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PRIMEIRA NOTA

Consideracdes geraes

O ultimo surto epidemico de febre amarella verificado na capital do paiz,
deu ensejo a que, entre nés, se realizassem varios trabalhos experimentaes, alguns
dos quaes repousam sobre bases de grande rigor scientifico.

Da confirmagio das experiencias de Stokes, Bauer ¢ Hudson sobre a recep-
tividade do Macacus rhesus a0 virus, passaram os nossos pesquisadores a varios
Outros problemas ainda obscuros no capitulo da febre amarella, sendo j& bem
tvultado o numero de trabalhos executados a respeito, nos varios estabelecimentos
Scientificos brasileiros.

Um dos pontos mais estudados, por sua capital importancia, foi, sem duvida,
© do diagnostico e, por isso, 0os esforcos convergiram para a acquisi¢io de um
Methodo biologico que fornecesse, por si s6, elemento seguro para o seu estabele-
Cimento o mais precocemente possivel. E’, com effeito, desse diagnostico precoce
Que mais necessita o hygienista, por isso que, sendo a phase infectante da doenga
limitada aos tres primeiros dias da molestia, melhores resultados para o exter-
Minio do féco serio colhidos quanto mais cedo se realizarem as medidas pro-
Phylacticas.

No particular visado j4 temos alguns elementos que, quando presentes, pode-
'do servir de complemento & symptomatologia clinica inicial. Aféra a albuminuria
Precoce, jé de longo tempo conhecida, a diminuicio do poder alexico do sdro e
% coagulabilidade do plasma, foram, das acquisigées ultimas, as que, com mais
frequencia, t8m sido postas em evidencia desde o periodo inicial do mal. Os
demais methodos biologicos baseados na pesquisa de anticorpos (agglutininas
Collateraes, anticorpos fixadores do complemento), vém a seguir, podendo prestar
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auxilios em periodo mais adeantado da doen¢a e para a verificacipo de conva-
lescentes.

A prova da infectuosidade do sangue do doente em relagdo ao Macacus
rhesus, embora de resultados tardios e dispendiosa, deve ser executada, sempre
que for possivel, mormente nos primeiros casos do apparecimento do mal, pois,
dentre as demais, quando positiva, é a unica fiel.

Se o desfecho clinico € a morte, a histologia pathologica confirma ou infirma
o diagnostico, com a verificagio do conjuncto de lesdes que se convencionou
chamar de signal de Rocha Lima. Na convalescenca ou depois da cura clinica
do doente, s6 se poderio colher elementos para o diagnostico com os methodos
que visam a pesquisa dos anticorpos no sangue ou com a prova do poder pro-
tector do sbro. Infelizmente, esta ultima, para ser prova fiel, necessita ndo SO
de um virus sufficientemente activo para o rhesus, como de ser realizada em
varios animaes e respectivas testemunhas, o que a torna dispendiosa (*).

As provas baseadas na pesquisa dos anticorpos, alem de serem especificas €
facilmente realizaveis, reduziriam a questio a uma simples manipulagio de labo-
ratorio, com grandes vantagens e real proveito pratico.

Essas vantagens praticas, alem de outras, como seja a acquisigio de mais
uma prova para a verificacdo da identidade dos virus africano e americano, j4
demonstrada por Theiler, Sellards ¢ Watson, Hudson, Bauer e Philip, por Aragio
e por um de nés, justificariam a tentativa de novas pesquisas experimentaes em
torno do assumpto.

O poder protector do sbro de convalescentes de febre amarella, jd& assigna-
lado por Marchoux, Salimbeni e Simond em ¢ seu trabalho de 1903, provado
experimentalmente por Hudson, Bauer ¢ Philip e entre nés por Aragio, mostra-
va-nos que nio seria impossivel a pesquisa de anticorpos nesses sdros, mesmoO
usados os methodos de que actualmente dispomos para essa ordem de investi-
gacoes. A pesquisa que realizdmos, de agglutininas nio especificas, para certo
Corynebacterium, abriu-nos o caminho e falou desde logo a favor dessa possi-
bilidade. Por isso é que, numa outra ordem de estudos, nos propusemos a pes-
quisar os anticorpos especificos fixadores do complemento nos sdros de doentes,
convalescentes e de individuos clinicamente curados do mal e ainda nos sdros
dos M. rhesus inoculados com o virus amarillico, afim de verificar se colheria-
mos dados que pudessem ser uteis. A maior difficuldade a resolver estava no
preparo do antigeno a usar na reacgiio. Sabendo-se com seguranga que o virus

(*) Na segunda parte deste trabalho (2* nota), discutimos o valor desta prova,
em virtude dos resultados obtidos com soros de individuos naturalmente (?) immuni-
zados (residentes em zonas endemicas do mal) e possuidores de anti-corpos fixadores
do complemento.
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se encontra principalmente no figado, este orgam deveria ser o escolhido para
0 preparo do antigeno.

Em pesquisas preliminares empregamos os antigenos salinos phenolados,
formolados e chloroformados, usados nos solutos vaccinantes, sem que obtives-
semos qualquer resultado animador, 0 que vem confirmar as verificaces de
Aragio e outros. Usdmos, de identico modo, o sangue do macaco infectado, co-
thido em franca reaccdo febril, com os mesmos resultados. Passimos aos cocro-
antigenos, ultimamente aconselhados por Moses, preparados conforme a technica
descripta por Krause e Takaki, mas, a despeito de termos obtido fixagdes ligeiras
tom os sbros especificos, os resultados finaes nio foram apreciaveis.

Tratando-se de uma doenca de agente etiologico desconhecido, que se inclue
na classe dos virus filtraveis, procurimos entre as suas similares uma em que
2 prova da fixacdo do complemento tivesse dado melhores resultados para termos,
assim, elementos de orientacdo em nossos estudos preliminares. No particular,
thamaram-nos a attencdo as pesquisas de Ciuca, na febre aphtosa, demonstrando
Que um bom antigeno era conseguido pela maceragio septica do epithelio das
Vesiculas, cujo poder altamente infectuoso jd tinha sido provado pelas pesquisas
de Vallée, Carré e Rinjard. Por tal processo tratava-se de obter as substancias
advindas da desintegragio cellular por um processo de autolyse e, talvez mesmo,
uma modificacio do estado colloidal das proteinas que, segundo Ciuca, offere-
Ceriam desta maneira menor embarago 4 reacgiio de fixagio do complemento
do que guando em suas primitivas condigoes. Essas vantagens, no entanto, a
Nosso ver, eram algo embaracadas pela presenca e cultivo de germes de nenhuma
relacio com o mal e cuja actividade biologica seria aproveitada na desintegracio
tissular, indo formar antigenos outros, que agiriam sob a influencia de determi-
Nados sdros e em condigbes especiaes. Obteriamos, desse modo, antigenos col-
lateraes de que nos fallam Schultz, Bullock e Lawrence.

As investigacbes de Hindle (2), mostrando que se péde obter uma maior
Quantidade de virus dos figados de animaes infectados provocando-se o rompi-
Mento cellular por differenca de pressio osmotica, deu-nos orientagio para a
lechnica do preparo de um antigeno, que teria provavelmente as qualidades essen-
Ciaes do de Ciuca., com a vantagem de reduzir as affinidades collateraes. A desin-
!egracio cellular, realizada assim por um processo physico-chimico, permittiria
Obter em solugio o contéudo cellular e com elle a substancia antigenica.

Frobisher Jor., com orientagio identica, conseguira jd resultados animadores.

Technica para o preparo do antigeno

Para o preparo do antigeno procedemos do seguinte modo: figado de Ma-
®cus rhesus infectado pelo virus africano (amostra da raca Asibi), colhido por
OCcasiio da necropsia realizada logo apfés a queda da temperatura e sacrificio
%0 animal, é pesado, cortado em pequenas fatias de 2 a 3 millimetros de espes-
fura e lavado em agua physiologica renovada por varias vezes. A ultima porgilo
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da agua de lavagem ¢é decantada e os fragmentos do orgam sdo collocados em um
almofariz e triturados com areia esteril. Para cada gramma de figado addiciona-s€
1 cc. de uma solugdo esterilizada hypertonica e de titulo conhecido de chloreto
de sodio (usamos a 10 ‘% ); mistura-se bem e deixa-se 24 horas no frigo em
um frasco com rolha de esmernil, esterilizado e contendo perolas de vidro. Junta-se,
entio, agua destillada esterilizada em quantidade tal, que reduza a 8,5 por mil a
concentragdo final do chloreto de sodio no soluto salino empregado. Junta-se &
quantidade de agua 4 emulsio de figado rapidamente e agita-se o frasco o mais
energicamente possivel por espago de 1| hora. Centrifuga-se ou filtra-se em
papel e depois em vela Mandler, de 14 libras de pressdo. O filtrado, que guarda
uma cOr amarellada, é distribuido asepticamente em empolas estereis, e, semeado
em meios aerobios e anaerobios, deve mostrar-se completamente desprovido de
germes, constituindo o antigeno, que é conservado no frigo.

Ensaios preliminares

Procurando verificar a acgdo anti-complementar desse antigeno, observdmos
que elle é totalmente desprovido dessa propriedade desde a dose de 0,5 cc., em
face de 2 unidades complementares. Nessa mesma quantidade é desprovido de
acgido hemolytica, 1soladamente ou em face de um sdro.

Em um primeiro ensaio experimentimos o antigeno assim preparado na dose
de 0,2 cc. com um soro de convalescente de febre amarella, com um de um
rhesus que resistiu 4 infecgio ¢ um outro humano, de individuo normal e qu€
sempre residiu em zona indemne do mal. Em face de 2 unidades complementares:
os 2 primeiros soros ensaiados fixaram o complemento; o do individuo normal,
immediatamente ap6és a hemolyse do testemunha do sdro, mostrou uma fixagd0
ligeira ¢ 3 minutos apés jd estava totalmente hemolysado. Esse primeiro ensai0
estimulou-nos a proseguir nas pesquisas, pelo que desde logo procurimos estd”
belecer a unidade antigenica. Para isso, ensaidmos com o sdro de P.F.N., com
valescente de febre amarella, cujo resultado anterior fora perfeitamente satis*
factorio: verificimos que 0,05 cc. era a dése minima de antigeno necessarid
para que, em face de 2 unidades complementares, houvesse completa fixagio d0
complemento, a leitura sendo feita 10 minutos apdés o apparecimento de hemolys®
total no testemunha do sdro.

Procurando, em seguida, outras propriedades desse mesmo sdro em face d0
antigeno, notimos o phenomeno da precipitagio, sémente no tubo em que os doi$
elementos se encontravam em partes iguaes, emquanto que nos demais, com d6ses
menores de antigeno, nada observdimos. Com o sdro normal, testemunha, cof”
servados os elementos na mesma quantidade, nenhum precipitado foi verificado:
mostrando-se o liquido perfeitamente claro. Esses ensaios levaram-nos a usar €™
nossos estudos o séro a examinar e o antigeno, em partes eguaes.

ch
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Outros elementos da reacgdo

Os varios outros elementos constantes da reacgio foram assim preparados:

Séro a examinar - Os primeiros séros que examindmos, de doentes e rhesus
infectados pelo virus africano, vinham sendo conservados em empolas e no frigo;
muitos delles mesmo aquecidos a 55° mostraram-se anti-complementares. Os de-
mais sdros, colhidos quando jd estavamos em trabalho sobre o assumpto e quando
nio eram utilizados logo no dia immediato, soffriam um aquecimento previo de
15 minutos a 55°. No dia em que praticavamos as reaccgdes, todos os sdros eram
aquecidos. Em alguns desses soros notamos uma hemolyse rapida, jd perfeita-
mente visivel em 10-15 minutos. Em outros, ao contrario, era tardia, indo até 30
minutos ¢ mais. Essas differencas devem correr por conta das hemolysinas natu-
faes anti-carneiro que aquelles podem conter. Pensamos, entretanto, que ellas
Ndo exercem grande influencia na reacgio propriamente dita, pois em alguns
sOros, cujo testemunha hemolysava rapidamente com uma e duas unidades comple-
Mentares, tivemos resultados francos de fixagdo, usando tres e mesmo quatro uni-
dades complementares. A quantidade de sdro usada nas reacgdes foi a de 0,2 cc.

Complemento - Tres cobaias (machos) eram sangradas na tarde da vespera.
Coagulado o sangue, separava-se o sdro, centrifugava-se e guardava-se no frigo
até¢ a manhi seguinte, quando era dosado. A dosagem do complemento € assumpto
Capital nas reacgoes de fixagdo. Jd € da pratica corrente fazer-se a dosagem em
face do antigeno em dése identica & que se vae usar na reacgio. Aconteceu,
Porem, que o nosso antigeno accelerava a acgio da alexina e, de outro lado,
Contribuia para a formagido de um complexo que fixava ligeiramente o comple-
Mento, quando em presenga de um sdro negativo. Dahi a necessidade de se dosar
9 complemento em face do antigeno e de um sdro negativo, escolhendo-se de pre-
ferencia os de extrangeiros, recentemente chegados ao paiz. Entre esses se se-
leccionam os que, por si s0s, nio accelerem demasiadamente o phenomeno da
htmulyse. Usdmos como unidade complementar a menor quantidade de comple-
Mento necessaria para se obter a hemolyse completa dos globulos em meia hora,
®m face de um sdro negativo, do antigeno e de 3 a 4 unidades hemolyticas.

Systema hemolytico - A hemolysina empregada foi a de coelho anti-carneiro,
USada na dése de tres a quatro unidades hemolyticas. Os globulos de carneiro
ffam lavados varias vezes e diluidos a 5 ;.

Technica da reacgio

Sabida que € a possivel fallibilidade deste methodo sorologico nas doengas
'“ﬁmmus e dada a difficuldade de sua realizagio em virtude da serie de elemen-
"% de maior ou menor variabilidade, com que o pesquisador tem de lidar, somente

is de estabelecida a uniformidade da technica se poderiam colher ensinamentos
“leis a9 diagnostico. Foi o que procuramos fazer, adoptando, apés varios ensaios,
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a technica que passamos a expdr, por ser, ndo s6 a mais adaptavel ds condigdes
do material com que inicidmos as nossas pesquisas (sbros velhos, conservados no
frigo), como tambem constante em os seus resultados. E’ superponivel 4 technica
de Mcintosh Fields para os sbros anti-complementares e basea-se nos mesmos
principios do methodo de Browning e McKenzie, Calmette e Massol, etc.

Entre os inconvenientes dessa technica contam-se o uso de maior quantidade
de séro e de complemento, e ainda a difficuldade na leitura quando se trabalha
com muitos sfros a um s6 tempo. No nosso caso, porém, estas desvantagens tor-
nam-se nullas, por isSo que as duas primeiras sio perfeitamente sanaveis, 0 mesmo
acontecendo quanto 4 difficuldade na leitura, pois poucas seriam as vezes em que
teriamos de examinar muitos sdros a um s6 tempo. Por outro lado, as vantagens
que nos poderiam advir de seu caracter estrictamente quantitativo e da possibili-
dade de examinar sdros providos de propriedades anti-complementares, como era
0 Nosso caso, superavam o0s obstaculos por ventura esperados. Eis porque a adop-
tamos.

A technica consiste no seguinte: a uma mesma quantidade de sbro a exa-
minar (0,2 cc.) e de antigeno (0,2 cc.), addicionam-se quantidades crescentes de
complemento, avaliadas por unidades e completa-se o volume para 1,5 cc. com
agua physiologica, pondo-se os tubos em banho maria a 37°-38° durante 1 1/ hora.
A cada tubo da reacgio deve corresponder um testemunha do sdro, com identica
quantidade de unidades complementares. O tempo de incubagio da primeira phase
tem uma certa importancia no resultado final da reacgdo. As nossas observagdes
demonstraram que elle deve ser de 1 13 - 2 horas a 37°, de 3 a 4 horas 4 tempe-
ratura ambiente ¢ de uma noite a 10° (na geladeira).

As hematias, sensibilizadas com 3 a 4 unidades hemolyticas, sio addicionadas,
na segunda phase da reacgdo, num volume de 1 cc., seguindo-se nova incubagio.
Concomitantemente fazem-se tubos testemunhas com sbros seguramente negativos
e positivos, obedecendo o mesmo criterio de numero crescente de unidades com-
plementares.

A leitura immediata da reacgio deverd fazer-se 10 minutos depois que 05
testemunhas preparados com os siros negativos apresentarem hemolyse completa.
Os testemunhas dos siros a examinar (sem antigeno), orientario o technico sobre
a capacidade anti-complementar do sdro e sobre a possibilidade de poder ou nio
ser realizada a leitura no tempo indicado acima, devendo, de accordo com a marcha
da reaccio, ser prolongado o periodo de incubagio. De qualquer modo, deve
fazer-se uma leitura tardia, isto é, 24 horas depois e quando os tubos sdo conser-
vados na geladeira.

Para a avaliagdo da intensidade da reacgdo, tomamos como norma o compor
tamento do segundo tubo em deante, isto € o resultado de 2, 3, 4 e 5 unidades
complementares, no caso de o sdro nio mostrar impedimento. Nos sOros anti-com*
plementares, o resultado nos € dado por differenca do grau de hemolyse e sé de-
verio ser tomadas em consideragdio as grandes differencas, entre os tubos teste”
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munhas do séro e da reacgio propriamente dita, sendo a leitura feita apés meia

hora de incubacio.
O eschema seguinte, figurada 2 hypothese de a unidade complementar ser

03 cc., dard uma idéa da reacgio:
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Uma serie identica serd feita para os testemunhas, positivo e negativo, da
Tfacgiio. Para o primeiro, poderd ser empregado um sbro de convalescentes de
febre amarella ou de um rhesus immunizado; para o segundo, devem ser prefe-
fidos os de extrangeiros recentemente chegados ao paiz.

Resultados experimentaes

Praticamos a reaccio com sdros de doentes e convalescentes de febre ama-
"ella, de Macacus rhesus infectados e immunizados, de doentes de outras infec-
t0es, de individuos normaes, residentes ou néo em zonas onde a febre amarella

tem existido e, finalmente, com soros de extrangeiros recentemente chegados ao
Paiz,
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O quadro abaixo resume os resultados e percentagens até agora obtidos:
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A simples vista do quadro acima dd-nos uma idéa da especificidade e sen”
sibilidade da reaccio e da possibilidade das indicagdes que poderd fornecer.

Quando inicidmos os nossos estudos sobre a fixagio do complemento n#
febre amarella, jd4 declinava francamente o surto epidemico verificado na c:piﬂl
do paiz e, por isto, poucos foram os sdros conseguidos para a nossa reacgio. 0%
que tinham sidos guardados no frigo, mostravam-se na maioria anticomplemen*
tares, motivo por que 9 desses soros foram inutilizados. Como ndo pudemos dispor
de sdros colhidos em dias seguidos durante a evolugio do mal, nio conseguimos
determinar em relacio 4 infecgio humana, desde quando a reacgio comega #
mostrar-se positiva. A quasi totalidade de sdros de amarellentos, por nés exd
minados, provinha de convalescentes e nos havia sido fornecida pelo dr. H-
Aragio.

No que diz respeito & febre amarella experimental, tivemos opportunidad®
de examinar sdros de 25 rhesus, tendo sido possivel acompanhar a evolugdo ds
reaccio. Somente apés o 4.° dia é que se puderam obter fixagées do comple
mento, de pequena intensidade, augmentando gradativamente no 6. ¢ no 10.° dis-

(*) Para o estudo destes sdros, muito devemos i gentileza do Dr. Eduardo Araui®
director do Instit. Oswaldo Cruz da Bahia, que nos enviou 100 siros de pessoas rest
dentes em Salvador. Neste numero estio incluidos sdros de extrangeiros, ::r:ltnﬂ’-
portugueses, porém residentes ha annos na capital bahiana. Nao foram ainda todo
estudados, o que esti sendo feito, de modo que a estatistica publicada poderd ser alte
rada em futuras publicagbes. Sdros de nacionaes residentes em zona indemne, colhido®
de pessoas que nunca sahiram de S. Paulo, foram todos negativos.

10
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O graphico abaixo dd uma idéa da marcha da reacgdo na infecgdo experi-
mental.

DIAS 1,2,3 4, 5|67 8 9 10 20/30/40|50|60(70

Pesitiva intensa

Pesitiva

Positiva fraca / | |- 50hatontni |

_..__..__._,___.._..__
i —

. I ' ' | ]
Negativa - / _

Nos doentes de outras infecgdes, cuja percentagem de resultados positivos
se elevou a 14,5 devemos levar em conta que se tratava, na maioria, de nacio-
naes. Com effeito, é possivel que alguns nacionaes cujo sdro foi ensaiado, apre-
Sentassem relativa immunidade pelo facto de talvez terem residido em antigos
focos da infecgdo. Isto é tanto mais verdade quanto ficou apurado que, entre as
Pessoas ainda residentes em zonas endemicas, a percentagem de positivos se ele-
Vou a quasi 30 %.

De 20 sbdros de extrangeiros examinados, lithuanos e japoneses, recemche-
Bados ao paiz (24 horas antes), nido obtivemos nenhum resultado positivo.

Frobisher Jor. (3), trabalhando sob os auspicios da Fundacio Rockefeller de
New York e baseado, como nés, na observacio de Hindle, preparou o seu anti-
Beno salino, provocando, pela differenca de pressio osmotica, a ruptura das cel-
lulas hepaticas contendo o virus. Os seus resultados concordam com os que obti-
¥émos.

Pelos resultados acima descriptos, verifica-se que a reacgiio apresenta espe-
tificidade em relacio 4 febre amarella humana e experimental, mostrando tam-
bem a identidade dos virus africano e americano. Ella poderd servir igualmente
Para a verificagio da immunidade de pessdas, principalmente nacionaes, resi-
dentes em zonas onde o mal tenha existido.

Para maior facilidade de preparacio do antigeno pelos laboratorios ndo es-
Pecializados, pensamos que poderia ser utilizado o material secco e conservado
A0 vacuo e no frigo.

As nossas experiencias realizadas com antigeno salino de figado secco, pre-
Parado sob a mesma technica descripta acima, demonstram essa possibilidade, se

que os resultados sejam muito inferiores.
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SEGUNDA NOTA

Na nota anterior, que jd havia sido publicada (1), mostrdimos a possibilidade
da pesquisa de anticorpos fixadores do complemento, na febre amarella humana
¢ na experimental do Macacus rhesus. Para isso se faz mister o uso de um anti-
geno salino adequado, cujo preparo € baseado nas observagdes de Hindle (2),
que demonstrou que se péde obter uma maior quantidade de virus dos figados
de animaes infectados provocando-s¢ o rompimento cellular por differenca de
pressio osmotica. -

Esse antigeno mostra-se desprovido de acg¢do anti-complementar desde a dos®
de 0,5 cc. em presenga de 2 unidades complementares, bem como de acgio he-
molytica, isoladamente ou em face de um sdro. Como tivessemos trabalhado com
sdros antigos, conservados em empolas no frigo, mostrando-se muitos delles com
elevado poder anti-complementar, fomos obrigados a usar uma technica (a d¢
Mcintosh Fields) que nos permittiu fazer as leituras com seguranga.

Os resultados das reacgdes effectuadas até entdo, com sdros diversos, foram
dados em resumo na nota anterior e concordavam com os de Frobisher Jor. (3)
que os expoz em um trabalho publicado antes do nosso.

Agora daremos os resultados dos ensaios que realizdmos posteriormente-
Além de pequenas modificagdes de technica, tivemos a opportunidade de estudar
mais alguns sdros de individuos que tiveram febre amarella no ultimo surt®
epidemico do Rio de Janeiro, e de proceder um maior numero de verificagocs
seja no decurso da infecgio experimental do Macacus rhesus, seja em sdros d€
nacionaes residentes em localidades como a Bahia, onde a febre amarella parec®
existir endemicamente. Emfim, effectudmos algumas provas de protecgio do rhess$
com sdros que nos deram resultados positivos, conforme exporemos em seguidd-

Novas verificacboes sobre o preparo do antigeno

Séio as seguintes as observagies realizadas:

a) Segundo fez Frobisher Jor., pode-se empregar uma solugio hypertonic®
de chloreto de sodio a 8,5 %, o que tem a vantagem de facilitar o calculo;

b) As nossas experiencias demonstraram que nido ha maior vantagem em fil-
trar 0 antigeno em vela, mas sim em passal-o simplesmente em papel filtr®
juntando-lhe phenol e guardando-o no frigo: assim elle se conserva bem, mo%
tra-se mais activo, permittindo a obtengio de resultados muito nitidos, o que dev®
correr por conta de uma maior riqueza em virus;

¢) Na escolha do material para o preparo do antigeno, deve-se dar pl"l'-'r"
rencia a figados (de rhesus) que se mostrem mais attingidos, com a cdr camuré®
disseminada por todo o orgido, convindo sacrificar-se o animal logo apds a quéds
da temperatura e retirar do coragio a maior quantidade possivel de sangue part
que o figado fique bastante exsangue;
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d) Os antigenos preparados com figados seccos, conservados no vacuo e no
frigo, sio muito menos activos;

e) As tentativas que realizimos de extracgio da substancia antigenica pelo
alcool, ether, etc., tém a desvantagem de imprimir ao antigeno a propriedade
polytropica, apresentando, concomitantemente, affinidades para os anticorpos lipoi-
dophilos dos sdros dos syphiliticos.

Technica da reaccio

Como nesta nova serie tivessemos empregado sdros mais recentes, empregd-
mos a technica geralmente usada nessa ordem de pesquisa, isto é, quantidades
fixas de antigeno (0,2) e de complemento, em face de déses decrescentes de
soro a estudar (0,2-0,1-005 cc.). O complemento, previamente dosado na
manhd do dia em que praticavamos as reacgdes, em presenca do antigeno, era
usado na dése correspondente a 2 unidades complementares.

Os sdros a pesquisar soffriam um previo aquecimento a 55° antes de serem
utilizados na reacgdo. Para testemunhar o poder anti-complementar do soro,
usdmos a dése de 0,4 cc.. A hemolysina era empregada na dése de 3 a 4 uni-
dades e as hematias de carneiro, em suspensio a 5 %. Volume total de 2,5 cc..

A 1.* incubagio durava 1 1/2 a 2 horas e a segunda, apenas 1/2 hora. Fize-
mos sempre uma leitura immediata ¢ uma outra ap6és uma noite na geleira, de
sorte que os resultados expostos neste trabalho sio baseados sempre na ultima
leitura.

Os sbros que se mostraram anti-complementares foram posteriormente en-
saiados segundo a technica que expusémos em nossa 1.* nota.

Damos a seguir os resultados obtidos com sbros diversos, empregando um
antigeno preparado com as modificagdes acima. Por elles se poderd ter idéa do
valor pratico do methodo e, para que isto melhor se evidencie, os sdros sio se-
parados em differentes grupos, de accordo com sua procedencia.

Resultados obtidos na febre amarella humana

Conforme assignaldmos no 1.° trabalho, quando inicidmos os nossos estudos
sobre a fixacio do complemento na febre amarella j4 declinava francamente o
surto epidemico verificado na Capital do paiz e, por isto, poucos foram os sdros
que conseguimos estudar. Os que tinham sido guardados no frigo, quasi todos
em diminuta quantidade, mostraram-se, na maioria, francamente anti-complemen-
tares, motivo por que 9 dentre elles foram regeitados.

Como nio conseguimos soros colhidos em dias seguidos durante a evolugio
do mal, nio poude ser determinado, em relagio 4 infecgio humana, o periodo em
que a reac¢io comega a apresentar resultados positivos nos casos confirmados
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da molestia. A quasi totalidade dos sbros examinados provinha de convalescen-
tes e de pessoas immunes; as amostras do 1.° grupo foram-nos enviadas pelo
Dr. Henrique Aragéo, do Instituto Oswaldo Cruz e as do 2.° foram colhidas por
pessda indicada pelo Dr. J. Barros Barreto, do Departamento Nacional de Sadde
Publica. A estes distinctos collegas apresentamos aqui nossos agradecimentos.

O quadro abaixe resume oS resultados obtidos:

' . | Positivos I Positivos |
SOros de Negativos | ftracos ] e
Suspeitos, diagnostico ndo | i No de resultado positivo,
confirmado . . . . . . e e Mg o gy Ferctun, vl
Febre amarella (diagnostico f '
clinico) 3 o QA0 : 1 2 et
Convalescentes . - ; 0 1 E 4
Apds 4 a 20 mezes da in- l i !
feccdo . X 1 3 N |
h |

Resultados na febre amarella experimental do Macacus rhesus

Em nosso trabalho anterior demos os resultados obtidos na febre amarella
experimental, segundo estudo feito em 25 rhesus no periodo de infecgdo e jd im-
munizados. Verificimos que os anticorpos fixadores do complemento se mostram
em maior quantidade do 10.° dia ap6s a inoculagio do virus, perdurando poste-
riormente pelo menos até o 70.° dia (periodo da pesquisa).

Nesta nova serie de ensaios tivemos a opportunidade de realizar maior nu
mero de verificagbes, estudando sdros de rhesus em varias phases da evolugio
da doenga e de rhesus immunizados, datando de mais de 12 mezes a infecgio de
alguns.

O quadro abaixo resume os resultados até agora obtidos:

) i i | J : | =
‘ Macacus rhesus ‘ Total : Negativos '; %/o P::i':‘ | /g 1 Pnr;":t:m oo

Normaey: & il Jraasgnd 3 'mn 0 0 ; 0 0
Apés 3aSdias. . . . | 12 7 58,3 5 -Il_ﬁ! 0 0
Apds 6 a D diasy « .unh B 3 | 31,5 4 50,0 1 125
Apos 10a30dias. . . | 26 0 0 3 115 1029 88,4
Apés 31 a 70 dias . . . 5 0 0 | 0 0 | 5 1000
Mais de 1 anno . . . . 1 2 181 5 454 4 36,3

Positivos fracos: reacgdo + e ++

Positivos fortes : reacglo ==+ ¢ =44+
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Ainda por estes resultados se verifica que, na infecgio experimental, a
Teaccdo se péde mostrar positiva desde o 4.° dia apés a inoculacdo do virus.
Tudo faz crer que os anticorpos fixadores do complemento augmentam, até um
certo limite, no organismo do animal, permanecendo, na convalescenca e nos im-
munizados, por largo espaco de tempo e provavelmente decrescendo em seguaida.

Do 10.° dia em deante os anticorpos fixadores do complemento j& sio em
grande numero, mas depois de | anno parece que vio desapparscendo, apresen-
fando alguns animaes reac¢des negativas ou fracamente positivas.

Resultadcs com soros de pessoas residentes na Bahia

Para o estudo da reacg¢do em material proveniente de individuos normaes,
de logares onde a febre amarella tem existido mais ou menos endemicamente,
obtivemos por especial gentileza do director do Instituto Oswaldo Cruz da Bahia,
Dr. Eduardo Araujo, a quem somos muito gratos pelo auxilio prestado, varios so-
T0s de pessoas residentes em Salvador, capital daquelle Estado.

~ Em nossa primeira nota apresentdmos os resultados percentuaes de alguns
(20) desses soros j4 examinados por aquella occasiio. Agéra damos um estudo
Completo desses sdros, num total de 67:

Negativos I L3N i Positivos fracos | 0/a i Positivos fortes ! %o

B — e -

u |07 13 || 2 | ms

Por idade foram os seguintes os resultados percentuaes:

IDADES Negativos | /o | Positives tracos | /o | Positivos fortes | /o
De 12 a 20 annos. . 8 11,9 f 1 1.5 2 3.0
De 21 a 30 annos. . 15 24 8 119 10 149
De 31 a 70 annos. . 11 164 | 4 6,0 | 8 11,9

\}c accordo com o sexo, os resultados foram os seguintes:

e
SEXO f Negativos | %o | Positives :m;.| %/c | Positivos fortes | 9/o
P —— -kl ¢ e — | 1
Masculino. . . . . 18 26,8 5 | 73 1 16,4
| Feminino . . . . .| 16 | 239 8 ny u 13,4

Resultados com soros de pessoas residentes em Sio Paulo

Do Instituto Bacteriologico obtivemos varios sdros de individuos aqui resi-
tes e remettidos dquelle estabelecimento para nelles ser praticada a reacgio
Wassermann, cujos resultados nos foram juntamente enviados. Procedémos

S feacgiio de fixacio do complemento com antigeno amarillico nesses sdros e

15



186 Memorias do Instituto Butantan — Tomo V

ainda em muitos outros que conseguimos de pessoas que habitam Sdo Paulo

muitos annos, tendo, entretanto, algumas dellas passado temporadas no Rio de
Janeiro. Ndo pudemos fazer um inquerito satisfactorio de todos, motivo por qué

damos aqui somente os resultados obtidos:

| |
SOROS Negativos | %o | Foatees | of Posiions, | 2
p—— : e — R— : __.;-.,_..I,'Fu_-.—-—-_——-m—.— .*:.; ---!-.-... vz ':
Soros ¢/ Wassermann ++++ .| 7 | 815 ] 1251 o0 ll 0
Soros ¢/ Wassermann negativo 16 80,0 3 | 150 | ] | 50
e e 1% I | - 19" Tt -3---138) 3 83
TR - B T bt peon e e oyl 3.

Resultados com séros de extrangeiros recem-chegados ao paiz

De 20 sdros extrangeiros examinados, lithuanos e japoneses, reccmche;!” '-
ao paiz (24 horas antes), ndo obtivemos nenhum resultado positivo. |

Resultados com siros de outras infecches

Com o intuito de estudar a especificidade do antigeno amarillico, realizdm®
varias provas em soros de doentes de febre typhoide, de typho exanthematicd 'i

de outras doengas febris. '
O quadro abaixo dd os resultados que obtivemos:

Os commentarios que fizemos em nosso primeiro trabalho cabem :quiﬁ
a explicagio da percentagem, embora pequena, de resultados positiyos com rﬁi
de pessoas residentes em S. Paulo e de doentes de outras infecgies: taes §
tados explicar-se-iam pelo facto de algumas destas pessoas terem, possivelme®
residido em zonas onde a febre amarella haja existido endemicamente, M
de que niio nos foi possivel confirmar esta suspeita que se justifica, em ‘;:
caso, pelos resultados com os soros das pessoas residentes na Bahia.

| g | |

Positivos = Positivoes :

Soros de doentes de 1 Negativos | I Sort '1

— - — - —— —  EENNNN—.. '.i
Febre typhoide . . . . . 8 | o 2 4
Typho exanthematico . 5 e |
Doengas febris. . . . . . 13 1 prasy E

:
CONSIDERACOES EM TORNO DO ANTIGENO E DOS i
ANTICORPOS AMARILLICOS

Hadjopoulos ¢ Burbank (4) consideram um antigeno como composto »
moleculas dissimilares: a molecula immunogenica, isto &, fracgdo productor®
anticorpos e a molecula immunophilica ou fracgdo reactora aos anticorpos- =
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mer (5), do mesmo modo, julga necessario discutir o papel de um antigeno sob
dois aspectos: em relagdo 4 produccdo de anticorpos e em relagio 4 inter-reacgio
com anticorpos in vitro no que diz com a fixacio do complemento.

No caso presente, directamente s6 poderemos estudar a qualidade antigenica
do nosso soluto in witro, isto é, em relagdo aos anticorpos fixadores do comple-
mento ou, como diria Burbank, 4 sua fracgio immunophilica, por isso que, sendo
0 nosso antigeno um soluto chimicamente complexo, onde proteinas, lipoides, hy-
dratos de carbono, etc. formam compostos indefinidos ou ainda nio estudados,
nio poderiamos saber a qual destes estd ligado o papel de antigeno. Se, com
effeito, injectarmos em animaes de especies differentes, em déses crescentes, o
soluto antigenico e, apés o preparo do animal, procurarmos no sdro anticorpos
fixadores, usando como antigeno o mesmo soluto, é forgoso que os encontrare-
mos, por isso que os complexos proteino-lipoidicos, lipoides livres, e outros, por
si sés, independentemente da substancia especifica, sio capazes de provocar a
formagio de anticorpos. Nio resta duvida de que o soro de cavallo inoculado
com o virus (figado), que goza, de accordo com as verificagdes de Pettit e seus
collaboradores (6), de poder protector para o rhesus, contém anticorpos fixadores
do complemento, como se pode verificar no quadro abaixo:

Soros aati-amarillico do

Instituto Pasteur.
Instituto Butantan .

. T — g —

Testemunhas do soro:
Unidades complementares

Reacglo :
Unidades complementares

21 SS'q4s

+

—_—

J
!
I

L}
|

i3~ 4

Mas, como poderemos affirmar que esses anticorpos fixadores do comple-
mento sido especificos para a por¢io immunogenica do antigeno, se como anti-
geno na reacgdo usamos 0 mesmo complexo chimico que foi inoculado no animal?
Os anticorpos fixadores poderiam ser especificos, tanto para o virus propriamente
dito, como para os complexos proteino-lipoides do figado.

Indirectamente, porém, podemos ter a prova de que o nosso antigeno possie
a fracgdio immunogenica: com effeito, dos rhesus, inoculados com figados que nos
serviram para o preparo do antigeno, alguns ficaram infectados e morreram de
febre amarella, outros resistiram 4 infecgio e apresentaram em seu sdro quanti-
dade apreciavel de anticorpos que fixam o complemento em face de um antigeno
preparado com o figado de rhesus infectado, mas que nido o fixam em face de
um antigeno preparado com figado de rhesus normal, conforme as verificagdes
tambem de Frobisher Jor. Por outro lado, sabe-se que os sbros de rhesus immuni-
zados e os de convalescentes de febre amarella gozam da propriedade de proteger
0s animaes sensiveis contra o virus ¢, pelas verificagies por nés realizadas, esses
Sd0ros possuem, em regular quantidade, anticorpos fixadores do complemento.
Isso ndo quer dizer, entretanto, que o poder de protecgio corra sé por conta dos
anticorpos fixadores do complemento, mas que estes dois anticorpos podem exis-
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tir concomitantemente, sobretudo no periodo de convalesceng¢a, podendo perdurar
por periodo mais ou menos longo, sendo os ultimos (os fixadores do complemento)
mais facilmente eliminados, conforme as nossas investiga¢ies nesse sentido.

O antigeno contém seguramente o virus amarillico, conforme se demonstra
pela inoculagdo do figado, de que foi preparado, em Macacus rhesus. Um dos
antigenos com que realizdmos a maioria das reacgdes deste trabalho, provinha do
rhesus 102, cujo virus fora utilizado para inoculagio do rhesus 105, que teve in-
feccdo caracteristica e morte em 5 dias, sendo transferido para o rhesus 108 que
tambem morreu em 5 dias, apés infeccdo typica, e, assim por diante, através de
outras passagens; o rhesus 103, inoculado com dose muito reduzida de uma emul-
sio de figado do mesmo rhesus 102, teve apenas reacgio febril, resistindo 4 in-
feccdo, mas a reacgdo praticada entdo com o seu sbro (apenas 0,05 cc.) deu
resultado fortemente positivo (+—-+-+--).

Por outro lado, poder-se-ia provar indirectamente a existencia da fracgao
immunogenica no antigeno, pela prova de protecgio dos sdros contendo anticorpos
fixadores do complemento em relagio 4 infeccio experimental. O quadro abaixo
mostra esta verificagio por nés realizada e o resultado obtido:

Prova de proteccio do Macacus rhesus com soros contendo anticorpes
fixadores do complemento

Resultados da
protecglo

Resultados da

Soro de 3

Animaes de prova Testemonhas

r
P. F. N,, conva- | 4+ 4+ 4+ 4+ | Rhesus 107, inocul. ¢/ | Rhesus 108, ino- | Positivo
lescente de fe- i} 2¢cc. de soro P. F. Hu cul. em ZI-T-:'I!
bre amarelis em 21-7-30; inocul. ¢/ | ¢/ virus (2cc.

: | virus (2cc. sangue do  sangue do rhe-
. rhesas 105), em 22-7-30. | sus 105). Morte
- Nada de anormal apre- | em 25-7-30 c/ le-
. sentou. sOes typicas.

O. A. P. Guima- | + + + + | Rhesus 120, inocul. em | Rhesus 122, ino- | Positivo
ri normal. r 12-8-30 ¢/ 2¢c. de soro | cul. em 13-8-30
b k) O.A.P. G em 13830 | ¢/ virus (2cc.
= inocul. ¢/ wvirus (2cc. | sangue do rhe-
de sangue rhesus 119). - sus 119). Evolu-
' Nada de anormal apre- | ¢d0 caracteristi-
| sentou. | ca, hypothermia,
' | sacrificado em
J- Magalhides, F + + 4+ -+ | Rhesus 121, inocul. em | 21-8-30, apresen- | Positivo
normal, residen- I 12-8-30 ¢/ 2cc. de soro | tando lesdes t}‘-
|
|

J. M.: em 138-30 inocul. | picas.
te na Bahia. ¢l virus (2cc. sangue do !
1 rhesns 119). Nada de
| anormal apresentou. J

Indirectamente, pois, poderemos provar que no nosso antigeno existe a frac
¢ilo immunogenica.

Para o estudo da fraccio immunophilica basta verificar os resultados d8%
reacgies nos sdros dos rhesus immunizados, das pessoas convalescentes e da$
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immunes 4 febre amarella. A percentagem elevada de resultados positivos dis-
Pensa-nos qualquer commentario.

Tratando-se, contudo, de um antigeno chimicamente complexo, nio podemos
assegurar que este se fixa unicamente ao anticorpo especifico amarillico, por ven-
tura existente nos sdros humanos. A prova realizada nos sdros de extrangeiros
recentemente chegados ao paiz que, como se sabe, sio os mais sujeitos 4 infec-
¢do, dé-nos margem, entretanto, para julgarmos que o antigeno possue certa es-
pecificidade.

DISCUSSAO E SUMMARIO

As consideragdes feitas no inicio da nossa 1.* nota mostram a importancia
Que apresenta o estabelecimento de um diagnostico sdrologico da febre amarella
Para a confirmagio do diagnostico clinico, nos casos em que este apresenta dif-
ficuldades, como acontece no principio das epidemias, nos casos benignos, formas
frustras, etc..

Assignalamos tambem as pesquisas que, nesta nova phase do estudo da febre
amarella, foram feitas por differentes pesquisadores.

Os resultados obtidos com a reacgdo de fixagio do complemento, com sdros
de pessoas convalescentes de febre amarella e de immunes, com sdros de rhesus
Mos varios periodos da infecgdo, bem demonstram a possibilidade de um diag-
Mostico post-infecgio, muitas vezes necessario para comprovar a suspeita de um
Caso que se revele por uma forma clinica frustra ou susceptivel de confusio com
Outros estados morbidos. A prova de protecgio realizada em rhesus ¢ dispendiosa
€ muitas vezes inaccessivel entre nés, por falta de animaes em abundancia.

A reacgio de fixagio do complemento sendo positiva no decurso ou depois
de uma infecgio suspeita clinicamente poderd ser discutida, quando se tratar de
Um nacional residente ou tendo residido em zona em que a febre amarella é en-
demica. Tratando-se, porém, de um extrangeiro recentemente chegado ao paiz
€ provindo de regiio indemne, o resultado positivo parece revelar seguramente
4 infecgio.

Como referimos no decorrer deste trabalho, o antigeno que usamos deve
ipresentar em sua molecula as fracgdes immunogenica e immunophilica, o que
lhe empresta valor de especificidade, mas nio podemos assegurar que nos sdros
humanos nio existam outros anticorpos, além do especifico ao virus, capazes por
Sua vez de, em presenga deste, fixarem o complemento. As provas de protecgio
fealizadas nos rhesus com sdros de nacionaes que apresentavam um resultado
fortemente positivo, alem dos resultados sempre negativos da reacgio em sdros
de extrangeiros recentemente chegados ao paiz, falam, entretanto, a favor de
Uma certa especificidade desses anticorpos. Essas mesmas provas vém mostrar
Que tambem ha causa de erro na prova de protecgio: tratando-se de um doente,
facional e oriundo de féco endemico, ella perde o valor, do mesmo modo que a
Prova de fixacio do complemento.
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CONCLUSOES

I. A infecgdo amarillica, tanto humana como experimental, depois de certo
periodo da evolugdo, na convalescenca e nos immunizados, pode ser diagnosti-
cada por uma reacg¢do baseada na fixagdo do complemento.

II. Para esta reaccdo o antigeno serd preparado com figado de rhesus in-
fectado, tratado por processo especial que liberte a maior quantidade possivel do
virus. Este antigeno apresenta especificidade e sensibilidade na infecgdo, tanto
humana como experimental.

I1I. Os sbdros de nacionaes residentes em zonas onde o mal é endemico, em
proporgio de quasi 50 ¢, contém anticorpos fixadores do complemento, o que
nio acontece com os siros de extrangeiros recemchegados ao paiz.

IV. Conforme se passa com os sbros de convalescentes, os sdros de nacio-
naes contendo anticorpos fixadores do complemento (reac¢io com +4+-++),
sio capazes de proteger o Macacus rhesus em relagio 4 infecgio experimental.

V. Tratando-se de sbéros de nacionaes oriundos de zonas de endemia ama-
rillica, este facto poderd falsear os resultados da reacgdo quanto ap diagnostico
post-infecgiio, o que tambem se dard com a simples prova de protecciao do rhesus
pelo sbro de convalescente.

CONCLUSIONS

I. The diagnosis of yellow fever, both human and experimental may be
based on the complement fixation reaction made in the course of the infection,
in the convalescence and after complete recovery.

II. The antigen for this reaction must be prepared from the liver taken
from infected rhesus monkeys and ground in a way that may set free as much
virus as possible. The antigen thus prepared shows both specificity and sensiti-
veness to the infection.

IIl. The sera of natives living in places where the disease is endemic show
complement-fixing antibodies in about 50 ¢ of the cases, whilst those of newly
arrived foreigners give negative results.

IV. The sera of natives containing complement-fixing antibodies (4 -+
reactions), like those of convalescents, afford the rhesus protection against
yellow fever.

V. This indeed may mislead one in the interpretation of the results, should
the reaction be made on material from persons living in the endemic zone, but
the rhesus protection test made with convalescent’'s serum will act likewise.
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