J. Inavassos & A. VALLEJO-FREIRE — Soro anti-rickettsia na febre macu-
losa experimental 287

a febre maculosa em S. Paulo, foi possivel agora prosseguir as experiéncias ini-
Cladas no Instituto Butantan por Lemos Monteiro, usando-se como antigenos tri-
turados de carrapatos infetados, muito ricos em rickettsias, para o preparo de
soros hiperimunes. :

Neste trabalhc descreveremos as nossas observagbes preliminares sobre
0 preparo em coelhos de um soro contra a febre maculosa e estudaremos seus
efeitos preventivo e curativo.

Em futura publicagido, trataremos da possibilidade de obter ésses soros
em carneiros, cabras € cavalos, bem como de certas questdoes relativas ao seu
Mecanismo de ac¢io propriamente dito.

El

TECNICA

Utilizamos coelhos primeiramente inoculados com virus-sangue de cobaia
€ gue, além de servirem para a alimentagio de Amblyomma cajennense adul-
tos infetados que se destinam ao preparo da vacina contra a febre maculosa,
foram, posteriormente, por virias vézes, picados e inoculados com emulsio de
Intestino de novos Ixodidas, também infetados. Assim, em coelhos previa-
mente inoculados com virus-sangue de cobaia, colocavamos, por meio de dis-
Positivo especial, duzentos carrapatos adultos infetados previamente nas fases de
larva e ninfa, de modo a permitir uma alimentagio parcial desses exemplares. De-
pois de cuidadosa remogio dos carrapatos que eram separados para o preparo
da vacina, os coelhos entravam em repouso. Apdés dois méses, 0s poucos
i'mais sobreviventes sofriam novas e repetidas sucgbes de outros pequenos
lotes de Ixodidas infetados. Retirados ésses carrapatos parcialmente alimen-
tados e, decorridos 8 dias, eram éles triturados e inoculados por via subcutanea
Nesses mesmos coelhos, para o que se procedia da seguinte forma: apés rapida
fesinfecio da carapaga externa por meio de éter, os Ixodidas eram cuidadosa-
Mente abertos, cortando-se com tesouras finas os bordos laterais da carapaga;
afastada a parte dorsal da parte ventral, retirava-se com pequena espitula o
tonteido interno formado na sua maior parte pelos intestinos, via de regra
Muito ricos em rickettsias. O material assim obtido era finamente triturado e
Misturado com solugio salina, para em seguida ser inoculado nesses mesmos
Coelhos.

A inoculacio désse material foi repetida no minimo quatro vézes antes do
Micio das sangrias, que se sucederam apds novas reinoculagies de quantidades
Crescentes de triturados de Ixodidas, até atingir o méximo de quinze por coelho.
cmseguimns ultimamente aumentar o numero de coelhos que resistem a essas
Mocylacoes, assim como i longa permanéncia nos compartimentos do bioterio,
fazendo cuidadosa alimentagio enriquecida com oleo de figado de cagio, con-
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tendo no minimo Z.000 unidades de vitamina A por ml, além de vitamina D.

A colheita do sangue era feita por pungio cardiaca, retirando-se cada vez
20 ml de sangue, aproximadamente. Os soros, apés permanéncia na geladeira
por uma noite, eram centrifugados e misturados, procedendo-se depois a filtraga®
em discos Seitz EK. Acumulamos como resultados de varias sangrias, dois lotes
de soro anti-rickettsia. O primeiro lote, que denominamos A, de cérca de 200
ml, é a mistura dos soros obtidos das primeiras sangrias; o outro lote, B, num
total de cérca de 350 ml, é proveniente da mistrura de soros obtidos nas alti-
mas sangrias.

Com uma pequena quantidade dessa mistura procuramos, como fez Top-
ping, concentrar o soro anti-rickettsia pelo método de Felton, mas essas expe
riencias preliminares nio nos mostraram resultados satisfatorios. Emprega
mos, assim, em nossas pesquisas, somente soro in mafwura, nio concentrado.

As cobaias usadas em nossas experiéncias foram sempre cuidadosamente
escolhidas, procurando-se usar lotes de animais, de peso aproximadamente igual
e proveniente do mesmo biotério de criagio. Sempre que possivel, usamos exent
plares machos com o fim de facilitar a observagio das reagdes escrotais. Esses
animais em experiéncia eram mantidos, cada um, em compartimento isolado d€
nosso bioterio, alimentados do mesmo modo e suas temperaturas tomadas nd
mesma ocasiio.

O material infetante utilizado nestas investigacées era constituido de san-
gue citratado de cobaias infetadas, coihido por pungio cardiaca no segund®
ou terceiro dia da reagio térmica. Em quasi todas as experiéncias, a quan”
tidade de sangue a se utilizar era superior a que se poderia obter de um 1nic®
animal. Previsto o tipo de experiéncia e a quantidade de virus-sangue n€
cessdria, inoculavamos previamente varias cobaias com virus de passagem €
um mesmo animal, sendo estas posteriormente sangradas no dia exato ¢ @
mistura de seus sangues usada para inocular as cobaias de prova. Provas d€
esterilidade do sangue afastavam a possibilidade de contaminagdes eventuais.

As nossas experiencias podem ser assim resumidas:
A) Neutralizacdo “in vitro”.

1. Mistura de soro e virus e inoculagdo apos 30 minutos de contacto, per-
manecendo a mistura durante ésse tempo a temperatura ambiente.

2. Mistura de soro e virus e inoculagio apés 30 minutos de contacto, per”
manecendo a mistura durante ésse tempo a temperatura de 37° C.

3. Mistura de soro e virus e inoculagio apos permanéncia no frigo por
uma noite.
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B) Neutralizagdo “in vivo”.

1. Mistura de soro e virus e inoculagio imediata em cobaias.
2. Virus por via peritoneal e soro por via subcutinea.

3. Virus por via subcutanea e soro por via peritoneal.
C) Acdo preventiva.

1. Cobaias inoculadas com o soro sao infetadas em diferentes periodos
com O virus.

D) Acdo preventiva mo periodo de incubagao.

1. Cobaias infetadas recebemi o soro em diferentes dias antes da rea-
¢ao térmica.

E) Acdo curativa.

1. Cobaias infetadas recebem o soro yuma ou mais vezes em diferentes dias
- da reagio térmica.

RESULTADOS

A) Neutralizacao “in vitro".

Numa exeperiéncia preliminar procuramos avaliar a capacidade de neutra-
lizacio do virus pelo mosso soro. Assim, quantidades varidiveis do soro foram
Mmisturadas a 0.5 ml de um virus-sangue de cobaia, titulado no mesmo momen-
1o, Rsse virus demonstrou segura atividade até na diluigio de 1 para 100, po-
dendo-se, por ésse modo, presumir que naquela dose de 0.5 ml usado na expe-
Tiéncia, tinhamos no minimo 50 doses infetantes. s resultados obtidos de-
monstraram que O NOSsO Soro era capaz de proteger 509 das cobaias de prova,
na dose de 0.1 ml. Essa experiéncia serviu-nos para orientar as doses de soro
2 serem usadas nas experiencias ulteriores.

1. Mistura de séro e virus ¢ inoculacdo apés 30 minutos de contacto &
temperatura ambiente.

Quatro cobaias foram inoculadas, duas por via subcutinex e duas por via
Peritoneal, com 1 ml da mistura em partes iguais de soro anti-rickettsia e virus-
Sangue obtido de cobaia infetada ¢ em plena reagio febril. A mistura, antes
Ue ser inoculada, permaneceu por 30 minutos i temperatura ambiente. Duas
Outras cobaias testemunhas foram inoculadas na mesma ocasiio com 1 ml da
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mistura em partes iguais de soro de coelho normal e virus-sangue, nas mesmas
condicoes.
O Grifico No. 1 mostra os resultados obtidos, observando-se completa pro-

te¢io das cobaias inoculadas com a mistura soro anti-rickettsia-virus. As tes-
temunhas reagem febrilmente, mas sobrevivem.
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Grafico No. 1

As cobaias de prova mostraram-se imunes quando posteriormente inocula”
das com virus seguramente ativo, como evidenciam os grificos das testem™

nhas do virus usado na reinoculacio.
2. Mistura de soro-virus ¢ inoculagdo apds 30 minutos de contacto & €™
peratura de 37° C.

Duas cobaias feram inoculadas com 1 ml da mistura soro anti-rickettsia-virt
nas condigdes acima e, duas outras, testemunhas, foram inoculadas com a mistd™
soro normal-virus, em idénticas condigdes.
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No mesmo Grafico No. 1 as cobaias que receberam o soro anti-rickettsia se
mostram perfeitariente protegidas, enquantc que uma das testemunhas apresenta
reacio fraca e sobrevida. Ambas cobaias de prova foram posteriormente reino-
tuladas, mostrando-se perfeitamente imunes ao virus de passagem.

3. ~Mistura de séro e virus e inoculagdo apos permanéncia mo frigo por
uma noite.

Quatro cobaias foram inoculadas com mistura soro anti-rickettsia-virus que
Permaneceu na geladeira a 2.9 C. durante 15 horas. O Grafico No. 1 mostra a
tompleta protegao das cobaias que receberam o soro anti-rickettsia e, quando
Posteriormente reinoculadas com o wvirus de passagem, uma imunidade satisfa-
toria. As testemunhas apresentaram, também, infegbes ligeiras e sobreviveram.

As experiencias do Grafico No. 1 ficaram aparentemente inconclusivas. O
Virus usado nas misturas que permaneceram quer por 30 minutos na tempera-
tura ambiente, quer por uma noite na geladeira, aparentemente nio estavam em
Condicoes satisfatorias de viruléncia, pois as testemunhas que receberam a mis-
tura soro normal-virus, nio reagiram convenientemente.

Entretanto, o fato das cobaias de prova mostrarem uma soélida imunidade
apés a reinoculacio de virus de alta viruléncia, o que contrasta com o que se
observa em geral ma pritica, chamou a nossa atengio. Como ndo tivessemos
feito testemunhas do virus-sangue utilizado, sem mistura in vitro com o soro de
toelho normal, precisavamos inicialmente saber si, na realidade, haviamos tra-
balhado com virus pouco ativo ou si o soro normal, naquelas condigbes das
Mistyras, era capaz de por si s6 atenuar a viruléncia do virus. Procuramos
Verificar, entio, si o mesmo fato se repetiria em nova experiéncia, tanto mais
interessante quanto se observa no Grifico No. 3 que as cobaias testemunhas —
Mocyladas com soro mormal-virus imediatamente apos a mistura — niio mos-
fraram um comportamento semelhante.

No Grafico No. 2 vém-se os resultados da repetigio dessas experiencias que
Visaram esclarecer essas duvidas. Assim, as duas cobaias testemunhas, 15.488
€ 15.489, inoculadas somente com o virus, uma por via subcutinea e outra
Por via peritoneal, mostraram infecio tipica.

Duas outras cobaias que testemunharam a agio das temperaturas a 37° C.
Por meia hora e 2.2 C por 15 horas (cobaias 15.490 e 15.491) mostraram tam-
bém infecio e incubagio tipica, excluindo désse modo uma possivel agio des-
85 temperaturas sobre o virus em experiéncia. Ao contririo, as cobaias tes-
munhas da mistura séro normal-virus e permanéncia a 37° C por 30 minu-
s ou permanéncia a 2° C por 15 horas, confirmaram o fenomeno observado na
EXperiéncia anterior, isto é, uma certa acio do soro mormal de coelho sdbre o
'iru5~sangue de cobaia infetada, quando mantidas as misturas em contacto du-

7



2932 Memorias do Instituto Buatantan — Tomo XVI

rante algum tempo, antes da inoculagio nos animais de prova. As testemt:
nhas da mistura soro normal-virus imediatamente inoculadas — Grafico No. 3 —
e, também, as testemunhas Nos. 15484 e 15.487, nas quais o soro normal fo
injetado por via diferente da do virus — Grafico No. 2 —, mas na mesma
ocasiio, dizem-nos que esta agdo de neutralizagio parcial do soro normal sobré
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© virus nio se manifesta in vivo, evidenciando-se, porém, somente, apos I]ré\'iﬂ
contacto in witro, por determunado tempo.

Si aquelas experiéncias de agio protetora do soro anti-rickettsia ficam poF
esse fato, em parte, prejudicadas, contudo, nio se pode negar uma definiti¥®
agio de neutralizagio, pois nio so6 as cobaias de prova do Grafico No. 3, com®
ainda as cobaias, de prova (15.842, 83, 85 e 86 do Grifico No.2) da a¢#
protetora in vivo do soro anti-rickettsia, em que este foi inoculado por via dr-
ferente do virus infetante, mas no mesmo momento, esclarecem de modo defini*
tivo essa neutralizagio e excluem qualquer interferéncia que o soro normal po*
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Sa exercer, o que, alids, so foi observado nas experiéncias de mistura soro nor-
mal-virus, com permaneéncia mais ou menos prolongada n vifro.

Em trabalho ulterior descreveremos experiéncias atualmente em andamento
que visam esclarecer ésse fato.

A julgar pelos resultados dessas experiéncias, o soro anti-rickettsia apre-
Senta um evidente poder neutralizante in wifro.

B) Neutralizacio “in vivo™.
1. Mistura de séro e virus e inoculac@o imediata.

Quatro cobaias foram inoculadas com 1 ml da mistura em partes igunais de
Soro do lote A e virus-sangue, imediatamente apés a mistura, sendo que duas
tobaias por via peritoneal e as duas outras por via subcutanea. Como teste-
Munhas, duas cobaias, receberam 1 ml de uma mistura em partes iguais de virus
€ soro de coelho normal, uma por via peritoneal e outra por via subcutinea.

No Grafico No. 3 podemos ver os resultados. As cobaias que receberam
4 mistura soro anti-rickettsia-virus niao reagiram febrilmente e, posteriormente,
quando reinoculadas com virus-sangue de passagem, mostraram-se imunes. As
duas cobaias testemunhas. inoculadas com a mistura soro normal-virus, nio so
Teagiram febrilmente, como morreram de febre maculosa, apresentando espleno-
Megalia e reacio escrotal tipica.
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2. Virus por via peritonscal ¢ séro por via subcutinea.

Duas cobaias receberam 1 ml de soro anti-rickettsia por via subcutinea e,
10 mesmo momento, 1 ml de virus-sangue por via peritoneal. A testemunha foi
i“ﬂtulada nas mesmas condicoes com 1 ml de soro normal. O Grafico No. 2
Mostra os resultados favoraveis dessas experiéncias: as cobaias de prova foram
Protegidas enquanto que a que recebeu soro normal apresentou reagbes tipicas e
Morreu da infegdo.
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3. Virus por via subcutanea e soro por wa peritoneal.

Duas cobaias foram injetadas com 1 ml de virus-sangue por via subcutd-
nea e, na mesma ocasiao, receberam 1 ml de soro-anti-rickettsia por via pert-
toneal. O Grafico No. 2 mostra-nos que somente uma das cobaias revelou um@
pequena alteragiio de temperatura apés o longo periodo de incubagio de 16 dias
Sacrificada, mostrou lesdes de febre maculosa de pequena intensidade. A outr™
cobaia de prova nio demonstrou nenhuma alteracio, enquanto que a testemit
nha, inoculada nas mesmas condigfes com soro normal, apresentou reacio f€
bril tipica, mas sobreviveu a infegio.

Como se vé pelos resultados dessas experiéncias, a neutralizagio do virss
se processa, também, in vivo, ainda mesmo quando o soro e o virus sio injeta
dos por vias diferentes.

C) Acao preventiva.

1. Cobaias inoculadas com o séro sio infetadas em diferentes periodos
com 0 TITuS.

Numa primeira experiéncia doze cobaias foram injetadas com 1 ml de sor®
anti-rickettsia do lote A e, posteriormente, decorridas 15 horas, 2, 3, 4, 6, 8, 11,
14, 16 e 19 dias, receberam 0.5 ml de virus-sangue por via peritoneal.
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O Grafico No. 4, onde estio expostos os resultados, mostra que somente
2 partir de 11 dias apés a inoculagio do soro é que as cobaias comegam a rea-
gir francamente ao virus, mostrando-se desprotegidas. Pelo comportamento
das testemunhas, cuja maioria apresentou uma infe¢io tipica com morte, po-
de-se deduzir, desde logo que, realmente, o soro anti-rickettsia apresenta um
nitido poder preventivo.

Uma nova experiencia semelhante a esta foi realizada com soro do lote
B, sendo que as testemunhas desta experiéncia foram previamente inoculadas
tom soro normal de coelho, afim de ser afastada uma possivel causa de erro,
O que nio tinha sido realizado nas testemunhas da experiéncia anterior. Assim,
22 cobaias foram divididas em dois lotes, as cobaias de um déles receberam 2 ml
de soro anti-rickettsia e as do segundo lote (testemunhas) foram injetadas com
2 ml de soro normal. Essas cobaias receberam posteriormente virus-sangue no
49 50 6.0, 79, 89 102, 119 e 122 dia, apds a inoculagio dos soros.

O Grafico No. 5 revela, em primeiro lugar, a nenhuma influéncia protetora
do soro normal de coelho sobre o desenvolvimento da infegio maculosa. Ao
Contririo, as cobaias que foram previamente tratadas com o soro anti-rickettsia,
Mostram segura protegao nos primeiros dias, essa prote¢io tornando-se irre-
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gular a partir do 7.° dia, apresentando as cobaias ou infe¢do nitida, como 0@
caso da cobaia 11.611, ou protegiio parcial com alongamento no periodo de i
cubagiio, como nas cobaias 11.613 e 11.615.

Essas experiéncias preliminares permitem, desde logo, observar um nitid®
poder preventivo do soro anti-rickettsia. E claro que elas nio podem precisaf
o limite de protegio passiva do soro, pois, de um lado, a viruléncia variavel dos
virus inoculados nos diferentes dias nio permite uma uniformidade experimen®
tal e, de outro lado, a pequena quantidade de soro de que dispunhamos nio per
mitiu inocular maior nimero de cobaias ou usar maiores doses de soros, 4€
modo tal que, para um mesmo dia e com um mesmo virus, grupos de pelo menos
10 cobaias de prova e outras tantas testemunhas, permitissem uma melhor apre

ciacio dos resultados.

Até que ponto, depois de uma inoculagio de virus, o soro anti-rickettsia pro-
tege contra a infecio, o item seguinte procura esclarecer.

1)) Acao preventiva no periodo de incubacao.

1. Cobaias infetadas recebem o soro em diferentes dias. antes da reagé®

térmica.

No item B ji se pode considerar estudada a primeira parte desta exptriE“'
cia, isto é, cobaias infetadas pelo wvirus recebem na mesma ocasiio soro anti=
rickettsia por via diferente. Procedemos a novas experiéncias, alongando o €&
paco de tempo entre a inoculagio preliminar do virus e a injecio do soro.

Numa primeira experiéncia, 1 ml de soro anti-rickettsia do lote 4 fo i’-'_"'
jetado em quatro cobaias por via peritoneal, 2 e 3 dias apés a inoculagio do ¥
rus por via subcutinea. Quatro cobaias testemunhas foram tratadas nas mes
mas condicdes com soro normal.

O Grafico No. 6 mostra que, enquanto essas testemunhas revelaram um®
infegiio tipica, morrendo trés delas de febre maculosa, somente uma das quat™
cobaias de prova, a que recebeu o séro protetor no 3.2 dia, apresentou reaca®
térmica, sobrevivendo & infecdo.

Numa segunda experiéncia, sete cobaias inoculadas previamente com virt®®
sangue por via subcutinea receberam apbs 1 a 7 dias da inoculacio do virt™
2 ml de soro anti-rickettsia do lote B por via peritoneal. Trés cobaias testemit
nhas, também inoculadas com virus-sangue por wvia subcutinea, receberam 2
de soro normal no 2.9, 5.° e 7.2 dia apés a inoculagio do virus.

Das trés cobaias testemunhas, duas mostraram uma reacio térmica PO
longada, mas sobreviveram a infe¢io, enquanto que a terceira teve uma infe”
¢ao mortal, mostrando a necropsia lesGes tipicas.
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No Grafico No. 7 vem-se os resultados.
Das cobaias de prova as quatro primeiras inoculadas com o soro anti-ri-
Ckettsia do 1.2 ao 4.° dia, mostraram-se protegidas.
., 6.0 e 7.2 dia sofreram uma infegio comparivel 4 das testemunhas.
Os resultados destas pesquisas mostram-nos, de modo mais ou menos ni-
t’dﬂ a protecio que ainda pode exercer o soro quando inoculado no periodo de

I " i . -
ftubaciio e tanto mais eficaz quanto mais precoce for a sua aplicagio.
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As cobaias moculadas no

Elas sio

"®forcadas pelos resultados de uma outra experiéncia feita no limite désse pe-
Yodo, isto é, no 4.2 dia apds a inoculagio do virus, dia em que ji a primeira
Manifestacio térmica da infecio pode ser observada em grande nimero de ani-
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mais. [Essa experiencia, que ¢ descrita com minacia no item seguinte e cu1)0%
resultados estio expostos no Grafico No. 9, mostra, de modo nitido, a Pre
tecio eficiente do soro anti-rickettsia ainda quando inoculado tardiamente P
periodo de incubagio ou mesmo quando a primeira manifestacio térmica da in-
fecio é observada.

Bsses resultados, parece-nos, nio deixam lugar a davidas sobre o nitido
valor profilatico do soro.
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E) Acdo curativa.

1. Cobaias infetadas recebem o séro wma ou mais vézes em diferentes
dias da reagdo térmica.

Numa pesquisa preliminar tomou-se em consideragio, para inicio das ex-
periéncias sobre o poder curativo do soro, o fato de, nas infegbes experimen-
tais das cobaias, a reagdo térmica se evidenciar, em geral, a partir do 3.2 ou
49 dia da inoculagio infetante. Tratando-se de virus mantido em laboratorio
por passagens sucessivas em cobaias e de alta viruléncia, o periodo de incubagio
raramente se prolonga alem do 6.° dia. Assim, levando em consideragio esse
fato, uma primeira experiencia foi realizada com doze cobaias infetadas, por
via subcutinea, com 0.5 ml de virus-sangue. Essas cobaias foram divididas em
dois lotes de seis cada um, 0 primeiro para as provas com o soro anti-rickettsia
€ o segundo, como lote-testemunha, recebendo séro de coelho normal.

Nas cobaias do primeiro lote, injetou-se diariamente 1 ml do soro anti-
rickettsia do lote A, duas cobaias a partir do 4.° dia da inoculacio do virus e
durante 4 dias seguidos; duas outras a partir do 5.° dia e também 4 dias segui-
dos: e, finalmente, as duas restantes, a partir do 6.° dia e durante 5 dias se-
guidos. As cobaias do segundo lote, testemunhas, foram tratadas de modo ana.
logo, com séro normal.

O Grafico No. 8, no qual se vém os resultados da aciio terapéutica do soro,
realizada pela administragiao de pequenas doses sucessivas, mostra, ja de inicio,
um grande contraste: enquanto que das seis testemunhas tratadas com soro
normal somente uma sobreviveu i infegio, das seis cobaias tratadas pelo soro

ACAO CURATIVA DO SORO ANTI-RICKETTSIA
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anti-rickettsia somente uma morreu, nio mostrando esta ultima, a necropsia,
apesar de sua curva térmica ter sido tipica de febre maculosa experimental, le-
sbes macroscopicas apreciaveis, morrendo de pneumonia secundiria. As teste-
munhas, ao contrario, mostraram lesdes tipicas e pronunciadas, com uma 1nic2
excecio, a da cobaia No. 11.261.

No que diz respeito ao efeito do séro sobre a reacgio térmica, a curva da
cobaia No. 11.257, a 1unica que nio reagiu febrilmente, pode ser interpretada
ou como uma infegio inaparente, ou como efeito inibidor do séro, uma vez que
ela foi inoculada antes da alteragdo nitida da temperatura, inoculagio, portanto,
no periodo de incubagdo. A curva térmica da cobaia 11.259 parece mostrar, por
sua benignidade, um certo efeito do soro, mas isto certamente contrastada com
as curvas térmicas das demais cobaias, nas quais ésse fato nio foi verificado-

Numa segunda experiéncia, foi diminuido o nimero de injegdes, porém,
aumentadas as doses de soro anti-rickettsia. Trinta e duas cobaias, todas ma-
chos e de peso oscilando entre 350 e 450 g, foram inoculadas na mesma ocasiic
com virus-sangue proveniente de varias cobaias infetadas e em pleno periodo fe-
bril. Cada cobaia recebeu 0.5 ml da mistura sanguinea citratada {virus*sanguﬂ)
por via subcutanea e foi individualmente colocada em compartimento separado
de nosso biotério, sendo as temperaturas tomadas na mesma hora, com termo-
metros mantidos em solugdes antissepticas antes do uso em cada animal.

Essas 32 cobaias foram divididas em dois grandes lotes: o primeiro tratado
com soro anti-rickettsia e o segundo com soro de coelhos normais. Das cobaias
tratadas com soro anti-rickettsia, oitn receberam duas injegdes de soro, com in-
tervalo de 48 horas, a primeira de 2 ml no 4.2 dia e a segunda de 1.5 ml no 6.2
dia da moculagio infetante. As outras oito cobaias desse mesmo lote receberam
trés injegoes de soro anti-rickettsia, no 5., 7.° e 9.9 dia apés a inoculacio infe-
tante, sendo a primeira de 2 ml, a segunda de 1.5 e a terceira de 1 ml.

As testemunhas, grupadas de maneira idéntica, foram inoculadas de modo
analogo com soro obtido de coelhos normais.

Comparando-se as reagdes febris verificadas no primeiro lote de animais
tratados com soro anti-rickettsia com as testemunhas correspondentes (Gra-
fico No. 9), verifica-se desde logo uma manifesta acio do séro sobre a reacd®
febril. Nos animais de prova que receberam o soro antes da elevacio pronun-
ciada da temperatura, esta ou nio mais se evidenciou, ou entio, mostrou-5€¢
pouco elevada, apenas por um ou dois dias. Naquelas cobaias, nas quais o $0r%
foi inoculado no mesmo dia da primeira elevagio da temperatura, _w-gn‘fiv:;»;:n;i-'-i"h‘-r
ou a volta & normalidade ou, entio, o encurtamento do periodo febril. ESt€
efeito sobre a temperatura é menos nitido nas cobaias de prova do segund®
orupo, que receberam o soro anti-rickettsia a partir do 5.2 dia.

Quanto a agio do soro anti-rickettsia, impedindo a alta mortalidade p¢
culiar & febre maculosa experimental em cobaias, 0 contraste é evidente, poi®
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Gue, entre aquelas cobaias tratadas com duas doses de soro anti-rickettsia, so-

Mmente duas morreram e, a necropsia, as lesdes macroscopicas apresentadas eram

de infecio fraca, mostrando apenas uma discreta esplenomegalia, parecendo, pela
grande congestio pulmonar concomitantemente observada, que a causa morifis

teria decorrido de uma infegio secundaria (pneumonia).

Pelo contrario, das

Oito testemunhas correspondentes, somente uma sobreviveu e as sete demais
Apresentaram ao exame macroscopico lesdes graves de febre maculosa.
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Outro fato que se reveste de interésse, tratando-se de experiéncias feitas
somente com o emprégo de cobaias machos, é a presenga de reagdes escrotais em
cinco das oito cobaias testemunhas. Entre os animais injetados com o séro anti-
rickettsia, ao contririo, nenhum apresentou reagio escrotal. Parece, pois, evi-
dente a acgio do soro, ndo so em relacdo i curva térmica e a diminuigio da mor-
talidade, como também sobre a reacio escrotal.

No segundo grupo de cobaias desta mesma experiéncia, isto ¢, nas tratadas
com trés doses de soro anti-rickettsia, iniciando-se o tratamento apos decorridos
cinco dias da inje¢do infetante, os resultados siao semelhantes aos do grupo an-
terior, no que diz respeito a protegio exercida pelo séro. Entre os animais tra-
tados, dois morreram com sintomas discretos de febre maculosa, sobrevivendo
os restantes, o que contrasta nitidamente com o que se observa no grupo das
testemunhas tratadas com soro normal, nas quais, ao contriario, somente um
sobreviveu, mostrando todas as demais sintomas intensos de febre maculosa, 1n-
clusive, em cinco das oito cobaias controles, reagbes escrotais evidentes.

A acio do soro nos casos em que a sua aplicaciio coincidiu com a primeira
elevacio da temperatura, sempre influiu sobre a evolugio da curva térmica.
Quando, pelo contririo, a inoculagio do séro coincidiu com o 2.° ou 3.2 dia da
reaciio febril, a sua agio protetora nio se fez sentir de maneira apreciavel sobre
1 curva térmica.

Nessas experiencias fo1 possivel observar, assim, nio s uma nitida in-
fluéncia do soro sobre a reagio térmica dos animais, a¢iio essa tanto mais acen-
tuada quanto mais precoce foi iniciado o tratamento, como, também, uma nitida
aczo do soro sobre o desenvolvimento das lesGes organmicas, acentuadamente
sobre a esplenomegalia e a reacio escrotal. Ainda uma mitida acio anti-letal.

Com o soro do lote B procuramos repetir a experiéncia anterior, porénl
fazendo coincidir a primeira inoculagio do soro com o primeiro dia em que @
temperatura atinge 40°C ou mais, ao invés de iniciar o tratamento decorrid®
um prazo certo apos a injegio infetante.

Tomados idénticos cuidados aos da experiéncia anterior em relagio 208
animais de prova, 32 cobaias, infelizmente quasi todas fémeas, o que veio pre-
judicar a observagiao referente as reagoes escrotais, foram inoculadas com virus-
sangue obtido de varias cobalas infetadas com uma mesma amostra de virus
Cada uma das 32 cobaias recebeu 0.5 ml da mistura de sangue citratado, por
via subcutanea.

A metade das cobaias de prova recebeu 2 ml de séro anti-rickettsia no pri-
meiro dia em que a temperatura atingiu 40°C ou mais e, decorridas 48 horas
(seis cobaias) ou 72 horas (duas cobaias), mais 1 ml. A outra metade do loté
de prova recebeu, nas mesmas condigdes, uma primeira injecio de 4 ml de sor0
anti-rickettsia e, decorridas 48 horas (cinco cobaias) ou 72 horas (duas cobaias)
uma segunda injecio de 2 mil. |
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As testemunhas foram tratadas de maneira semelhante com soro normal.

O Grafico No. 10, que resume os resultados, mostra, tal como nas expe-
riencias anteriores, qué a maioria das cobaias tratadas com soro anti-rickettsia
sobrevive a infecdo. Assim, enquanto que, das dezesseis testemunhas, quinze
nio resistem a infecio mortal de febre maculosa, das tratadas com soro, doze
sobrevivem. Veé-se, igualmente, embora de modo muito menos nitido do que na
experiéncia anterior, que as cobaias que receberam maior quantidade de soro
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restabeleceram-se, no que diz respeito i reagio térmica, mais prontamente do
que as que receberam menor dose. Esta experiéncia veio, assim, confirmar 3
anterior.

Nio se pode negar, pelos resultados dessas experiéncias, que o soro anti-
rickettsia tem um evidente poder curativo sobre a infegio maculosa experimen-
tal da cobaia. Como é natural, ésse efeito protetor é tanto mais evidenciavel
quanto mais precocemente forem tratados os animais infetados. Nas nossas
experiéncias feitas a partir do 5.° dia de febre, nenhum resultado nitido S€
obtem, morrendo os animais quasi que na mesma propor¢ao dos testemunhas.
Em se tratando de virus de alta viruléncia, com uma evolugio clinica grave €
quasi sempre mortal, melhores resultados nao poderiam ser esperados.

COMENTARIOS

As experiéncias expostas neste trabalho, que visam mais uma vez demons-
trar a possibilidade de ser preparado um soro hiperimune, eficaz em seus efeitos
preventivo e, quiga, curativo, contra uma das mais virulentas modalidades de
rickettsiose, a febre maculosa, abrem um caminho sem davida interessante parad
ulteriores investigagoes.

Os insucessos primitivamente obtidos pelos experimentadores que visaram
preparar anti-soros contra o fyphus decorreram do emprégo de antigenos na-
dequados. Assim, aos nitidos efeitos protetores dos soros de convalescentes O
de animais sensiveis experimentalmente infetados, quando sangrados dentro das
duas primeiras semanas ap0s a queda de temperatura, contrapunham-se os resul-
tados praticamente negativos obtidos com séros de animais de maior porte (car
neiro, cavalo) repetidamente inoculados com sangue ou triturados de 6rgios d€
cobaias infetadas, isto é, com virus-tecido vivo ou morto. Mesmo naqueles ani
mais que reagem febrilmente ao virus, quando repetidamente vacinados com
emulsdes de 6rgios ou sangue, destruida a vitalidade do virus pelo calor o4
processo quimico, nio se conseguiu imunizi-los contra ulterior inoculagio d0
virus. Bsses fatos fizeram, entio presumir que somente os animais verdadei-
mente infetados, com hipertermia, eram capazes de gerar anticorpos protetores:
Excluia-se, assim desde logo, para o preparo de soros hiperimunes, a puss:hﬂ’
dade de usar-se como antigenos virus-tecido morto e, também, o emprégo de
animal que niio reagisse febrilmente i inoculagio infetante. Nesse particulaf
Nicolle selecionou o asno como animal de grande porte para essa ordem de t@”
balhos, uma vez que éle reagia febrilmente as inoculagées do virus.

Confirmados que foram os trabalhos iniciais de Rocha Lima sobre a possi-
bilidade de se vacinarem animais contra o typhus experimental, usando-se com?
vacinas emulsoes ricas em rickettsias, mesmo mortas (fenoladas), tal como fi-
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cou perfeitamente demonstrado pelos estudos em torno das vacinas de Weigl e
Spencer-Parker, as pesquisas ulteriores orientaram-se nesse sentido. Zinsser e
sua escola trataram desde logo de obter grandes quantidades de rickettsias a se-
rem usadas como antigenos, e o emprégo de diferentes meios técnicos veio de-
monstrar que nao SO no artropodo vetor é possivel consegui-las. Nos proprios
animais de laboratorio, ou em culturas-tecido, conseguem-se hoje emulsdes muito
ricas em rickettsias, que podem ser utilizadas como antigenos, nio s6 para o
preparo de vacinas, como para o de soros hiperimunes.

Nas tentativas ja feitas nesse sentido tém-se usado ora o coelho, ora o ca-
valo, como animais capazes de se hiperimunizarem e fornecerem sOros com
apreciaveis propriedades protetoras. O emprégo desse ultimo animal, que res-
ponde apreciavelmente as inoculagoes do antigeno-rickettsia, exclue, também,
a suposicio de que s6 naqueles animais que apresentam uma infegio tipica, com
desenvolvimento febril, pudessem ser encontrados os anticorpos protetores em
teor apreciavel. No momento, estamos imunizando cavalos por inoculagies re-
petidas de antigeno-rickettsia e ja podemos afirmar, pelas provas preliminares
que temos realizado, que ésses animais respondem ao antigeno com um desen-
volvimento apreciavel de anticorpos protetores. Em trabalho a ser publicado a
seguir, mostraremos essa possibilidade, bem como as provas que usamos para
avaliacio do teor de anticorpos.

Neste trabalho expusemos as nossas pesquisas preliminares sobre a possi-
bilidade de se preparar soros hiperimunes em coelhos. Hoje, ésses animais ji sio
empregados rotineiramente nos laboratorios que se dedicam ao fabrico do soro
anti-pneumococico, nao sendo assim, portanto, um animal a desprezar pelo seu
pequeno porte, uma vez que éle se revele de valia na produgio de soros hiperi-
munes eficazes.

Nas experiéncias, expostas neste trabalho, obtivemos resultados animadores
com o emprégo do soro preparado em coelhos, ji como elemento preventivo da
doenga, quando aplicado nos primeiros dias que decorrem da inoculagio infe-
tante, ja como elemento profilatico, para evitar por certo tempo uma provavel
€ ulterior infecio. Neste altimo caso, as atuais pesquisas fazem presumir que
essa prevencio, por meio do soro, se realiza por cérca de uma semana, tempo,
sem duvida, ja suficiente para que se possa recorrer a uma imunizagio ativa
Pela vacina, sempre mais eficaz.

As nossas experiéncias sobre o poder curativo, tais como as de Topping,
também foram animadoras, sobretudo aquelas em que 0 soro foi inoculado nos
primeiros dias da reagio febril

Enfim, essas experiéncias animam-nos a prosseguir nessa ordem de pes-
Quisas.
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CONCLUSOES

Um soro anti-rickettsia, preparado em coelhos, mostrou evidente poder
neutralizante sobre o virus da febre maculosa, tanto s wifro como in WIVO-
Também puderam ser demonstrados efeitos preventivo e curativo sobre a infe-
¢io experimental da cobaia.

ABSTRACT

The experiences performed in 1931 by Lemos Monteiro, at the Instituto
Butantan, in regard to the obtention of hyperimmune anti-Rickettsia sera active
against the “Sio Paulo tyvphus” (Spotted fever in Sio Paulo) were continued
by the authors, who were able to prepare a serum in rabbits of evident preven-
tive and curative properties, such, as that recently obtained by Topping, in the
United States.

The technic employed is described in detail. Rabbits infected with virus-
blood and used for the feeding of Amblyomma cajennense specimens destinated
for the preparation of the vaccine, were employed for the obtention of the se-
rum after a two months rest. After being submitted to repeated bites and
inoculated with triturations of new lots of infected adult Irodidae, they were
bled several times. The tests were made in experimentally infected guinea pigs-

The serum thus obtained showed: 1) Neutralizing power on the virus
action, both #n vifro and in vive; 2) effectiveness in immunizing passively for
about a week; 3) effectiveness in preventing the infection when inoculated during
the incubation period; 4) curative action when inoculated in the first days of the
thermic reaction, evidenciated, mainly, the lessened intensity of the organic
lesions and distinct fall of mortality.
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ACAO DA PRATA ELETROLISADA SOBRE CERTAS TOXINAS,
VENENOS, PROTOZOARIOS, RICKETTSIAS, VIRUS
FILTRAVEIS E BACTERIOFAGOS

(Nota prévia)

POR

J. TRAVASSOS & E. BIOCCA

Uma corrente elétrica continua, passando entre eletrodos de prata imersos
®m dgua, provoca uma dissociagio ionica désse metal. A quantidade de prata
dissociada é regulada pela lei de Faraday e corresponde teoricamente a 4.023 g
Por hora, si a intensidade elétrica for de 1 Ampere.

As pesquisas de Krause e outros demonstraram que ésses ions de prata sio
fdotados de potentissima aciio bactericida.

As aplicagoes desses estudos no campo da higiene sio hoje inimeras. Sa-

-se que, por €sse meio, se conseguem destruir rapidamente nas Aguas as for-
Mas vegetativas das bactérias e aquelas, assim tratadas, mantém por muito tempo
4 atividade esterilizante. Segundo citam Alessandrini e Labranca, seria sufi-
Gente uma quantidade de prata eletrolisada inferior a 100y para esterilizar 1
litro de agua potavel ; 150 — 200y para dgua de piscinas e 400y para fabricagio
de pélo. Até mesmo as algas de vegetacies verdes perderiam rapidamente a
Vitalidade nas piscinas, cujas dguas sio tratadas pelo método eletrocatadinico.
Os esporos das bactérias, ao contririo, nio seriam inativados.

Ultimamente tém sido propostas aplicagées déste método no campo da imu-
Mologia. Assim, Rainsford, em 1937, mostrou que era possivel preparar timas
Vacinas com bactérias mortas pela acdo da prata eletrolisada, sem nenhuma mo-
Uificacio de suas propriedades antigénicas. Mesmo os antigenos mais libeis
%o seriam por ela influenciados. Foi assim que se conseguiram preparar fa-
GSlmente vacinas e antisdros com o antigeno Vi da E, typhi, tio sensivel a todos
9% agentes fisicos e quimicos (Rainsford, Labranca, etc.).
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A acio da prata eletrolisada sobre toxinas, venenos, protozodrios, rickett
sias, virus filtriveis e bacteriéfagos é ainda pouco conhecida. Procuramos vert-
ficar essa agao e nesta nota damos os resultados de nossas primeiras expé
riéncias.

TECNICA

Um pequeno aparelho constando de uma pilha elétrica de 1.5 Volt, co®
2 eletrodos de prata, medindo cada um 8 ecm de comprimento e cérca de 2 mm
de didmetro, foi por nés empregado para ativar geralmente cérca de 5 ml de
agua de torneira, por um tempo variavel de 30 a 90 minutos. Nestas primeiras
provas niao fizemos dosagens da quantidade de prata dissociada. Os diferentes
materiais a estudar eram misturados, nas doses convenientes, a essa dgua assim
ativada e ap6s cérca de 30, 60 ou 9 minutos de contacto, é que iniciavamos 3%
provas. Os controles para verificar si a idgua estava realmente ativa, eram g€
ralmente feitos com emulsGes de estafilicocos.

Adotamos essa técnica por termos verificado que, eletrolisando a prata di-
retamente na dilui¢io em agua do material em estudo, pode-se observar conco-
mitantemente um fenomeno de cataforese, com fixacio do material ativo em ui®
dos polos, dando impressio erronea dos resultados. Assim, nas nossas prime”
ras provas feitas por eletrocatadinizacio direta de diluicies de toxinas diftéricd
e tetinica, por 1 hora, fol notada, tanto numas como noutras, notivel diminuigad®
do poder toxico, podendo essa alteragio atingir 20 D.ML., o miaximo experi-
mentado. Com venenos de serpentes (Bothrops jararaca e Crotalus terrific "j
terrificus), em diluicoes de 2 até 30 D.M.L., o mesmo acontece. O fato fol
melhor verificado com solucbes de nitrato de estricnina e de uma azo-estricninds
observando-se em um dos eletrodos a cristalizacio do alcaldide puro, apos &
quebra dos ligames nitrato e diazoico, perdendo o liquido, depois do tratament®
grande parte de seu poder toxico.

RESULTADOS

Toxinas — Diluigbes de toxinas tetinica e diftérica misturavam-se a agv®
previamente catadinizada, por cérca de 1 hora. Apés 60 minutos de contact™
inoculavamos os animais de prova, que morreram em tempo certo, a partif
2 D.M.L., tal como os testemunhas inoculados com as diluigdes corresponde™
tes das toxinas feitas em dgua nio catadinizada.

Nio foram feitas experiéncias com maior tempo de contacto, nio se P&
dendo saber, assim, si uma acio mais prolongada da prata teria modificado o
resultados.




