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Sao até certo ponto discordantes os
resultados oblidos por differentes pesquil-
zadores quanto ao titulo e as oscillacdes
que pode apresentar a alexina no soro
dos individuos normaes. Todavia, segun-
do Hayden (1), Leschly (2), Lange (3),
Brinkmann (4) e Goldner (5), € muito
constante o teor em alexina d’esses sOros.
A causa, a nosso ver, das divergencias
assignaladas pode provir, em primeiro
logar, da existencia no soéro dos indivi-
duos normaes de substancias anti-com-
plementares, como as que se observam
apos as refeicdoes copiosas de gorduras;
em segundo logar, do empreco de uma
technica de dosagem nem Sempre uni-
forme e, finalmente, do esquecimento mo-
mentaneo de que a alexina humana é
exiremamente labil, sobretudo quando di-
lutda em soro physiologico.

Aclualmente, a hypothese da plura-
lidade da alexina estd posta & margem,
sendo acceita por todos os auctores,

(*) Recebido para publicagdo a 16 de Janeiro de
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(quasi sem excepcdo, a opinido sustentada
por Bordet segundo a qual essa substan-
cia, embora complexa, ¢ uma e unica
€ com maior ou menor capacidade de

adhesdo para os mais variados comple-

xos antigeno-anticorpo. Dahi resulta que
qualquer d'esses complexos pode servir
para dosal-a, o que, de regra, se faz com
0s complexos hemolyticos que offerecem
simplicidade de technica, rapidez e fa-
cilidade na leitura dos resultados. E in-
dispensavel, porém, para que sejam com-
paraveis os resultados, usar rigorosa-
menfe o mesmo complexo nas mesmas
condicoes de adhesio para a alexina.

De um modo geral o antigeno a em-
pregar deve ser fortemente sensibilizado
por um excesso de anticorpo e, Si se
quer determinar entre estreitos limites
0 tedr minimo de alexina de um soro
dado, deve-se empregar uma quantidade
reduzida de complexo antigeno-anticorpo
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de tal modo escolhida que nf#o preju-
dique a boéa leitura dos resultados.

A 1mportancia d'estas consideracdes
¢ fundamental para a dosagem da alexi-
na, pols sO ellas explicam as enormes
differencas encontradas por varios auc-
lores.

Com ser de considerar. em vista da

quantidade variavel de hemolysinas nor-

maes nos soros humanos, o grio de
sensibilisaciio do anligeno 1 nio apresen-
la a mesma imporlancia que a quanti-
dade de anfigeno sensibilizado na reac-

c¢do. Com effeito, a mesma quantidade de
clobulos sensibilizados, ou seja 1 ¢. c

da emulsio a 2,5 9%, em presenca de 4
unidades hemolysantes ou de 40, dari
para o mesmo Ssoro humano fresco va-
lores sensivelmente ecguaes a 0,07 e a
0,06 c. c., respectivamente, de alexina.
Ao conlrario, si se variar a quantidade
dos globulos sensibilizados do simples
ao dobro, por exemplo, empregando-se o
mesmo volume de globulos a 2509 e
oglobulos a 5 9, sensibilizados ambos
pela mesma quantidade relativa de he-
molysinas, isto €, cada qual com 40 uni-
dades hemolysantes, encontram-se para
0 mesmo, Soros valores taes como 0,06
e 0.2 c. ¢ respectivamente (hemolyse to-
tal). Isto mostra nitidamente que a quan-
tidade de complemenlo capaz de produ-
zir a hemolyse total de um
qualquer é, até certo ponto, proporcional
a quantidade do antigeno sensibilizado 2.
‘Como é de prever o titulo da dosagem
varia menos quando a leitura ¢ feita
pela hemolyse parcial 20 envez da he-
molyse {otal. N’esse caso, com effello,
o lilulo em qualquer dos exemplos
apontados acima € sensivelmente o mes-
mo e, sl se desejasse apenas deferminar o
titulo absoluto em alexina, seria esse o
processo a recommendar. Perdem-se com

I Nas nossas observacoes encontramos valores com-

preendidos entre 5 e 160 unidades.
2 Vide Leschly, Zeitsch, f, Imm., vol. 24, pag. 499,
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elle, entretanto, outros aspeclos da reac-
cao da dosagem que tém importancia
para o estudo do soro dos amarellentos.
pois nos dois doentes que examinimos
no 1o dia de molestia a alteracio da
alexina era por assim dizer mais quali-
tativa que quantitativa: ausencia de he-
molyse {otal com 0.1 c¢. c. em 40 minutos,
mas hemolye parcial com 0,06 c. c. que
ao fim de duas horas chegou a se apre-

sentar quas! total mesmo n’esta ultima
dose.

Sendo ja discordantes os valores ob-
{idos quanio ao tedér da alexina nos so-
ros dos individuos normaes, ¢ de espe-
rar que o nio sejam menos oS que se re-
ferem aos das mais variadas mbolestias
€ (que, por isso, de um modo geral a do-
sagem da alexina ndo tenha tido até
agora a menor utilidade como methodo
de diagnostico. t

Elhrlich e Morgenroth (6) observa-
‘am forte diminuicio da alexina nos ani-
maes intoxicados pelo phosphoro e es-
ses resultados foram confirmados por va-
rios pesquizadores. Mettalnikoff (7) e
Ludke (8) encontraram diminuicdo da
alexina nas suppuracoes chronicas, Ber-
gmann e Kenthe (9) descreveram impe-
dimento da hemolyse nas uremijas, pyoe-
mias, seplicemias e molestias carcinoma-
tosas,

Bentivenga e Carini (10) acharam
o mesmo resultado nas defficiencias da
nutricio; Abbot ¢ Bergey (11) no enve-
nenamento pelo alcool; Sweet (12) na
diabetes experimental e Fassin (13) e
Muller (i4) na tyreoidectomia. Segundo
Nagelschmidt (15) ha diminuicio do po-
der hemolytico dos séros pela simples
accdo do frio, porém Tromsdorf (16) nido
0o observou nem pela accio do frio, da
fome, da fadiga, de sangrias repetidas,
do envencnamento pelo alcool ou pelo
opio mesmo quando oS animaes enfra-
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quecidos por essas formas entravam em
agonia,

Na gravidez a alexina ¢ normal (Lu-
dke 17). Para Moro e Polpeschnigg (18)
enconlra-se¢ augmentada nas molestias in-
feceiosas, [aes como febre typhoide,
pneumonta, e {uberculose, e consideram
mio o prognostico d’essas molestias
(qquando o contrario aconlece. Aben-Athar
(19) observou na peste bubonica a ale-
xina normal e sé na vespera ou anteves-
pera da morte uma baixa consideravel.
Na hemoglubinuria paroxistica Mever e
Emmerich (20). Moro e Noda (21) ob-
servam falta de complemento. Na escar-
latina Szimai (22) encontra a alexina
normal ou augmentada e s6 ao fim da
primejra semana ligeira diminuicio.

Incent (23) nota desapparicio da
alexina pela fadiga e Koch e Smith (24)
pela fome. Huntemuller (25) observou
diminuicio da alexina nos athletas apods
exerciclos sporlivos. Goldner (5), final-
mente, enconlra diminuicio de alexina
na molestia de Basedow, na anemia per-
niciosa, na alrophia amarella aguda do
figado, nas cirrhoses ¢ em alguns casos
de ictericias e de diabetes mellitus. Na
uremia observou, pelo contrario, um aug-
mento notavel de alexina.

Pensamos que os dados anteriores
nio podem ser acceifos sem reservas.
As technicas empregadas variam consi-
deravelmente; alguns auctores siio omis-
sos, outros nao dosam a alexina, mas o
poder hemolytico total do soro. Os tra-
balhos mais recentes attendem, em geral.
a necessidade de uma boéa sensibilizaciio
do antigeno, porém nenhum levou em
consideracao a quantidade de complexo
antigenico sensibilizado na reacciio o que
¢. como acima dissemos, o principal fac-
tor das divergencias observadas, e por
conseguinte, da major importancia si se
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ro de 19297 (26), assignalamos a conside-
ravel diminuicio da alexina ‘que se ob-
serva no soro fresco dos doentes de fe-
bre amarella entre o 40 e o 70 dia de
molestia, isto €, no periodo que succede
A crise de lemperatura 3. Posteriormente,
oracas & gentileza e boa vontade dos
clinicos e internos tanto do Hospital Os-
waldo Cruz como da enfermarija do iso-
lamento do Hospital S. Sebastido, pu-
demos fazer numerosas dosagens da
alexina quer em casos de febre ama-
rella grave, quer em formas benignas
ou mesmo .frustas e em casos mera-
mente suspeitos em que o diagnostico
clinico nido chegava a determinar de
modo- peremptorio a natureza da mo-
lestia. Os resultados entio obtidos foram
resumidamente apresentados a Sociedade
Brasileira de Biologia, sessio de 27 de
marco de 1929 (27), e sdo elles com o0s
commentarios indispensaveis que cons-
tituem o objeclo do presente trabalho.
lI'echnica. — A ' technica wusada foi
a da simples determinacio da quanti-
dade minima de soéro fresco do doente
capaz de determinar a hemolyse com-
pleta d'um systema hemolytico adequa-
do. Por commodidade servimo-nos do
svslema hemolytico habitualmente usa-
do na reaccio de Wassermann em quasi
todos os laboratorios, constituido por

globulos de carneiro e soro de coelho an-

ti-carneiro. Attendendo a que uma alla
porcentagem de soros humanos normaes
apresenta uma quantidade variavel de
sensibilizadoras hemolyticas para os glo-
bulos de carneiro, tivemos sempre o cui-
dado de empregar no systema hemo-
lytico um grande excesso de hemolysinas.,
ou sejam de 30 a 40 unidades dosadas
em presenca de 0,1 cc. de soro fresco de

cobaia. Todas as determijnacdes foram
feitas no volume de 4 cc. de liquido. Os

(querem obter valores comparaveis. globulos eram lavados quatro vezes com

—

. 2l = v o 755 1.4 3 Recentemente estas observacdes foram confirma-
Em communica 40 [elfa ¢ Veaaac : I
m Cag teita a Sociedade das por L. Salles Gomes. Arch. de Hyg. 1929, n. 2, p.

Brasileira de Biologia, em 27 de Feverei- | i1ss. 5
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agua physiologica e a solucio que nos
pareceu melhor era a 25 0,: della se
usava 1 cc. em cada tubo. O sangue dos
doentes, obtido por sangria da veia da
prega do cotovello, era transportado im-
mediatamente para o laboratorio, de
modo que bem poucas vezes mediou
mais de uma hora entre a sangria e a
dosagem, precaucdio indispensavel em
lace da grande labilidade da alexina. Os
sangues que niao coagulavam rapidamen-
te eram collocados ainda fluidos nos tu-
bos de centrifugaciio; via de regra, du-
ranteé a centrifugacio o plasma coagu-
lava dando facilmente um soro limpido.
Como era frequente esse contratempo e
tambem' para poupar o séro dos doentes,
as doses empregadas na reacciio, que nos
pareceram sufficientes, foram de 0.2 cc..
0,15 ce., 0.1 cc, 0,08 cc., 0,06 cc. e 0.04
eC:

Collocadas cssas quantidades em uma
serie de tubos, addicionava-se q. s. de
agua physiologica para completar 2 cc.:
a seguir addicionava-se 1 cc. da solucio
de globulos e depois 1 cc. do s6ro he-
molytico préviamente dosado (30 a 40
unidades). Levavam-se os tubos ao ba-
nho maria a 370 e apés 30 a 40 minutos
procedia-se 4 leitura dos resultados.

Em geral, com um tal systema os so-
ros normaes produzem hemblyse total
com (.06, alguns mesmo com 0,04. Na dose
de 0,2 cc. a hemolyse se faz em 3 a
5 minutos na dose de 0,1 cc. em' cerca
de 10 minutos. Nunca observamos soros
normaes em que ndo houvesse hemb-
lyse total com 0,08 € em nenhuma mo-
lestia examinada, inclusive a  malaria
(com excepcdo de 1 caso), deixou de
haver hemolyse total com 0,1 cc. a nio
ser na febre amarella. N’esta molestia
mesmo com 0.2 cc. ndo ha muitas ve-

zes nem {racos de hemolyse. Tomamos
como fracamente positiva para febre

amarella a reaccio em que ha hemo-
lyse com 0,15 e apenas hemolyse parcial
ou ausencia de hemolyse com 0,1 cc.
de sbro do doente; positiva a que dd
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hemolyse ou parcial ou total com 0.2 cc.
€ ausencia ou apenas tracos de hemolyse
com 0,15; fortemente positiva as que
nao dao hemolyse com 0.2 cc. ou dio
apenas fracos de hemolyse n’essa dose.

Todas as vezes em que procedemos
a dosagens da alexina em soros de doen-
tes fizemol-as acompanhar por uma do-
sagem da alexina de um soéro normal de
leor conhecido afim de estarmos bem
seguros do valor do systema hemoly-
tico empregado. Rarissimas vezes tive-
mos necessidade de verificar o poder an-
ticomplementar do séro a examinar, o
que podera ser tambem de alguma uti-
lidade, porque os séros dos doentes de
tebre amarella, como adeante veremos,
nao possuem propriedades anti-alexicas.

De accérdo com essa technica e com
o criferio que estabelecemos apresenta-
Imos, nas paginas 114 a 118, os resulta-
dos obtidos para a dosagem da alexina
nos doentes examinados.

EE—— e ——

Como se¢ vé desta lista em lodos os
casos clinicamente considerados como de
febre amarella nio se observou a hemo-
lyse total com 0,1 cc. de soro fresco de
doente, com excepcdo de um unico caso
em que o teor da alexina observado foi
normal, isto é 0,06. A dosagem foi repe-
tida no dia immediato com o mesmo re-
sultado. Vale pois a pena examinar com
maior cuidado este caso. Eis resumida-
mente a observacdio conforme a pape-
leta archivada:

P. F. N. Doente no. 55—Adoeceu no
dia 3 de Marco com dor de cabega, febre,
molesa no corpo. A’ noite vomitou claro.
Entrou no hospital no dia 5 apresentando
ligeira epigastralgia e ligeira ictericia ocu-
lar. N’esse dia tomou 60 cc. de soro de
cavallo anti-amarillico preparado no Insti-
tuto Oswaldo Cruz pelo Dr. H. Aragio.
No dia 6 recebeu mais 60 cc. d’esse sdro
subcutaneamente. No dia 7 apresentou al-
bumina na urina -+ 4~ 4-. A temperatura
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era de 4092 no dia que entrou: no dia 7,
em que foi feita a dosagem da alexina pela
primeira vez, a temperatura era de 38°; no
dia 8 em que se repetiu o exame, 370, Teve
alta curado em 14 de marco.

Como se vé, este caso € clinicamente
0 typo do caso benigno de febre ama-
rella e assim o consideramos nas pu-
blicacdes anterjores que fizemos. E’ ver-
dade que a albuminuria foi pouco in.
lensa e appareceu tardiamente, com
pouca significacio para o diagnostico
por ter recebido o doente nos dois dias
anteriores 120 cc. de séro de cavallo, o
que por si s6 poderia justificar o appa-
recimento de albuminuria. Todavia, pa-
receu-nos tambem possivel que essas in-
jeccoes de albumina extranha pudessem
ter produzido um augmento da alexina
no soro do doente, transformando uma
reaccio fracamente positiva em negativa,
uma vez que segundo Nolf (28) e Mul-
ler ndo s6 as injeccdes de plasma san-
guineo como de caldo aleurona, etc. em
doses massicas podem produzir um aug-
mento transitorio da alexina do soéro em
anlmaes de experiencia.

Recentemente, porém, por um feliz
acaso encontramos no laboratorio do Dr.
H. Aragdo o sOro d’esse doente colhido
dois mézes apds a molestia e conservado,
havia 6 mézes no frigorifico, ¢ pudemos
verificar o seu poder protector em Ma-
cacus rhesus:

M. rhesus no. 52, —Inoculado subcute-
neamente em 28-11-1929 com 2 cc. de soro
de P. F. N. e, em 29-11-929, com 0,5 cc.
de sangue infectante do rhesus no, 48.
Apresentou em 29-11, 390,5, em 30-1I, 3902,

ent 1-12, 400,7; em 2-12, 4004 ; em 3-12, mo- |

ribundo, com 350,4. Diagnostico histopatho-
logico: febre amarella.

O rhesus no. 50, testemunha do prece-
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Como se vé, esse sOro nio exerceu
nenhuma acc¢do preventiva contra o virus
amarillico, pois nem mesmo um ligeiro
retardamento do periodo de incubacio
se observou na infeccdo do rhesus. Po-
de-se poils assegurar que, ndo obstante
os indicios clinjcos, o0 caso d’esse doente
ndao fot de febre amarella, tanto mais
quanto um outro soéro de convalescente
e esse de um caso muito benigno d’onde
fora possivel ao Dr. H. Aragido isolar o
virus e infectar mosquitos, apezar de
conservado no frigorifico ha cerca de
um anno € meio, protegeu do modo o

mails efficaz uma infeccio amarillica em
Macacus rhesus.

M. rhesus no. 60— Inoculado em 912-

- 920 com 2 cc. de soro do cavalescente No-
- velli e em 10-12-929 com 0,5, cc. de sangue

infectante do rkesus no 55. Nao apresentou
elevacao de temperatura.
M. rhesus n°. 62, testemunha do prece-

dente, inoculado em 10-12-929, com 0,5, cc.

de sangue do rhesus no 55, apresentou 390.5
em 10-12; 3905 em 11; 3906 em 12; 3002
em 135 390,6 e a tarde 400,6, em 14; em 15,
41o. Amanheceu morto em 16-12. Diagnos-

- tico histopathologico: febre amarella.

dente, sacriticado com 1370,5, em 3-12:929

tambem teve o diagnostico histo-pathologico
de febre amarella.

O caso de P. F. N. é, pois, do nosso
ponto de vista, muito inslructivo porque
nos permitte assegurar, com muita pro-
babilidade de acerto, que nao € possivel
diagnosticar clinicamente febre amarella
apezar de todas as apparencias quando a
dosagem da alexina fornece um resultado
negativo. Com effeito em nenhum caso,
salvo esse, clinicamente diagnosticado de
febre amarella, deixamos de ver dimi-
nuicio da alexina no sO6ro e o estudo
acabado d’esse unico caso parece mos-
frar que, de facto, a molestia nfio se
apresenta sem esse symplioma constants.
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A, M, |H. O. C.|Fortemente positiva

'D. M. |H. O. C.|Positiva |

' |

R. M. | H. O. C. | Positiva

A. | H. O. C.|Negativa

|A. S H. S. S. | Positiva

A. S H. S. S. | Positiva

L

N. F H. S. S. | Posiliva

C. E.S. |H. S. S. |Negativa
9|G. S. H. S. S. |Negativa
10| M. M. H. O. C.|Negativa
It *P . E. H. O. C.|Negativa
12| 0. H. O. C.|Negativa
13| W. N. H. S. S. | Negativa
14|A. P H. S. S. | Negativa
15 | L. . O. C. | Negativa

EAE. I. O. C. |Negaliva

- 17} A. D. H. S. S. | Negativa

18| A. M. FIRSe'S

BhS: H. S. S. | Negaliva

19
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" RESULTADO
DA REACCAO

Fortemente positiva
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DIAGNOSTICO CLINICO
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Febre amarelia grave
Febre amarelia grave

Febre amarella benigna

| Individuo normal

Febre amarella
Febre amarella
Febre amarella benigna

Convalescente febre ama-
- rella grave.

Convalescente febre ama-
rella grave.

Malaria
Malaria
Malaria

Convalescente febre ama-
- rella benigna

Convalescente febre ama-
rella benigna

Individuo normal
Individuo normal

Cirrhose hypertrophica
Febre amarella 7

Gn'ppe_

OBSERVACOES

i A e —
-

14-2-920,
14-2-929,
14-2-029,

T e - _— - - il

Dosagem feita no 7o dia de molestia.
LDosagem feita no 60 dia de molestia.
Dosagem feita no 4o dia de molestia.
14-2-G20,

Dosagem feita no 70 dia de molestia. 14-2-929,
14-2-029,
14-2-029.

Desagem feita havia 22 dias sem febre, '14-2-929.

Dosagem feila no 4o dia de molestia.

Dosagem feita no 8o dia de molestia.

Dosagem feita havia 14 dias sem febre. 14-2-920.

Febril no miomento da sangria. 19-2-929,
Sem febre no momento da sangria. 19-2-920,
Sent febre no momento da sangria. 19-2-929.

Dosagem feita havia 2 dias sem febre. 20-2-929,
Dosagem fzita havia 4 dias sem febre. 20-2-020.

20-2.920,
10-2-929.

Apresentava forie ictericia e fallecen 2 dias
mais tarde. 20-2-920,

Ndo fornecia informacdes. Febre alta,
leceu no dia seguinte. 20-1-929.

Estava ha 2 dias com febre. 20-2-920.
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22

23 |

24

25 |

21

28

29
30
31

32
33
34

35 |

36
37
38
39
40
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Dr. F. M.
Dr. H. P.

D. M.
N
A, F.

|

H.

. O.

0.

O.

C.

C.

C.

s OLRLE.

RAORE

1O
iz B SRSy

H.

S,

O.

B>, S,

5 Ay
H. 5..S.
FI2S. &

HSHL S,

5 oy
HaSS,

H. O. C.|Fortemente positiva

5 oA

H. O, C

Positiva
Fortemente positiva

Negativa
Negativa
Positiva

Negativa
Negativa

Negativa
Positiva

Positiva
Negativa

Fracamente positiva

Fortemente positiva
Negativa

Fortemente positiva

Negativa
Negativa
Posiliva

Negativa

H. O. C.| Positiva

I

Febre amarella benigna

Febre amarella grave

Pyrexia indeterminada

Individuo normal

Febre amarella benigna

Individuo normal

Convalescente de febre

amarel a

Nenhum symptoma
febre amarella

Grippe

Febre amarella
Grippe

Febre amarella

Febre amarella
Malaria

Febre amarella 7
Febre amarella ¥
Intoxicacdao gravidica
Febre typhoide

Grippe

Pyrexia indeterminada

Febre amarella

de

Dosagem feita no 60 dia de molestia. Apyreti-
CO. 24'2"929-

Dosagem feita no 60 dia de molestia. Ja estaya
sem febre. 24-2-929,

Teve febre 1 dia. Ha 4 sem febre. 24-2-020,

-1 24-2-920.

50 dia de molestia. Temp. 3708. 25-2-929,
28-2-920,
Teve febre. No momento apyretico. 28-2-929,

3o dia de molestia. Temp. 3802, 28-2-920,

Desde a vespera sem febre, 50 dia de molestia.
28-2-020,

Navespera 3708. No momento apyretico. 28-2-920.
40 dia de molestia. Temp. 3708. 28-2-820,

70 dia de molestia. Desde 26-2 sem febre.

28-2-920,
30 dia de molestia. Temp. 3907,
Febril, 28-2-920,
6o dia de molestia. 28-2-929,
30 ou 40 dia de molestia. 2 3.929.
2-3-929,

| 2-3-990,

| 24 horas de molestia. 2-3-920,

| 2-3-929,

30 para o 40 dia de molestia, 2-3-920,

(Continga)

06T ‘OdIeIy

DJSO")

sZn.a)

- DjjaaouIp 212 DU DUIXI]V

STi



(Continfiacdo)

— i — — . . . e RS e e i e R e FE—

— S — = = — =

e j— : -
- S — - -~ — I S——

— —_— _.' —_

9Ll
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41 | H. G. IH. S. S. | Positiva Grippe [40 dia de molestia, 2-3-920.

42 | W, M. IH. S. S. |Negativa Convalescente de febre | Apyretico havia 3 dias. 2-3-929,
amarella |

43 1. 'H. S. S. |Negativa | Malaria ' Ha 2 dias sem febre, 2-3-929.

44|A. B H. S. S. | Negativa Pyrexia indeterminada Ha dois dias sem febre. 2-3-020

45 | M. C. H. S. S. | Negativa Pyrexia indeterminada Ha 7 dias sem febre. 2-3-0290,

46 M. M. |H. O. C.|Negativa Malaria Temp. 3824. No momento da sangria. 6-3-929 .

47 | G. F. H. O. C. | Negativa Cirrhose, ascite, malaria | Temp. 3702 no momento da sangria. 6-3-920.

1 chronica

48|]. F H. O. C.| Negativa Infeccdo chronica, febril Temp. 37°4 no momiento da sangria. 6-3-929.

49(C. M H. O. C.|Negativa Convalescente ha 15 dias | Temp. 3600 no momento da sangria. 6-3-929,
de febre amarella

50 | A. M., H. O. C. | Negativa Tuberculose pulmonar Temp. 3800 no momento da sangria. 6-3-029,

51 1'S. V. Fracamente positiva Malaria 20 dia de molestta. Temp. 3805. 6-3-929,

52| A. Z. H. O. C. | Positiva Febre amarella 6o dia de miolestia. 6-3-929.

531'A. F. IH.. O. C. | Positiva Febre amarella 40 dia de molestia. 6-3-920,

54 M. G H. S. S. | Fortemente positiva Febre amarella 30 dia de molestia. 7-3-929,

Solt Pl H. S. S. | Negativa Febre amarella 40 dia de molestia. 7-3-920.

56 | J. B. H. S. S. | Negativa Grippe 20 dia de molestia. 7-3-929,

57 A. G, H. S. S. | Positiva Febre amarella 6o dia de molestia. 7-3-020.

58 | F. O. H. S. S. |[Negativa Malaria (diagnostico ana- | Inconsciente. Temp. 3806. Falleceu 2 dias apés
tomico 9-3) 7-3-920,

50| L. R. H. S. S. | Positiva Febre amarella | 50 dia de molestia. Temp. 3800. 7-3-929,

60| O, O. H, S. S. | Positiva Febre amarella 160 dia de molestia. Temp. 3705, 7-3-920,
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74| A. A. H.
75| M. G.
76 | W. R.

77| J. A.
78S, C.
79(]. A.
801{]. F.
81S. S.
821]. S.
83 | F. G.
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S.

S.
S.
S.
S.
S,

Negativa

| Negativa
Negativa

|
Positiva

Positiva
Positiva
Negativa

Positiva

!

Negativa

. | Negativa

Positiva
Negativa
| Negativa
| Positiva
Negativa

Positiva

Forteniente positiva
Fortemente positiva

Fracamente positiva

Fortemente positiva

Fracamente positiva

Fortemente positiva

| Fortemente positiva

Parotidite. Convalescente
de febre amarella

Febre amarella 7
Febre amarella ¥
Grippe

Pneumonia

Pyrexia indeterminada
Febre amarella

Febre amarella

Febre amarella
Individuo normal
Febre amarella

Febre amarella

Febre amarella

Febre amarella ¥
Tuberculose pulmonar
Pleuresia

Febre amarella
Sarampo

Ictericia catarral

Febre amarella

: Grippe

Febre amarella

Febre amarella

7-3-929

3o dia de molcstia. 9-2-929.

30 dia de molestia. 9-3-029.

% dia de molestia. 9-3-920.

30 dia de molestia. 9-3-929,

50 dia de molestia. Temp. 390, 0-3.920,
|50 dia de molestia. 9-3-929.

3o dia de molestia. 13-3-929,

50 dia de molestia. 13-3.929,

13-3-920,

40 dia de molestia. Temp. 380. 13-3-929

40 dia de molestia. Forma renal, Temp. 3702
15-3-929,

120 dia de molestia. Ha 3 dias sem febre 15-3-929,
40 dia de moiestia. Temp. 380. 16-3020,

Temp. 370. 15-3-929,

Temp. 3708, 15-3-020,

20 dia de molesiia. 2-3-929.

80 dia de molestia. Temp. 3892.

Temp. 3905, 16-3-020,

40 dia de molestia. Temp. 3708. 16-3-920.

20 dia de molestia. Temp. 3804. 16-3-920,

6o dia de molestia. 16-3-920.

|

"1 40 dia de molestia. Temp. 3905. 16-3-920.

(Continna)
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88 | M. G.
90| C. C.

92 | A. G,
93| C. P,
94 | A. B.
95| F. P.
96 | P. N.
97| J. E.
98 | B. S.
99 | G.

100
101 |
102 | A.
103| M
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RESULTADO
DA REACCAO

Positiva

Fracamente positiva

Negativa

. | Negativa

Negativa

Negativa

Fortemente positiva
Fortementie positiva
Positiva

Fracamente positiva
Fracamente positiva
Fortemente positiva

Fortemente positiva

. | Negativa

Negativa
Negativa
Negativa
Fortemente positiva

Fortemente positiva

DIAGNOSTICO CLINICO
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Febre amarella

Gri;:)pe

Pyrexia indeterminada

Meningite ¢. espinhal

Niao é febre amarella

Pyrexia indeterminada

Individuo normal

Febre amarelia

Febre amarella
Febre amareila
Febre amarella

Febre amarella

Febre amarella -

Malaria '

.i.

Febre amarella 1

Nao é febre amarella

Nao é febre amarella

Nao é febre amarella

Febre amarella

Febre amarella 7

(Contintiagio)
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OBSERVACOES

50 dia de molestia., Temp. 3605. 16-3-929.

30 dia de molestia. Temp. 480. 16-2-029,
Ha dois dias sem febre. 18-5-020,
390 dia de molestia. 18-3-920,

30 dia de molestia. 18-3-920.

18-3-929,

30 dia de 1nolestia. 19-3-929.

20 dia de molestia. 19-3-920.

50 dia de miolestia. Apyretico. 19-3-929.

{30 dia de molestia. Temp. 390 19.3-020,

30 dia de molestia. Temp. 3Y05. 19-3-029.
52 dia de miolestia. 19-3-929.

4o dia de molestia. 19-3-920,

22-3-929, |

22-3-920,

22-3-029,

22-3-029,

22-3-920,

22-9.929,

(Conclusao)
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Marco, 1930

Nos casos em que a reaccdo da ale-
xina para febre amarella foi negativa
¢ fol feito o diagnoslico clinico de oulra
molestia com toda precisio, encontramos
augmento de alexina em um caso na
pheumonia, em um caso de grippe com
phenomenos pulmonares no 1o dia de
molestia € em' um caso de cirrhose hy-
pertrophica (hemolyse rapida e completa
com 0.04 cc. de soro). Nos outros o teor
era normal, independentemenle do sexo,
1Isto ¢ 0,08 ou 006 cc. Nos casos de ma-
laria examinados encontramos hemolyse
total com 0,1 cc. mas em 3 casos com
0.08 cc. a hemolyse ndo era tofal. Em
‘um unico caso encontramos um doente
que deu hemolyse tolal com 0,15 e he-
molyse apenas parcial com 0,1 cec. Tra-
tava.se de um individuo de 60 annos,
escossez, no 51 da lista anterior, no inicio
de uma infestacio pelo plasmodio da
tercd benigna. Mdo grado muitos auctores
lerem nolado diminuicio da alexina no
impaludismo, pensamos que o resultado
d’esse caso n'elle denuncie apenas uma
insufficiencia hepatica.

Dentre os 103 casos que formam a
lista acima, em 3§ casos além do supru
mencionado a dosagem da alexina deu
um resultado positivo para febre ama-
rella e o, diagnostico clinico foi indeciso,
isto ¢, diagnosticou-se, a4 falta de symp-
tomas mais claros, grippe sem phenome-
nos pulmonares; sio oS casos no. 28,
no. 38, no. 41, n% 64 e no 85. Foram to-
das as reaccdes positivas ou fracamente
positivas em doentes que apresentaram
ora ligeira albuminuria ora ligeira icle-
ricia, com ou sem epigastralgia mas que
evoluiram facilmente para a cura e de
cujos soros nio nos fol possivel verificar
0 poder protector no laboratorio por. pe-
nuria de recursos.

Em summa, dos 103 casos examina-
dos verificou-se¢ que uma vez a reaccio
fol negativa e o diagnoslico clinico posi-
tivo e este ultimo era menos certo; uma
vez a reaccldo fol positiva e o diagnos-
tico clinico negalivo € aquji com certeza

Costa Cruz: Alexina na febre amarella
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o diagnostico clinico € o verdadeiro *
Em O casos a reaccido fol positiva, o
diagnostico clinico hesilante sem que se
saiba quem tem razio.

Além d’estes ha alguns casos em que
0 diagnostico clinico nao foi possivel e
em que a reacciao foi negativa para febre
amarella. Aconselhados pela prudencia e
dominados pelo espjrito de uma jusia im-
parcialidade queremos crér que alguns
d’esses casos, mdao grado todos os exa-
mes, possam ler sido casos de febre ama-
rella que nao fol possivel apurar, e mes-

- mo o seriam difficilmente, do ponlo de

vista experimental.

O certo € que, a julgar pelas obser-
vacoes que fizemos, nem a grippe no
INicio. Nem a pneumonia, nem O saram-
po, nem a febre typhoide se podem con-
fundir pela dosagem da =alexina com
febre amarella. O mesmo sou forcado
a dizer da malaria, si algumas conclu-
sOes quizel' tirar das obServacOes seguin-
tes.

F. O. Doente no. 51. Brasileiro appa-
rentando 20 annos. Entrou a 5 de Marco

fortemente suspeito de ifebre amerella com
febre alta em estado de inconsciencia. Niao

forneceu por isso nenhuma informacdo. No
dia 7 fol sangrado para dosagem de alexina
que existia no soro na dose de 0,06. Fal-
leceu em 9 de Marco. Diagnostico anato-
mico. Impaludismo.

D. O. suspeito de febre amarella,
funccionario do Instituto Oswaldo Cruz.
Tém nephrite chronica. Febre, vomitos es-
curos; 40 dia de molestia. Dosagem da
alexina negativa para febre amarella. Diag-
nostico clinico: malaria (ter¢ca benigna).

Toda vez que se nos offercceu op-
portunidade de examinar algum doente
mteressante do ponto de vista da dosa-

i Por informaciao do Dr. Soper soubemos que o S0-
ro d’esse doente, posteriormente examinado nos labo-
ratorios da Inst. Rockieller, se mostrou incapaz de pro-
teger M, rhesus contra a infeccdo pelo virus amarillico.
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gem da alexina nio deixamos dc o fa-
zel’ € assim aqui acrescentamos algumas
observacdes curiosas e instructivas para
o criterio a adoptar no que diz respeilo
a0 diagnostico da febre amarella pela
dosagem da alexina.

1o, J. F. entrou no Hospital Oswaldo
Cruz como suspeito de febre amarella.
Apresenta albumina, ictericia franca. Tem
febre, teve vomitos. O quadro clinico simu-
la de tal forma o de febre amarella grave

que esse diagnostico é estabelecido com
confianca. A dosagem da alexina deu he-

molyse total rapida com 0,2 e 0,15, hemo-
lyse quasi total com 0,1 cc., hemolyse total
com 0,08 cc. Reaccio muito fracamente

positiva, por assim dizer duvidosa com o |

criterio schematico por nds admittido de
inicio.

Em todos os casos de egual gravi-
dade sempre encontramos diminuic¢io
muito major da alexina, isto €, ausencia
‘de hemolyse com 02 cc, de modo que
ndo hesitamos n’essa reaccio duvidosa
em dar um resultado negativo, resultado
esse que causou surpresa aos clinicos,
Dois djas depois esse doente [alleceu
com o diagnostico clinico de febre ama-
rella, mas o estudo histo-pathologico ex-
cluiu de modo completo esse diagnostico.
Parece ler se tratado de ictericia hemo-
Iytica, o que ndo se poude com cerfeza
saber por se nio ter feilo a dosagem da
resistencia globular em vida.

2o, G AV Ndo FIEEE . INOL ‘decurso
de lum tratamento anti-syphilitico (oxycy-
anureto de mercurio) baixa a enfermaria
com forte ictericia, vomitos, sem ter apre-
sentado febre. Procedida a dosagem da
alexina verificou-se ausencia conipleta de
hemolyse com 0,2 cc. de soro fresco. O
doente falleceu no dia immediato e algu-
mas visceras foram trazidas para exame no
Instituto, onde foi feito pelo estudo histo-
pathologico dofigado o diagnostico de atro-
phia amarella aguda do figado.

Memorias do Instilulo Oswaldo Cru:z
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Assim, pois, a atrophia amarella
aguda do figado, molestia (40 rara
que € esse o primeiro caso- archivado
entre 6.000 autopsias no Instituto Oswal-
do Cruz, e cuja symptomalologia € Lo
semelhante ao de febre amarella que
os auctores francezes (Dijeulafoy) a de-
nominavam c<fiévre jaune nostras», lam-
bem se¢ nfio distingue da febre amarella
verdadeira pela dosagem da alexina, pelo
menos nos ultimos periodos da molestia
(vespera da morte). Devo todavia acres-
centar que em um caso de atrophia sub-
aguda do figado (diagnostico clinico) a
dosagem da alexina foi normal, isto €,
0,06 cc. no 3o dia de molestia em um
doente observado na enfermaria de iso-
lamento do H. S. S.

30. A. brasilelra, sexo feminino, S7 an-
nos de edade. Ha dois annos lhe foi feito
o diagnostico de anemia perniciosa. Usa
desde esse tempo o tratamento de Whippe
que lhe proporciona os melhores resultados.
No momento do exame, ha tres mezes, nfio
faz tratamento e apresenta 1.800.000 gl.
por mm3. A dosagem da alexina revela he
molyse rapida e total com 0,04 cc. Reini-
cia o fratamento e um mez e meio mais
tarde apresenta 3.000.000 de gl. por mm?3,

Assim, mao grado uma edade avan-
cada ¢ uma anemia perniciosa anfiga, o
teor de alexina se achava normal.

4o0. G. V. brasileiro, sexo masculino.
Ankylostomiase grave e antiga. 900.000 gl.
por mm3. Tedr de alexina 0,00 cc.; com
hemolyse quasi total em 30 m.

50 € 6o. Cirrhose atrophica. Um des-
tes doentes, do sexo feminino, com 45 an-
nos de edade, falleceu um mez apés o exa-
me que lhe fizemos no soro. Ambos deram

hemolyse rapida total com 0,06 cc. isto &,
o teor da alexina era perfeitamente nor-
mal.

O mesmo aconteceu em um caso de
kysto hydatico do figado e um caso de
carcinoma extenso d’'eSse orgio, d'onde
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s¢ deve concluir que quando as lesdes:
hepaticas ainda que graves sio bem cir-

cumscriptas e o fijgado conserva elemen-
los cellulares integros, esses elementos
sd0 em geral sufficientes para dar ao
soro um ledr normal de alexina.

Da analyse summaria desta exposi-
a0 parece portanto licito concluir que
0 methodo da dosagem da alexina para
o diagnostico da febre amarella, sem' ter

provavelmente um valor absoluto (atro-
phia aguda, malaria ?) é de primeira im-
porlancia e melhor do que aquelles até
agora postos a disposicdo dos clinicos
Com effeito, nas molestias febris, que
de Inicio mais se podem confundir com
a febre amarella, ndio ha diminuicio do
teor de alexina do séro, havendo até, ao
contrario, muitas vezes augmento. Na
malaria, na maioria dos casos, a deffi-
ciencia da alexina, quando existe, é pe-
quena € nao chega a falsear os resul-
tados para a febre amarella. Nio se
deve todavia esquecer que na visinhanca
da morte as mais disparatadas moles-
tias (como, por exemplo, a peste) po-
dem  dar uma forte baixa do tedr de
alexina. Sio, porém, casos que aos cli-
nicos ja menhuma difficuldade offerecem.
A reacclio s6 tém valor durante o pe-
riodo de molestia: conforme se vé da
lista acima desapparece rapidamente nos
convalescentes, nio podendo portanto em-
pregar-se no diagnostico retrospectivo.

Do ponlo de vista epjdemiologico é
preciso levar em conta a possibilidade de
existirem casos levissimos, que escapem
lanto ao diagnoslico clinico como ao diag-
nostico pela dosagem da alexina, pois
ndo possuimos elementos para excluir
cssa possibilidade embora tenhamos en-
contrado reaccgdes posilivas em dois ca-
sos benignos, no 1o dia de molestia, um
dos quaes posteriormente evoluiu de um
modo perfeitamente typico e havia sido
examinado apenas com 6 horas de fe-
bre.

Costa Cruz: Alexina na febre amarella
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Do exame mesmo superficial da re-
lacado dos casos que acima foram apre-
sentados surge uma nocido muito clara,
que nido nos impressionou logo: ¢ a da
regularidade com que a diminuicio da
alexina na febre amarella ¢ proporeio-
nal a gravidade do caso.

Com effeito, todos os casos benignos
deram, sem excepeiio, hemolyse completa
ou quasi completa com 0,15 cc. e ausen-
cia de hemolyse ou as vezes tracos de
hemolyse com 0,1 cc. do soro. Nos casos
graves, pelo confrario, a diminuicio  da
alexina era sempre mais profunda. Vol-
tamos por isso o espirito para a applica
cido pratica que d’esse facto podia resul-
tar para o prognostico.

Verificamos, recalmente que todos
0S casos em que houve ausencia
completa de hemolyse com 0,2 ce. fo-
ram casos fataes e isso ndo sO6 na febre
amarella como na atrophia amare la
aguda do figado. No 20 dia de moleslia,
st ha apenas hemolyse parcial com 0,2 cc.
e ausencia completa com 0,15 ce., o prog-
nostico ¢ da mesma forma sombrio.

A nossa conviccio € que attingsida
uma certa baixa da alexina o tebr della
¢ incompativel com a vida, o que signi-
fica que a alexina tem physiologicanente
um papel primacial na vida do individuo
ou que € produzida por um orgio cuja
tunccdio € essencial e cuja actividede se
péde bem acompanhar pelo tedr da ale-
Xina no soro.

Nos estados morbidos, em qte lem
sido observada, essa diminuicio accen.
tuada € um signal que se apresenta quan-
do outros symptomas ji annunciam um
desenlace fatal proximo (inaniciio, dia-
betes pancreatica, peste bubonit:a, ele.):
na febre amarella, a0 centrario apresen-
ta-se desde o 20 dia de mol stia, em
enfermos apparentemente em condicdes
que semelham as de um casn benigno,
onde nada faz suspeitar um resultado
tatal que inesperadamente sobrevem.

Ao contrario, os casos em que no 3o
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ou 4o dia de molestia se observa hemo-

Iyse total com 0,15 cc. e ausencia de he-
molyse com 0.1 cec, sdao casos que vio
evoluir benjgnamente, mesmo que n'essc
momento se apresenlem, por oulros sym-
plomas (febre alta, agitacdo, hemorrha-
gias), como formas clinicamente muito
gIraves.

O cxame puramenfe objechivo das
observacoes que fizemos, permitte-nos af-
firmar, sem nenhuma duvida, que a do-
sagem da alexina ¢ um elemenilo de sur-
prehendente sequranca pard 0 prognos-
fico da febre amarella.

Havendo verificado, logo ao exame

dos primeiros casos, que oS Soros dos
amarellentos nao apresentam proprieda-
des anli-alexicas, nem para alexina de
cobaia nem para alexina humana, pare-
ceu-nos razoavel admiltir que a diminui-
cio da alexina era devida menos a um
processo de destruicio exaggerada d'ess?
substancia no soro do que a uma altera-
cio no processo de sua produccio pelo
organismo. Investigamos pois n'esla di-
reccio e os resultados que obtivemos e¢
que parecem confirmal-a, foram apre-
sentados em sessdo da Sociedade Brasi-
leira de Biologia de Maio do correnle
anno (29).

A propriedade alexica dos sOros nio
é, como todos sabem, o resultado da
actividade de uma substancia simples,
mas de um complexo de substancias,
umas termolabeis, oufras termoresisten-
tes que exislem sempre nos SoOros nor-
maes. Com effeito, em 1907 consegulu
pela primeira vez Ferrata (30) demons-
trar que esta propriedade sO se exerce
pela concurrencia de duas substancias
thermolabeis que se podem separar pela
dialyse, pois uma d’ellas possue as pro-
priedades physico-chimicas das globulinas
e, portanto, assim tratada precipita, e a
outra com propriedades das albuminas
permanece soluvel. Mais tarde von Dun-

XXIII, 3

gern (31) descobriu uma propriedade an-
ticomplementar que Coca (32) verificou
(que se exercia sobre uma outra substan-
cia, e esla thermoresistente. que pela dia-
lyse acompanha de regra a fraccio glo-
bulina dos s6ros, € tambem indispensavel
para que a alexina manifeste as suas
propriedades. Consegue-se separal-a das
outras duas de Ferrala, porque ¢ absor-
vida energicamente por emulsdoes de le-
vedos. Aos soros assim inactivados po-
de-se regencrar a propriedade alexica por
simples addicio de soro inactivado. Mais
recentemente Whitehead, Gordon e Wor-
mall (33), continuando os estudos d’este
factor de V. Dungern, reconheceram a
necessidade de uma quarta subslancia.
fambem thermoresistente, para que a ale-
xina exerca a sua aclividade. Trala-sc
de um elemento que acompanha na dia-
lyse a fraccio albumina de Ferrata e
que se distingue, além disso, da de V.
Dungern porque os soros, d'onde € reli-
rada pela accio de pequenas quantida-
des de ammonea, podem readquirir a acti-
vidade alexica pela simples addiccio de
soro inactivado donde foi relirado o fa-
cltor thermoresistente de V. Dungern.

As nossas investigacoes n'este senti-
do foram feitas apenas no soro dec dois
doentes, pois ja n'essa occasiio oS Casos
de febre amarella escasseavam muito. Os
resultados foram, porém, uniformes e
nos inspiram por isso grande confianca.
Transcrevemos para aqui as duas analy-
ses que apresentamos anleriormente a
Sociedade de Biologia.

1a. Soro de doente de febre amarella
de gravidade media colhido no 4o dia de
molestia. Pela dosagem da alexina deu
hemolyse total com 0,2 cc.,, hemolyse
quasi total com 0,15 ¢ ausencia completa
de hemolyse com 0,1 cc. A addicio de
soro humano ou de cobaia, recentemente
inactivado (a 560 durante 1/2 hora) na
dose de 0,2 cc. ndo permitle obter {racos
de hemolyse com 0,1 cc. de soro do do-

-

ente, o que mosira logo que nio € a
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falta” exclusiva dos elementos thermore-

sistentes no séro do doente, que sc deve
altribuir a ausencia da actividade ale-
xica n’essa dose. Por sua vez a fraccio
globulina de TFerrata,
dose de 1 cc. a cada tubo (representando
a quantidade contida em 0,1 cc. de soro
puro) nido altera o titulo alexico do soro
do ‘doente; ao contrario, a addicio de 1
cc. da fracedio albumina de Ferrata per-
mittin observar hembolyse total do sys-
tema hemolytico empregado, sempre o
mesmo, até com a dose 0.005 cc. de
soro do doente.

O segundo soro examinado sob este
ponto de vista era o de um doente no
40 dia de molestia e que falleceu dois
dias apos. Pela dosagem da alexina nio
se observou nem mesmo {racos de he-
molyse com 0.2 cc. Como no primeiro
caso o titulo alexico do soro nio se mo-
dificou pela addicio de séro humano ou
de cobaia, recentemente inactivado, nem
pela addicdio da fraccio globulina de

_ Ferrata. A addiciio da fraccdo albumina

pelo contrario produziu hemolyvse total
até a‘dose de 0,04 cc. de soro do doente.
E’ bem de ver n’estas experiencias que
a separacio das fraccoes de Ferrata era
perfeita e que a fraccio albumina, mes-
mo na dose dupla da empregada, isto é,
na dose de 2 cc., era incapaz por si S6
de produzir {racos de hemolyse com o
systema hemolytico.

A technica que empregamos para se-
paracio d'estas duas fraccoes foli a de
Liefmann, modificada por Braun (31).
(que consiste no seguinte:

Diluir o soro fresco na razio de
1/10 com agua distillada gelada. Fazer
passar durante 10 a 15 minutos uma cor-
rente de gaz carbonico no liquido que
se mantem em temperatura baixa du-
rante toda a operacio. O liquido forfe-
mente turvo que se obtem por precipi.
tacio das globulinas € cenlrifugado du-
rante 5 minutos a 3.500 rotacdes. O li-
(quido que sobrenada, contendo 10 cc.
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da fraccio albumina diluida a 1/10, é
addicionado de 1 cc. de uma solucdo a
8,5 %% de chloreto de sodio, afim de re-
constituir a isotonia, e ¢ em seguida li-
bertado do gaz carbonico por agitacio
¢ por transvasamentos repetidos de um
tubo para oulro. Essa fraccio deve ser
conservada immersa num vaso com agua
gelada. |

O deposilo da centrifugacio ¢ la-
vado duas vezes consecutivas com agua
distillada gelada e depois cuidadosamente
dissolvido em agua physiologica.

Com este methodo sempre consegui-
mos nio s6 uma Separacido facil e com-
pleta, mas tambem a obtencio das frac-
coes perfeitamenie activas, fanto com
alexina humana como com alexina de
cobaia, que ambas foram ecmpregadas
nas experiencias acima referidas com os
soros dos dois doentes.

Em summa no séro dos doentes de
febre amarella os clementos thermoresis-
tentes’ bem como a frac¢io globulina
thermolabil da alexina existem em' quan-
tidade apreciavel, embora se haja ob-
servado uma differenca sensivel entre os
soros dos dois doentes observados; si
elles ndo produzem a hemolyse, devem-
no- sobretudo a ausencia da fraccio al.
bumina.

Em face d’esses resultados fomos le-
vados a verificar o teor da fraccdo glo-
bulina nos séros normaes. Em dois séros.
cujo tilulo alexico era 0,06 cc., observa-
mos hemolyse total com 0,01 cc. pela ad-
dicdo da fraccido albumina, o que mos-
tra que tambem nos individuos normaes
existe uma maior quantidade da fraccio
globulina da alexina do que da fraccio
albumina e que, quando se dosa como
habitualmente a alexina, o titulo da do-
sagem correspondente apenas a quanti-
dade da fraccio albumina existente nes-
seS SOros. |

Quando se procura investigar o me-
chanismo e a causa da diminuicio da
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alexina no soro dos doentes de febre
amarella, varias hypotheses accodem 20
espirito como verosimeis: fixacdo in vivo
da alexina sobre um complexo anltigeno-
anticorpo: em face do papel que o fi-
¢ado indiscutivelmenle desempenha como
orgdo productor da alexina, filiar a uma
insufficiencia hepatica a defficiencia da
alexina observada; atlribuir as alteracdes
da coagulabilidade do sangue, de longa
data obscrvados na febre amarella (S.
F. da Cunha (35), 1723) as modificacdes
da alexina, si se acceila inicialmente a
hvpothese de que a alexina parlicipa do
processo de coagulacio ou durante elle
s¢ forma.

A favor da primeira hypothese f[a-
lam algumas observacoes feitas em 1903
pela commissdio franceza composta de
Marchoux, Salimbeni e Simond (36), d’on-
de parece poder deprehender-se que ja
nos primeiros dias da molestia, quando o
sangue € seguramente infectante, se en-
contram no soro dos doenles proprieda-
des preventivas, isto ¢, concomitantemen-
te em circulacio o agente infeccioso e
seu anlicorpo especifico. Ora, todos os
auctores unanimemente admittem, nio so
a possibilidade da sensibilisacio dos an-
tigenos in vivo, como tio claramente de-
monstrou por exemplo Gabritschewsky
(37) no decurso da spirochetose recur-
rente, como tambem, facto repelidamente
comprovado por muitos pesquizadores.
que a introducclio directa de antigenos
sensibilisados na circulacio de animaes
de experiencia accarreta immediatamente
uma baixa no tedér de alexina d’esses ani-
maes, o que equivale dizer que sobre cs-
ses complexos tanto in vifro como n
pvivo se adsorve a alexina.

A nosso ver nio se pode excluir, por-
tanlo, a inlervenc¢do deste mechanismo
como responsavel, ao menos em parte,

pela defficiencia da alexina, tanlto majs
quanto recentemente IFrobisher (38) pa-
rece ter conseguido realisar a reaccio de

—— ——— —

fixaciio da alexina in vifro, na febre ama-
rella.

Ouftros factos além d'isso falam no
mesmo sentido: na febre amarella do ho-
mem a diminuicio da alexina € precoce
e, como se vé da lista que apresentamos,
ji se pode observar ds vezeS nas pri-
meiras 24 horas de molestia. E’ difficil
admittir que n’esse periodo de molestia,
essa diminuicdo seja devida a uma alte-
racio anatomica do figado e parece mais
legitimo acceilar que, pelo menos, n'essa
primeira phase essa defficiencia se deva
a4 fixacio da alexina in vivo sobre um
complexo antigeno-anticorpo. Por oulro
lado, no Macacus rhesus., nos primeiros
dois dias de febre (se a crise de hypother-
mia ndo sobrevem antes) nao se obser-
va diminuicio da alexina sendo dc modo
inconstante. Ora, a febre amarella n’es-
ses animaes € a reproduccio exacta da
molestia no homem com a differenca que
n’elles a reaccio ¢ mais precaria, a for-
macio de anticorpos mais lenta como
mostra a Jlonga permanencia do virus
no sangue e sobretudo a infecciosidade
das visceras apos a morte, de modo que
a intoxicacdo majs grave € qudsi sempre
mortal nio dando tempo, por exemplo,
a que se observem oS phenomenos de
incoagulabilidade do sangue sendo quan-
do a morte ndo sobrevem logo e 0 ani-
mal resiste muitas horas em hypother-
mia 5 Ahi entio o sangue permanece
longo tempo fluido, coagulando lentla.

mentc em coagulos frouxos, como no
homem, ap6s o 40 dia de molestia, dando

um soro em que¢ se observa uma baixa

5 Por vezes nos riiesus o sangue se comporta muito
semelhantemente ao do homem. Eis um exemplo: rhesus
67: 0,1 cc. hemolyse total; 0,08 h. quasi total; 0,04 cc.,
ausencia de hemolyse. Inoculado com virus amarillico
(mosquitos infectados) quatro dias apos apresenta pela
manhad 410 de febre. Dosagem da alexina: 0,1 cc. h.
total ; 0,08 h. q. t. ; 0,04, ausencia de hemolyse. No dia
seguinte temperatura 400,5. Dosagem de alexina: 70,2
cc. h. t.; 0,15 hemolyse parcial ; 0,1 cc. ausencia de he-
molyse. No outro dia temp. 390,9, sangue quasi inco-
agulavel, ausencia de hemolyse com 0,2 cc.
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prolunda da alexina (ausencia de hemo-
Iyse por vezes com 0.8 ce. de soro puro).

Pensamos por isso que cntre a precoci- -

dade da diminui¢iio da alexina e a pre-
cocidade de formaciio de anticorpos na
febre amarella no homem, assim COMO,
parallelamente, a falta desses dois phe-
nomenos na febre amarella dos rhesus,
existe uma relacio intima que ndo - &
apenas meéra coincidencia. Attendendo,
pols, a cssas consideracdes ¢ nossa Opi-
niao que n'esse periodo a diminujciio da
alexina possa correr por conta de uma
reaccao especifica no soro do doente
¢ contribuir para mais tarde determinar
0S phenomenos de choque anaphvlactico
(Sinval Lins (40) ) que apparccem com
a crise de temperatura (leucopenia, que-
da da pressidio arterial, incoagulabilidade
do sangue removivel como a do plasma
de: peptona pelos agentes thromboplas-
licos, desapparicio quasi complela da
alexina, hypothermia, ete.).

O papel do figado como orgio essen-
cial na produccgio da alexina foi posto
em evidencia por Nolf (39), de um modo
(que niao deixou margem a nenhuma du-
vida. Muller (14), mais tarde., em mag-
nifico trabalho nio sé6 confirmou os re-
sultados de Nolf como conseguit mesmo
obter producc¢io de alexina de figados
1solados de animaes e mantidos vivos 4
cusla de uma circulacio artificial.

Ora, na febre amarella o figado ¢€
sempre lesado e essas lesdes nio raro se
exlendem a todo o parenchyma hepatico.
N&o ¢ crivel que assim sendo deixe de
haver uma forte insufficiencia hepatica
na febre amarella. E’ verdade que a
resultado contrario chegou Lins (40) sub-
meltendo-se varios enfermos As provas
de levulosuria e galactosuria.

O facto de que no inicio da con-
valescenca de casos benignos Lins en-
contra com essas provas uma insuffi.
ciencia hepatica manifesta no mesmo do-
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ente que durante o periodo de molestia
dias antes deu um resullado negativo, le-
va-me a crer que a insufficiencia hepa-
tica na febre amarella é com effeito con-
sideravel, e que sé essas provas de explo-
racdo hepatica na febre amarella sio
impraticaveis deante da intolerancia gas-
tro-intestinal dos doentes. As mesmas le-
sOes renaes que, 4S vezes, sio a causa
immediata da morte sio provavelmenle
resultado da infoxicacio geral devida 4
deficiencia das funccdes hepalicas como
¢ provavelmente tambem o caso ha atro-
phia amarella aguda do figado.

Como vimos acima, na febre ama-
rella o que desapparece da alexina é ape-
nas a sua lraccio albumina; pois se dos
trabalhos de Muller se verifica que ne-
nhum orgio com excepcio do figado é
capaz de produzir alexina, os de Olsen
(41) mosftram que emquanto orgios di-
Versos, como o figado e baco, podem
tornecer a fracciio globulina, s6 o fi-
gado produz a fraccio albumina. Nio
nos resta portanto a menor duvida
de que a diminuicio da alexina na febre
amarella, pelo menos depois da crise que
S. Lins com tanta felicidade approximou -
do choque anaphylatico, é um reflexo
da debilidade funccional do figado. Julga-
mos mesmo possivel que desde a pri-
meira phase da molestia, de par com
uma fixacdo especifica in vivo, contribua
tambem para a diminuicio da alexina
a 1ncapacidade funccional em que ja se
possa enconlrar esse orgiao, € seé como
acima affirmamos € convictamente acre-
ditamos a dosagem da alexina é de um
alto valor para o prosgnoslico na febre
amarella, somos forcados a admitlir que
a pathologia d’'essa molestia gira exclusi-
vamente em forno d'essa viscera e que é
por conseguinte exclusivamente em con-
sequencia da insufficienc'a hepalica que
0s doentes morrem.

A idea de que o tedr em alexina do
soro estd na dependencia do processo de
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coagulacio do sangue deve-se a Melch-
nikoff. Todavia a opinido d'esse autor,
segundo a qual a alexina ¢ originaria
dos leucocytos, cahiu em completo des-
credito, ndo sem um grande esfor¢o &
um grande dispendio de (rabalho feilo
por parte de numerosos pesquizadores.
Niao s6 nos plasmas obtidos em fubos pa-
rafinados como pela addicdo de oxala-
tos e citralos, mas mesmo nos plasmas
obtidos deniro dos vasos para impedir
qualquer principio de coagulacio, o leor
em  alexina ¢ sensivelmente cgual. De
modo que a questdo neste parlicular esta
hoje bem resolvida. Mas se esta idela
foi abandonada, as relacdes, que acaso
possam existit entre a coagulacio do
sangue € a ajexina sio ainda ponto de
duvida.

Desde 1908 Bordel ¢ Delange
42) mostram-se impressionados pela se-
melhanca de propriedades physico-chimi-
cas enlre a alexina e o consliluinte albu-
minoide da thrombina, mas pronunciam-
se contra a sua idenlidade. Recenlemente
Fuchs. Harlmann e IFalkenhausen (43),
em numerosas publicacoes, insistem no
assumpto ¢ tendem a concluir das suas
expericneias que a alexina ou um dos
seus constituintes, a fraccio globulina
(Mittelstuck), ¢ tambem o constiluinte
albuminoide da thrombina (thrombogeno
de Morawitz, serosima de Bordet ¢ De-
lange, plamosina de Fuld e Spiro).

Abordamos tambem o assumptlo neste
particular por nos parecer que o sangue
dos amarellentos poderia talvez contribuir
para esclarecer cste ponlo. Das experien-
cias que ecxecutamos parece-nos licllo
concluir que, de facto, nem a I[raccao
olobulina, nem a fraccio albumina da
qlexina representam o serosima. (Com
effeito, oblivemos um resultado sempre
uniforme com a experiencia a seguir:

Em uma seric de 5 tubos collocam-se

0,5 ce. de plasma de coelho oxalatado a
1 por 1000 tratado pelo phosphalo trical-
cico, isto €, isento de serosima. Ao pri-
meiro tubo ‘lddlCClOﬂElm -se a seguir 1 cc.

J

de agua physiologica e 2,5 ce. de mma solu-
cdo de chloreto de calcm (77 parles de
agua physiologica ¢ 33 de chlorelo de

calcio a 1905). Ao segundo tubo 1 cc.
da fraccio globulina da alexina (oblida
pelo processo referido de Liefmann mo-
dificado por Braun, de plasma fresco
de cobaia e oxalatado a 1 por 1000 e cen-
Irifugado 2 horas a 3.500 rotacdes) e 2,5
cc. de solucido de calcio; ao terceiro tubo
1 ce. da fraccio albumina do mesmo
plasma oxalatado de cobaia e 2,5 cc.
de solucao de calcio; ao 4o juntaram-se
0,5 cc. da fraccido globulina, 0,5 cc. da
fraccio albumina e 2,5 cc. da solucido
de calcio. |

Resultado: no 3¢ tubo coagulacio em
25 minutos, no 4o coagulacio em 30 mi-
nutos. Os dois primeiros mantem-se flui-
dos mesmo apos 24 horas.

E’ pois evidente que a frac¢lo glo-
bulina do plasma oxalatado de cobaia
nio contem o serosima que ‘fica todo na
fraccdo albumina.

Com o intuilo de verificar s1 havia
na fracccao albumina, nio serosima Mmas
thrombina ja formada, foi feita a se-
guinte experiencia:

A uma serie de 5 tubos collocaram-se
0,5 cc. de plasma de coelho oxalatado a
1 por 1000. Addicionou-se ao 1o 1 cec. de
agua physiologica; ao 20 1 cc. da frac-
cdo globulina; ao 30 1 cc. de fraccao al-
bumina ¢ ao 40 0.1 cc. de séro fresco de
cobaia. *

- Resultado: Coagulacio no 4o tubo a0
cabo de 12 minutos. Nos oulres tres nio
houve coagulacio mesmo apos 6 horas. S

Em todas as experiencias de separa-
cao das fraccoes da alexina foram feiias
lestemunhas para demonstracao de que

6 Convem acrescentar que por prolongada que seja
a centrifugacio do plasma de cobaia nao se consegue
impedir na fraccao albumina a formagao lenta de trom-
bina. N’ella fica tambem algum fibrinogenio, de modo
que de um dia para outro n’ella apparece um pequeno
coagulo de fibrina.
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& separagao cra perfeila e que ambas
se¢ mantinham aclivas, isto ¢, verifica-
va-se que addicionadas a globulos sen-
sibilisados de carneiro nenhuma d’ellas
separadamente mesmo na dose de 2 cc.
dava (racos de hemolyse ao passo que
addicionadas na dose 1 cc. cada uma
a0s mesmos globulos sensibilisados a he-
molyse era total ao fim de 15 a 20 mi-
nutos. Resulla pois que se algumas das
Iraccdoes do complemento é um dos cons-
tiluinles de thrombina s6 o pode ser a
fraccao albumina.

Quando ndo se ignora que o processo
da hemolyse especifica determinado pela
fraccdo albumina da alexina consiste pro-
vavelmente numa coagulacio do stroma
dos globulos, como parece resultar de al-
gumas observacdes de Bordet (42) a hy-
pothese de que essa mesma subslancia
determine a coagulacio do fibrinogenio
¢ muito attrahente. Entretanto uma ex-
periencia ja antiga de Bordet e Delange
(42) falla conltra essa mancira’ de ver
€ € que, si se relira de um soro rico em
serosima a alexina por meio de globu-
los sensibilizados, o liquido mostra ainda
presenca de serosima e € capaz de for-
mar thrombina pela addiccio de cilosi-
ma

Retomamos esta experiencia com o
intuito de verificar se, sendo a mesma
substancia a fraccao albumina e o se.
rosima, a presenca de serosima se re-
vela em tilulo muito inferior ao da frac-
cao albumina na hemolyse. Nio é o
¢aso.

SI se possue um plasma oxalalado
de cobaia, que produz a hemolyse na
dose de 0,02 ¢ a coagulacio do plasma
phosphatado na dose de 0,01 cc.., e si a
elle se addicionam globulos sensibili-
zados em excesso e ap6s uma hora de
estufa a 370 se cenlrifuga, vé-se que mes-
mo na dose de 0,1 cc. esse liquido é in-
cap'az de produzir a hemolyse de glo-
butos hypersensibilisados (globulos -
sensibilizadora - fraccdo globulina da
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alexina) e niao obstanle na dose de 0.01
ce. continua a produzir a coagulacio do
plasma phosphatado recalcificado.

A’ mesma conclusio leva o esltudo
do soro dos doenles de febre amarella,
Dada a escassez dos doentes s6 um SOro
pudemos examinar n'este sentido. Esse
soro na dose de 0,2 cc. ndo dava mesmo
lracos de hemolyse com o systema hemo-
lvtico que sempre empregamos, mas pela
addicio da fraccao albumina da alexina
de cobaia era activo até a dose de
0,04 cc. O serosima d’esse soro foi facil-
mente revelado em plasma de coelho
phosphatado e recalcificado até com 0,01
cc.,, dose que tambem enconlramos em
dois soros de individuos normaes.

[’ sabido que a incoagulabilidade do
sangue na febre amarella é devida em
srande parte a existencia de anli-throm-
bina - como o demonstrou Vellard e
Vianna (45) e nos tivemos lambem op-
opportunidade de observar.

Das nossas cexperiencias tambem,
como acabamos de ver, cliega-se 4 con-
clusdo de que o conslituinte albuminoide
da (bhrombina pode conservar um teor
normal em um soro que mostra ums:
baixa consideravel da alexina tanto em
relacao a fraccciao albumina quanto mes-
mo a lracciio globulina.

Parece pois que eslas observacoes
alastam completamente a hypothese da
participacao dos constiluintes do comple-
mento na formacdo da thrombina e,
portanto, que o processo de diminuicio
da alexina nenhuma relacio immediata
apresenta com as alleracdes da coagula-
bilidade do sangue na febre amarella.

CONCLUSOES

1 —Accentua-se a imporlancia da
(quantidade absoluta de globulos sensibi-
lizados, na dosagem da alexina quando
se quer obter valores comparaveis pela
leitura da hemolyse total.

2 —Na febre amarella a diminuicio
poder alexico do soro € um symptoma
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conslanle. &S vezes mesmo ja presenle
nas primeiras horas de molestia. Em um
unico caso o teor alexico foi normal c
o diagnostico clinico de febre amarelln
parccia justificado. Ficou demonsltrado
no presente trabalho que o sdéro desse
doentec nao apresentou posteriormente
propricdades preventivas, de modo que
nao se tralava com effeito de febre ama-
rella.

9 —Embora sem nenhum elemento
de prova, considera_se possivel a existen-
cia de casos frustos em que tanto pela
dosagem da alexina como pelos svmpto-
mas clinicos seja impossivel fazer o ding-
nostico de febre amarella.

4 —Nos convalescentes de febre
amarella o tedr alexico normal do soro
se reconstilue rapidamente. A dosagem
da alexina nio serve por iISso para o
diagnostico relrospectivo da molestia.

5 —Existem cstados morbidos dis-

{inclos de febre amarella. embora cons-<

tituam raridade, em que a diminui-
cido da alexina € pronunciada (aflro-
phia amarella agida do figado, intoxi-
cacoes, malaria (?)) mas no inicio das
molestias infecciosas agudas (grippe,
pneumonia, sarampo, febre typhoide, elc.)
foi pelo contrario observado um' ligeiro
augmento do tedr alexico dos soros.

6 .—Observou-se sensivel baixa da
alexina em um unico enfermo de malaria
que com certeza nunca teve febre ama-
rella.

7 —Em 5 outros casos se enconirou
o teor alexico diminuido e o diagnostico
clinico foi grippe embora sem sympto-
mas pulmonares. Nao foi possivel veri-
ficar o poder preventivo d’esses SOros
e portanto excluir a possibilidade da fe-
bre amarella.

8 —Do exame, portanio, dos 103 ca-

sos observados, 2 concordancia do diag-

nostico clinico com o da dosagem da
alexina foi de 93,27 9o. Dos 6,8 9o de dis-
cordancias, em 0,97 9% o diagnostico pela
dosagem da alexina foi negalivio e o diag-
nostico clinico positivo, mas este cstava
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cerrado; em 0,97 06 0 diagnostico pela do-
sagem da alexina foi positivo e o diag-
nostico clinico negativo estava sem ne-
nhuma duvida certo; em 4,85 9% o ding-
noslico pela dosagem da alexina fol po-

sitivo a0 passo que o diagnoslico clinico

foi grippe sem que se satha com secgu-
ranca com qual estid a verdade.

9 .—A dosagem da alexina € de
srrande valor para o prognostico porque
quanto mais grave é o caso tanlo mais
bhaixo é o {eor alexico do soro.

10 .—A diminuicio do teor do soro
corre por conta principalmente de uma
baixa no f(eor da fraccio albumina da
alexina (Endstuck).

11 .—Embora sem excluir a possibi-
lidade de que a diminuicido da alexina
no soro dos doentes seja devida a umn
fixacdo da alexina sobre um complexip
antigeno-anlicorpo in vivo, opla-se peln
hypothese de que seja sobretudo conse-
quencia de uma perturbacio funccional
do figado de tal modo a baixa do feér
alexico sc apresenia proporcional a gras
vidade de cada caso.

12 .—Embora coincida frequentemen-
te na febre amarella a incoagulabilidade
do sangue com a baixa do teor alexico
do soro, os dois processos sio indepen-
dentes. No soro de um caso fatal com
forte baixa do ledr alexico encontrou-sc
am teér normal em serosima. Confir-
ma-s¢ que a incoagulabilidade do sangue
nessa molestia € devida sobretudo & pre-
secnca de anti-thrombina (Vellard e Vian-
na).

13 .—Os constituintes thermolabeis da
alexina nao parecem apresentar nenhuma
relacdo immediata com o constituinte al-
buminoide da thrombina.

Nao devemos terminar sem expressar
aqui o nosso reconhecimento ao profes-
sor Carlos Chagas € ao Dr. Carlos B. de
IFigueiredo pela efficaz assistencia e col-

| laboracio que prestaram a este lrabalho.
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