N.GagodaGamara
c’é}n
INTERESSE PRACTICO

DAS ALBUMINO-PRECIPITINAS
NAS FISCALISAGAO DAS CARNES

3 ! # 1912



Estante

ARRUMACAO

| Prateleira s
N.c de Ordem /.‘7’7 N

| Mago deverbetes N.°

N.°s DE REFERENCIA LOCALIZACAO

2620/75

Entrada .....

Invent.© 2 5603










Interesse practico das albumino-
precipifinas na fiscalisa¢ao das carnes

Y JL‘ mfw 5

GO TECA

o ’:\4 2_62/0

COMPOSTO E IMPRESSO NA IMPRENSA
DE MANUEL LUCAS TORRES o< =0-0-
RUA DIARIO DE NOTICIAS, 03, LISBOA







ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA

Interesse practico das
albumino-precipitinas na
fiscalisacao das carnes

ESCOLA SUPERIOR DE

MEDICHAVE TERINARIA

DISSERTACAO INAUGUE%Ef'!.";”f.._l.?.f.ﬂ
~ BIBLIGTECA

NUNO GAGO DA CAMARA ' "

OUTUBRO DE IQI2 — LISBOA

A EscoLA ndo se responsabilisa pelas doutrinas expostas
nesta dissertacao (Art. 76.° do Reg.° de 10 de set‘eml‘aro de 1903)



Arguentes desta dissertacdo:

Lente da ____ cadeira i

Lente da cadeira

N









PRIMEIRA PARTE




.
. 1 v
e " »
. . ; "
o %
. -
. . .
. .
3 .
. R .
i \
]
.
.
o )




Nogdo experimental das albamino-precipitinas

Precipitinas em geral, sua divisio, composicdo e propriedades.
Albumino-precipitinas. Sua origem. Especificidade dos soros
precipitantes. Sua applicagdo. Seu modo d’obtengéo. Sua con-
servagdo. Reacgdo precipitante.

As precipitinas sao corpos ainda hoje nio bem de-
fenidos que apparecem como producto duina reaccao
defensiva do organismo em face de substancias ex-
tranhas ; &s substancias extranhas que obrigam a sua
apparicao chamam-se antigenos, isto é, que originam
anti-corpos, expressao que, alem das precipitinas,
abrange varios outros productos de reaccio biologica,
como 8ao as antitoxinas agglutininas etc... de que
nao me compete agui oceupar.

Estes antigenos, ou mais especificamente ditos pre-
cipitogenos, podem ser de origem differente. Assim é
que em 1897 mostrou Kraus que juntando soro anti-
typhico a uma cultura filtrada de Bacillus typhicus
se turva primeiro para deixar ap6z algum tempo de
repouso um precipitado ; foi o primeiro passo para
o conhecimento dos anti-corpos que elle proprio cha-
mou. precipitinas. Dois annos mais tarde, em 1599,
Bordet obtinha uin soro precipitante injectando a coe-
lhos, sangue de gallinha desfribinado.

As primeiras tendo como antigeno a cellula bacte-
rica sdo ditas precipitinas bactericas, as segundas
tendo como antigeno as albuminas sio chamadas al-
bumino-precipitinas. Nicolle e Poserski chamam &4s
segundas albumino-coagulinas.

A composi¢ao chimica das precipitinas, embora nao
tenha sido ainda possivel determinal-a, deve comtu-
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do approximar-se das pseudo globulinas, isto é, das
globulinas soluveis em agua destillada,

Sao corpos facilmente dissociaveis. Uma tempera-
tura de 60° a 70° destroe-lhe o poder precipitante.

E’ sobre o segundo grupo de precipitinas, formado
desde a experiencia de Bordet a que me referi,
que recahird o meu estudo pois sdo ellas que cons-
tituem o thema desta dissertacio : sdo ellas o reagente
hiologico que nos ird desvendar a especie ou espe-
cies que forneceram as albuminas das quaes apenas
possuimos solutos nao importa mesmo que em fra-
quissimas diluicdes.

As albumino-precipitinas existem no soro do san-
gue dos animaes preparados com solutos albuminoi-
des, constitnindo assim os chamados soros precipi-
tantes, os quaes se dizem : soro precipitante para as
albuminas do soro de cavallo, soro precipitante para
a albumina do leite de vaca etc... pois estes soros
tem propriedades especificas como adeante mostra-
rei. - :

Porém antes da apparicdo das albumino-precipiti-
nas no sangue, que é d'onde praticamente as tiramos,
nota-se j4 a sua existencia em orgius que sfio sem
duvida seus formadores, em primeiro logar o baco,
em seguida os ganglios mesentericos e ainda a me-
dulla ossea.

Suggerindo a duvida se as albumino-precipitinas
obtidas por injeccoes de soros heterologos seriam
originadas pela presenca duma ou das duas albumi-
nas do sangue a globulina e a serina, Nolf propoz-se
a resolvel-a.

Para isse serviu-se do soro de cavallo ; separava a
globulina per saluracao pelo sulfato de magnezia a
30° com filtracao, e a serina juntando 1 °/, d’acido
acetico ao filtrado depois de arrefecimento ; depois
de uma dialyse de 8 dias em agua chloroformada, as
solucgoes de globulina e de serina eram injectadas a
coelhos, recebendo 5 injeccoes com 8 dias d’inter-
vallo. O soro que assim preparava com globulina pre-
cipitava o soro de cavallo, turvando egualmente as
solucgdes de globulina e ndo turvando as de serina,
E o soro que preparava com serina nao turvava nem




o soro de cavallo nem as soluccoes de globulina nem
as de serina. Concluia entdo qne era apenas a globu-
lina que era o precipitogeno. Mais tarde Lebanc re-
tomando o mesmo assumpto e seguindo o processo
de Nolf com soru de vaca, precipitava as globulinas
por semi-saturagao pelo sulfato d’ammonio e a seri-
na pela saturacdo feita com 0 mesmo sal, mas em vez
deinjectar todas as globulinas, injectava s6 as pseudo-
globulinas, sendo precipitada a englobulina por uma
dialyse prolongada. Os coelhos recebiam pouco mais
oun menos 8 injecgdes. Porém o soro do coelho pre-
parado para a serina produzia ao contrario, do que
verificava Nolf, uma turvagao e um precipitado no soro
de vaca, 0s quaes eram mais importantes do que os
que dava o soro de coelho preparado para a globulina,

Em 1902, Falloise, em vista dos resultados diffe-
rentes de Nolf e Lebane, tomou soro de cavallo e
soro de vaca e estudou em dois quadros os resulta-
dos comparativos da precipitacio com as globulinas
e serinas, separadas cada uma dellas pelos processos
dos dois experimentadores.

Falloise conclue que duas explicagoes sio possiveis:
a primeira é que a serina injectada aos coelhos da ao
seu soro um poder precipitante fraco, exigindo um
grande numero d’injeccdes para que se produza, ao
passo que as injec¢Oes de globulina lhe confere um
poder precipitante energico e produzindo-se rapida-
mente ; a segunda explica¢do, e que segundo elle é
a mais plausivel, é que 0s processos classicos empre-
gados para separar as globulinas e as serinas do soro
nao sao perfeitos e que as solucgoes de serina que
se injecta, conteem tracos de globulinas ; seriam estes
ultimos que, depois de numerosas injec¢des, acabam
por conferir ao soro de coelho um poder precipitante
pouco energico e exercendo a sua ac¢io tanto sobre
as soluccoes de globulina como sohre as de serina
impuras.

E é assim que Falloise compartilha na conclusio
de Nolf, que attribue & globulina apenas a proprie-
dade de fazer nascer o poder precipitante.

Em 1906 Kraus e Schiffmam, continuando os tra-
balhos de Kraus e Levaditi, trataram de pesquizar




quaes 0s orgdos ou elementos cellulares que seriam
precipito-formadores.

Estas pesquizas consistiam em injectar quantida-
des variaveis de soro de cavallo, sub-culaneamente,
nas veias e na cavidade peritoneal de coelhos. Os
coelhos eram sangrados algum tempo depois da inje-
cedo e 0s orgdos serviam a preparar extractos nos
quaes apreciava a percentagem de precipitinas.

Os orgaos eram triturados depois mixturados com
soro physiologico na propor¢io de . e levada esta
mistura 4 estufa de 37° durante algnmas horas e por
ultimo filtrados por papel filtro. A pesquiza da preci-
pitacao era feita mixturando de 0,1¢ a 1° d’extrato
com 1° de soro de cavallo diluido on néo e collocan-
do os tubos durante °4 horas a 37.°

Resultava destas experiencias que qualquer que
fosse o modo d'injecgao as precipitinas s6 appareciam
no soro sanguineo.

Depois fazendo a splenoectomia em periodos dif-
ferentes, depois da injeccdo do antigeno, verificava
que 0s coelhos fabricavam albumino-precipitinas como
os coelhos que nado soffriam a intervencao cirurgica;
apenas havia nm atrazo na sua apparicao o que o0s
experimentadores explicavamn com? uma cansa d’en-
fraquecimento do organismo que tinha soffrido a abla-
¢do do baco. Concluiam entio que o bago nio desempe-
nhava nenhum papel de precipito-formador, e por
exclnsio de partes dizem que a sua génese deve ser
t‘eitil no systema vascular provavelmente no endo-
thelio.

Em novembro do anno seguinte o Dr. Cantacuzéne
fez o relato das suas experiencias que embora che-
gue a conclusoes differentes das precedentes parecem
ser comtudo mais admissiveis.

Modificou ligeiramente a technica de Kraus e Schit-
fmann. Tomou como animal d’experiencia o coelho e
como antigeno o soro de cavallo nado aquecido, que
injectava intraperitonealmente na maior parte das
experiencias na dose de 10, Servin-se d’extractos
d’orgacs muito mais concentrados ; a emulsio de
baco fel-a a 1:4 ao passo que a de Krauns e Schiffmam




era feita a 1:10. Para o extrato de medulla ossea tri-
turava em 2 de soro physiologico a medulla dos dois
femuros Apenas os orgaos lymphoides (bago, ganglios,
medulla ossea) e o pancreas lhe forneceram extira-
ctos precipitantes. A propriedade precipitante que
encontrou no extracto de pancreas nio era especifica
visto que a encontrou tambem nos pancreas normaes
de cabra e cdo; alem d’isso nos cies d’experiencia
aos quaes lhe fez a ablacao do pancreas, a inoculacao
do antigeno era seguida da appari¢do de precipitinas
no sangue como nos animaes testemunhas, o que lhe
levou a eliminar do pancreas o papel de orgao pre-
cipito-formador.

Verificou que a elaboracio das precipitinas nos or-
gaos lymphoides era precoce, durava poncos dias, pa-
ra desapparecer uma vez que a precipitina tinha sido
lancada no sangue. Este facto fez com que Kraus e
Sehiffmann interpretassem o resultado das suas sple-
noectomias como acima me referi e que os levaram
a banir o baco como orgio precipito-formador.

Estndou ainda Cantacuzéne a acgio precipitante
em diluicdes de volume egaal de soro physiologico e
d’extracto peritoneal obtido por injeccao intraperito-
neal de uma emnlsio aleuronica a coelhos que d'an-
te-mdo tinham recebido sub-cutaneamente 10 de
soro de cavallo; assim viu apparecer no exsudado pe-
ritoneal a precipitina antes do seu apparecimento no
sangue. Estas experiencias levaram-no a concluir-que
a elaboragio da precipitina é devida em grande parte
aos leucocytos livres, e como 0s 0rgaos ricos em ma-
crophagos constituem os centros principaes onde se
formam as precipitinas é provavel que sejam estes
que as segregam.

A especificidade dos soros precipitantes largamen-
te discutida e até negada por alguns experimentado-
res nio pode ser considerada no sentido absoluto da
palavra, mas sim relativo pois so fornecem reagoes
especificas em relacao ds doses utilisadas e 4 inten-
sidade do precipitado obtido.

Foi mesmo esta falta de especificidade absoluta
que fez suggerir a duvida aquelies que queriam exi-
gir da reaccao das precipitinas um rigor que nao se




exige em geral d’outras reaccoes semelhantes como
a das agglutininas por exemplo.

Em Janeiro de 1901 a apresentacao dos trabalhos
de Leclainche e Vallée sobre a applicacao das preci-
pitinas ao diagnostico diflerencial das nephrites nos
da indicacOes sobre a suna especificidade. Prepararam
coelhos por uma serie de inoculagdes intravenosas
de 20c de urina contendo 1 a 2 gr. d’albumina por
litro. Os que resistiram durante 3 mezes, recebendo
ao todo de 150° a 200, davam 15 dias depois da ul-
tima injeccao um soro precipitante. Estes soros nao
davam precipita¢io com urinas nao albuminosas, os
soros normaes do coelho e ainda do homem do ca-
vallo, burro boi e carneiro eram indifferentes ; obti-
veram ainda precipitados abundantes com urinas for-
necidas por 3 homens attingidos de nephrite intersti-
cial, ao passo que gom uma urina rica era globulinas
provindo dum caso de nephrite parenchymatosa da-
va um precipitado insignificante.

KExperimentando tambem estes soros em urinas
fortemente albuminosas de cdo e de vaca nao deram
nenhuma reaccao.

Em Septembro do mesmo anno foi inaugurado em
Hamburgo pelo Dr. Jess o methodo de differencia-
¢ao das carnes com soros de coelhos preparados com
soros das especies, cavallar, bovina, ovina, caprina e
porcina que elle proprio ia colher ao matadouro na
occasiéo da matanca. Separava o soro do sangue por
coagulacio na geleira e injectava intraperitonealmente
10e de soro dados quotidianamente durante 8 a 10
dias depois dos quaes o0s sangrava conservando-os em
jejum de vespera. Estes soros apenas davam preci-
pitados com o0s macerados de carne da especie que
fornecera o soro para a preparacdo do coelho. Em 7
de Novembro seguninte o Dr. Uhlenhuth consagrava-
lhe um artigona Deutsche medicinische Woshenschrift
e em 17 d’Abril de 1902 Miessner e Herbst publica-
vam um trabalho confirmando inteiramente a exacti-
dao dos factos apontados por Jess.

Facilmente acceite a especificidade das albumino-
precipitinas para as albuminas de especies differentes
e afastadas, houve duvidas (que como disse nasceram
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da falta de especificidade absoluta) sobre se eram
ou nao especificas para as albuminas de especies pro-
ximas e até das differentes albuminas do mesmo in-
dividuo.

Lemoine e Linossier em marco de 1902 mostraram
as vantagens do emprego de soluccbes albuminosas
muito diluidas para que a precepitacio seja especifica ;
pois que os seus soros preparados para soro huma-
no, de cavallo, de vaca e mixturados na quantidade
de 10 volumes para 1 volume de soro normal davam
precipitados nitidos com os soros d’homem, vaca, ca-
vallo, cao, carneiro e porco, reaccio fraca com o de
cobaya e um precipitado minimo, comtudo nitido, com
0 de gallinha.

Experimentando um soro de coelho preparado com
soro de vacca para determinar a que diluiccao ma-
xima os diversos soros comecam a turvar-se achou
os seguintes numeros : Turvava o soro de vaca a
1:5000 ; o de cavallo a 1:300 e o do homem a 1:50.

Perante estes numeros, que embora nao sejam abso-
lutos para todo e qualquer soro, pois nem todos teem
o mesmo grau precipitante, da-nos comtudo um meio
de garantir a sua_especificidade.

Km 1903, quando Vallée e Nicolas estudavam a dif-
ferenciacdo das carpes pelos soros precipitantes, com-
municaram na sessio da Sociedade Central de Mede-
cina Veterinaria de 28 de maio, os seus trabalhos so-
bre a differenciacdo das soro-albuminas e das muscu-
lo-albuminas.

O facto que elles se propuzeram a elucidar era que
o soro de coelho tratado pelo soro de vaca precipitava
bem na dose de 5 gottas2e, da dilnigdo a 2°/, deste
soro, e dum modo quasi inapreciavel 2 duma mace-
racao de carne de vaca a 2°/,.

A condiccdo indispensavel para obter uma reaccio
nitida com as precipitinas é introduzir sempre na so-
luccdo a precipitar um excesso de precipitina. Ora, a0
passo que 2 de diluicgdo a 2°/, de soro de vaca con-
teem pouco mais ou menos 3™"¢ d’albumina, 2 de ma-
ceracio de carne nio continha senao 2™"¢ ; tendo sido
tratados os dois liquidos pela mesma dose de preci-
pilinas estas encontravam-se, pois, sempre em maior




excesso sobre a maceracgic de carne que sobre a di-
Inicgao de soro. Seria a maceragdo de carne que de-
veria fornecer o welhor precipitado. :

A differenca observada na nitidez da reacg¢ao nio
resultava, pois, duma insufficiencia de precipitina no
tubo contendo a maceracdo de carne. Por outro Jado,
tendo sido as condi¢cdes de meio identicas para as
duas solucedes, nao se poderia invocar para explicar
a differenca das indicacOes da reaccio as variacoes
de temperatura, de desigualdades no grau de alcalini-
dade da dilvicao de soro ou da maceracao de carne
a precipitar. Repetiram as experiencias sobre dilui-
coes de diversas amostras de soro de vaca e sobre di-
versas maceracoes de carne; em todos 0s casos 0
soro precipitante obtido no coelho, preparado por in-
jeccoes multiplas de soro de vaca, mostrava-se bas-
tante mais activo sobre as diluicgoes deste soro que
sobre as maceracoes de carne de vaca. A substancia
activa deste soro parecia, pois, mais apta a precipitar
as albuminas do soro que as do musculo.

Para verificar se se daria o inverso com o soro de
coelhos preparados com as albuminas do museulo, tras
taram parallelamente coelhos, uns com soro, outros
com um pezo egual de carne (posta a macerar no seu
pezo de soro physiologico); apresentaram os resultados
obtidus sobre dois coelhos :

Ao coelho A (com 2.200#™ de pezo) foram lhe in-
jectadas snbcuianeamente, nos dias 17 d’Abril, 26 do
mesmno mez e 7 de Maio, respectivamente as doses
crescentes de 25,50 e 60#= de soro de vaca aquecido
a 55.° O coelho B. (com 2.0005 de pezo) foi inocu-
lado nos mesmos dias com as mesmas doses de ma-
cerado de carne de vaca.

Os dois coelhos foram sangrados em 12 de Maio,
isto é, no quinto dia depois da ultima inoculacao.
Estes dois animaes foram tratados dum modo rigoro-
samente comparavel. O soro utilizado para a prepa-
ragao do coelho A continha pouco mais ou menos
7sms, 8 °/, de materias albuminoides coagulaveis pelo
calor em presenca d’acido trichloracetico ; e as mace-
racoes inoculadas ao coclhu B davam nas mesmas
condicgoes 3°/, de materias albuminoides. No total o



coelho A recebeu, pois, em materias albnminoides
quasi o dobro do que recebeu o coelho B. Os soros
dos dois coelhos A e B foram verificados sobre quan-
tidades comparaveis de diluicoes de soro e de ma-
ceracio de carne de vaca ; isto é, que as diluicoes a
2°/, de soro de vaca eram tratadas comparativamen-
te pelos soros de A e de B e que as maceracoes de
carne de vaca a 2°, eram submettidas & mesma
prova. Na dose de 5 gottas o soro do coelho A deu
um bom precipitado em 2« de dilui¢do de soro de
vaca, e um precipitado insignificante numa dose egual
de maceracao de carne de vaca, Na dose de 5 gottas
0 soro de coelho B precipitou muito bem 2¢ de ma-
ceracdo de carne de vaca e quasi que ndo turvou
2¢ da diluicdo de soro de vaca. O soro do coelho A
tratado por injecgOes de soro de vaca precipitou bem
sobretudo as albuminas do soro ; poder-se-ha chamar
uma soro-precipitina. O soro do coelho B tratado por
maceragoes de carne de vacca precipitou particular-
mente as albuminas do musculo ; dir se-hia uma mus-
culo-precipitina. Empregando apenas uma gotta ou
duas a especificidade da reaccido ganhava em nitidez
e a musculo-precipitina que nestas doses precipitava
muito bem as maceracoes de carre, nio turvava as
diluigdes de soro. A musculo-precipitina preparada
para vaca comportava-se para com as albuminas das
outras especies animaes da mesma maneira que a
soro-precipitina.

Fica assim exposta a questdo da especificidade das
albumino-precipitinas para as albuminas de especies
diferentes e para as albuminas de differente origem,
mas do mesmo-individuo.

Querendo levar mais longe a differenciacdo das al-
buminas, Linossier e Lemoine, em janeiro de 1907, pu-
blicaram as suas pesquizas sobre a differenciacio das
albuminas do soro de animaes da mesma especie mas
de racas differentes. Foi assim que elles prepararam
um coelho com 3 injeccdes de soroduma vaca dara-
¢a Limousine. Sangrado o coelho a branco e recolhi-
do o soro a sua accdo foi ensaiada comparativamen-
te sobre soros de vacas dasracas « Limousine», «Cha-
rolaise», «Bretonne», «Normande» e « Vendéenne».
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Embora empregassem toda a attencdo e todos
0s meijos para verificar se havia alguma differen-
ca de reaccdo, nao chegaram a resultados concluden-
tes.

Alem da applicagio practica das albumino-precipi-
tinas, que forma o thema deste trabalho, esbocarei
apenas algumas outras para mostrar o incremento
que vao tendo estes anti-corpos como meio d’analy-
se bioldgica,

Em medicina legal servem a authenticar a especie
a que pertence uma mancha de sangue, que exista
em qualquer tecido de vestuario ou ornamentacéo, e
que para o effeito de derivar as investigacdes crimi-
naes, os culpados procurem provar que sio manchas
accidentaes, produzidas por sangue d'outra especie e
porlanto extranhas ao crime. Uma mancha de sper-
men pode ser identificada pelo mesmo methodo.
Como diagnostico clinico das nephrites applicaram-no
ja em 1901, Leclainche e Vallée, como acima me re-
feri. Em 1902 Linossier e Lemoine procuraram identi-
ficar uma albuminuria.d’origem intestinal. E’ um fa-
clo interessante, este, pois que, como 0 demonstraram
as experiencias de Castaingne e Maurice Chiray as
albuminas heterologas lancadas no sangue fazem bai-
xar a percentagem d’albumina fixa e sao eliminadas
‘na maior parte pelos rins sem serem decompostas.
Nas experiencias de Linossier e Lemoine dando a um
doente albuminurico o regimen lacteo, com leite de
vaca sem ser fervido, viram angmentar a percentagem
d’albumina nas urinas e poderam obter com ellas um
precipitado com o soro de coelho preparado com soro
de vaca.

A fraunde de mixtura de leites é facil de verificar,
tendu soros precipitantes para as albuminas dos res-
pectivos leites.

Em biologia a precipitagao dos soros de duas es-
pecies da-nos o estreito parentesco dessas duas espe-
cies. Na analyse de productos agricolas ja tiveram o
seu acolhimento ; assim se differenciamn o mel natu-
ral do mel artificial e até parece possivel distinguir
0s albuminoides dum vinho natural dos dum vinho
artificial. A propria chimica dos albuminoides, delica-
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da nos seus methodos de analyse, tem lucrado com
as albumino-precipitinas.

Os soros que contenham as albumino-precipitinas
especificas obteem-se com a introduccdo no organis-
mo de solutos albuminoides, com a condic¢ao de esse
organismo reagir a essas substancias extranhas. K’
assitn que se pode formular a seguinte lei: Se se
inocula por varias sessfes a um animal A uma ma-
teria albuminoide (sangue, soro, spermen, liquido as-
citico etc.) provindo duma especie differente B, 0 soro
do animal A adguire a propriedade de precipitar —
in vitro — as soluccdes albuminosas provindo de B.
(Esta lei ndo soffre excepgad senio no caso em que
0 liquido albuminoso utilizado ndo provoca reac¢ao
no organismo inoculado),

Pode-se provocar o apparecimento de precipitinas
como o experimentou Cantacuzéne com uma in-
jeccdo intraperitoneal d’aleunrona no coelho ; porém
estas precipitinas ndo sio especificas, facto que faz
prever que haja no organismo do coelho precipiti-
nas livres, pois apparecem poucas horas depois
da excitacdo energica dada pela aleurona, ao passo
que as especificas levam tempo a formarem-se.

As vias de introduccdo da albumina precipitogena
podem ser a sub-cutanea, intravenosa, intraperitoneal
e ainda como o demonstrou Cantacuzéne em 1907
por via estomacal, comtudo a sub-cutanea é pre-
ferivel como verificon 0 mesmo autor notando uma
produccdo geral d’anti-corpos muito mais abundan-
te do que por via intraperitoneal, caso em que no-
tou, sobretudo, uma producgdo local de precipitinas
tendo caracter nitidamente especifico. Os soros pre-
cipitantes para a differenciacao das carnes fez-se de
comeco por inoculacdes a coelhos de soros normaes
das respectivas especies como acima disse referindo-
me aos trabalhos do Dr. Jess. Foi depois de se veri-
ficar a especificidade das muscnlo-precipitinas que
se comecou a preparar os coelhos com macerados de
carne.

Como resulante dos trabalhos de Nicolas e Vallée,
que acima deixei apontados, recommendam elles a
seguinte technica: «Inocular-se-ha em 3 sessOes e
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eom 8 dias d’intervallo sub-cutaneamente ao coelho
uma macera¢io feita a frio de 50%™ de carne em
50 de soro physiologico. Se a carne foér picada,a ex-
traccdo dos prodoctos soluveis é total depois de 3
horas. Passado este tempo submette-se gsta massa
4 accdo duma prensa de carne e inocula-se o liqui-
do que escorre. Escusado serd dizer que a operagio
deve ser feita tdo asepticamente quanto possivel. Os
coelhos sio sangrados b a 8 dias depois da ultima ino-
culagio.»

Sendo as precipito-albuminas facilmente dissocia-
veis 0s soros precipitantes raramente se conservam
limpidos além de 3 semanas ; é recommendado guar-
dal-os na geleira ao abrigo da luz; outros aconselham
addicionar-lhes chloroformio cu phenol ou ainda fil-
tral-os por vela Berkefeld.

Strube e Fally em 1907 conseguiram prolongar a
duracao dos soros precipitantes, destinados a diffe-
renciar as carnes, usando o processo da dissecagdo
em harmonia com o que se faz para os soros agglu-
tinantes.

A reaccao precipitante consiste na junceio de soro
precipitante, preparado para uma dada albumina, com
um soluto transparente dessa mesma albumina.

Faz-se num tubo de vidro no qual se deita a solu-
ccio albuminosa para depois deitar o soro especifico,
deixando-o escorrer pelas paredes do tubo gotta a
gotta ; o soro por ser mais denso occupara o fundo
do tubo.

Se a reaccao for positiva formar-se-ha um annel es-
branquigado nalinha de contacto dos dois lig#idos, an-
nel este, que nao tardara a reunir-se em flocos e des-
cer para o fundo do tubo. Quando tivermos quanti-
dades minimas de soluto albuminoso a indentificar o
emprego de tubos capillares torna-se necessario. Ain-
da querendo conhecer exactamente a quantidade do
precipitado formado para ndo recorrer 4 pesagem di-
recta que demanda tempo e apparelhos de precisio,
emprega-se uns tubos cnja parte inferior é adelgaca-
dae rigorosamente calibrada e graduada, tubos que
depois da reaccio acabada se levam 4 centrifuga para
depois ler na graduagio o volume do preeipitado.
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Para se determinar as especies de carnes contidas
num prodacto que temos que examinar procede-se
do seguninte modo :

Colloca-se num supporte appropriado nma serie de
tubos bem calibrados, do mesmo comprimento e tan-
to quanto possivel de egual espessura.

Para a reaccao ser bem orientada os tubos devem
ser 2s4-1 representando s 0 numero de soros especi-
ficos com que vamos trabalhar. Nos s tubos deita-se
em cada um 2¢ de maceragdo do producto a exami-
nar bem picado, feita durante 3 horas em 10 vezes o
seu peso de soro physiologico e filtrada até absoluta
limpidez, em egual numero de tubos deita-se em
cada um 2* de macerado.

Em seguida deita-se em cada um dos tubos 1 a 5
gottas de cada um dos soros que possuimos, menos
no ultimo que nos servird de testemunha para o con-
traste da fransparencia. Os outros em que se tinha
deitado soro physiologico em egual quantidade aos de
macerado servem-nos para comprovar se os respecti-
VOs soros ndo apresentam opalescencia e se 0 soro
physiologico nfo seria susceptivel por si s6 de turvar
0 soro, como acontece por exemplo com a agua or-
dinaria. O tubo ou tubos onde se deu precipitacdo
indicara se o producto contém uma so6 especie de car-
ne ou uma mixtura de carnes.

Por exemplo no exame dum chourico suspeito se
dois tubos derem precipitado e esses dois tubos cor-
responderem aos soros preparados para carne de
porco e de carneiro, pode-se concluir que o chourico
foi falsificado com carne de carneiro; pois se fosse
conscientemente confeccionado a sna maceracao ape-
nas daria precipitado com o soro preparado com as
musculo albuminas do porco. isto é, que a chourico
continha, como aliaz devia conter, apenas carne de
porco.







Couc_epoﬁﬁ theorica das albumino- precipitinas
' ¢ da reagdo precipitante

Obrigar um organismo a fabricar albumino-precipi-
tinas pela introduccdo experimental de albuminas
heterologas, é obrigal-o a defender-se dessa introduc-
cdo de substancias extranhas. Essa reac¢io organica
faz parte dos phenomenos da immunidade. A immu-
nidade, embora abranja variadissimos phenomenos
tao intimos que alguns dos quaes nio sao ainda ho-
je do dominio da sciencia, poder-se-ha defenir na sua
generalidade da seguinte maneira: «E’ a propriedade
que possuem alguns individuos de serem refractarios -
a uma intec¢do & qual nio podem resistir nas mes-
mas condiccOes ountros individuos da mesma especie
ou da mesma racap. :

Era natural que no espirito dos experimentadores,
em face dos factos da immunidade, se lhes suggeris-
se uma explicacdo que a cada um lhes parecia me-
Ihor interpretar os phenomenos observados. Embora
algumas dessas explicacoes sejam filhas de factos
concretos, nido deixam de ser theoricas na sua essen-
cia, e ainda mais, hypotheticas, se assim lhes quizerem
chamar, Comtudo uma hypothese com a evolugao da
sciencia chega muitas vezes a tornar-se um .facto.'As .
hypotheses sdo muitas vezes precisas para servirem
de base & evolugdo do proprio phenomeno que as
fez conceber. 54

As theorias que aspiram a abranger todos os phe-
nomenos da immunidade ainda 0 néo conseguiram.
Cumpre-me, porem, enquadrar n’'uma d’ellas a inter-
pretagdo das albumino-precipitinas e ‘'da sua reac¢ao.
Na impossibilidade de aprecial-as todas, viste nao ser




esse 0 meu alcance, apoiar-me-hei 4 theoria d’Erlich
que, embora nao seja impeccavel, me foi comtudo
aquella que melhor me pareceu demonstrar este phe-
nomeno, materialisando uma concepcao.

Erlich admitte que o protoplasma cellular é forma-
do dum certo numero de molleculas differenciadas,
compostas cada uma d’'nm nucleo foncional e de ca-
deias lateraes, e harmonia com o que se faz em
chimica organica nodesenvolvimento das formulas de
constitnicio num plano, cuja representacdo se faz
por cadeiag longas, lateraes e fechadas; sO assim se
comprehende a constituicac da infinidade de com-
postos isomeros da chimica organica. Por exemplo o
benzol possue uma cadeia fechada ou nucleo em he-
xagno e seis cadeias lateraes partindo de cada um
dos vertices do polygono. Uma representacio com-
paravel pode ser feita para a mollecula do protoplas-
ma. O grande numero de cadeias lateraes da mollecu-
la protoplasmica, &s quaes chamou receptores, fixam
a materia nutritiva para a regeitarem depois de ter
soffrido as modificacOes necessarias 4 sua assimila-
¢cdo. Assim quer Erlich que se passe um phenome-
no analogo com as toxinas; estas teem nm grupo fon-
cional (grupo toxophoro) e um outro intermediario
entre a toxina e a cellula (grupo haptophoro). Se a cel-
lula fica saturada pelos grupos haptophéros da-se a sua
intoxicacao, se nao fica saturada a cellula regenera
novas cadeias lateraes em excesso, isto segundo a lei
de Weigert sobre a hyper-regeneracio. Sendo este
excesso inutil, a cellula lanca-os no sangue e nos hu-
mores, constituindo os receptores livres que n’este
caso 840 a antitoxina. O que se passa com a toxina
é, mutatis mutantis, 0 (que se passa com qualquer ou-
tro antigeno. A’ maneira que se avancava na questao
da immunidade teve Erlich necessidade de crear no-
vos receptores ; e assim chamou aos primeiros rece-
ptores de 1.* ordem ou uniceptores, aos (quaes teve
que acrescentar os de 2.% e 3.* ordem, aos ultimos
dos quaes chamou amboceptores. Os receptores de
2.* ordem differem dos antecedentes em possuirem
ao lado do grupo haptophoro, que aqui desempenha 0
papel fixador, um outro a que chamou zymophoro com




0 papel foncional. Nos de 3.* ordem o grupo zymopho-
ro ¢ substituido por um segundo grupo haptophoro; o
primeiro grupo haptophoro (grupo cytophylo) fixa os
anticorpos sobre a cellula, o outro, dito complemen-
tophylo, serve para fixar o complemento, substancia
da natureza dos fermentos que se acha no sangue.

Para 0 nosso caso, a mollecula da albumina hetero-
loga que se introduzia no organismo iria pelo seu
grupo haptophoro fixar-se ao grupo haptophoro para
aquelle adequado, da molecula protoplasmica dos ma-
crophagos. Esta cellula vendo-se compromettida pela
proxima saturacao de todos cs seus receptores, fabri-
ca-0s em excesso para luctar contra o ataque da al-
bumina extranha; a cellula ficando vencedora rejeita
esse excesso de receptores que agora lhe sio inuteis,
langando-as na corrente sanguinea. Sao esses rece-
ptores que tendo um grupo zymophoro com o papel
foncionnal de coagular a albumina e um outro ha-
ptoforo de tal modo constituido que s6 se adaptara
ao grupo haptoforo da mollecula da albumina que
obrigou a sua formagéo, que constituem as albumino-
precipitinas.

As albumino-precipitinas sdo, pois, receptores li-
vres de 2.* ordem 0s quaes com a sua reac¢io preci-
pigante podem ser schematicamente assim represen-
tados:
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Fiscalisacdo das carnes. Yantagens do methodo
de analyse biologica. Viabilidade da sua generalisacdo.
Conclusdes do que ficon exposto

A fiscalisacdo das carnes deve attender a dois fins:
subsidiar a hygiene publica com a rejeic¢ao e inutili-
sacdo de productos que possam vir prejudicar a sau-
de do consumidor e ainda obstar a que elle fique lo-
grado e prejudicado economicamente com productos
de menor preco apresentados como se fossem realmen-
te 0s que sdo de maior valia. A carne sendo uma das
bases mais importantes da alimentagdo, principalmen-
te nos grandes meios, toda a vigilancia e cuidados
hygienicos que se lhe consagrem reverterdo a favor
da sua populacéo. '

A fiscalisacdo tal qual hoje é feita, € muito summa-
ria ; apenas se attende aos caracteres physicos. Nas
carnes frescas a fiscalisacdo é facil de ser feita com
rigor, porém nas carnes ensaccadas depois de terem
soffrido todas as preparacoes condimentares e da sua
conservacdo, sendo tanto mais facil acobertar qual-
quer frande é tanto mais difficil de as desvendar nédo
tendo, como nido ha até agora, methodos seguros de
que o technico possa lancar mao.

Devem ser introduzidos na fiscalisagdo das carnes
methodos scientificos que favoregcam o desem penho
consciente dessa funccdo, para que goze dos foros
que lhe sdo pertenca, e assim mais cabalmente possa
instruir e subsidiar a hygiene publica, de que cada
vez mais as grandes agglomeracOes de populagio ca-
recem e exigem.

Hoje apresento este methodo a introduzir, amanha
poder& apparecer um outro.
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Lembro, por exemplo, que seria de alcance practi-
co verificar se o precipito-diagnostico do mad rubro
daria reaccdo positiva em carnes defumadas provindo
de porcos atacados dessa epizootia. Outros methodos
que interessem 8 fiscalisacao das carn‘s podem vir
a lume com as continuas pesquizas da sciencia, e 6
preciso que se generalisem as descobertas scientifi-
cas que directamente visem a pratica e ndo as dei-
Xar permanecer no recinto dos laboratorios ou quan-
do muito a sua explanacdo collecionada nas biblio-
thecas. K’ preciso que se avance que se desperte
Cesta inac¢do para a vida intensiva que faz com que

‘aos_olhos dos criticos imparciaes pareca um apa-
nagio de raga. SerA um producto de clima ? De sitna-
¢do geographica ? De condicgdes economicas ? Ou
seja filha dum destes factores ou de todos, o que
ndo resta duvida é que é um facto verificado na maio-
ria dos ramos da sciencia e industria.

O emprego do methodo biologico de identificacdo
de carnes além de directamente verificar uma frau-
de, que seria punida por lei, iria indirectamente obs-
tar a que essa fraude fosse feita em grande escala,
embora infelizmente ndo deixasse de haver, como
sempre, quem seja pouco escrupuloso.

A generalisacdo do methodo poderia ser feita de
duas maneiras:

As carnes suspeitas seriam detidas no posto de fis-
calisacdo e mandada uma amostra para o laboratorio
do Estado que se encarregasse da obtencao dos so-
ros precipitantes, podendo no espaco de 24 horas dar
o resultado da reaccio e nio havendo assim muita
demora na detencdo da remessa de carnes, caso a
reaccdo fosse negativa. Outra solucedo seria o labo-
ratorio fornecer aos diversos postos soros precipitan-
tes e a reaccao ser feita no proprio posto pelo medi-
co-veterinario. Neste caso s6 seriam dadas como po-
sitivas para os effeitos judiciaes, as reaccoes feitas com
0s soros do laboratorio do Estado ou d’outra prove-

niencia mas s6 depois de verificados por esse mesmo
laboratorio.

Como laboratorio do Estado estaria naturalmente
indicado o da_Escola de Medecina — Veterinaria, em-
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quanto nao se constituisse o laboratorio da direcg¢io
dos servicos de sanidade pecuaria creado pelo art.
368.- do decreto de 17 d’agosto de 1912, sobre a Or-
ganizagdo dos Servigos Agricolas.

Analysando os factos que deixei apontados neste
trabalho firmados pela technica de tantos experimen-
tadores de nome, pode-se em resumo concluir :

que as albumino-precipitinas sao especificas atten-
dendo as doses utilizadas e ao volume do precipitado ;

que a reaccao precipitante para a differenciacdo
das carnes é um methodo de analyse tdo simples
quao seguro ;

que ha todas as vantagens e possibilidades em ser
adoptado entre nds o methodo biologico na fiscalisa-
¢ao das carnes,
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Verificagdo experimental da obtengdo
de soros precipitantes para as albuminas de musculo
de algnmas especies, ¢ do methodo de analyse
applicado a0 exame dos chourigos

Propuz-me nesta segunda parte do meu trabalho,
em tomar a iniciativa da obtencgado de soros precipi-
tantes para a differenciagdo das carnes, querendo fa-
cilitar deste modo, orientando até, se possivel fosse,
os que depois de mim ou por mofu-proprio ou encar-
regados quizessem obter em larga escala esses so-
ros. Com bem pezar meu, porém, até & data em que
devo metter no prelo esta dissertacio, ainda nao con-
segui obter nenhum soro. Imprevistos de technica e a
escassez do tempo nio me permittiram que aqui dei-
xasse registados os meus trabalhos depois. de con-
cluidos. Era-me tambem imppossivel addiar a defeza
desta dissertacdo. e portanto limitar me-hei a expor
os passos que tenho dado nesse sentido, reservando
para mais tarde, caso consiga concluir estes traba-
lhos, a publicagao dos resultados.

O plano foi preparar coelhos para as musculo-al-
buminas do cao, porco, carneiro e vaca. Depois de
obiidos os soros verificaria a especificidade de cada
um com as carnes frescas, e em seguida com chou-
rigos que preparei, com os condimentos que é de uso
empregar-se, um apenas com carne de cdo, outro
com carne de porco, um terceiro com carne de car-
neiro, num quartc com carne de vaca e por ultimo um
com a mixtura das quatro carnes. Completaria a san-
ccio do methodo de analyse, pesquizando fraundes em
chouricos, apresentados ao commercio, que originas-
sem suspeita.
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Ao comeco, ndo tdo bem orientado como o deve--
ria ter sido, procurei preparar os coelhos com mace-
rados de carne feitos durante 3 horas, nas quantida-
des de 10¢ de carne para 100 de agua destillada; a
carne era cortada o mais finamente possivel mas com o
auxilio d’nma thesoura. A receio injectei intravenosa-
mente as primeiras vezes 1°, passando depuis a 2¢; isto
é, a dose maxima de albuminoides soluveis que injecta-
va era 0,2 0003, pois a analyse do macerado dava no
albuminometro d’Esbach 0, 5 por litro. As injeccoes
eram feitas com oito dias d’intervallo. Apoz mez e
meio de preparacao, que na verdade para a carne de
cao e de poreo foi nm.ponco irregular, em vista da
difficuldade na obtencdo dessas carnes em dias fixos,
0s 8 coelhos que tinha empregados nesta experiencia,
sangrados em 20, por puncgio do coragio. deram
na geleira cada um delies 10 de soro. Nenhum des-
ses soros deu reacgac precipitante. it

Lendo depois os trabalhos de Nicolas e Vallée que
expuz na primeira parte quiz seguir-lhes a technica.
Assim tomei carnes de porco, de vaca e de carneiro;
bani a de cdo, pois era-me impossivel adquiril-a pre-
cisamente nos dias de inoculacio. .

Servi-me de 6 coelhos, sendo dois para cada espe-
cie de carne, trez dos quaes eram os que j4 tinham
soffrido o tratamento intravenoso. Cada um des ma-
cerados foi feito com 100¢ da respectiva‘carne, cor-
tada & thesoura, em egual pezo-de soro physiologico.
Depois de 3 horas de maceragdo, foram passados 4
prensa, e, injectava o que escorria a dois coelhos ;
isto é, cada num recebia 50 de macerado, como re-
commendavam Nicolas e Vallée,No segundo dia, depois
das inoculages, fai encontrar mortos 4 coelhos ; no
3.° dia morreu outro, apenas um sobreviven ‘1'odos:
elles, mesmo o que nao secumbiu, apresentaram no
ponto de inoculacao uma infecgdo putrida : ainda vi-
vos exhalavam um cheiro nauseabundo. O coelho que
sobreviven apresentava uma escara do tamanho da:
palma duma maio, que consegui que fosse diminuin-
do com applicacdes de tinctura d’iodo ; ainda hoje
estd vivo, continuando a svua preparacao. ;
Querendo obviar estes effeitos tao violentos, ten-




" tei empregar macerados mais diluidos, e injectados

em menos quantidade. Comecei a empregar uma ma-
china de picar carne, pois, alem de dividir melhor a
carne, ponpava tempo e trabalho.

Fiz um macerado de 505™ de carne plcada 4 ma-
china em 100 de soro physiologico ; depois de 3 ho
ras de maceracdo, filtrei apenas por panno; obtive
um soluto tendo 5¢ d’albuminoides por litro. Inje-
ctei subcutaneamente este macerado a quatro coe-
lhos: um com 5%, dois com 10% e outro com 20¢¢,
O primeiro e um dos que foi injectado com 10
morreram no dia seguinte 4 inocula¢do, com 0s mes-
mos signaes locaes que acima apontei,. O que rece-
bet1 20% morreu quatro:dias depois. Apenas um dos
que foi inoculado com 10 sobreviven apresentando
a infeccao local que, embora fosse-sempre tratando
a ella secumbiu 15 dias depois.

Em seguida’ tratei: de augmentar ainda mais a di-
lmccao do macerado.

Assim é, que tomei 10 de macerado, felto nas mes-

- mas condicgoes e doses que 0 precedente, e juntan-

do-lhe 50¢¢ de soro physiologico, filtrando depois por
papel filtro até transparencia. Deu esse macerado
1#* @’albuminoides por litro. Inoculei 4 coelhos, 2 com
macerado de carne de carneiro e 0s outlzos dois com
macerado de carne de porco.

0 que recebeu 10° de macerado de:carneiro. mor-
reu b dias depois de inoculado ; o que recebeu 5¢.do
mesmo macerado sobreviveu e éum dos queainda ho-
je continno a preparar. Os dois que receberam mace-
rado de carne de porco, um na dose de 10« e outro
na de 5, morreram ambos 8 dias depois.

Nao restava, pois, duvida que a mortandade dos
animaes de experiencia tinha como causa uma infec-
¢ao, provindo da carne, pois que por mais que me
esforcasse, para que todas as operacdes fossem fei-

tas o mais asepticamente possivel, j4 a carne vinha

conspurcada de bacterias, que encontravam durante
a maceracao e o tempo de absorpgdo da parte inje-
* " ctada, um optimo meio de pollulacao.

- Com o fim de esterilizar o macerado, recorri 4 fil-
tracdo por vella s0b a pressido de 3 atmospheras ;

L




injectados 10 deste filtrado ndo se deu nenhuma
reacdo local. Porém, tive que desistir pois que a vel-
la ‘'me retinha grande parte das albuminas : assim,
um macerado, que antes da filtragao dava 5% d’albn-
minoides por litro, deu depois de filtrado apenas 0,55
per litro.

Por ultimo tive que lancar mao dum methodo antise-
ptico, pois que o aseptico me era impossivel realizar
com o material e condigdas de que dispunha. Lem-
brei-me de atalhar e destrnir a pollulagio de bacte-
rias, empregando para fazer o macerado, soro phy-
siologico, contendo 1 ¢ a 2 e de formol por litro.

Como testemunha, injectei primeiro a um coelho
50e de soro physiologico, contendo 2¢* de formol por
litro ; isto &, o animal receben por via hypodermica
0,er1 de formol e nao se resentin. Se por um lado eu
injectava uma substancia inocua naquella dose, por
outro lado impedia toda a fermentacao putrida, que
aliaz se dava apoz umas 6 horas de abandono do ma-
cerado, que tivesse sido feito apenas com soro phy
siologico. A diminuicdo do titulo de dissolugao das
albuminas, por precipitagio pelo formol, era insigni-
ficante ; nm desses macerados que conservei duran-
te 48 horas apenas me deu uma differenca de 0,55
por litro,

O primeiro macerado que fiz nestas condi¢des foi
com 75¢ de carne de porco, picada & machina, e
150 de soro physiologico com 2¢* de formol por li-
tro ; depois de 3 horas de maceragdo filirei apenas
por panno : deu-me um macerado que continha 6
d’albuminoides por litro. Com este macerado inocu
lei 2 coelhos; um, que ji estava em tratamento, com
10¢c, e um outro, ainda nio servido, com 5°%.

Fiz tambem, nas mesmas condicgdes, um macera-
do com carne de carneiro, e injectei tambem 10 a
um coeiho j4 em preparacao.

Como passados eito dias depois da inoculacdo, o0s
animaes ndo apresentassem signaes de perturbacao
organica, quer geraes (uer locaes, achei que devia
recorrer de novo ao processo apontado por Vallée,
isto é, premindo a carne &4 prensa para assim obter o
maximo de albuminas, e injectar doses maiores. E’
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assim que jé inoculei um coelho (de 1550= de pezo),
ainda nao servido, com 50% de macerado de carne de
carneiro, feito nas seguintes condicdes: carne de car-
neiro, picada & machina, 50¢, junta com 50° de soro
physiologico contendo 1# de formol por litro. Ja sdo
passados 4 dias e o coelho apresenta-se bem ; se re-
sistir, continnarei a preparagao por este processo,
pois, € o unico a que pude chegar, parecendo ter
viabilidade pratica.

Nao queiram ver neste meu ainda incompleto tra-
balho uma barreira infransponivel 4 realizacdo, entre
nés, da obtencdo dos soros precipitantes.

Nao é mais do que um pequeno obstaculo, que eu
ainda ndo consegui transpor por falta de tempo, de
technica e de material.

Se me vir forgado a retirar desta Escola, antes de
concluida a obtencdo de soros, faco aqui um apello
vehemente e sincero a todos os meus collegas, e em
especial aquelles que tiverem em seu auxilio os fra-
cos elementos do laboratorio desta Escola, para que
consigam os resultados a que tanto aspiro e que de-
sejaria ver, em breve, postos em pratica no nosso
paiz.

Se este meu primeiro balbucear da enfancia da vi-
da que vou encetar lhes for d’algum proveito, muito
me regosijaria em ter sido util & nossa medecina ve-
terinaria, que tanto estimo e anhelo ver mais avan-
cada no seu exercicio, de que dependera, sem duvi-
da, o augmento do sea conceito !

Lisboa, 25 de Septembro de 1912,
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