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TRABALEO DO INSTITUTO DE BUTANTAN

D0 PAPEL DOS LIPOIDES EM IMMONOLOGIA

Funcgio fixadora e capacidade modificadora dos lipoides.
— Vaccinas lipoidicas
Pelos Drs. VITAL BRAZIL e J. VELLARD

(Nota previa apresentada @ Academia Nacional de Medicina
em sessdao de 15 de Julho de 1927)

INTRODUCGAO

Desde a descoberta da sorotherapia, um grande esfor¢o tem
sido feito em torno do prablema da immunidade natural ou ad-
quirida, tentando-se, por innumeras pesquizas, precisar 0 meca-
nismo do phenomeno e fazer progredir os methodos immunologi-
cos. A natureza proteica de todas as substancias capazes de
desempenhar o papel de antigeno, a estreita relacdo dos anti-
corpos, com certas frac¢oes do soro sanguineo, assim como 0
“conjuncto de propriedades physico-chimicas destes anti-corpos
fizeram com que, durante muito tempo, se considerassem oS phe-
nomenos de immunidade exclusivamente dependentes das subs-
tancias proteicas. Alguns biologistas, entretanto, emittiram a
opinido de que um oufro grupo de substancias, alids muito he-
terogenas, denominadas lipoides por Overton, em razao da solu-
bilidade nos solventes ordinarios das gorduras, podia desempe-
nhar um papel importante na defeza do organismo, chegando
mesmo Ivar Bang a affirmar que a importancia biologica dos
lipoides ndo cedia, em cousa alguma, 4 dos proteidos. Trabalhos
recentes, tendo por objectivo o estudo da hemolyse e da reacgdo
de fixacdo do complemento, de novo focalisaram a attengdo
sobre estas substancias.

Ha alguns annos passados, que, um de nds (Vital Brazil),
procurando a razdo do effeito benefico do soro normal em certos
estados pathologicos, teve a ideia de experimentar separada-
mente as differentes fraccoes, que entram em sua composigao,
tendo verificado, com o auxilio de varios clinicos, a ac¢do be-
nefica nao s6 dos lipoides extrahidos do soro normal, como dos
provenientes dos orgdos internos. Destas observagoes originaram-
se os soros hormonicos, e hormo-gravidico e os extractos hor-
monisados, dotados todos de accentuada acg¢do anti-toxica.

No intuito de estabelecer este facto em base experimental,
precisando o papel dos lipoides, na defeza do organismo, em-
prehendemos longas e numerosas pesquizas, que trataremos de
resumir, nesta nota preliminar, depois de havermos assignalado,
em synthese, os trabalhos anteriores.
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HISTORICO

As primeiras observagoes, sobre o valor biologico dos li-
poides, sao de Overton e de Meyer, confirmadas mais tarde por
Nicloux, mostrando que os lipoides, particularmente abundantes
na peripheria das cellulas de certos orgdos, principalmente dos
centros nervosos, absorvem, em grande proporg¢do, os anesthesi-
cos nos quaes se dissolvem. Esta affinidade especial dos lipoi-
des explicaria a acgdo particular dos anesthesicos sobre os cen-
tros nervosos, tendo sido applicada, sob a designagdo de theoria
de Overton-Meyer, a diversas outras substancias toxicas.

A importancia biologica dos lipoides cresceu de valor com
a experiencia classica de Wassermann e Takaki, consistindo na
neutralisagdo, in vifro, da toxina tetanica por uma emulsdo de
substancia cerebral, facto este attribuido por Landsteiner, Loewe
e Takaki e por quasi todos os autores que se seguiram, a ex-
cepgao de Marie e Tiffenau e seus discipulos Laroche e Gri-
gault, a fixagdo por lipoides cerebraes. A toxina diphterica,
segundo differentes autores, entre outros, Laroche e Grigault, de
Waele, Dold e Ungermann, seria, ao contrario, activada pelos
lipoides, particularmente pelos do grupo dos phosphatides.

O estudo da hemolyse demonstrou o papel importante que
os lipoides exercem sobre este phenomeno. Assim ¢ que se ba-
seando no facto do veneno de Cobra (Naja tripudians) s6 deter-
minar a hemolyse em presenga de tracos de lecithina (formacdo
de um complexo, Kobra-lecithide de Kyes e Sachs) diversos au-
tores taes como Kyes, Sachs, Noguchi, Reicher foram levados a
pensar que a lecithina e os phosphatides, em geral, desempe-
nham um papel analogo na hemolyse provocada pelos soros.

Ultimamente Belfanti e seus collaboradores, retomando este
assumpto da activacao que os lipoides podem exercer sobre a
hemolyse, attribuem a esse mechanismo, uma serie de phenome-
nos hemorrhagicos, observados em differentes estados patholo-
gicos, taes como a purpura, a variola e a septicemia hemorrha-
gica, etc. A cholesterina e seus etheres desempenham um papel
antagonista ao da lecethina, impedindo a accdo hemolytica da
saponina ou do veneno de Naja, em presenca da lecithina, facto
este que deu origem a diversos processos de dosagem da cho-
lesterina (Peretz, Boidin, Handies). E’ a presenca de compostos cho-
lesterinados na periferia das hematias (Pribam) que explica a
resistencia daquelles globulos a hemolyse (Wright). Dahi provem
a importancia, sempre crescente, dos lipoides na reaccio de
Wassermann e as outras reacgoes de fixacdo de complemento,
reaccoes puramente lipotropicas, segundo a expressio de Nogu-
chi, e o emprego, na totalidade das technicas actuaes de soro
diagnostico da syphile, de um antigeno nio especifico, da natu-
reza lipoidica, extrahido de differentes orgaos, pelo alcool, ether
-ou acetona.

Além do papel de fixagdo, e de neutralisagdo, ou de acti-
vagdo, agem, alguns lipoides, sobre certos microorganismos,

aphrs



principalmente sobre os protozoarios e mais brandamente sobre
as bacterias. Neufeld, Ficker, Vetrano, Mandelbaum assignalaram
a accao lytica de diversos lipoides sobre os pneumococcos, go-
nococcos, certos estaphylococcos e o B. typhico; os proprios es-
poros carbuncolosos poderiam ser destruidos, segundo a opinido
de Segale. A affinidade da lecithina pela tuberculina e pelo B.
tuberculoso foi estudada por Calmette, Massol, Guérin, Lemoine
e Gérard.

Lemoine e Gérard, Laroche e Grigault fazem depender o
grdo de resistencia de um organismo, aos agentes infectuosos,
da sua maior ou menor rigueza em lipoides ou mais exacta-
mente em compostos cholesterinados. Nos arthriticos ha excesso
de cholesterina e hypocholesterinemia nos tuberculosos, donde os
resultados favoraveis obtidos, pelos dois primeiros autores, com
o emprego dos lipoides biliares no fratamento da tuberculose
pulmonar, resultados compaiaveis aos recentemente obtidos por
Freymuth. Chauffard, Laroche e Grigault procederam a dosagem
da cholesterina do sangue no curso de diversos estados patho-
logicos, notandv nas infeccbes agudas hypocholesterinemia ini-
cial, seguida de augmento notavel desse lipoide, que pdde attin-
gir ao duplo da cifra normal no momento da defervecencia,
quando o organismo domina a infeccdo. Estes primeiros traba-
lhos suscitaram numerosas observacdes posteriores, (Hartmann,
Peretz, etc.) que confirmam de modo frisante o papel importante
dos lipoides na defeza do organismo. A accdo dos lipoides seria
principalmente anti-toxica, donde seu augmento notavel nas to-
xemias, e sua abundancia particular no tecido lymphoide, nas
amygdalas, na prostata e mesmo nos leucocytos (Wright). Entre
os lrabalhos recentes, citaremos em particular os de Cezar Piaz-
za, que, com o fim de obter um corpo dotado de propriedades,
a um tempo anti-toxicas e anti-septicas, preparou sob a deno-
minacio de phenolipoides, uma serie de productos, servindo-se
de lipoides organicos de origens diversas (extractos ethereos ou
alcoolicos de gema d'ovo, do cerebro, a lecithina, cholesterina)
em combinagdo com phenoes (acido phenico, guaiacol, naphtol);
estes corpos, verdadeiras combinagdes chimicas, indissociaveis
em seus componentes de origem, reuniriam ds propriedades anti-
toxicas dos lipoides, a forte accao esterilisante dos phenoes, nao
so In vitro, como in vive. Sua accao anti-septica foi experimen-
talmente verificada, por F. Aliglio, na septicemia provocada pelo
estaphylococco pyogeno dorado, por A. Carini com o micrococco
de Bruce e por G. Antinori com o diplococco de Fraenkel. Na
clinica, Piazza, V. Guercio e Bruno Kriss obtiveram resultados
muito animadores nas infecgoes gripaes, com localisagoes pulmo-
nares e A. Noto nas infec¢fes puerperaes. Franco conseguio, ex-
perimentalmente, effeito preventivo e curativo accentuados, contra
a toxina tetanica; as suas conclusoes, entretanto, foram contes-
tadas por Plinio Bardelli, porque os pheno-lipoides seriam des-
tituidos de acgdo sobre a toxina tetanica in vivo. A despeito das
criticas sugeridas pelos trabalhos de Piazza, forgoso é reconhe-
cer-se que elles constituem uma contribuigio muito importante
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para o adeantamento dos nossos conhecimentos sobre a acgao
therapeutica dos lipoides.

Levando mais longe as investigacOes sobre este assumpto,
alguns autores procuraram, ultimamente, as relacdes, que pode-
riam existir, entre os lipoides e os anti-corpos e si os lipoides
teriam a funccdo de antigeno, por si mesmo ou associados aos
albuminoides. Os trabalhos de Kiirt Meyer, de Dines e Schoe-
nheit, de Thiele ¢ Embleton, de Furth e Aronson mostraram a
possibilidade de obter-se anti-corpos especificos em relagdo aos
lipoides do B. tuberculoso e muito recentemente Negre e Boquet
fizeram, com resultados animadores, a applicacdo destes lipoides
ne tratamento da tuberculose. O poder antigenico dos lipoides
do B. typhico foi estudado por Zurukzoglu; o dos lipoides do B.
coli, dos estaphylococcos, do B. typhico e do paratypho A e B
por H. Stachenmeier. Sachs e seus collaboradores, Klopstock e
Weil, em mui recentes e importantes contribuicoes, elucidam o
papel antigenico dos lipoides, mostrando a possibilidade de obter-
se, no coelho, por injecgoes de uma mistura de soro -+ lecithina ou
cholesterina, um soro permittindo pesquizar por meio das reac-
¢oes de fixacdo do complemento e de floculagao, até 1/100 do
milligramma do lipoide correspondente, reaccdo estrictamente es-
pecifica e mais sensivel do que os methodos de analyse chimi-
ca. Doer e Hallauer assignalaram o augmento do poder antigenico
de diversos antigenos normaes, pelo contacto in vifro com os
lipoides renaes (erythiocytos, soros heterologos, bacterias espo-
ruladas) e a possibilidade de obter-se anti-corpos em relagdo a
mistura de lipoides e outras substancias normalmente desprovi-
das de poder antigenico (auto-soro, peptona de Witte). Segundo
Kizo Yamamoto a addi¢do de cholesterina aos antigenos favore-
ceria a formacdo de anti-corpos.

Kite Frankenthal, procurando a relagio dos lipoides, com
0s outros componentes do soro sanguineo, observou que no
iraczionamento de soros de diversas origens, pelo sulfato de am-
monio ou pela electrodialyse, os lipoides geralmente acompanham
a fraccao globulinica, niao tendo encontrado senio uma excepgao
em um soro humano syphilitico.

Feito este ligeiro apanhado sobre as pesquizas de outros
autores, que bem demonstra o crescente interesse, que o estudo
dos lipoides tem despertado, no mundo scientifico, passaremos a
tratar das nossas investigacoes sobre o papel dos lipoides nos
phenomenos d'immunidade.

Estudo experimental dos lipoides

Defini¢ao e preparo. — Quando tentamos definir o termo /i-
poide, nos enconframos em grande embarago, nio sé pela falta
de accordo, entre a opinido dos varios autores, que se fem oc-
cupado do assumpto, sobre o que se deve entender por lipoide,
como pela difficuldade ainda maior de encontrar uma formula ver-
bal, ‘que convenha a defini¢do precisa de substancias tio varia-
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veis ¢ de propriedades tio diversas. Os chimicos, tendo 4 frente
Abderalden, ndo consideram geralmente, como lipoides, sendo as
" gorduras phosphoradas; os phosphatides, fendo por  typo a leci—
thina. Mas ao lado destes phosphatides, muitas vezes com elles
associadas, existe um grande numero de substancias, que se-
aproximam delles, pelos caracteres communs de solubilidade,
acompanhando-os nos differentes processos de exftracgdo. Umas
sdo alcooles, como a cholesterlna, outras sido corpos mal defini-
dos, como o protagon, outras sdo o resultado da combinagdo de
lipoides € de assucares, taes como as cerebrosidas, ou de lipoi-
des e proteidos, como as lecithalbuminas. Os methodos de ana-
lyse chimica, longos e delicados, ndo permittem sendo estabele—
cer uma divisdo geral destes corpos com individualisagdo de
mui poucos dentre elles. Mesmo os .que tem sido mais estuda—
dos e caracterisados, como a lecithina, offerecem variagdes tdo
grangles, que somos forcados a admittir variedades, conforme a
origem, como no caso deste ultimo lipoide, varias lecithinas, com
propriedades differentes. Assim, com Ivar Bang e a maior parte
dos biologistas, tomamos o termo lipoide na accepgao mais larga,
considerando, como taes, todas as substancias extrahidas dos
liguidos organicos e dos orgdos, soluveis no alcool e no ether
sulfurico. Do ponto de vista pratico, para ter-se sempre 0 mes-
mo producto, o que é essencial, é empregar-se sempre a mesma
materia prima, usando-se sempre o mesmo methodo de extra-
c¢do. Assim, 0 mesmo orgdo, com o mesmo processo de ex-
trac¢do, dd sempre o mesmo lipoide, emquanto que os lipoides
variam sensivelmente de um para o outro orgdo.

Os productos obtidos pelos methodos ordinarios, sdo ex-
tremamente complexos e impuros, exigindo para sua purificagio
o emprego de uma serie de dissolugdes e evapo-agdes, visando
principalmente a eliminagdo de substancias extranhas ou ina-
ctivas.

|
Propriedades geraes dos lipoides

Os lipoides existem em maior ou menor abundancia em
todos os tecidos do organismo. Nossas primeiras investigagGes
se dirigiram naturalmente para os lipoides do meio sanguineo,
ou mais precisamente do soro normal. Pelo tratamento do soro
normal de boi, pelo alcool e pelo ether, extrahimos os lipoides
nelle contidos, e, sem tratar de purifical-os, fizemos as seguintes
experiencias preliminares e fundamentaes, que nos. guiaram em
ulteriores investigagGes. Experimentamos sobre a toxina diphte-
rica e sobre o veneno de cascavel, Crotalus terrificus, dois toxi-
cos facilmente dosaveis e dymnamisaveis, prestando-se, em con-
sequencia, dessa circumstancia, admiravelmente aos ensaios que
tinhamos em vista. Com a toxina diphterica deixamos, em con-
tacto, por um prazo de 24 a 48 horas, in vitro, doses variaveis
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de toxina e do lipoide em ensaio, injqctanda em seguida, as
respectivas misturas em pombos. Verificamos, nestas circums-
tancias, que 100 milligrammas de lipoides neutralisavam nitida-
ments 100 minimas mortaes; que 200 milligrammas daquella
substancia nio impediam a accdo local de 200 m. de_ toxina,
impedindo entretanto, a morte do animal; que doses maiores da
mistura lipoide toxina, guardada, embora, a mesma proporgdo
ndo impediam a morte dos animaes em experiencia, matando-os,
tanto mais rapidamente, quanto mais se acendia na escala das
misturas. Com o veneno de cascavel fizemos experiencia ana-
loga, deixando, em contacto, por tres horas, doses Variaveis de
veneno, com a dose fixa de lipoides, que ndo excedeu a 20 mil-
ligrammas, pelo facto das injecgdes serem feitas na veia do
pombo. Verificamos, assim, que 20 milligrammas de lipoides
neutralisam perfeitamente cinco millesimos de milligrammas, dose
essa equivalente a cinco minimas mortaes.

Com estas experiencias iniciaes estabelecemos, pois, de
modo certo, a capacidade dos lipoides fixarem, em certas cir-
cunstancias, tanto a toxina diphterica, como o veneno crotalico,
nio obedecendo esta fixacdo a uma propor¢do definida, verifi-
cando-se, ao contrario, um optimo de fixagdo, nas differentes
misturas.

Depois deste primeiro ensaio, com os lipoides extrahidos
do soro normal do boi, repetimos, com identicos resultados, as
mesmas experiencias, com os lipoides extrahidos do soro nor-
mal de cavallo e do soro normal de porco, sendo que o deste
ultimo animal revelou-se um pouco menos activo, em conse-
quencia de impurezas constituidas, principalmente, por gorduras
estranhas, nelle existentes, em mais forte proporgao.

Aspecto dos lipoides do soro. — Os lipoides do soro, depois
de refinados apresentam-se de consistencia pastosa, de cor pardo-
amarellada. Sdo muito soluveis no ether sulfurico, quasi insolu-
veis no alcool absoluto, insoluveis na agua com a qual formam
suspensdes muito finas; ddo a reacgdo da cholesterina (Grigault-
Liebermann) e da lecithina (molybdato d’'ammonio); seu rendimento
é fraco ndo excedendo a 3 grammas por litro.

Lipoides extrahidos dos orgdos e de outros productos orga-
nicos. — Estendemos nossas investigagdes aos lipoides hepaticos,
cerebraes, biliares e do leite, extrahidos pelo nosso processo e a
dois lipoides commerciaes, a ovo-lecithina de Merck e a choles-
terina de Kalbaum e de Merck. Estas duas preparagoes foram
utilisadas, sem tratamento algum; os outros lipoides foram puri-
ficados, segundo a mesma technica, tendo em vista a eliminagdo
de gorduras inactivas.

Lipoides hepaticos.— Os lipoides hepaticos, refinades, de
origem diversas (mammiferos e .ophidios) apresentam-se com o
mesmo aspecto e com as mesmas propriedades, approximando-se
muito dos lipoides do soro, de que diferem apenas por sua colora-
¢do mais escura. Dao, com grande intensidade, a reaccio da le-
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cithina e contém cerca de 5 °/,de cholesterina. Seu rendimento é
geralmente elevado, de 1C0 a 300 grammas por figado de boi.

Lipoides cerebraes.— Os lipoides cerebraes se apresentam
sob o aspecto de uma pasta amarella secca ; muito soluveis no
ether, pouco soluveis no alcool, formam com a agua emulsBes
:nuitlt: finas; contém 33 °/o de cholesterina e forte proporgio de
ecithina.

Lipoides biliares. — Os lipoides biliares, depois da refinagdo
tém o aspecto de pasta viscosa amarellada, escurecendo com o
tempo, de cheiro aromatico; muito soluveis no alecool & no ether,
emulsionam-se com-.difficuldade na agua; muito ricos em choles-
terina, de que contem 50 °/,, sdo quasi desprovidos de-lecethina.
Seu rendimento € muito fraco, variando de 400 a 500 miligram
mas por litro de bile (de boi). -

Tolerancia-dos animaes de laboratorio aos lipoides. — Os li-
poides refinados n3o possuem acgio foxica e os animaes, Suppor-
tam, por injecgdo subcufanea e intramuscular, doses de muitas
grammas d’esta substancia, sem apresentarem o minimo accidente ;
quando ndo refinados determinam, por vezes, no ponto de inocula-
¢do nodosidades, que se caseificam em seguida, apreSentando o
mesmo aspecto ao das que foram assignaladas por Gaehlinger e
Tilman. As injecgdes endovenosas dos lipoides do soro, do fi-
gado e do cerebro, sdo igualmente bem toleradas, com a condigdo
de serem feitas lentamente e sufficientemente diluidas; as injecgOes
endovenosas dos lipoides biliares determinam quasi sempre embe-
lias mortaes. :

Acgdo dos lipoides de origem hepatica. — A importancia fun-
ccional do figado, traduzindo-se pela repercussio das intoxicagdes
e das infecgOes n'esse orgdo, repercusdo acompanhada quasi sem-
pre de phenomenos de degeneragdo gordurosa, observada de modo
patticular e constante nos animaes immunizados contra as pego-
nhas e contra as toxinas, nos conduziram a prestar uma particular
attencdo ao estudo dos lipoides hepaticos. As primeiras experi-
encias realizadas, com os lipoides d'esta origem, extrahidos pelo
mesmo processo, que uvtilisamos para a obtengdo dos lipoides do
soro, sem a necessaria refinagdo, deram resultados mediocres, re-
velando-se muito menos activos do que os do s6ro. Com a elimi-
nagdo, porém, das gorduras extranhas, obtivemos um producto
perfeitamente comparavel, sendo identico ao do soro normal,
tanto por seu aspecto physico-chimico, como por suas proprieda-
des anti-toxicas. Esta identidade de acgfio confirmada por nume-
rosas cxperiencias, nos autorisa a pensar que a quasi fotalidade
dos lipoides, que se encontram na circulagdo sdo de origem he-
patica e que, as multiplas e importantes funcgdes do figado, deve-
se accrescentar mais.uma, a func¢do lipoidica, de grande alcance
na defeza do organismo contra as intoxicagoes e as infecgdes.

Acgdo des lipoides hepaticos sobre as toxinas. — Estudando
a acgdo dos lipoides de origem  hepatica sobre differentes toxinas
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e venenos, fizemos variar as condigfes experimentaes, ensaiando
a acgdo de contacto in vitro, a acgdo preventiva e a acgdo curativa.
Cada toxina ou veneno se comporta de modo caracteristico, nras
os factos geraes sdo communs a todos elles.

Neutralisagdo in vitro. — Estas experiencias foram realisadas,
deixando em contacto, durante certo tempo, quantidades variaveis
de lipoides + toxina ou veneno, injectando-se em seguida essa
mistura em animaes sensiveis. Os lipoides em contacto, com a
toxina ou veneno, neutralisam sua ac¢do toxica; esta neutralisa-
¢do ndo € directamente proporcional ao peso de lipoides, nem
ao tempo de contacto. Assim um peso A de lipoides neutralisa,
depois de uma hora. de contacto, uma dose C de toxina di-
phterica, mas a cabo de tres horas, neutraliza apenas 1,7 C de
toxina e depois de seis horas 2,8 C. Fixando-se o.tempo de con-
tacto, verifica-se que A de lipoides neutralisa C de toxina, mas
que tres A nio neutralisam 3 C de toxina e sim 2 C; que 5
A de lipoides neutralisam apenas 2,6 C de toxina e que 12 A
de lipoides apenas 5 C de toxina. Certas toxinas ou pego-
nhas sdo rapldamente-neutralisadas em propor¢do relativamente
elevada ; outras necessitam um contaclo mais prolongado; para
todas, em condigdes experimentaesanalogas, existe um peso optimo
de lipoides para cada toxina abaixo do qual a neutralisagdo €
muito menos accentuada, emquanto que quantidades muito mais
fortes ndo determinam sendo um pequeno augmento no grdo de
neutralisacdo.

Acgdo preventiva e curativa. — Injectados separadamente al-
gum tempo antes da toxina ou pegonha, tém os lipoides uma acgio
preventiva extremamente fraca e fugaz, difficil de evidenciar-se nos
animaes de laboratorio. Traduz-se geralmente esta ac¢do pela so-
brevivencia dos animaes tratados sobre as testemunhas (toxina di-
phterica) ; com o veneno crotalico; facil de dymnamisar-se, con-
segue-se proteger 0 pombo contra a injecgdo posterior de duas ou
tre§ minimas mortaes. -

Esta acgdo protectora se enfraquece rapida e progressiva-
mente 4 medida que se augmenta o intervallo entre a injecqdo
endovenosa dos lipoides e a injec¢ido intramuscular da pegonha,
sendo mais accentuada com o intervallo de uma hora; com inter-
vallo de tres horas o animal apresenta symptomas, mas se resta-
belece; com intervallo de seis horas apresenta apenas sobrevi-
vencia sobre o testemunho.

A injecgdo de lipoides feita alguns minutos depois da
do veneno crotalico, pode salvar o animal; com intervallo maior,
porém, nenhuma influencia exerce sobre a marcha do envenena-
mento.

Parece, pois, que injectados separadamente lipoides, toxinas
ou venenos, aguelles s6 actuam sobre estes, por um phenomeno
de contacto e fixagdo e é porisso, que esta acgio diminue ¢ se
extingue gradualmente: com o desapparecimento dos lipoides da
circulagdo.
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Acgdo modificadora dos lipoides. — Quando se misturam,
em certas condigdes, lipoides a toxinas ou a venenos, deixando-
os em contacto, por um tempo longo, desde algumas Semanas
até alguns mezes, observa-se um phenomeno que se differencia
do de simples fixacdo e que se traduz pela completa transfor-
macgdo das toxinas ou venenos em productos atoxicos com a
conservagdo do valor immunisante. Esta acgdo modificadora
dos lipoides ndo péde ser confundida com a simples acgdo fixa-
dora de que tratamos anteriormente, porque ei& actua em cir-
cumstancias um tanto differentes e dentro de condigbes espe-
ciaes. Na simples fixagdo, os lipoides tem um ponto optimo de
saturagdo pelas toxinas ou venenos, além do gual nio se observa
mais fixagdo, por mais que se prolongue o fempo de confacto.
Pela accdo modificadora, uma quantidade relativamente insigni-
ficante de lipoides, vae attenuando lenta e progressivamente a
substancia toxica, até transformal-a completamente em toxoide.
A acgido modificadora s se exerce na ausencia da agua e em
condigoes favoraveis de temperatura e se traduz finalmente pela
formagdo de um producto de propriedades differentes dos ele-
mentos, que entram em sua composi¢do. Assim é que os lipoi-
des muito soluveis no ether, depois de combinados com as
substancias toxicas, pela ac¢io modificadora daquelles sobre
estas, perdem por completo aquella propriedade.

Um outro facto, que nos leva a estabelecer a distincgao,
entre a acgdo fixadora e modificadora, é que certos lipoides de
accentuada acgdo fixadora, ndo possuem, entretanto, propriedade
alguma modificadora.

Acgdo sobre as bacterias. — Na literatura pouco numerosos
sdo os trabalhos, que tratam deste assumpto, limitando-se pela
maior parte ao registro da acgdo lytica dos lipoides sobre certos
germes, como o gonococco, meningococco, o staphylococco e b,
typhico. Ha, entretanto, um trabalho de Segale, publicado no
Patologica, (volume I1-1910), que merece especial mensdo pelos
resultados, a que chegou aquelle experimentador, que concluio
pela acgdo bactericida dos lipoides sobre a bacteridia carbun-
culosa. Pela leitura do artigo de Segale, nio se pdde acceitar,
sem restrigoes, as suas conclusoes, quando affirma que os pro-
prios esporos, tenham sido destruidos pela acgdo dos lipoides,
pois baseia-se, principalmente, no facto de nio ter conseguido cul-
turas em gelose, depois do contacto da cultura com os lipoides e
de nio ter obtido a morte dos animaes inoculados, com a cultura
assim tratada. Ora, tanto um, como outro facto pode ser obser-
vado, com a conservacic da vitalidade dos esporos, conforme
tivemos occasido de constatar.

No estudo da acgdo dos lipoides sobre o B. anthracis, verifi-
camos que ella ndo destroe a vitalidade dos esporos; modifica
simplesmente a virulencia das respectivas culturas, conservando o
seu poder antigenico. Esta modificagdo da bacteridia carbunculosa
¢ muito mais difficil de obter-se do que a das toxinas e venenos,
dependendo das condigtes, em que devem ser tratadas as culturas
e ao maior tempo de contacto.
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Os resultados, que obtivemos com o B. anthracis, desappa-
secimento da virulencia, conservagio das propriedades antigenicas
e transmissdo hereditaria d’estas propriedades, estabelecem grande
analogia entre elles e os obtidos por Calmette e seus collaborado-
res com o bacillo tuberculoso, cultivado no meio biliado; € bem
possivel que a attenuagdo da vaccina B. C. G. seja devida 4 acgio
lenta dos lipoides biliares. Infelizmente as experiencias que em-
iprehendemos no sentido de verificar esta hypothese, e de estudar
a acgio modificadora dos lipoides sobre outros germes, ndo nos
autorisam, por emquanto, a tirar conclusdes definitivas sobre este
assumpto.

Acgdo de outros lipoides.— Além dos lipoides do figado e
do séro normal, estudamos, como ficou dito anteriormente, a ac¢do
dos lipoides- cerebraes, a dos lipoides biliares. a dos lipoides do
leite, a ovo-lecithina de Merck, a cholesterina de Merck e de
Kahlbaum.

A acgido fixadora dos lipoides cerebraes sobre a toxina teta-
nica ¢ igual a dos lipoides hepaticos, mas ¢ mui fraca ou quasi
nulla sobre os venenos ophidicos. A acc¢do modificadora d’estes
lipoides tem se revelado igualmente nulla sobre as toxinas em
que a temos ensaiado, ndo tendo conseguido com estes lipoides
as vaccinas obtidas com os lipoides de origem hepatica.

Os lipoides biliares tém uma acgdo fixadora muito mais
energica do que os lipoides de figado e de soro, tanto sobre as
toxinas, como sobre os venenos. Verificamos actualmente sua
accdao modificadora.

Os lipoides do leite revelaram-se completamente inactivos.

A ovo-lecithina de Merck possue um poder fixador mais
elevado do que os lipoides hepaticos, tanto sobre as toxinas,
como sobre os venenos; a sua accdo modificadora ¢é extrema-
mente fracae sempre incompleta.

A cholesterina pura de Merck ou de Kahlbaum foi ensaiada
apenas com relagdo a sua ac¢do modificadora, alids sem resul-
tados apreciaveis. Quanto ao seu valor fixador ndo poude ser
estudado, pela difficuldade de obter-se com esta substancia uma
suspensdo homogenea.

Valor dos lipoides em therapeutica e em immunologia. —
A transformacio das toxinas microbianas e dos venenos em subs-
tancias completamente atoxicas, bem como a attenuagdo da vi-
rulencia das bacterias, sob a infuencia modificadora dos lipoides,
com a conservagdo do valor immunisante tanto das substancias
toxicas, como dos germes attenuados, estabelece em base segu-
ra a importancia dos lipoides tanto em therapeutica, como em
immunologia.

Por esta acgdo modificadora dos lipoides conseguem-se
vaccinas de alto valor immunigante, permittindo com uma, duas
ou mais injecgbes proteger os animaes contra doses elevadas
das toxinas ou venenos correspondentes e contra a infecgao car-
bunculosa. As condigdes que presidem essa formagdo de vacci-



nas, assim como as proprietlades destas sao particulares a cada

-substancia antigenica. Algumas dellas se obtem com grande faci~
lidade; outras exigem um tempo assaz longo, para sua elabora-
¢do. Algumas pédem, com uma sé injecgdo, proteger contra for-
tes doses da substancia toxica correspondente, emquanto que
outras exigem duas ou mais injecgGes para consecu¢do do mes-
mo effeito. As differentes especies animaes ndo reagem de modo
uniforme a ac¢do das differentes vaccinas. Assim, o cdo igual-
mente sensivel aos venenos crotalico e bothropico,immunisa-se com
muito mais facilidade com a vaccina crotalica, do que coma vaccina
bothropica, ao passo que o contrario se observa com o coelho. Ha,
sempre, uma relagdo.directa entre a quantidade de vaccina recebida
e a solidez e duragdo da immunidade adquirida. A immunjdade
necessita, para se estabelecer, de um prazo mais ou menos lon-
go, segundo as especies de vaccina e de animaes, sobre os quaes
se ensaia. De um modo geral, p6de-se, entretanto, estabelecer,
como prazo medio, para acquisicdo de immunidade solida, duas
a tres semanas depois da ultima applicacdo da vaccina. Nossas
experiencias ndo nos autorisam, por emquanto; fixar a duragdo
da immunidade, duragido esta, que provavelmente serd variavel
com as vaccinas e com as especies animaes. Podemos enfre-
tanto, affirmar que animaes immunisados contra 0s venenos
ophidicos e a toxina diphterica tem conservado o mesmo grdo
de immunidade, durante o periodo de seis mezes. Continuames
nossas verificagdes no intuito de fixar o limite de duragao dessa
immunidade. Quando a quantidade de vaccina é fraca, igual
mente fraco é o grdo de immunidade, que se attenua sensivel-
mente ao fim do segundo mez.

As vaccinas lipoidicas offerecem, ainda, um grande interes-
se para immunisacao, rapida, e sem perigo, dos animaes pro-
ductores de soros therapeuticos. Com o emprego das vaccinas
ophidicas, é possivel obter-se soros activos, em menos de dois
mezes, emquanto que pelos methodos em uso, ndo se obtem soro
em menos de quatro mezes. As propriedades immunisantes des-
tas vaccinas sao muito estaveis, nao soffrendo alteracdo alguma,
durante um anno de permanencia, sob a ac¢do de luz e na tem-
peratura do laboratorio. Os lipoides, extrahidos dos soros anti-
toxicos, nio sao mais activos, do que os do soro normal; 4 ri-
queza lipoidica do soro dos animaes immunisadps ¢ cerca de
1/4 a 1/2 superior a do soro normal, mostrando ainda este facto
o valor dos lipoides na defeza do organismo.

I1
Vaccinas lipoidicas

Vaccina crotalica.— Como foi dito anteriormente, os lipoi-
des de origem hepatica e os do sdro normal fixam de modo
sensivel o veneno crotalico, por contacto in vitro; sua acgao pro-
longando-se em condigGes especiaes e favoraveis, modifica pro-
gressivamente o veneno até transformal-o em um producto ato-
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xico, dotado,  entfetanto, -de valor immunisante muito -elevado.
Com uma s6 injeccdo da vaccina assim preparada, consegue-se
proteger, seguramente, o coelho, contra a injeccdo de 1 2 gotta
de veneno fresco de cascavel, dose essa capaz de matar sete
coelhos, e e de modo incompleto, contra uma gotta do mesmo
veneno, restabelecendo-se geralmente os animaes, depois de ha-
verem apresentado symptomas muito accusados. Todas as es-
pecies de animaes sdo facilmente immunisadas, com o emprego
desta vaccina. Conseguimos vaccinar o cdo, o carneiro, o caval-
lo, o burro, o coelho, e o cobaio. Depois de trez injecgbes, o
soro de carneiro neutraliza O,1 de milligramma de venenv crota-
lico por c. c., dose essa, igual a 100 minimas mortaes, resistindo
@ carneiro assim.immunisado a injecgdo -de 3 gottas de veneno
fresco. Temos empregado, com exito completo, a vaccina crota-
lica para immunisar os animaes productores de soro anti-crotalico,
quer usando exclusivamente a vaccina, quer usando primeiro a
vaccina e depois o veneno puro. Com um e outro modo de pro-

‘ceder conséguimos soros activos dentro de 5 a 6 semanas. Por
-applicagoes repetidas da vaccina sobre a pelle escharificada, con-

seguimos conferir immunidade solida ao coelho e ao cdo.

Vaccina bothropica, preparada com o veneno da Lachesis
lanceolatus.— O veneno de Lachesis lanceolatus, como todos os
venenos do mesmo genero, differere essencialmente do de Crota-
lus terrificus; determina a morte rapida dos pequenos animaes,
mesmo com doses visinhas da minima mortal, por coagulagio
intravascular. Os animaes mais volumosos, a menos que se em-
pregue a via venosa, succumbem com sobrevivencia de algu-
mas horas, em uma segunda phase, por hemorragias generalisa-
das, provocadas pela incoaguabilidade do sangue, consecutiva 4
acgao proteolytica intensa d’este veneno. A fixagao d’este veneno,
pelos lipoides, é menos accentuada do que a do veneno crotalico.
As coagulinas, se fixando, com mais difficuldade, um prazo mi-
nimo de seis horas, ¢ necessario, para neutralisar duas minimas
mortaes, por via venosa, para o pombo; nas mesmas condigdes,
uma minima mostal, por via intramuscular,ndo é completamente
neutralisada, succumbindo o animal, com alguma sobrevivencia,
sobre o testemunha. As doses, relativamente elevadas de veneno
neceSsarias para determinar a morte, explicam a differenca, e se,
ao em vez, de considerar-se a minima mortal, tiver-se, em vistao
peso bruto do veneno neutralisado, verifica-se que, sob este aspecto,
o phenomeno com os dois venenos, crotalico e bothropico, tem
uma intensidade de ac¢do comparavel.

A transformagdo do veneno bothropico em vaccina é duas
ou tres vezes mais rapidado queado veneno crotalico. A acgdo
immunisante d’esta vaccina é muito energica para o coelho e o
cobaio; uma so injeccao protege o coelho depois de muitas se-
manas contra uma gotta de veneno puro, e com duas imjecgdes
consegue-se proteger, contra duas gottas de veneno puro. Em
todos o8 animaes, em experiencia, verifica-se que a acgdo necro-
sante local é muito attenuada, mas ndo completamente abolida.
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O carneiro, o cavallo e o cdo se immunisam, com certa dif-
ficuldade, exigindo maior numero de injecgbes e um certo prazo,
ndo inferior a um mez, para que se estabeleca, de modo segu-
ro, a immunidade. Com o emprego da vaccina bothropica, con-
seguimos igualmente, dentro de algumas semanas preparar ca-
vallos para o fornecimento do soro anti-bothropico sufficiente~
mente activo.

Vaccina preparada com o veneno da Vipera Russellii (Da-
boia). — Dispondo de uma certa quantidade d’este veneno, julga-
mos de interesse verificar, sobre o mesino, a acgdo dos lipoides,
porque representa elle typo differente do das nossas serpentes, po-
dendo, os resultados obtidos, ser logicamente applicados a peco-
nha das outras viboras. Um confacto de seis horas é necessario
para neutralisar duas minimas mortaes, por via venosa, no pombo ;
uma minima mortal, por via intramuscular,-é¢ neutralisada pelo
contacto de uma hora. A transformagio do venena de Daboia em
vaccina, se faz com a mesma facilidade do veneno bothropico. A
immunidade conferida por essa vaccina é igualmente solida e facil
de obter-se.

Vaccina preparada com o veneno de Naja tripudians.— O
estudo do veneno Naja, do ponto de vista da acgdo dos lipoides, é
particularmente interessante. Em primeiro logar, por tratar-se de
representante de grupo muito affastado dos que temos estudado
até, aqui, o grupo de .COLUBRIDAZ proteroglyphas; depois, por
terem sido assignaladas as propriedades activantes da lecithina,
sobre a ac¢do hemolytica d’esse veneno — formagdo de Kobra-le-
cithide de Sachs et Kyes —ao lado da ac¢do contraria ou antago-
nista da cholesterina. Contendo os lipoides hepaticos, além de
outros elemento$, uma notavel proporgao d’estas duas substancias,
poderiam agir n’'um ou n’outro sentido, sobre as propriedades he-
molyticas d’este veneno, repercutindo esta acgdo sobre a toxici-
dade. Para termos uma ideia da acgdo provavelmente complexa
dos lipoides hepaticos, sobre esse veneno, estudamol-os conjun-
ctamente, com a acgdo da lecithina de Merck e com os lipoides
biliares (em substitui¢do a cholesterina difficil de manejar) riquis-
simos om cholectering ajsem dccithina, a jilgar pela SUSCRCIATEN
feacgao.

As primeiras experiencias do poder fixador, sobre este ve-
neno, foram feitas no pombo. Tanto por via venosa, como por via
intramuscular, os lipoides hepaticos, nas doses, que, habitual-
mente, neutralisam os outros venenos estudados, anteriormente,
exerciam, ao contrario. notavel ac¢do activante sobre o veneno de
Naja, succumbindo os animaes, com doses inferiores a minima
mortal. Esta acgdo activante revelou-se, quasi, tdo energica,
como a da ovo-lecithina de Merck. Os lipoides biliares, pelo con-
trario, neutralisaram, depois de uma hora de contacto, uma mini~
ma mortal por via venosa. Afim de verificar a acgdo de doses
muito maiores de lipoides, retomamos estas experiencias, no coelho,
tendo observado que, em doses muito elevadas, os lipoides hepa-
ticos meutratisamm a acgdo toxica do veneno de Naja, emquanto que,
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em doses fracas, activam esta acgio. Existe uma dose activante
maxima, acima da qual esta acgdo se enfraquece progressivamente
até predominar a acgao neutralisante. Proseguimos ainda nas ex-
periencias tendentes a obter neutralisagdo completa, para verificar-
mos em seguida as propriedades vaccinantes d’este veneno mo-
dificado.

Vaccinas arachnidicas. — Estudamos a ac¢do dos lipoides
hepaticos sobre os venenos de duas especies de aranhas o daLy-
cosa raptoria, de ac¢@o necrosante local e o da Ctenus nigriventer,
de acgdo neurotoxica, assim como, sobre o veneno do escorpido,
Tytius bahyensis. Dada a difficuldade de obter- se grandes guanti-
dades d’estes venenos, limitamo-nos a estudar a modificacao dos
mesmos, sobre a influencia dos lipoides e a respectiva transfor-
magdo em vaccina. O veneno de Lycosa raptoria, ao contrarip,
do que se observa, com alguns venenos ophidicos necrosantes, é
facil e rapidamente attenuado pela acgido dos lipoides, ndo deter-
‘minande mais o effeito local caracteristico sobre o derma.: Os ve-
nenos de Ctenus e o de Tytius sdo modificados um. pouco mais
lentamente. O poder antigenico destes tres venencs conserva-se
integralmente, tendo- nos permettido, com o emprego das respectivas
vaccinas, encurtar notavelmente a duragio da immunisa¢ao dos
animaes productores dos seros anti-arachnidicos. A vaccina ly-
dosica, principalmente presta grandes servigos, permittindo inje-
ctar, em pouco tempo, fortes doses de venenos, sem o perigo de
ulceragoes, difficeis de evitar, quando se emprega o veneno puro e
que retardam a immunisagao,

Venenos do Bufo Marinus.— Ao contrario do que se dd, ccm
todos os venenos, até aqui estudados, os lipoides nenhuma influ-
encia exercem, sobre o veneno de sapo (Bufo marinus), cujas pro-
priedades toxicas, nem sdo activadas, nem attenuadas, confirmando
as profundas differengas jd assignaladas entre esse veneno, e 0s
de serpente e de arachnideos. As serpentes que recebem, por via
gastrica, uma minima mortal d’este veneno de mistura e contacto
prolongado, com forté dose de lipoides, succumbem’ ao ‘mesmo
tempo que as testemunhas, ou com insignificante sobrevivencia
attribuivel a absorpg¢io mais lenta do veneno.

Vaccina diphterica.—O poder fixador dos lipoides sobre a
toxina diphterica € elevado e cresce rapidamente com o tempo.
Existe uma dose optima de lipoides capaz de fixar, em tempo
dado, um certo numero de minimas mortaes d’esta toxina. Esta
neutralisacao é muito menos accusada, com quantidade mais fraca
de lipoides, emquanto: que com dose um pouco superior ndo se
consegue augmento da acgdo fixadora. Facto porém, paradoxal
€ o que se observa, quando se exagera a propor¢do de lipoides
emrelagdoa toxina, pois, em taes circunstancias dd-se uma dirni-
nui¢do .de poder fixador. Nio observamos a agtivagio da.toxina
diphterica pelos lipoides, assignalada por alguns autores — Laro-
«che e Grigault, de Waele, Dold e Ungermann. A ac¢do preventiva
«os lipoides contra esta toxina, por injec¢do subcutanea, no cobaio,



¢ endovenosa no pombo, & fraca nfo se traduzindo sendo por maipr
ou menor sobrevivencia dos animaes. A transformab‘ﬁo.coﬁl’pl'pg
da toxina diphterica em vactina é demorada. Quando essa trans-
formagao é incompleéta ou ‘defeitnosa, os animaes .que recebem-n'a,
ndo apresentam os symptomas habituaes, mas cachetisam-se e siuc-
cumbem dentro de 15 a 30 dias depois da vaccinagio; quando, ao
contrario, a vaccina estd bem preparada, é perfeitamente tolerada,
bastando duas ou trez injeccOes, para proteger o cobaio, durante
muijtos mezes, contra doses muitas vezes mortaes de toxina.

Vaccina tetanica. — A acgdo dos lipoides, sobre a toxiha
tetanica, apresenta particular interesse em consequencia 'dos nii-
merosos trabalhos sucitados pela experiencia classica de Wasses
mann e Takaki, interpretada pela maioria dos autores, entre os
quaes, convem’ notar Laudsteiner, Loewe, N. Takaki, por uma
accao fixadota dos lipoides cerebraes sobre a toxina tetanica.
Marie e Tiffenau, Laroche e Grigault pensam que os proteidos ce-
rebraes desempenham o principal papel nesta reacgao. Estes tra-
balhos:nos.levaram a estudar comparativamente a ac¢ac dos lipoi-
des hepaticos e cerebraes sobre a toxina tetanica. Os lipoides
hepaticos possuem, sobre a toxina tetanica, acgao fixadora mais
fraca, do que sobre a. tdxina diphterica, ndo neutralisando, depois
de contacto de muitas horas, sendo uma ou duas minimas mortaes
para o cobaio. Do mesmo modo que para a foxina diphterica
existe uma propor¢io optima de lipoide capaz de neutralisar, em
tempo detérminado, uma dose maxima de toxina. Propor¢oes in-
feriores, ou superiores de lipoides mostram-se menos activas. Os
lipoides do cerebro nos tem fornecido resultados sensivelmente
identicos aos do figado. .

Temos conseguido a transformagdo rapida da toxina teta-
nica em vaccina, faltando-nos ainda, a prova do poder antigenico
d’esta vaccina. :

Vaccina dysenterica. — A acgdo dos lipoides sobre a toxina
dysenterica (Shiga) ¢ muito mais lenta do que sobre as toxinas
precedentemente estudadas. A acgdo fixadora € pouco accentuada;
a modificagdo da toxina se faz, de modo seguroe completo, exi-
gindo apenas um contacto assds prolongado, nunca inferior a quatro
mezes. . As propriedades immunisantes d’esia vaccina sao muito
energicas; uma so injecgdo protege o coelho conira doses muitas
vezes mortaes de toxina, matando os animaes testemunhas em 24
horas. A immunidade se estabelece 15 dias depois da injecgdo
da vaccina. Ha, como para todas as vaccinas, estreita relagdo
entre a quantidade de vaccina injectada e a solidez e duracdo da

immunidade adquirida.

Vaccina carbunculosa. — Os lipoides hepaticas nao possuem
poder algum bactericida sobre o B. anthracis. Depois de um con-
tacto muito prolongado os germes conservam todas as proprieda-
des culturdes, desenvolvendo-se, em abundancia, quando sdo se-
meados de novo. - Si a vitalidade da bactéridia® conservada, sua
virulencia, passa, pelo contrario, por modificagdo profunda,’ atte-
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nuando-se progressivamente até desapparecer depois de um prazo
*mais ou menos longo. Animaes extremamente sensiveis, como o
cobaio, podem receber doses, consideraveis, sem apresentar si-
gnaes de infecgdo. Esta attenuagdo de virulencia, fixada pelos
esporos, 52 reproduz nas culturas ulteriores.

A injeccdao duas ou tres vezes repetida, de B. anthracis, avi-
rulentos pelo contacto prolongado dos lipoides, protege o cobzio
e o coelho contra a inoculagao de cultura muito virulenta.

A duragdo da immunidade e a quantidade de vaccina neces-
saria para protegeranimaes de porte ‘maior-ndo foram ainda deter-
minadas ; os resultados, porém, obtidos demonstram que os lipoi-
des agem sobre a bacteridia carbunculosa, do mesmo modo que
sobre as toxinas, permittindo obter, pelo mesmo methodo, uma va-
ccina bastante .activa. ;

Com a vaccina, assim preparada, conseguimos immunisar,
por escharificagoes, coelhos e cobaios.

Conclusdes

Resumindo tudo quanto ficou dito anteriormente, baseados
em abundante documenta¢do, experimental, que serd publicada
opportunamcnte, pedemos concluir:

1. — Que tarto os lipoides do soro nornal, como os extrahi-
dos do figado, depois de purificados, tém as mesmas
propriedades e agem do mesmo modo sobre as toxinas
microbianas, as pegonhas e as bacterias, fixando e mo-

“dificando as primeiras; attenuando a.virutencia. das
ultimas.

2.°—Que a identidade de acgdo dos lipoides circulantes e
dos de origem hepatica, assignala uma importante
funcgdo do figado na defeza do organismo, contra as
intoxicagbes e infec¢oes, por meio da sua producgio de
lipoides.

3. —Que na accdo dos lipoides sobre as toxinas e peco-
uiias lid @ Wislinguil Uuas phases. d dd fixagdo, cnl
que estas substancias s3o fixadas por aquelles e a da
modificagdo em que os lipoides as transformam com-
pletamente .em productos atoxicos,.dotades de proprie-
dades immunisantes.

4.° — Que essa ac¢do modificadora dos lipoides permitte es-
tabelecer um methodo geral de preparo de vaccinas,
«de origem toxica, exfremamente fecundo na pratica.

5.—Que a acgdo dos lipoides sobre a bacteridia carbun-
culosa, modificando-lhe profundamente a virulencia,
permitte igualmente preparar uma vaccina contra esse
germe e autorisa »stender o mesmo methodo ao preparo
de outras vaccinas microbianas.
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