular o valor impediente
do sbro examinado o que para a interpretagao clinica ¢
de real importancia, .

Sendo a Wassermann uma reacio entre 3 substan-
cias: antigeno, serum ¢ complemento, é natural que se
tenha procurado fazer esta avaliagio por modificagbes na
dése usada destas substancias.

Citron que foi umdos primeiros a adoptar estas idéas,
servia-se de dois tubos, um contendo déses completas de
antigeno e sdro suspeito, o outro sua metade.

Thomsen, Boas e alguns mais observadores usaram
déses decrescentes do sdro a examinar; Sormani parece
ter sido o primeiro a utilizar as doses decrescentes de
antigeno, o mesmo podendo dizer-se de Browning e Mc-
Kenzie quanto 4s doses crescentes de complemento no
que foram seguidos por Calmette e Massol, Besredka,
Stern etc,
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Todos estes methodos fornecem resultados mais ou
menos comparaveis quanto ao seu valor pratico, nds como
vimos, damos preferencia ao uso de doses crescentes de
soro, guardando fixas as de antigeno e complemento.

O Sr. Margal usa além dos dous tubos indicados por
Citron outros dois como no processo de Wassermann-
Meyer, contendo dose completa de antigeno para meia de
soro e inversamente, naturalmente com o fim de melhor
poder avaliar a intensidade da reac3o. '

A relagdo, porém, de sua leitura fal-a de modo insuf-
ficiente j4 que se contenta em assignalar :

Reagdo positiva ______________ se houve inhibicdo
« negativa _____________._ ¢ « hemolyse

considerando para ligeira hemolyse, a reacio fracamente
positiva.

Essa expressio de ligeira hemolyse pouco ou quasi
nada indica; como a comprehendemos, seria o caso em
que predominando sobretudo o impedimento, se mnotasse
apenas uma leve coloragdo do liquido.

Toda vez que um grao mais accentuado de hemolyse
exista a reagdo sera, pois, considerada negativa.

Por esse modo de interpretacic deixam de existir
para o Sr. Margal todas aquellas reagdes transitorias cujo
valor clinico éas vezes precioso e para obten¢do das quaes
tantos cuidados tem tido os diversos serologistas em aper-
feicoar cada vez mais seus methodos de exame, experi-
mentando novos antigenos e dando maior rigor as titu-
lagens.

Julgamos achar a razio de seu proceder na pouca
sensibilidade do processo que usa o qual falho como a
demonstramos, para as proprias reagdes francas, nas le-
ves ndo permitte seguranga sufficiente para tel-as em con-
sideragio,

Nos trabalhando com maior exactidio, pensamos ser
nosso dever confiar ao clinico os resultados a que chega-

|
i
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mos, indicando lhe por extenso e de forma comprenensi-
vel o grdo de impedimento do séro que mnos confiou ao
exame. ey A e
" Nio nos queremos attribuir o direito de proclamar
negativa uma reagdo em que alguma cousa mais ha e
s6 elle poderd dar o valor devido a essa inhibi¢do par-
cial.

~ Eis, senhores professores, os motivos porque preferi-
mos nosso methodo ao utilizado por 10sso predecessor no

presente estudo.



CAPITULO III

A. R. W. no soro de leite

Compromettemo-nos a estudar em nosso trabalho a pra-
tica da reacio de Wassermann no soro de leite, tendo-nos até
agora unicamente occupado com a descripcao dos methodos
empregados pelo autor do estudo original e por nos.

Esse addendo poderia parecer inutil, julgamol-o entretanto
indispensavel para bem se poder comparar os resultados alias
discordantes, obtidos por ambos os pesquizadores.

E’ assim que apresentou o Sr. Marcal 13 observacdes nas
quaes era exacta a concordancia para as rea¢bes praticadas com
os soros sanguineo e lacteo da mesma paciente:

Nove negativas francas, quatro positivas das quaes uma
(n.° 4), francamente positiva a principio, tornou-se fraca apos
alguns mezes de tratamento especifico.

Nos tivemos occasiao de examinar 54 soros de leite, nu-
mero bem limitado a que fomos no emtanto obrigados a nos
restringir pela falta absoluta de tempo.

Sempre que nos foi possivel praticamos as reacgdes com
os dois soros, sanguineo e lacteo, na mesma sessao, com 0 mes-
mo material afim de evitar que uma possivel differenca no
ajustamento dos constituintes nao podesse ser accusada como
responsavel por uma divergencia qualquer nos resultados.

Eis em detalhe nossas



OBSERVAGCOES

OBSERVACAO N.° 1

Hortencia G... (Pap. 1819).
Brazileira, 34 annos, cor branca, casada, multipara.

R. W,
No sangue: 000
No leite: O
OBSERVACAQ N.° 2

Celina F... (Pap. 1619).

Brazileira, 25 annos, cor branca, solteira, multipara.

R. W.
No sangue: O

No leite: + 4 —F—

OBSERVACAO N.* 3

Suzanna F ... (Pap.? n.° de ordem 80)
Brazileira, 24 annos, cor mixta, casada, primipara.
R. W.

No sangue: 000

No leite: .

OBSERVACAO N.° 4
Maria F. R ... (Pap. 2.133)

Brazileira, 21 annos, cor mixta, solteira, primipara.
R. W.

No sangue: +.—+ 0

No leite: +.+ 0
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OBSERVACAO N=* 5§

Carolina da S... (Pap. 2.243)
Brazileira, 21 annos, cor branca, solteira.

R. W.
No sangue: 0 -+
No leite: 4.+ 0

Inhibi¢do bem accentuada no test. com 0,4 de soro lacteo
e que se pode traduzir por *0*

OBSERVACAO N~ 6

Albertina S. (Pap. 2.158)
Brazileira, 20 annos, cor preta, solteira, primipara.

R. W.
No sangue: 000

No leite: +o
OBSERVACAO N.° 7 PR
S/ 4
Felicia B... (Pap. 1.945) f‘*(
Brazileira, 20 annos, cor preta, solteira, primipa@. 3

R. W. <\ /7
No sangue:000 FA\

No leite: 000 Qéh_;} ,

OBSERVACAO N.° 8

Rosalina R... (Pap. 2.138)
Brazileira, 30 annos, cor branca, casacfa, multipara.
R. W.

No sangue: 0 4

No leite: + 0

Soro de leite pobre em gorduras; impedimento mesmo no
test. com 0,2 : *0*

/..;» o -
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el
OBSERVACAO N.° 9

Othilia S ... (Pap. 2.304)

Brazileira, 18 annos, cor branca, solteira, primipara.

R. W.

No sangue: 000
No leite: +. 40

So6ro de leite rico em gorduras ; impedimento no test.

:0+0

OBSERVACAO N.° 10

Acacia S. dos S.
Brazileira, 30 annos, cor mixta, casada, multipara.

R. W.

No sangue: 0+

No leite: +o .
Levissimo impedimento no test. 0.4 :.0.

OBSERVACAO N.° 11

Cantalina M ... (Pap. 881)
Brazileira, 20 annos, indiatica, solteira, primipara.

R. W.

No sangue: +o
No leite : +0+4
Impedimento test. 0,4 : *0*

OBSERVACAO N. 12

Eulalia A. da S... (Pap. 2.215)
Brazileira, 20 annos, cor preta, viuva, multipara.
R. W.

No sangue: +0

No leite : 4+ +.+40
Impedimento test. 0,4 :*0*
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OBSERVACAO N.° 13

Adelaide da S... (Pap. 1.981)
Brazileira, 17 annos, cor mixta, solteira, primipara.
R. W.

No sangue: 000

No leite : 0%

OBSERVACAO N~ 14
Joanna S ... (Pap. 2.451)

Allema, 22 annos, cor branca, solteira, primipara.
R. W.

No sangue: 000

No leite: O.

OBSERVACAO N.° 15

Clarinda C... (Pap. 2434)
Brazileira, 37 annos, cér branca, casada, multipara
R. W.
No sangue: 0.
No leite : 0%
Impedimento test. 0,4 : *Q%*

OBSERVACAO N.° 16

Albertina da S... (Pap. 2.170)
Brazileira, 22 annos, cér branca, primipara.
R. W.

No sangue: 0.

No leite: O.

OBSERVACAO N. 17

Theodora O ... (Pap. 2.522)
Brazileira, 20 annos, cor mixta, solteira, multipara.

R. W.
No sangue: 4. 4o
No leite: O.
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OBSERVACAO N. 18

Maria C. de C... (Pap. 2.546).

Brazileira, 25 annos, cor mixta, solteira, multipara.
" R. 'W.

No sangue: 000
No leite: 000

OBSERVACAO N. 19

B. (Clinica civil do Dr. C. Geyer.)
R. W.

No sangue: 4 4 4
No leite: O

Como pela primeira vez fizessemos a reacdo no leite
alguns mezes apdés a do sangue, resolvemos repetil-as em uma
unica sessio, obtendo resultado identico. Um tubo testemunha
com dése dupla de soro de leite e sem soro hemolytico manteve-
se em inhibicao completa.

OBSERVACAO N.° 20

Albertina de O ... (Pap. 2.563)

Brazileira, 19 annos, cor mixta, solteira, primipara.
R. W.
No sangue: O.

No leite: O*
Reaccio praticada com soéro soémente centrifugado: .0.

OBSERVACAO N.° 21

Rosalina dos S... (Pap. 2.614)
Brazileira, 24 annos, cOr mixta, solteira, multipara. .

R. W.

No sangue: +o0
No leite: —4.
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OBSERVACAO N.° 22

Sansa P ... (Pap.?)
Brazileira, 19 annos, branca, solteira, primipara.
R. W.
No sangue: 000
No. leite: 401
Reacgao no leite sémente centrifugado: .0.
Impedimento test. 0,2 do leite lavado com ether : *0%

OBSERVACAO N.° 23

Noemia M... (Pap. 2.615)

Brazileira, 25 annos, cor branca, solteira, primipara
No sangue: 000
No leite: O*

Impedimento no test. 0,4 : *0*

OBSERVACAO N.° 24
Maria C... (Pap. 2.704)

Brazileira, 27 annos, cor mixta, solteira, multipara.
R. W.
No sangue: 4. 4o

No leite: 0*
) g
OBSERVACAO N.° 25 af;"';,-*“
Alvina V... (Pap. 2.702) /0 |

Brazileira, 33 annos, cor mixta, casada, multiparay |
R. W. > {
No sangue: 000 “é

No leite: 40

OBSERVACAO N.° 26

M. (Clinica civil do Dr. C. Geyer)
- R. W.

No sangue: 000

No leite: 000
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OBSERVACAO N.° 27

Elizia I. M ... (Pap. 2.457)
Brazileira, 18 annos, cor mixta, solteira, primipara.
R. W.

No sangue: 0+

No leite : *0*

OBSERVACAO N.° 28

Maria V. P... (Pap. 2.681)

Brazileira, 31 annos, cor mixta, solteira, primipara.

R. W..

No sangue: 4+ 4+ 4
No leite: +0

OBSERVACAO N.° 29

Justina M. M ... (Pap. 2.781)

Brazileira, 21 annos, cor branca, casada, primipara.

R. W.
No sangue: 000
No leite: 0*

OBSERVACAO N.° 30

Maria A. da S... (Pap. 2.780)
Brazileira, 24 annos, cor branca, casada, multipara
R. W.

No sangue: O

No leite: +0

OBSERVACAO N.* 31

Izaltina V. dos S... (Pap. 2.809)
Brazileira, 17 annos, cOr branca, solteira, primipara
R. W.

No sangue: 000

No leite: 0*

-
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OBSERVACAO N.° 32

Wanda R... (Pap. 2.873)
Russa, 43 annos, branca, multipara.
R. W.

No sangue: 000

No leite: O.

OBSERVACAO N.° 33

Clara dos S... (Pap. 2.892)

Brazileira, 19 annos, cor mixta, solteira, primipara {
No sangue: 0.
No leite: -0

Impedimento test. 0,4:.0.

OBSERVACAO N.° 34
Alzira B ... (Pap. 2.888)

Brazileira, 14 annos, cor mixta, solteira, primipara
R. W.

No sangue: 000
No leite: 000
Impedimento test. 0,4: .0.

OBSERVACAO N.° 35
Sophia C... (VL.® seccio; pap.?)

No sangue: +o0-o0 4 PP

No leite: 44
Impedimento test. 0,4 : .0. | i

R.W. . EN A 1

OBSERVACAO N.° 36

Maria das Dores R... (Pap. 2.758) !
Brazileira, 20 annos, cor mixta, solteira, primipara.

R. W. ’
' No sangue: + -+ 4 '
No leite: O*
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OBSERVACAO N.° 37

Izabel da S ... (Pap. 2.710)
Brazileira, 25 annos, cor preta, casada, multipara
R. W.

- No sangue: O.

No leite: 000

OBSERVACAO N.° 38

Izabel L... (Pap. 2.364)
Brazileira, 22 annos, cor branca, viuva, multipara.
R. W.

No sangue: 0

No leite: 000

Impedimento insignificante no test. 0,2: 0.

OBSERVACAO N.° 39

Othilia M. (Pap. 2.997)
Brazileira, 19 annos, cor mixta, solteira, primipara.
R. W.

No sangue O.

No leite: 000

OBSERVACAO N.° 40

Braulia de O ... (Pap. 3.004)
Brazileira, 19 annos, cor mixta, solteira, primipara.
R. W.

No sangue: 000

No leite: 0*

OBSERVACAO N.° 41

Magdalena B ... (Pap. 2.934)

Italiana, 42 annos, cor branca, casada, multipara
No sangue: 000
No leite: 0
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OBSERVAGCAO N.° 42

Rosalina L. de A ... (Pap. 3.007)
Brazileira, 24 annos, cor branca, viuva, primipara
R. W.

No sangue: 000

No leite: O*

OBSERVACAO N.° 43
Idalina G... (Pap. 3.086)

Brazileira, 27 annos, cor mixta, solteira, primipara
R.W.

No sangue: O.
No leite: 04
; OBSERVACAO N.° 44
Natalia G. da S... (Pap. 3.098)

Brazileira, 18 annos, cor mixta, solteira, primipara

R. W. o
No sangue: 000 g
No leite: +0 -

*a

OBSERVACAO N.° 45 )

Geraldina R ... (Pap. 3.129)
Brazileira, 20 annos, cor mixta, casada, multipara
R. W.
No sangue: 000
No leite: -+. 0
Impedimento no test. 0,2 : .0.

OBSERVACAQO N.° 46

L. .. (VL* seccio)
Brazileira, preta, 21 annos, solteira, primipara
R. W.

No sangue: +0-+40

No leite: 40
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OBSERVACAO N.° 47

Francisca J... (Ambulatorio da VI.* secgio)
ITtaliana, 27 annos, cor branca, casada, multipara
R. W.

No sangue:000
No leite: 000

OBSERVACAO N. 48

Maria L. dos S... (Pap. 3.225)
Brazileira, 19 annos, cor branca, solteira, primipara

R. W.

No sangue: + - +
No leite: +0 +0

OBSERVACAO N.° 49

Geraldina R. de O... (Pap. 3.139)
Brazileira, 28 annos, cor mixta, casada, multipara.
R. W.

No sangue: +o

No leite: 4+0 ==

OBSERVACAO N.° 50

X. (Caso fornecido por nosso collega J. F. Barboza)
Brazileira, 40 annos, cor branca, viuva, multipara.
R. W.
No sangue: 4o
No leite: +0
Impedimento .0. no test. 0,2 do so6ro lavado com ether de
petroleo, hemolyse completa no simplesmente centrifugado.

OBSERVACAO N.° 51
Maria do C. L... (Pap. 3.280)

Brazileira, 20 annos, cor branca, casada, multipara

R. W.
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No sangue: 4-o0
No leite: O*
Maior impedimento nos testemunhos do séro lavado com
ether de petroleo do que nos do simplesmente centrifugado.

OBSERVACAO N.° 52

Matieta P. da S... (Pap. 3:299)
Brazileira, 14 annos, cor preta, solteira, primipara.
R. W.

No sangue: 000

No leite: O*

OBSERVACAO N.° 53

Joanna de P ... (Pap. 3.250)

R. W.
No sangue: O*
No leite: 0*

OBSERVACAQO N.° 54

Brazileira, 18 annos, cOr mixta, solteira, primipara
R. W.

No sangue: . 4o

No leite: +0

Conservamos na pratica dessas reacdes, a exemplo do Sr.
Marcal, um tubo testemunho do soro de leite com 0,4 no qual,
ao contrario do que vimos em seu trabalho escripto, nem sempre
obtivemos hemolyse completa.

- Por varias vezes assignalamos este facto na relacdo de
nossas observacoes, nao sendo fora de proposito dizer que na
apreciacio dos resultados sempre demos o desconto devido a
essa inhibicdo.

Brazileira, 20 annos, cor branca, casada, multipara. ¢ MEDIC

Maria da S. de S... (Pap, 3.317) TN
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Quanto ao preparo do séro de leite como ji temos dito,
seguimos exactamente as indicacdes do senhor Marcal, nio
deixando no emtanto de experimentar a depuracio das gordu-
ras unicamente pela simples centrifugacio, repetindo-a e decan-
tando o soro obtido até ellas ndo mais apparecerem na super-
ficie do liquido.

Assim procedendo obtivemos bons resultados, particular-
mente hemolyse mais constante no testemunho de 04 o que
julgamos devido 4 ausencia da ac¢io inhibitoria do ether de
petroleo.

Com effeito, quando com este dissolvente a que foi dada
preferencia por ndo ser autohemolysante, trata-se um séro san-
guineo normal como se féra um soro de leite, em vez da hemo-
lyse absoluta (000) obtem-se sempre um certo impedimento
(0. a 0%).

Experimentamos tambem aquecer o so6ro lacteo a 56°
durante meia hora e uma diminuigio notavel de seu poder anti-
complementar foi conseguida.

Nao levamos no emtanto em conta estas modificacdes das
quaes pela exiguidade do tempo que dispunhamos, poucas vezes
tivemos occasido de fazer uso; uma cousa, porém, podemos
deixar registrada, que é a permanencia de desegualdade nos
resultados.

Como affirmasse o autor do trabalho original, processar-
se bem a reacdo mesmo nos séros em que restavam gorduras
sufficientes para sobrenadar nos tubos, apezar de convencidos
do contrario uma vez tentamos reproduzir sua prova.

Tomamos 2 soros de leite, um (Obs. n.° 8) correspondente
a um sangue tendo dado reac¢io positiva muito fraca (0+) e
outro a um sangue normal 000 (Obs. n.° 9)).

No primeiro propositalmente deixamos uma proporcao fra-
ca de gorduras, no segundo uma mais forte:; o effeito desta
experiencia foi conseguirmos maior hemolyse no soéro em que
havia menos gorduras e a reacio do sangue era positiva, respe-
ctivamente 40 e4-.-40

Até agdra temo-nos servido quer em nossas titulagens quer
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na relacio dos resultados de nossas observagdes de signaes con-
vencionaes que julgamos sera facil ao leitor interpretar, saben-
do que por -+ queremos designar impedimento e por O hemo-
lyse total, accrescentando-lhes o,* e. para indicar os termos
de transicao.

Com o fim de facilitar-lhes a comprehensao aqui damos
uma lista dos principaes:

-+ Inhibicao total

. ” quasi total
o-+o ” com tracos de hemolyse
040 ” com hemolyse accentuada
-+ 04 Hemolyse com inhibi¢do accentuada
Ok ” com turvagao leve

0. ” com turvac¢iao muito leve

0 ” total |

Suas combinagdes sendo facilmente comprehensiveis, nao
necessitam maior esclarecimento.




Conclusdes

Resumindo os resultados colhidos por C. Marcal em seu
trabalho, pode-se dizer ter elle chegado as conclusdes seguintes:

O emprego do soro de leite apresenta sobre o do sanguineo
as vantagens de ser de mais facil colheita, ndo possuir substan-
cias hemolyticas e simplificar a technica da reacao, pois, sendo
desprovido de complemento a inactivacdo € dispensavel. Em-
fim, vista a uniformidade de resultados obtidos para o mesmo
individuo em um e outro séros, deve-se dar-lhe preferencia
toda vez que se tratar de uma lactante. “O soro de leite é um
meio pratico para a reacio de Wassermann — sao suas pala-
vras.” ‘

Estamos promptos em concordar qual{to a maior facilidade
da colheita de material, a punc¢io venosa nem sempre sendo
facil e as mais das vezes repugnando & paciente.

Do mesmo modo quanto a ausencia de substancias hemoly-
ticas e complemento, porém, d’ahi abster-se da inactivacao nao
julgamos procedimento correcto pelas razbes que acima tivemos
occasido de expor.

Ainda admittindo nao ser necessaria a inactivagao, nem
por isso consegue-se vantagem alguma, pois, como vimos, para
obter um sbéro de leite em condicdes 2 horas na media sio
dispendidas com muito mais trabalho que o de collocar o soro
sanguineo em um tubo e deixal-o por 30 minutos num banho-
maria regulado a 56°.

Por outro lado n3o encontramos a concordancia assignalada
pelo Sr. Marcgal.

De nossas 54 observacdes antes podemos julgar nao apre-
sentar o soro reacdo praticada com o leite especificidade algu-
ma; assim para 3 casos em que alias tratava-se de pacientes
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clinicamente reconhecidas lueticas, emquanto no sangue obti-
nha-se reacao francamente positiva 4 4 4, no leite ella era
negativa ou positiva muito fraca (Obs. 19, 28, 36), as negativas
com o sangue e fraca ou nitidamente positivas no leite ainda
sao em maior numero (18).

No decurso de nosso trabalho podemos apreciar.a existen-
cia na maioria dos soros lacteos de uma substancia qualquer,
fixadora do complemento.

Anticorpo especifico ndo nos inclinamos a crer que seja,
antes productos metabolicos eliminados por essa via.

Famulener alids aventara essa idéa para o caso particular
do leite de mulheres syphiliticas em que julgava assumpto nao
resolvido, a existencia dos anticorpos assignalados por Thomsen
e outros observadores.

Sobre esta questao da pratica da R. W. com o soro de leite
nao pretendemos absolutamente ter dado a ultima palavra; ob-
servacoes mais numerosas e acuradas, fazendo variar os metho-
dos de exame para tal seriam necessarias. Isso deixamos ao
cargo de pesquizadores com maior preparo do que o autor
deste modesto trabalho que o apresenta apenas como uma con-
tribuicao ao seu estudo.

Em resumo:

1. — O emprego do soro de leite na reacao de Wasser-
mann nao é um processo pratico. Sua preparacdo muito mais
trabalhosa e demorada nao compensa as difficuldades que bem
raramente se encontram na colheita do sangue.

2.° + Nossas observacoes pessoaes as mais das vezes for-
necem resultados em desaccordo com os da reacao praticada
com o sOro sanguineo e com a clinica.

Eis um quadro synoptico do que vimos de dizer:

Egual grao de hemolyse em ambos 0S SOTOS....oocvcroerrce 7 casos
Hemolyse mais accentuada com 0 lette.ce 16 casos
Hemolyse mais accentuada com o sangue............ 31 casos

3. — Nao vemos motivo algum para preferir o uso do

soro de leite ao sanguineo.



ADDENDO

'—_

Nosso trabalho impresso em época anormal encerra

muitos erros typographicos que o leitor intelligente sabera
. relevar,




