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FEBRE MACULOSA NO MEXICO. CULTIVO DE RIQUETSIAS

ok A. VALLEJO-FREIRE

(Do Laboratério de Imunologia do Institulo Butantan, S. Pawlo, Brasil)

Em trabalhos anteriores (1-2) estudamos o comportamento experimental do
virus isolado por Bustamente e Varela (3-6) de casos humanos de uma infecgio
exan:ematica, semelhante a febre maculosa, verificada nos Estados de Sinaloa
€ Sonora, no México.

Em vista de serem consegmdas a partir de cultivo em tecidos vacinas
eficazes contra a maioria das riquétsioses humanas, procuramos cultivar a
amostra do virus mexicano, para obter antigeno em quantidade suficiente,
assim como estudar o comportamento das riquétsias cultivadas.

Entre as técnicas utilizadas para ésse fim, sobressai pela simplicidade
¢ melhores resultados obtidos ‘a originalmente usada por Barykine e colabora-
dores (7) no cultivo do virus do tifo epidémico. Consiste esta técnica em inocular
© material infetante no interior da bolsa vitelina de embrides de galinha em
desenvolvimento. O método foi aperfeigoado por Cox (89), que o utilizou
para cultivar riquétsias tanto do grupo do tifo, como do da febre maculosa e é
hoje internacicnalmente conhecido sob a denominagio de método de Cox.

Com o metodo de Cox diversos pesquisadores conseguiram cultivar riquétsias
isoladas de casos humanos de infccgdes exantemiticas, verificados nas mais
variudas localidades geogrificas (10-15), o que permitiu igualmente produzir
vacinas eficazes contra as diferentes riquétsioses observadas nos continentes
<uroreu ¢ americano (16-19).

Durante a tiltima guerra a protegio das tropas e mesmo de grandes populagdes
contra o tifo epidémico e endémico ¢ mesmo contra a febre maculosa foi pos-
sivel devido & utilizagio da técnica de Cox para o cultivo de riquétsias, que
permitiu a produgio de vacinas ¢m grande escala. Com os métodos de Weigl (20),
Zinsser e colaboradores (21-24), Castafieda (25) ou Spencer-Parker (26) nido

Recebido para publicagio em outubro de 1945.




2 FEBRE MACULOSA NO M2£XICO. CULTIVO DE FRIQUETSIAS

teria sido possivel produzir antigenos necessarios para a produgio de grandes
volumes de vacinas, pois que todos éles sio de dificil execugio, requerendo pes-
soal altamente especializado.

As amostras de virus da febre maculosa 1soladas no continente americano,
principalmente nos Estados Unidos e no Brasil, sdo todos cultivaveis pelo método
de Cox e a grande maioria das vacinas hoje utilizadas é preparada com antigenos
obtidos por esta técnica.

Neste trabalho relatamos resultados de cultivo de uma amostra do virus
mexicano, que temos utilizado no Instituto Butantan para a produgio de vacina
contra a febre maculosa em Sio Paulo. Descrevemos com detalhe o material
e a técnica por noés empregados com bons resultados ha algum tempo, o que nos
tem permitido maior seguranga nas manipulagSes assépticas e diminuigio do
mmero de contaminagoes bacteérianas, principalmente durante a fase de inocu-
lagdo e colheita dos embrides.

MATERIAL E METODOS

Ovos — Ovos fecundados de galinha Leghorn, mantidos em mncubadora comum i tem-
peratura de 385 a 39.5°C durante 5 a 8 dias.

Virus B. V. (*) — Isolado de caso de febre maculosa no México por Bustamante e
Varela. Remetido ao Instituto Butantan em Ommithodorus sp. e mantido em passagens
sucessivas em cobdia.

Imoculacio — As inoculagdes sio feitas com auxilio de seringas montadas com agulhas
de 3 2 4 cm de comprimento e 0.3 a 0.5 mm de diimetro.

Os embrides antes de inoculados sio examinados por transiluminacio. Nesta ocasiio
assinala-se na casca os limites da cimara-de-ar ¢ marca-se o local, que corresponde ao ponto
mais préximo da mancha ocular. Esta Gltima referéncia facilitard ao técnico atingir o
interior da bolsa vitelina no momento da inoculagio.

Para facilitar a inoculagio, usa-s¢ um magarico alimentado com mistura de oxigénio e
acctileno (oxy-acetileno blow-pipe Oswald, tipo W-29, bico N.° 2), que permite formar
chama bem fina, curta e intensa. Com éste magarico calcina-se em um segundo pequena
frea da casca, correspondente i cimara-de-ar, aproximando a base da chama tangencialmen-

(*) Recebido por gentileza do prof. Ayrosa Galvio.
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4 FEBRE MACULOSA XNO MeXICO. CULTIVO DE RIQUETSIAS

Abertura — Antes de se proceder i abertura dos ovos para retirada dos embrides, de-
sinfeta-se por meio de tintura de iodo a parte da casca correspondente a camara-de-ar ate
1 cm abaixo de seus limites previamente assinalados.

T,

A técnica que vimos utilizando com bons resultados para a abertura asséptica dos
embrides é a de Penna (27) modificada. Como suporte dos ovos usamos uma caixa metalica
cuja parte superior é constituida por uma chapa de ago inoxidavel, por onde passam quat
pinos, que servem para encaixar os recipientes dos ovos. No interror da caixa um motor
idéntico aos utilizados nas vitrolas, permite fazer girar os suportes dos ovos com velocida-
de regulivel por um “dial” graduado entre 50 a 150 r.p.m.; rotineiramente, usa-se¢ /0 r.p.m

(Foto 2).

Foto 2

Colocados os ovos nos suportes € com a cimara-de-ar mantida para cima, antes de aciwo-
nar o motor, com auxilio do macarico, utilizando sempre a base da chama, calcina-se nova-

mente um pequeno ponto da parte superior da casca. Com esta manobra evita-se que, ao

aplicar a chama para abrir o ovo, a dilatacio do ar na camara provoque a saida wviolenta do

material infetado.

Ligado o motor e girando os ovos a 70 r.p.m., aproxima-s¢ a base da chama tangencial-
mente 4 parte lateral do ovo, proximo e pouco acima do limite previamente marcado da
cimara-de-ar. Em 2 a 3 segundos ao maximo, isto e, completadas duas a quatro rotagoes,
i LL] +F = B -

corta-se ™ estéerilmente a parie da casca c::rru:-;‘lﬁ:lr{t*nt:: a camara-de-ar, quec sc p--ffl: remo-

ver facilmente, deixando ainda a membrana da casca protegendo o embriio. Com auxilio

4
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6 FEBRE MACULOSA NO MEeXICO. CULTIVO DE RIQUETSIAS

RESULTADOS

Tentamos cultivar o agente da febre maculosa no México a partir de sangue,
suspensoes de tecido cerebral ou triturado de vaginais de cobdias infetadas.

Foram bem sucedidas as séries de passagens em embrides, iniciadas com
0.5 a 1.0 cm® de virus-sangue, colhido no primeiro ou segundo dia de circulacio
do wvirus.

Conseguimos culturas positivas de uma série iniciada com material provi-
niente de emulsio de tecido cerebral de cobiia infetada.

As tentativas de cultivo feitas com suspensdes contendo riquétsias, obtidas
de “tunica vaginalis”, raspagem ou lavagem da parede do peritoneo parietal de
cobdias infetadas, nio foram levadas adiante, por terem sido verificadas conta-
minagoes bacterianas, devidas, provavelmente. as manobras durante a colheita

Nas passagens de embrido a embrido, foram utilizadas membranas vitelinas
de embrides infetados, cothidas no dia da morte, trituradas logo a seguir ou apods
permanencia no frigorifico (temperatura entre 6 e 10.°C) durante algumas ho-
ras ou mesmo 2.a 3 dias, em certas ocasiGes.

As membranas foram lavadas em solugao fisiologica ou em soro de leite
fresco descremado, congeladas, trituradas, suspensas em soro de leite, centri-
tugadas a baixa rotagio durante tempo apenas suficiente para remover as par-
ticula: mais grosseiras do tecido. O liquido sobrenadante foi utilizado para
inocular a série seguinte de embrides.

Em duas séries iniciadas com inoculagio de virus-sangue citratado encon-
tramos riquétsias em numero elevado logo nas primeiras passagens. Em uma
destas séries foram feitas 12 passagens e na outra apenas 7. Nesta segunda
série perdemos o material devido a desarranjo havido na estufa de manutencio
dos embrides inoculados e na primeira interrompemos voluntariamente o trabalho
apos doze passagens consecutivas em embrides,

Fara cada “inoculum”™ preparado com membrana de um tnico embriao, in-
jetamos como minimo 5 outros. De cada série por vezes utilizamos membranas
de 2 ou 3 embriGes. As membranas que apresentaram maior riqueza de cres-
cimento foram as escolhidas para serem utilizadas na manuten¢io da amostra.

Em ambas as séries os embrides inoculados com virus-sangue morreram
entre o 7.2 e 9.° dia, ndo levando em conta os mortos antes de decorridas 48
horas da inoculagdo. Em todos os embrides examinados nio verificamos a pre-
senga de riquétsias, apesar de cuidadoso e demorado exame das preparagdes.

Na primeira passagem de embriio a embriio, a morte verificou-se entre o
6.° e 8.° dia e nas demais, quando o “inoculum” foi positivo, entre 0 4.° ¢ 6.° dia.

6
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Nas membranas vitelinas dos embrides que serviram para a primeira passa-
gem da série mais longa de incculaghes, encontramos riquétsias em numero
regular em todos os que morreram no 6.° dia ¢ em um morto no 8.° dia. Foram
igualmente encontradas riquétsias em numero abundante em todos os embriGes
logo nma primeira passagem. O aspecto ¢ a abundancia das riquétsias foram
praticamente semelhantes aos verificados na passagem seguinte. Somente a par-
tir da 6.* passagem e excepcionalmente em alguns embrides obtivemos membra-
nas mais ricas em riquétsias.

Mais frequentemente encontramos crescimento abundante nos embriges mor-
tos entre 0 4.° ¢ 6.2 dia, sendo raras as vezes em que verificamos riquétsias em
grande nimero nos mortos depois do 7.° dia. Nunca observamos crescimento
em embrides mortos antes de decorridas 72 horas da inoculagio, sendo nestes
casos até mesmo raro encontrar riquétsias extractlulares, correspondentes ao
material inoculado.

As duas fotografias apresentadas (Foto 5-6) foram obtidas: uma de pre-

paracio feita com membrana da gema de embriio inoculado com material de
112 passagem e de embriio morto entre o 5.2 e 0 6.2 dia de inoculagio; a outra
corresponde a material de 6.* passagem.

Sdc bem visiveis em ambas as fotogratias riquétsias situadas intraproto-
plasmaticamente ¢ também outras nos espagos intercelulares. Quer com a téc-
nica de coloragio de Macchiavello, quer com a de Giemsa, niio conseguimos locali-
zar riquétsias de situagio intranuclear.

|



8 FEBRE MACULOSA XNO MEeXICO. CULTIVO DE RIQUETSIAS

Quanto a forma, predomina a de pequenos bastonetes e de diplobacilo,
com elementos mais raros com aspecto de diplococos. O polimorfismo das
riquétsias nas culturas em embrides ndo é tio grande, quanto o que se verifica
nas preparacoes de materia] de cobaias infetadas, que apresentam variagbes mais
amplas e principalmente formas de bastonetes de maiores dimensoes.

As observagoes feitas em cobdia depois de inoculadas com membranas
de embrices infetados de culturas correspondentes até a 12* passagem,
mostraram que as caracteristicas originais do virus mexicano foram inte-
gralmente mantidas, inclusive a capacidade de provocar intensas reagoes
escrotais em ammais mnoculados, quer seja pela via subcutanea, quer pela wia
peritoneal.

Em membranas de embrides, que apos a morte foram mantidos por 2
a 4 dias a temperatura ambiente do laboratorio, encontramos algumas ve-
zes maior numero de riquétsias do que em membranas de embrides da
mesma série, abertos imediatamente apés a morte. No entanto, tivemos
dificuldade de manter séries, quando utiizamos membranas vitelinas de
embrides mantidos depois de mortos a temperatura ambiente do laboratorio.
Cobaia. porém, inoculadas com material déstes embrides, poucas vezes reagi-
ram positivamente, mostrando assim que as riquétsias estavam mortas. Quando,
entretanto, 12 a 15 dias depois foram reinoculadas com 1 ¢cm® de virus-sangue
de passagem em cobdia, quase todos os animais se apresentaram imunes,

CONCLUSOES

A amostra de virus BV ¢ facilmente cultivada pela técnica de Cox.

Nio foram notadas diferencas significativas entre o comportamento dos
embrides inoculados com amostra de virus mexicano e os inoculados com
virus de outras procedéncias. Apenas verificamos a maior facilidade com
que sio encontradas as riquétsias logo na primeira passagem de embriio a
embriio, fato este, que parece ocorrer com menos frequéncia com riquet-
sias isoladas de casos de febre maculosa no Brasil e nos Estados Unidos.
Com as outras amostras de virus da febre maculosa até hoje estudadas, so
se observam riquétsias em numero razoavel a partir da 4% passagem e por
vezes o crescimento s6 ¢ abundante, quando atinge a 6.* ou 7* passagem.
Com esta amostra, na 1.* e 2.* passagem podem-se encontrar com relativa
facilidade riquétsias nas preparagoes feitas com membranas vitelinas em
niimero suficiente para serem encontradas em todos os campos das melho-
res preparagoes.

O cultivo do virus mexicano permitira obter facilmente vacinas contra
a febre maculosa no México. A identidade imunologica existente entre
este virus e os da febre maculosa nas Montanhas Rochosas e no Brasil

8
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(S. Paulo e Minas Gerais), aliada a facilidade de cultivo da amostra mexi-
cana, leva a sugerir a sua utilizagio no preparo das vacinas contra a febre
maculosa verificada em diversos paises do continente americano (Estados
Unidos, Brasil, Colombia e México).

RESUMO

Sio descritos os métodos e detalhes da técnica utilizada para o cultivo,
de u'a amostra de virus da febre maculosa isolada no Meéxico ¢ apresentados
os resultados alcancados.

Foram conseguidas culturas positivas a partir de virus-sangue de co-
bdia infetada, fazendose neste trabalho uma série de 12 passagens em
embrides. As caracteristicas do virus, quanto ao comportamento em relagio
a intecgdo provocada na cobdia, foram integralmente mantidas.

Ji na 1* passagem, ao contrario do que se verifica com as demais
amostras de virus da febre maculosa, as riquétsias podem ser vistas em
grande niimero na membrana vitelina dos embrides inoculados. O nu-
mero de riquétsias encontradas a partir da 5.* passagem é muito superior
ao que tem sido verificado em outras amostras de febre maculosa.

O autor é de opiniio que, devido & facilidade com que se cultiva
esta amostra, pode ser a de escnlha para o preparo de vacinas contra a fe-
bre maculosa em geral, visto que, como ficou provado em trabalho anterior,
ela é imunolégicamente idéntica a febre maculosa no Brasil e nos Estados
Unidos.

ABSTRACT

The methods and details are described of the technique used for the
cultivation, by Cox' method, of a strain of spotted fever virus, isolated in
Meéxico by Bustamente and Varela of a human case of the disease, and the
results presented,

Positive cultures were secured from virus-blood of infected guinea-pig,
a series of twelve passages in chicken embryos being made. The virus’
characteristics as to its behaviour in regard to experimental infection in
guinea-pig, were entirely maintained.

Already in the first passage a considerable number of Rickettsiae could
be found in the yolk sac of the inoculated embryos, which is in contrast
with what happens with other strains of spotted fever viruses. The num-

ber of Rickettsiae observed from the fifth passage on is much higher than
that seen in other spotted fever strains.
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Due to the easy cultivation of this strain, the author suggests its use
for the preparation of vaccines against all spotted fevers, since immuno-
logically it is identical to that of the spotted fever in Brazil and in the Rocky
Mountains (U. S. A.) as has been proven in a former paper.

Agradecemos ao Sr. Arnmaldo Franga o auxilio técnico prestado
na execucio deste trabalho,
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ACAO VERMICIDA DO OLEO DE CAJU (ANACARDIUM OCCIDEN-
TALE) E DERIVADOS. EXPERIENCIAS EM CAES (*)

ror ARISTOTERIS T. LEAO & F. W. EICHBAUM (**)
(Do Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan, S. Pawlo, Brasil)

No “Répertoire des plantes utiles”, publicado em 1836, E. A. Duchésne (1)
menciona a aplicagio do dleo da castanha de caji — fruto do cajueiro —
(Anacardivum occidentale) no tratamento das verminoses, sem no entanto, dar
qualquer esclarecimento,

Dujardin-Beaumetz et Egasse (2) num livro publicado em 1889 citam o
uso de uma tintura de oleo de caju a 109% para o mesmo fim, dando como dose
ativa 2-10 gotas, desta tintura. Estes autores salientam ainda que o éleo nio
irrita as mucosas gastro-intestinais, apesar de possuir uma forte acfio vesicante
sobre a pele. Também os dicionarios modernos de plantas medicinais (3 e 4)
citam a tintura do Oleo de caji como vermifugo, mas ndo conseguimos locali-
zar um unico trabalho clinico ou experimental que fornecesse dados mais con-
cretos sobre éste assunto. Também nenhum dos tratados modernos soébre dro-
gas vermicidas incluem esta substincia na discussio.

U nosso interésse para o 6leo de cajii e sua possivel aplicacio como vermi-
fugo foi despertado pelos recentes trabalhos de um de nés (Eichbaum) (5, 6)
que verificou uma forte agio vermicida in witro, do Acido anacdrdico, o qual
constitui um dos componentes principais do 6leo do cajii. Ao lado do Acido
anacardico, representando cérca de 50% do éleo, éste contém ainda Cardol e
Anacardol, além de taninos e certos produtos de polimerizagdo. Observacoes
ocasionais de uma acido vermicida em ratos e cobaios estimularam ainda mais o
interésse de examinar-se intensivamente a atividade destas drogas em outro
animais e no homem, :

Serviu de material para as observacgbes contidas neste trabalho o 6leo de

caji fornecido por uma firma comercial e proveniente do norte do pais. O
oleo é contido no pericarpo dos frutos de Anacardium occidentale e é recolhido,

(*) Trabalho apresentado na 1.* Reuniio Conjunta das Sociedades de Biologia do
Brasil, de 2 a 6 de Setembro de 1946.

(**) Estagiario.
Recebido para publicagio em 4 de Dezembro de 1946,
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comercialmente, por um processo de aquecimento que faz arrebentar as casta-
nhas deixando em liberdade o dleo. Além do dleo puro, foram ainda usados:
acido anacardico, anacardato de sodio, anacardol, a fragdo cardol-anacardol, que
denominaremos doravante de “fragao anacida™, representando a parte sobrena-
dante depois da precipitagio do acido anacirdico pelo hidroxido de chumbo.

A composi¢io do oleo de caju pode ser esquematizada da maneira seguinte:

oleo de caja

1 \
Scide rensekvdico / fracko anécida
+ 0% /\

cardol-anacardol

||
Taninos Produtos de polimerizagio do dcido
anacirdico e do cardol-anacardol

O acido anacardico fo1 usado tanto como acido puro, como sob a forma do
sal sodico (anacardato de sodio).

Todas as substancias purificadas foram preparadas na Segio de Quimica da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras da Universidade de Sao Paulo, pelo
Prof. H. Hauptmann e Srta. Hanna Rothschild. Pormenores dos caractéres
fisico-quimicos dos mencionados produtos e os metodos de sua preparagao foram
- descritos por Eichbaum, Hauptmann e Rothschild (7).

Apo6s observaghes in vifro com varias concentragoes de anarcadato de sodior
que mostraram agiao nitidamente vermicida sobre Ancylostoma camnum, Trichu-
ris vulpis e Torxocara canis, resolvemos iniciar experiencias in 71vo.

MATERIAL E METODOS

Para éste fim usamos cies num total de 26 que nos foram fornecidos pela
Prefeitura da Capital. Nao levamos em consideragio quer a raca, sexo ou cor
dos animais e todos faziam parte dos chamados *vira lata” que sdo capturados
diariamente nas ruas da Capital.

Para a verificacio do grau de infestagio usamos exclusivamente o meétodo
original de Stoll (8), porém ao em vez de uma lamina contavamos duas, di-
minuindo assim, ainda mais, as possivels causas de erro. Faziamos sempre
trés contagens antes (as vézes quatro e raramente duas) e trés depois (as vezes
quatro ou cinco e raramente duas), em dias seguidos, da medicagio. Levamos

2
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sempre em consideragio a consistencia das fezes, tomando como base fezes “for-
madas”, portanto multiplicavamos o numerp de ovos encontrados por 2 quando
em face de fezes moles e por 4 guando diarréxcas. Niao fizemos verificagio
quanto ao numero de vermes expulsos. Os nossos numeros se referem, por
tante, a0 numero de ovos encontrados antes e depois da medicagio, bem como
ao ntimero de vermes encontrados depois da necropsia.

Para comparacio quanto ao numero de ovos por grama de fezes, fizemos
contagens em 6 cies nio tratados os quais foram posteriormente sacrificados e
os seus vermes contados. Estes resultados sio referidos no quadro No. 1, os
quais servirio de base para os nossos calculos. Como mostra esta tabela, no

Quabeo 1

(relagdo ovo-verme por grama de fezes)
(Ancylostoma)

No. meadio d= " -
Cio No. pot Vermes en- N.o de oves
I contrados pPor verme
m
10 4.183 193 11
18 10.964 137 B0
37 1.666 23 1%9
40 4.189 19 220
41 2.837 2 129
42 7 462 | 45 165
| Total — 6 35.501 e l 56
Média por .
cia £.912 3 1)1

caso de Ancylostoma, a relagio verme-ovo por grama de fezes ¢ de 1:130; no
caso de Trichuris esta relacio ¢ aproximadamente de 1:25, precisando-se ainda
de mais dados estatisticos para apurar eéstes resultados obtidos em mimero rela-
tivamente pequeno de animais. Quanto A relagio ovo-verme de Toxocara nao
temos elementos suficientes para uma comparagio exata ou mesmo aproximada,
bascandc-se os nossos resultados somente nos exames pré e post-medicagio dos
cic: Nos. 13, 25 e 39.

Nenhum dos cies tratados mostrou, durante o tempo de cbservagiao, que
variou de 5 dias a 4 semanas, sina] de intoxicacio.






