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ESTUDOS SOBRE O TRATAMENTO DA INFECGCAO TIFICA
EXPERIMENTAL DO CAMUNDONGO

I. Comportamento “in vitro” e “in vivo” de wvirias substincias

rok E. BIOCCA & J. P. AMARAL
(Do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan, S. Paulo, Brasil)

A febre tiféide é uma infecgo contra a qual ainda nio parece existir uma
terapeutica especifica verdadeiramente eficaz.

Algumas tentativas feitas com &dcido mandélico no tratamento da infecgio
tifica experimental (1) deram resultados duvidosos.

Relativamente escassos sio os estudos realizados com compostos organicos
do enxofre nesta infecgio.

Em 1937, Buttle & col. (2) mostraram que a sulfanilamida protege os ca-
mundongos contra algumas déses minimas letais de bacilos tificos, mas que éstes
resultados sio bem inferiores aos obtidos, nas mesmas condigbes, contra infeccOes
devidas ao estreptococo hemolitico ou ao mMeningoooco.

Derivados da sulfanilamida foram igualmente ensaiados. Fisk (3) obser-
vou que a sulfapiridina e o sulfametiltiazol sio um pouco mais eficazes do que a
sulfanilamida na infeccio experimental do camundongo ; de outro lado, Kolmer &
Rele (4) obtiveram melhores resultados com sulfanilamida que com sulfapiridina
0u sulfatiazol na infecgiio experimental cronica do coelho produzida pelo b, tifico.

Libby & Joiner (5) assinalaram “in vitro” uma agiio bacteriostitica do
sulfatiazol mais elevada que da sulfanilamida e da sulfapiridina,

Os trabalhos clinicos sdbre a acio das sulfas nos doentes & nos portadores
de bacilos tificos sio um pouco contraditérios e insuficientes para dar uma idéia
precisa do valor destas drogas.

A maioria dos autores teria observado uma aciio benéfica de muitas sulfas no
tiatamento da infecio tifica (6. 7). As observagGes bastante extensas de Hall
(8) teriam mostrado, porém, que a sulfaguanidina seria absolutamente inativa.

Os resultados relatados em 1943 por Hoagland (9) sébre a ineficicia do
sulfatiazol no tratamento da infecciio tifica nio podem ser aceitos sem restrigbes
pPorque as quantidades de sulfatiazol usadas foram relativamente baixas e admi-
nistradas durante prazo insuficiente,

Entre as substincias antimicrobianas de origem biolégica usadas no trata-
mento da infecgio tifica, merecem ser lembrados, o séro, o bacteriéfago anti-
tificos e, recentemente, a estreptomicina.
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Felix & Pitt (10) demonstraram nos camundongos que Os sOros que con-
tinham anticorpos O e Vi possuiam dois diferentes efeitos sobre a infecgao tifica.
Um efeito protetor contra a rapida multiplicagio dos germes virulentos era pro-
duzido pelo anticorpo Vi; um efeito anti-endotéxico, neutralizante das endoto-
xinas era produzido pelo anticorpo O.

Felix (11) e logo depois McSweeney (12) obtiveram resultados encoraja-
dores no tratamento de casos humanos de febre tifoide com soros ricos nestes
anticorpos. Cookson e Facey (13) estudaram o soro de Felix em 73 doentes
e puderam confirmar a agio evidente deéste soro sobre os sintomas toxicos, obser-
vando muitas vézes encurtamento do periodo febril: a letalidade global, porém,
nio pareceu particularmente beneficiada pelo tratamento.

Resultados satisfatérios foram também obtidos por Yu e outros (14) na
febre tif6ide tratada com soro especifico.

Discordantes sio os resultados de Hoagland (9), mas os soros terapeuticos
usados por éste A. eram soros de individuos vacinados, dos quais nio foi feito
um estudo sistematico.

De particular interésse sio as observagbes sobre o tratamento da infecio
tifica experimental do camundongo com bacteriofago especifico.

Asheshov, Wilson & Topley (15) demonstraram que o fago antififico e so-
bretudo o fago especifico contra o antigeno Vi protege os camundongos infecta-
dos com muitas doses mortais de bacilos tificos, ainda que administrado algumas
horas depois da infecgio.

O bacteriofago exibe esta atividade mesmo quando inoculado por via pa-
renteral, em virtude do fato de ndao ser bloqueado no seu poder protetor nem
pelo sangue, nem pelos tecidos.

Prudentemente observaram os autores, porém, que a infecgio tifica expe-
rimental do camundongo € uma infec¢io muito ripida e violenta, sendo, portan-
to, perigoso tirar destas observagbes conclusbes para outros tipos de infecgoes
tificas como as que se¢ realizam no homem. E fora de divida, entretanto, que
os fagos anti-Vi possuem atividade nio somente “in witro”, como “in wivo",
mesmo quando o encontro com os germes se realiza ao nivel dos tecidos.

Bstes resultados sobre a agio do fago na infecgdo tifica experimental do
camundongo foram obtidos e ampliados em 1938 por Fisk (16).

Escassos ainda sio os trabalhos sistemiticos sobre a atividade do bacterio-
fago na infecgio tifica humana.

Uma revisio completa dos trabalhos sobre a atividade do bacteriéfago nas
infecgdes intestinais foi recentemente feita por Morton & Engley (17).

Em recente publicagdo, Reiman e col. (18) salientam o valor terapéutico de
uma substincia antibitica de origem microbiana, a estreptomicina, na infecgio
tifica humana.
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Como contribuicio ao estudo da terapéutica especifica da infecgio tifica,
realizamos uma série de pesquizas “in vitro” e “in vivo"” sobre a atividade anti-
tifica de numerosas substancias, incluindo derivados do acido benzoico, compos-
tos organicos do antimonio, compostos aromiticos halogenados, azocompostos,
compostos organicos do enxofre e precisamente sulietos, disulietos, sulfonas e
sulfamidas aromaticas. Foram igualmente estudados “in vitro” ¢ “in vivo” o
acido mandélico e o estovarsol.

Entre as substincias antimicrobianas de origem biologica foram ensaiadas,
“in vivo”, a piocianina e a penicilina.

Técnica — Todas as drogas foram estudadas em sua atividade bacteriostatica
“in vitro” diluindo a substincia no agar na proporgio de 1:500, de maneira a
assegurar uma difusio homogénea do produto. Solidificado o agar, era feita a
semeadura com uma quantidade uniforme de uma suspensio de bacilos tificos
(amostra Ty 2). Depois de 24 horas procedia-se a leitura dos resultados mar-
cando com 4+ a inhibi¢io completa do crescimento; com -} inhibi¢io fraca
¢ -+ inhibi¢io minima.

As provas “in vivo” foram todas realizadas (com excegio das com piocianina
¢ penicilina), suspendendo as substincias em 6leo de amendoim na proporgio de
2,5% e injetando lotes de 10 camundongos com 0,5 ml da suspensio, por via
subcutanea. Logo apés a inoculagio da suspensio oleosa da droga, os camun-
dongos recebiam no periténeo um niimero de bacilos tificos correspondente a 5
doses minimas letais.

Devemos observar que a D.M.L. da cultura foi sempre estandardizada e
usada sem mucina, nio podendo portanto nossos indices de protegio serem com-
parados aos testes feitos com mucina. (*)

Foram considerados protegidos os animais que sobreviveram além de 4 dias
depois da infecciio.

As provas com penicilina e piocianina foram executadas usando a mesma
técnica ja descrita no nosso precedente trabalho sobre quimioterapia da infecgdo
meningocicica (19). Foram realizadas experiéncias com quantidades crescentes
das respectivas drogas: a quantidade mixima de penicilina, inoculada em uma
experiencia, correspondeu a 4 doses de 100 U. O. injetadas contemporaneamente,
2, 4 e 6 horas apds a infecgio: a quantidade mixima de piocianina correspondeu
a 3 doses de 0,5 mg do produto, dissolvido em solugio fisiologica e injetado con-
temporaneamente, 2 ¢ 4 horas apos a infecciio. O numero de bacilos tificos

(*) Um de ndés (Amaral) em colaboracio com Lacerda, verificou recentemente a
relacio entre os indices de protecio da vacina tifica em camundongos infectados mediante
a inoculagio intraperitoncal da amostra Ty2, com ou sem mucina: calculado o nimero
de D.M.L. a partir da série contrile injetada com a suspensio em mucina, conclui-se por
uma protecio no minimo 100 vezes maior do que no caso em que a aferigio do niimero de
D.M.L. do inoculum é feita em série de camundongos inoculados com suspensio de germes
em solugio salina, sem mucina.
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inoculados nos camundongos correspondeu, também nestas experiencias, a 5 doses
minimas letais, em solugido fisiologica sem mucina,

Nas tabelas sio marcadas com
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Nas Tabelas 1 a 5 sdo relatados os resultados das provas “in vitro” e “in
vivo” obtidas com as diferentes substancias.

Das numerosas séries de produtos estudados merecem ser lembrados, pelos
seus resultados protetores, todas as sulfas, o dinitrodifenilsulfeto, o diaminodi-
fenilsulfeto e o tricloroacetil derivado da diaminodifenilsulfona (“Diclorona™),
produto de particular interésse também para a quimioterapia das infecgbes pro-
duzidas por germes alcool acido resistentes.

O acido mandélico e o estovarsol, amplamente usados no tratamento das
infecgbes intestinais, ndo evidenciaram atividade protetora na infecgio tifica ex-
perimental do camundongo. Igualmente inativos “in vivo” foram os dois pro-
dutos antibidticos de origem microbiana usados, a piocianina e a penicilina.

Parece-nos util, enfim, salientar a comparagio por nds feita entre a ativi-
dade bacteriostiatica “in vitro” e protetora “in vivo” das numerosas substin-
cias estudadas. O acido benzdico e seus derivados, assim como os compostos
organicos do antimonio manifestaram uma forte acio anti-tifica “in vitro”,
que nio correspondeu a uma igual atividade protetora “in vivo”.

A maioria das sulfas, como ji dissemos, protegeu uma pequena porcenta-
gem dos animais infectados e geralmente inhibiu o crescimento dos bacilos ti-
ficos nos tubos, porém alguns produtos foram muito mais ativos do que outros
“in vitro”, sem que paralelamente exibissem maior atividade protetora.

Nos outros compostos estudados a correspondéncia entre as duas provas
foi relativamente constante. O valor das provas “in vitro”, porém, parece ser
somente preliminar e nenhuma dedugio pode ser tirada dos resultados, a nio

ser um indicio para os trabalhos “in vivo”.
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RESUMO

4

Foi estudada a atividade bacteriostitica antitifica “in vitro” e a atividade
protetora “in vivo” (na infeccio tifica experimental do camundongo) de varias
substancias quimicas (derivados de acido benzoico, compostos organicos antimo-
niais. azocompostos, compostos aromaticos halogenados, compostos organicos de S »
precisamente sulfetos, sulfonas e sulfamidas aromaticas) em relagio a u'a amos-
tra virulenta de bacilos tificos (Ty2).

Os derivados do dcido benzdico e os compostos organicos do antimonio mos-
traram evidente agio bacteriostatica “in vitro”, porém foram desprovidos de
valor protetor “in vivo”.

Quanto aos derivados organicos do enxofre, foram em sua maioria inati-
vos “in vitro” e “in vivo” os sulfetos, disulfetos e as sulfonas aromaticas, com
excegio do pp-dinitrodifenilsulieto, pp-diaminodifenisulfeto ¢ diclorona; pelo
<ontririo, as sulfas (em niimero de 13) exibiram quase sempre atividade bacte-
riostitica “in vitro” e fraca mas clara agio protetora na infecgio experimental
dos camundongos.

O estovarsol e o dcido mandélico foram inativos “in vitro” e “in vivo”.

Da mesma forma inativas “in vivo” foram as duas substincias antibidticas de
origem microbiana estudadas, a saber, a piocianina e a penicilina.

ABSTRACT

A number of chemical substances (derivatives of the benzoic acid, organic
antimony compounds, azo-compounds, halogen aromatic compounds, sulfur com-
pounds and precisely sulfides, sulfones and aromatic sulfamides), as well
as two antibiotics (penicillin and pyocyanin) have been tested for their anti-
bacterial activity “in vitro” and “in vivo” (protection tests in mice) against
a virulent strain of E. typhosa (Ty2).

Derivatives of the benzoic acid and organic antimony compounds demons-
trated an evident bacteriostatic action “in vitro”, but no protective activity “in
vivo",

The organic sulfides, disulfides and the aromatic sulfones studied were
mostly inactive “in vitro” and all inactive * in vivo” except pp.dinitrodiphenyl-
sulfide, pp. diaminodiphenylsulfide and diclorone; on the contrary, the sulfas
(in the number of 13) had in the majority bacteriostatic activity “in vitro” and
light but clear protective action in the experimental infection of mice.
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The stovarsol and the mandelic acid were inactive “in vitro” and “in vivo™.
The pyocyanin and the penicillin, antibiotic substances, from microbiam

origin gave, in the same way, negative results “in vivo”.

1.

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

BIBLIOGRAFIA

Kleeberg, S. Influence of mandelic acid on course of typhoid fever, Trans. Roy. Soc.

Trop. Med. a. Hyg., 35:191, 1941.
Buitle, G. A. H.; Parish, H. J.; McLeod, M. & Stephenson, D. The chemotherapy

of typhoid and some other non-streptococcal infections in mice, The Lancet, 1:681,

1937.
Fisk, R. T. Therapeutic properties of sulfanilamide and related drugs in experimental

typhoid infection of mice, J. Inf. Dis., 68:20, 1941

Kolmer, J. A. & Rule, A. M. Sulfonamide compounds in treatment of experimental
B. typhosus (E. typhosus) infections of rabbits, Proc. Soc. Exper. Biol. a. Med,,
48 :388, 1941.

Libby, R. L. & Joyner, A. L. The action of sulfathiazole on the colon-typhoid-
dysenteriae group of organisms, J. Inf. Dis., 67:67, 1940.

Harries, E. H. R.: Swyer, R. & Thompson, N. Sulphanilamide in typhoid {fever,
The Lancet, 1:1321, 1939.

Weilbaecher, J. O.: Moss, S§. E.; Taylor, H. M. & Dupuy, H. The treatment of
typhoid fever by the thiazole derivatives of sulfanilamide, Southern Med. J., 33:
645, 1940.

Hall. W. M. Use of sulfaguanidine in controlled series of typhoid cases, New Or-
leans Med. and Surg. J., 94:283, 1941.

Hoagland, R. J. Specific treatment of typhoid. The ineffectiveness of sulfathiazole
and immune serum, J. Amer. Med. Assn,, 122:653, 1943,

Feliz, A. & Pitt, R. M. A new antigen of B. typhosus, The Lancet, 2:186, 1934.

Felir, A. Clinical trials with a new anti-typhoid serum, The Lancet, 1:799, 1935.

McSweeney, C. J. Clinical trials with a new anti-typhoid serum, The Lancet, 1:1095,
1935.

Cookson, H. & Facey, R. V. Value of a specific serum in the treatment of typhoid
fever, Brit. Med. J., 1:1009, 1937.

Yu, H. Further studies on serum treatment of typhoid fever, Chinecse Med, J., 56:29,
1939: resumo in Biological Abstracts, 1939,

Asheshov, I. N.; Wilson, J. & Topley, W. W. The effect of an anti-Vi bacteriophage
on typhoid infection in mice, The Lancet, 1:319, 1937.

Fisk R. T. Protective action of typhoid phage on experimental typhoid infection in
mice Proc. Soc. Exper. Biol. a. Med. 38:659 1938,

Morton, H. E. & Engley, F. B. Dysentery bacteriophage, J. Amer. Med. Assn., 127:
584, 1945.

Reimann, H. A.; Elias, W. F. & Price, A. H. Streptomycin for typhoid. A pharmaco-
logic study, J. Amer. Med., Assm., 128:175, 1945.

Biocea, E.; Amaral, J. P. & Bier, O. Estudos sobre a quimioterapia da infeccio
meningococica, Mem. Inst. Butantan, 18:37, 1944-1945,



