Pesquisas sobre a Verruga peruana
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Tendo a seccao de Prolozoologia do
[nstituto Cswaldo Cruz recebido culluras
de verruga e de febre de Orova que a
pedido do Dr. HENRIQUE DE BEAURE-
PAIRE ARAGAO lhe haviam sido envia-
das pelo Prof. NOGUCHI, resolvemos
aprovelttal-as para fazer algumas pesqui-
sas sobre o assumptfo.

O fim principal dessas pesquisas era
verificar a significacio e as relacoes
existentes entre as inclusoes descriptas
por MAYER, ROCHA LIMA ¢ WERNER
na verruga e a PBarlonella bacilliformis.

Com a cullura de verruga no meio
usado por NOGUCHI para as leplospi-
ras, cultura datando de 12 dias e que
representava a terceira passagem [feita
em nosso laboratorio da amostra rece-
bida, inoculimos um macaco (Pscudo-
cebus sp.) com pequenas quantidades
(0,1 a 0,2), por via intradermica, em dois
pontos da arcada superciliar direita e
por via subcutanea, no quadril direito.
Na arcada superciliar esquerda do mesmbo
animal, fizemos escarificacdes pequenas

sobre os quaes deposilamos um pouco
da mesma cultura. No fim de 10 dias
ja se podiam observar nitidamente duas
elevacdes na regido da arcada superciliar
direita, inoculada por via intradermica.

Essas elevacoes foram se lornando
cada dia mais accentuadas, chegando a
formar dous nodulos, cujas superficies
se apresenlavam arroxeadas. Decorridos
16 dias apos a inoculacio, reliramos san-
gue da vela saphena e semeamos (ubos
com meio de NOGUCHI e com meio de
NOELLER. Fizemos na mesma occasiiio
0 exame microscopico do sangue em la-
minas coradas pelo melthodo de GIEMSA,
sendo esse exame negativo para Barfo-
nella. A temperatura do animal se man-
teve normal durante toda a observacio,
a ndo ser no lerceiro dia apos a inocula-
cao, quando ella se elevou a 390 C. No
220 dia o animal foi sacrificado e aulop-
siado, N’esse momenlo além das lesdes
ja referidas na arcada superciliar direila
e que se podem observar nitidamenle na
photographia no 1 que acompanha esle
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trabalho, apresentava o animal, no ponto

inoculado por via subcutanea da regido
do quadril, um nodulo do tamanho de
uma aveld e de coloracio arroxeada. I'o-
dia-se ver ma arcada superciliar esquerda
ao nivel das escarificacoes, a formacio
de pequenos noaulos, com inicio de vas-
cularisacio.

Foram feitas sementeiras em meio
de NOGUCHI com material obtido por
punccao de um dos nodulos, bem como,
com sangue do coracio. As culturas fei-
las com material colhido das lesdes, em
meio de NOGUCHI para leplospira, mos-
lravam no fim de 20 dias, uma turvacio
em forma de annel, que examinada ao
microscopio, mostrou ser constituida
pelo desenvolvimenlo de Bartonella. As
culturas feitas com sangue, retirado du-
ranle a aulopsla, pem como, com sangue
relirado da veia, em vida do animal, fo-
foram mnegativas

Os nodulos, assim como os ganglios
das regides correspondentes, foram reti-
rados, corlados e collocados para fixar
nos liquidos de ZENKER, REGAUD e su-
blimado alcool de SCHAUDINN. O
mesmo fol feilo com pedacos de
todas as visceras. Todo esse material foi

incluido em parafina para estudo ana-
tomo-palthologico. Na mesma occasiio,
fizemos grandes numero de esfregacos
e preparados por mmpressio, com peda-
cos relirados dos differentes nodulos.
Esludando essas laminas que foram
apos dessecamento fixadas pelo alcool
¢ coradas pelo GIEMSA, encontramos
ao lado de grande numero de hematias
¢ de leucocylos polynucleares, cellulas
volumosas, de forma arredondada ou fu-
siforme, dotadas as vezes de prolonga-

mentos e que. apresentam um nucleo de
forma mais ou menos oval, corando-se
em roxo escuro, cercado por uma massa
de plasma de eslructura quasi sempre
alveolar e de coloracio azul (Cellu'as
endotheliaes 7).

No interior de grande numero dessas
cellulas, enconlramos inclusdes com as-

pecto de corpusculos, corando-se em
vermelho arroxeado, porém muilo menos
intensamente que o nucleo e dotadas de
uma eslructura nitidamente granulosa.

O seu numero em cada cellula é va-
riavel bem como o seu lamanho, sendo
(que as menores formas por nos encon-
tradas, mediam de 1 micron a 1.5 micra
de diamelro. Em torno dessas inclusdes,
nolamos que o plasma cellular muitas
vezes se condensa, apresentando-se enlio,
intensamente corado em azul. Quando
no interior de uma d’essas cellulas existe
um corpusculo unico, clle pdéde apresen-
tar grandes dimensocs, chegando muilas
vezes a occupar todo o plasma e assu-
mindo entdo o aspecto granuloso. Em
muitas dessas formas, podem-se observar
na peripheria, elementos bacilliformes
com milida coloracio bipolar, ja deslaca-
dos da massa que lhes deu origem. As
vezes, ao lado das inclusdes de maiores
dimensdes quando ellas ndo occupam
lodo o plasma da cellula, podem-se ob-
servar neste, elementos bacilliformes es-
parsos.

Quando as inclusdes sdo em maior
numero em uma mesma cellula, ellas
nao atlingem as grandes dimensdes ob-
servadas nas foérmas anleriores, pois
ellas como que se desagregam em ele-
menltos bacilliformes que se disseminam
irregularmente pefo plasma, podendo in-
vadil-o totalmente, sem comtudo apre-
sentar o aspecto de uma massa compacta,
observado nas formas acima assignala-
das.

Nesse caso, a cellula apresenla o
plasma complelamenle cheio de corpus.
culos pequenos, alguns nitidamente ba-
cilliformes, corados em roxo claro e que
ddo o aspeclo de uma massa pontilhada.

Muilas vezes quando a invasio do
plasma cellular por esses corpusculos
nao ¢ complela, pode-se distinguir n’ella
uma zona com a eslructura e coloracio

normal, ao lado de oulra profundamente
alterada, na qual, se encontram corpus-

| culos em grande numero. Tivemos ainda



occasiao de encontrar nos nossos prepa-
rados, pequenas massas, no interior das
(qquaes podiam-se muilas vezes, distinguir
clementos ja em forma de halteres.

kissas massas em alguns casos, apre-
sentavam-se cercadas de uma estreita
zona de plasma corada em azul e com
bordos irregulares. Ellas provave!mente
s¢ originam das f6érmas intracellulares
postas em liberdade pela destruicio da
cellula e sfio 4s vezes acompanhadas
pela pequena porcio de plasma mais
denso que as cerca.

Conveém assignalar aqui, que as he-
malias enconiradas em grande abundan-
cla nos nossos esfregacos, nio se apre-
senlavam com bartonellas no interior.
Estudando alguns cortes dos nodulos re-

tirados do macaco, corados pela he-
maloxylina ferrica de HEIDENHAIN,
encontramos no inferior das cellulas

endotheliaes, pequenos bastonetes cons-
lituidos por 2 granulos intensamente co-
rados e ligados por uma poircio menos
chromafica e mais fina.

A’s vezes apresenlavam as cellulas
o proloplasma cheilo dessas formas.

Ellas correspondem as formas des-
criplas no interior de cellulas endothe-
ltacs por MACKENIE e WEISS em'corles
de verruga experimenlal, obtida em ma-
caco (Cebus sp.) inoculado com male-
rial humano.

As inclusdées que descrevemos, Sido
morphologicamenle identicas as que
MAYER, ROCHA LIMA e WERNER as-
signalare em casos de verruga hu-
mana,

Por outro lado ellas representam
sem duvida alguma, formas de mullipli-
cacio da Bartonella, conforme mosira
claramente a verificacio na peripheria
dessas inclusdes, de elemenlos bacilli-
formes com todos o0s caracteres desse
parasita, que se destacam da massa cen-
tral, que € provavelmente formada per
um agglomerado de Bartonellas.

Evidentemente essas inclusdes, siao
idenlicas as que STRONG e seus colla-
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boradores observaram em um caso de
f[ebre de Orova e que elles com razio
interpretaram como férmas de mullipli-
cacio do parasita.

Queremos ainda accenluar que de-
corre de nossas pesquisas, que um ger-
mem perteitamente cultivavel em meios
em que nao exislem cellulas vivas., ¢
capaz de dar logar a formacio de in-
clusdes semelhantes s encontradas nas
molestias produzidas por chlamydozoa-
rios. Esse faclo leva a crér que pelo me-
nos em alguns casos, as formacdes des-
criplas como chlamydozoarios, sio seres
vivos ¢ mnesse caso elles devem corres-
ponder morphologicamente aos corpus-
culos elementares de PROWAZEK.

A multiplicacdo intensa desses ele-
mentos no interior da cellula, férma
agglomerados que viao consliluir por si
sOs ou juntamente com productos de
reaccdo cellular, as inclusées bem conhe-
cidas que caraclerisam essas molestias.

As recentes pesquisas de NOGU-
CHI que conseguiu cultivar o agente do
rachoma, vém l(razer novo e poderoso
argumento em favor dessas ideias.

Quiro ponto que visamos esclare-
cer em nossas pesquisas, se refere a the-
rapeutica da doenca.

Recentemente MAYER, WERNER e
KIKUTH, verificaram o apparecimenlo
de uma PBartonella, a Bartonelld muris,
no sangue dos raltos esplenectomisados.
A presenca desse parasila, acarreta nos
ratos o apparecimenio de uma grave
anemia, lerminando muitas vezes pela
morte, que nio deixa de ter analoglas
com a febre de Oroya.

Esses autores, aproveilaram esse pa-
rasita para estudos chimiotherapicos ¢
avenlam a hypothese de que os resultados
obtidos com elle, sejam tambem applica-
veis 4 Bartonella bacilliformis.

Tendo essas pesquisas demonsirado
a accilo energica exercida pelos arseno-
benzoes sobre o parasita da qual resulla
o desapparecimento desse € a cura do



animal, resolvemos experimentar a accio
desse medicamento na verruga experi-
mentlal.

Para isso inoculamos dous macacos
na mesma dala com cullura de verruga.
Em ambos se desenvolveram nodulos de
verruga nos pontos de inoculacio, mas a
doenca nao apresenlou identica evolucio
nos dous animaes, e cerca de 20 dias
apos a inoculacio, as verrugas mos-
fravam em um, bom desenvolvimento, ao
passo que em oulro, pareciam em inicio
de regressio.

il

Esse facto., é facilmenle explicavel
porgue os animaes inoculados embora

do mesmo genero (Pseudocebus), eram
de especies differenles.

Apesar disso, injeclamos um delles
(0 que apresenlava lesdes mais desen-
volvidas) com 0,15 grs. de neo-salvarsan
por via inlravenosa, O animal veio a
morrer 6 dias depois da injeccio sem
que as lesOes apresenlassem 0 menor
signal de regressio.

As experiencias nesse senlido estio
ainda em via de execucido, pelo que nao
podemos emitlir opiniio definitiva sobre
o assumplo. Tudo, porém, nos leva a
crér, que os arsenobenzoes niao exercam
sobre a Bartonella bacilliformis, accio
idenlica 4 que foi observada pelos aulo-
res allemies na Barionella do rato. Alias
os resultados que ARCE obteve em ca-
sos humanos de febre de Oroya, ja fa-
zlam prevér esse resullado.

ADDENDO.,

Apo6s a publicacio do nosso Iraba-
lho sobre verruga peruana appareceram
sobre o assumplto outras publicacdes que
nos obrigam a fazer algumas considera-
coes a respeilo, bem como relatar as
observacdes que fizemos posleriormente
afim de elucidar alguns ponltos conside-
rados obscuros por alguns aulores. Que-
remos mnos referir aos ftrabalhos de
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MEYER e KIKUTH sobre verruga pe-
ruana e de ROCHA LLIMA sobre um caso
de pscudo verruga provenienle do Ama-
zonas.

MEYER e KIKUTH assignalam com
razdo que em seus primeiros [rabalhos,
NOGUCHI representa como formas de
Bartonella grupos de elementos bacilli-
formes enconlrados nos nodulos de ver-
ruga oblidos no macaco pela inoculacio
de cultura.

Em preparados que lhes haviam
sido enviados por NOGUCHI, MEYER e
KIKUTH puderam verificar em uns, in-
clusdes semelhanles as descriptas por
MEYER, ROCHA LLIMA ¢ WERNER e em
oulros. os elementos bacilliformes repre-
sentados por NOGUCHI em scus primei-
ros trabalhos sobre o assumplo. Esses
clementos bacilliformes, segundo MEYER

¢ KIKUTH, nunca foram enconirados
nem em malerial humano de verruga

nem em nodulos oblidos experimental-
mente em macacos, partindo desse ma-
terial.

ROCHA LIMA em oulra publicacio
assignala o mesmo faclo e o considera
de difficil explicacio.

NOGUCHI, em trabalho posterior
publicado em Marco de 1927 e do qual so
[ivemos conhecimento tempos depois da
publicacido das nossas pesquisas sobre
o assumplo, na Sociedade Brasileira de
Biologia, assignala formas de Bartonella
no interior de cellulas endotheliaes, ad-
mittindo a possibilidade de representa-
rem ellas, quando indislinctamente cora-
das, as inclusoes descriptas por MEYER,
ROCHA LIMA e WERNER.

Convém assignalar aqui que NO-
GUCHI nesse trabalho ndo se refere

mais aos grupos de bacillos por elle
descriplos nas primeiras publicacdes, di-
zendo claramente: «None except endo-
Lhelial cells contain Barfonella bacilli-
formis in the cytoplasm, and no extra-
cellular localization of the parasites can
be delected>.



No nosso I(rabalho acima citado
(Comples rendus des séances de la So-
ciélé de Biologie, tome XCVII, page
1368) assignalamos na verruga oblida
experimentalmente por melo da inocu-
lacdo de cullura de Barlonella em ma-
cacos, a existencia de inclusdes que iden-
lificamos as descriptas por MEYER, RO-
CHA LIMA e WERNER e que foram in-
lerpretadas por nos como formas de
mulliplicacio da Bartonella.

Nessas mnossas pesquisas, que [fo-
ram feitas em esfregacos corados pelo
GIEMSA e em cortes corados pelo pro-
cesso de HEIDENHAIN nio Utvemos
occasido de enconlrar os grupos de ba-
cillos assignalados por NOGUCHI e iden-
lificados por elle, nas primeiras publica-
coes, a Barlonella.

Em visla das duvidas que exprimi-
ram MEYER KIKUTH e ROCHA LIMA
resolvemos examinar novamenle o ma-
terial que serviu para os nossos estudos
com o fim de verificar a possivel exislen-
cia dos grupos bacillares enconlrados
por NOGUCHI e que por acaso livessem
passado despercebidos ao nosso primeiro
exame.

Temos agora a dizer que nos eslre-
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gacos corados pelo GIEMSA e nos cor-
les tratados pelo processo de HEIDI:-
NHAIN que serviram para o nosso pri-
meiro trabalho, bem como em novos
corles corados pelo GIEMSA, apos exame
cuidadoso nio enconiramos nada que
pudesse ser idenlificado aos grupos ba-
cillares assignalados pelo pesquisador
j&ponez.

Verificamos somenle que as unicas
formas que podiam ser interpretadas
como barlonellas sio as que descreve-
mos no nosso primeiro lrabalho. Apro-
veitamos aqui para assignalar novamen-
te, que dos nodulos dos nossos macacos
conseguimos isolar a Barfonella em cul-
tura pura.

A hyvpolhese que nos parece mais
acceitavel para explicar os grupos ba-
cillares descriptos por NOGUCHI em
seus primeiros trabalhos, ¢ de uma in-
feccao secundaria, Alias, esse mesmo au-
tor assignala em trabalhos posteriores
a invasio secundaria dos nodulos de
verruga por bacterias e nio se refere
mais como sendo barlonellas, as primei-
ras formas por elle descriptas, mas so-
mente como taes as foérmas encontradas
dentro de cellulas endotheliaes.
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EXPLICAGAO DAS ESTAMPAS 13—17.

No 1 e 2—Pholographia de 2 macacos

(Pseudocebus) inoculados com cul-
tura de DBartonella bacilliformis.

No 3—Micropholographia de um prepa-

parado de cullura da Bartonella
bacilliformis corado pela fuchsina.

No 4—Micropholographia de uma cel-

lula conlendo uma grande inclu-
sdo. Além d’isso pode-se observar
no plasma, principalmenle no seu
prolongamento barlonellas ¢spar-
sas. *-

No 5—Microphotographia de uma cellula

conlendo uma grande inclusio, to-
mando todo o plasma e poden-
do-se vér na peripheria, elementos
bacilliformes isolados. O nucleo da
cellula, acha-se recalcado.

No 6—Microphotographia de uma cel-

lula com inclusdes numerosas.
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No 7—Desenho de uma cellula com uma

pequena inclusio e algumas bar-
lonellas esparsas no plasma.

No 8—Desenho de uma cellula contendo
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duas inclusdes e algumas barlo-
nellas esparsas.

J—Desenho de uma grande cellula

com inclusées numerosas e apre-
sentando parte do plasma comple-
lamente invadido por bartonellas,
emquanlio que a oulra parte, livre
de barlonellas, conserva estructura
normal.

No 10—Desenho de uma cellula apresen-

tando o plasma todo cheio de ele-
mentos bacilliformes e com o nu-
cleo recalcado para a peripheria.

No 11—Microphotographia de um corte

No

——— e

de verruga oblida em macaco pela
inocnlacio de cultura.

12—0 mesmo corle visto com maior

augmento,

— — e —
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