Pesquizas sobre a ac¢cao physiologica das
toxinas bacterianas *

| — Sobre a actividade physiologica dos filtrados de culturas do bacillo
coli. Reac¢oes do intestino isolado e perfundido.

por
Antonio Augusto Xavier e Genesio Pacheco

(Com 11 figuras no texto)

Experiencias baslanle anligas de Gilber! (1893) mos!raram a exislen-
cia de subslancias loxicas soluveis nas culluras do bacillo coli. O caldo
de cullura filtrado em vela Chamberland ¢ injeclado por via inlra-
venosa em coelhos, em quanlidades consideraveis, delermina um con-
juncto de symplomas, uns nervosos ou neuro-musculares. oulros inlesli-
naes, por elle minuciosamenle esludados e descriplos.

Em época menos remola esles esludos foram relomados por Vin-
ceni (1925) que procurou fundamentar a exislencia de duas toxinas dille-
rentes nas culluras do bacillo coli, — uma loxina neurolropica e uma
loxina enlerolropica.

As pesquizas de Vincenl consisliram principalmenle em a ana-
lyse dos symplomas consequentes 4 injeccio dos fillrados de culluras
do bacillo coli nos animaes de laboralorio, ¢ no exame das lesdes post-
rmorlem, porvenlura presenles. Segundo Vincenl, svmplomas e lesoes
siao condicionadas por duas toxinas distinclas: 1) uma exoloxina occor-
rendo de preferencia nas culluras jovens de 23 horas a 5 dias e acluando
de maneira elecliva sobre o systema nervoso cenltral, — por isso de-
finida como uma {foxina neurolropica. 2) uma endoloxina, oblida mais
lacilmenle de culturas velhas de 15 a 20 dias, alcalinas, de pH acima
de 10, favoravel, por conseguinlte, &4 lyse microbiana. Issa ¢ uma {o-
xina enlerolropica, exercendo acciio parlicularmenle nociva sobre a pa-
rede do eslomago e principalmente sobre o inleslino delgado.

Nao disculiremos nesle trabalho a possivel exislencia deslas sub-
stancias loxicas nas culturas do bacillo coli, bem assim sua caracleri-
sacio como verdadeiras loxinas microbianas. Nada obstante, dada a ele-

* Recebido para publicacao a 23 de Novembro de 1937 e dado 4 publicidade em Junho de 1938.
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clividade, assignalada por Vincent, de uma subslancia loxica obtida das
culturas de 15 a 20 dias para a parede do inteslino, pareceu-nos me-
recer interesse experimentar os filtrados de culluras do bacillo coli,
respectivamenle de 48 horas e de 20 dias, numa preparacio de in-
leslino 1solado e perfundido.

PREPARO DOS FILTRADOS

Preparavamos os filtrados semeando em caldo simples! as amostras de
bacillo coli previamente seleccionadas, deixando-as depois vegetar durante 18
a 20 dias em estufa a 370 C.: as culturas eram entio [liltradas em disco
Seilz EK, ¢ o produclo da filtracio, uma vez verificada sua esterilidade. dis
ribuido em tubos de ensaio, protegido com uma camada de vaselina esleri-
lisada, e mantido em baixa temperalura e ao abrigo da luz. Em algumas
experiencias, ao envez de fillradas, eram as culturas submettidas a centri-
fugacao durante 1/2 hora, a 3.000 voltas por minuto.

Todas as amostras utilisadas houveram-se como bacillos coli fecaes ty-
picos. Daremos aqui as caracterislicas bacteriologicas de duas dellas, as amos-
lras 267 ¢ 295 de nossa collec¢do. A amostra 267 foi por nds isolada
em Ievereiro de 1937 de fezes humanas. Trata-se de um germe movel, fer-
menlando, com produccio de gazes, glycose, lacltose, mannila ¢ mallose, e nio
fermenlando a saccharose; coagulando rapidamente o leile; produzindo indol,
Vm - ¢ Vp —; ndo liquefazendo a gelatina. A amostra 295, original de
[ischerich, esta catalogada desde 1920 sob o n.o 86, na N.C.T.C. do Lister
[ustitute of Preventive Medicine. Essa amoslra conserva os seus caracléres
quer quanlo a mobilidade, quer no que concerne a4 fermentacio de acucares.
produccao de ndol, etc.

Ambas as amoslras sio loxicas, a amoslra 267, enlrelanlo, mostrando-se
bem mais loxica do que a amoslra 295. (d.l.m. camondongo = 0.1 cc. para o
llllrado do caldo de cultura da amoslra 267; = 0.3 cc. para o liltrado do
caldo de cultura da amostra 295).

ENSALIO DOS FILTRADOS NA PREPARACAO DE INTESTINO ISOLADO E
PERFUNDIDO.

Neslas experiencias ulilisaimos uma preparacio de inleslino delgado de
coelho, segundo o methodo de Cohnheim-Magnus, modificado por l.ohmann (1912).
Coeihos normaes, de ambos os sexos. ca. 2 kgs. de peso, eram sacrificados
no momento da experiencia. Immediatamente ap6s a morte, a cavidade abdo-
minal era aberta largamente, e das primeiras porcdes do intestino delgado, exci-
sada uma alca de cerca de 20 cms., logo immersa em liquido de Ringer-
Tyrode da ecomposicio seguinte (para 1.000 cc. de agua-bidistillada): NaCl
8.0 grs; KCl 0.2 grs.; CaCl, 0.2 grs.; MgCl, 0.1 gr.; NaHCO, 1.0 gr.; NaH,PO, 0.05
grs.; Dexlrose 1.0 gr. Os saes eram todos de procedencia Kahlbaum, pro-
analysi. As solucdes de reserva, feitas em concentracio conveniente, eram guar-

l A principio as semeaduras eram feitas tambem em caldo-figado Logo aos 'primeiros ensaios,
porém, tivemos de abandonar esse meio de cultura, passando a utilisar exclusivamente o caldo simples, pelo
motivo que adiante referiremos.
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dadas em frascos separados, de vidro neutro. Desse modo péde-se ter sempre
uma solucdo perfusora recentemente preparada, o que é de extrema Impor-
tancia para o bom exito das experiencias.

Um segmento de intestino de 3 a 4 cms. de comprimento era entido
suspenso em solucdo de Ringer-Tyrode convenientemente oxygenada e mantida
cm temperatura conslante (38-40¢ () durante todo o tempo das experiencias.

Nossas experiencias eram feitas de preferencia 4 temperatura de 40c C.
E essa na realidade a temperatura da cavidade abdominal do coelho, o que
se pode verificar facilmente fazendo uma pequena casa na parede abdominal
do animal e ahi inserindo um thermometro. Isto pdéde ser feito no animal
vivo, ou immediatamente apés a morte.

Em algumas experiencias utilisimos segmentos do jejuno-ileo e mesmo
das porc¢oes do ileo juxta-cecal. Ainda de oulras vezes aproveitimos porcdes
do Intestino grosso, segmento continuando immediatamente o cego. Sem en-
rarmos em a analyse minuciosa destas experiencias, convem resallar desde
logo a differenca entre o modo de comportar-se das porcdes visinhas do duo-
deno e aquellas proximas do cego. Como ¢ sabido, nas primeiras prevale-
cem os chamados movimentos pendulares; nas ullimas porcoes do delgado.
predominam as contraccoes peristalticas.

Em geral, uma s6 preparacio servia a varios ensaios, renovando-se cada
vez a solucio de Ringer-Tyrode, depois de realisada a experiencia, por meio
de um frasco de reserva no qual o liquido de Ringer-Tyrode era mantido
lambem em lemperalura constanlte (400 C). De oulras vezes, a preparacio
servia a um unico ensaio, reinstallando-se um novo segmento de inlestino a
cada mnova experiencia. Para isso, um segmento de intestino. logo depois de
retirado do animal, era immerso em liquido de Ringer-Tyrode e poslo no [Iri-
gorofico, para ser ulilisado numa série de experiencias, num periodo de 4 a
(G horas. LEm cada ensaio, o filtrado de cultura era addicionado A

solucao
de Ringer-Tyrode na qual ja estava immersa a preparacio. Os resullados eram
registrados por meio de uma alavanca inscriptora num cylindro enfumacado
deslocando-se  lentamente. A alavanca estava apparelhada para a inscripciio
frontal ¢ ampliava os movimentos do segmento de inteslino na relacio de 1/5.
O lempo era marcado em intervallos de 10 segundos utilisando-se um dispo-
sitivo descripto por um de ndés em trabalho anlerior (Xavier, 1931). Os tracados
comprehendem as seguinles curvas (de cima para baixo).

L™

1) — Tracado dos movimenlos rhythmicos do inlestino isolado e suspenso
em solucao de Ringer-Tyrode & temperatura de 38-400 C.

2) — Abscissa inscripla 1 em. abaixo do (racado das conlraccdoes rhythmi-
cas do segmento de inlestino, indicando o lonus de posicio do
preparado no inicio das experiencias.

3) — Tracado do tempo, inscriplo em intervallos de 10 segundos.
RESULTADOS

Discriminam-se na preparacio de intestino isolado e suspenso em
solucdo de Ringer-Tyrode oxygenada e manlida em temperalura con-
venienle (38-40° (), duas funcg¢des distinclas: uma funcciio lonica, con-
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dicionando um tonus de posicao do preparado e uma lunccido aulomalica,
caraclerisando-se por uma aclividade rhythmica. AsS conlraccoes peris-
lallicas leem aqui menor importancia e podem apenas ser apreciadas,
principalmente ¢ ¢ juslamenle o caso de nossas experiencias — quando
se ulilisam as porcoes do intlestino delgado visinhas do pyloro, islo c.
da sua porcao ou segmenlo proximal. Neslas condi¢coes de lemperalura
¢ de oxvgenacao do liquido de Ringer-lyrode a preparacio do inles-
Lino delgado conltrahe-se sempre com rhythmo egual (18 a 20 oscilla-
coes phasicas por minulo), sendo as conlraccdes, eim geral, inscriplas
no cylindro enfumacado com uma amplitude de 2 a 3 cms. (Fig. 1

Fig. 2—1 ce. de mistura de filtrados (culluras de varias amostras de
bacillo coli). Tempo marcado em intervallos de 10 segundos.

Neste (rabalho referiremos ao somenle os resultados das pesqui-
zas realisadas com os fillrados de culturas antigas de 18 a 20 dias.
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Numa primeira série de experiencias ulilisimos uma mistura de  Tii-

irados de culluras de varias amoslras de bacillo coli.  Posleriormente
usamos os liltrados oblidos de culluras de uma unica amosira coli (amos-
lras 207 ¢ 2957 Os resultados, num ¢ noulro caso sao identicos. (g, 2

Nestes primeiros ensaios os fillrados Toram empregados em con-
centracoes baslante elevadas, 0.5 cc. a 1 ce. para 39 cc. de solucao de
hinger-1vrode.

Addicionando o filtrado de cultura do bacillo coli ao liquido de
[Linger-Tyvrode no qual esla immersa a preparacao, observa-se um au-
omento subilanco e consideravel do lonus, essa condicao persistindo du-
rante alguns minulos, ¢ desapparecendo immedialamenle, desde que se
substitua o liquido de Ringer-Tyrode, addicionando de Tillrado, por uma

solucio de Ringer-Tvrode fresca. As oscillacoes phasicas persislem, ¢

[lig. 3 — Tracados tvpicos oblidos com filtrado de cultura da amostra

43
205. Consideravel elevacio do lonus. Augmenlo da amplitude das oscillacoes
phasicas  Os tres tracados foram tomados com inlervallos de o mnulos.

A substituicio do banho de Ringer-Tyrode - filtrado, por um lLiguido
de R.T. Iresco deixa o preparado em condicio de reagir a uma nova dose

de filtrado. Tempo = 1 minulo.
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sua amplitude augmenta e geral ao dobro de seu valor, observado
antes da addicao do filtrado de cullura do bacillo coli ao banho de
periusao.  Nao se nolam, em geral, alteracoes do rhylhmo. acceleracio
ou relardamento das oscillacoes phasicas por minulo. (Fig. 3

A addicao de caldo simples ao liquido perfusor nao delermina re-
accoes da preparacao no senlido de um exaggero do tonus do segmenlo

1

ae inlestino, anles se verifica uma leve diminuicao do lonus, ou mesmo

10, I cc. de caldo simples. Inhibicao. Dimimuicio marzada do

lonus. Tempo inscriplo em intervallos de 10 segundos.

uma ligeira excilacio do mechanismo de inhibicao. (FFig. 4). Si o caldo sim-
ples se mosltra inaclivo sobre a lunecio lonica, ja o mesmo nao aconlece

a0 melo caldo-figado. A addicio desse meio de cultura ao banho per-

lusor delermima uma reaccao analoga aquella observada com o fillrado
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[Fig. 5 1 cc. de caldo-higado. Ligeiro augmento do tonus. Leve e fugaz di-

minuicao na amplitude das oscillacoes phasicas. 1 em. da abscissa == 1 minulo.

coll, st bem, muilo menos energica. (Fig. 5). Por isso mesmo, como ji
acima licou accenluado, desde logo deixamos de cultivar o bacillo coli
nesse meilo de cultura.

CONCLUSOES

[ — O Tltrado de culluras anligas do bacillo coli conlem uma subslan-
cia, ou substancias, doladas de aclividade phyvsiologica sobre o in-
lestino 1solado e perfundido.

I'sta aclividade se caraclerisa principalmenle por um augmenlo su-

o

bilaneo e consideravel do lonus da preparacio, com persislencia das
oscillacdoes phasicas.

53— A reaccao do segmenlo de inteslino ¢ sempre reversivel, o augmento

ao lonus desapparecendo desde que se subslilue o liquido de Ringer-
Tyrode conlendo o filtrado, por um Ringer-Tyrode novo.
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4 — O caldo de cultura preparado com ligado ao envez de carne (caldo-
figado) conlem uma subslancia comportando-se analogamenle, si bem
de modo muilo menos energico, ao filtrado de cultura do bacillo
coli, no que respeila a4 sua accdo physiologica sobre o inleslino iso-
lado e perfundido.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

The wrilers reporl experimenls performed with filtrates of old
cullures ol colon bacilli upon the isolaled and perfused rabbit gut
According lo the experiments the wrilers suppose lo exist one or more
substances in the filtrales of old cultures of colon bacilli with physiological
aclivity upon the isolated and perfused rabbit gut, Such activily is essentially
characterised by a rapid increase of the intesltine tonus. When the
Ringer-Tyrode solution containing the filtrate is removed and replaced
by a Iresh one, the increase of the lonus disappears. Liver-broth
medium causes a somewhal increase of the tonus of the gut but much
less in intensily.
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