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INTRODUCAO

Na produgdo da infeccdo experimental de animais de laboratério —
base insubstituivel da pesquisa pritica e eficiente de agentes imunizantes
ativos e passivos, e meio, muitas vézes iinico, de estudos epidemiologicos —
uma grande variedade de processos tém sido imaginados e utilizados. Além
da escolha da espécie animal mais sensivel, ou (dentro da mesma espécie)
da linhagem genética mais suscetivel a acdo de determinado agente infec-
cioso (métodos que ainda poderiam ser chamados de naturais), os investi-
gadores tém lan¢ado mao, também, de inimeros artificios, para obter ou
intensificar a ag¢do patogénica de virus, bactérias ou seus produtos. .

Exemplos antigos encontrariamos nas clissicas experiéncias de Pas-
teur 2, mantendo rds na estufa ou conservando galinhas com as patas imer-
sas em agua fria. e conseguindo assim torni-las sensiveis 4 toxina tetanica
e a0 Bacillus anthracis. Tecidos contendo bactérias foram empregados por
Novy * com o intuito de facilitar o estabelecimento de uma infec¢do. A in-
jecdo simultinea de agar nutritivo para conseguir a implantagdo e multipli-
cagdo de estreptococos em animal ndo suscetivel foi, em 1925, utilizada por
Dochez 5, entdo na Universidade de Columbia. Zinsser, da Universidade de
Harvard, e Grinell * langaram mdo de codgulos sanguineos. Terrel e Ro-
bertson *°, em 1930, conseguiram obter pneumonia lobar em cdes introdu-
zindo-lhes pela traquéia uma suspensio do inéculo em caldo viscoso de
amido.

Em 1931, Sawyer e Lloyd*, da Fundagdo Rockefeller, desenvolveram
a sua famosa prova de prote¢io em camundongos para o estudo da imu-
nidade contra a febre amarela, gracas ao artificio do emprégo das inje-
¢Oes simultineas do virus, por via intraperitoneal, e de suspensao de ami-
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do, intracerebralmente. O efeito do amido era provocar a localiza¢io do
virus no encéfalo, gragas ao ligeiro trauma produzido. A enorme reper-
cussdo desta prova nos estudos da epidemiologia e profilaxia da febre ama-
rela, evidentemente, ndo precisaria ser lembrada.

Em 1932, Nungester, Wolf e Jourdonais *°, da Universidade de North-
western de Chicago, através de “uma observacio casual foram levados 4 des-
coberta de que a viruléncia de bactérias podia ser grandemente aumentada
se os organismos fossem suspensos em mucina gastrica esterilizada para a
inoculagdo” **. Estes investigadores observaram a exaltagdo da patogeni-
cidade de pneumococos do tipo 1I e de estreptococos hemoliticos injetados
intraperitonealmente em camundongos, quando suspensos em solu¢io de
mucina. No caso dos pneumococos, o efeito da mucina na mortalidade s6
apareceu nas doses menores, enquanto que, no tempo de sobrevida o seu
efeito fez-se sentir em tddas as doses. No caso dos estreptococos, foram
influenciados pela mucina em tddas as doses, tanto o tempo de sobrevida
como a mortalidade, tendo havido sempre diminuicdo do primeiro e aumento
da ultima. Os mesmos pesquisadores ndo puderam notar nenhum aumento
de “viruléncia” de estafilococos dourados recentemente isolados de lesdo
humana, quando inoculados com mucina. Atribuiram o fato a inabilidade
désse agente “de emprestar viruléncia a culturas avirulentas”.

Em 1933, Miller %, da Universidade de Chicago, verificou o grande po-
der da mucina de exaltar a infecciosidade dos meningococos para os ca-
mundongos, ainda quando inoculados pela via intraperitoneal, e pdde, assim,
torna-los 6timos animais experimentais, transformando-lhes a relativa resis-
téncia em franca suscetibilidade.

Em 1935, Nungester e Jourdonais ** investigaram o papel da mucina .
na pneumonia experimental em ratos inoculados intratraqueialmente. De 49
ratos inoculados com pneumococos do tipo IlI, suspensos em solugdo de
mucina, 43 morreram com lesdes semelhantes as dos varios estadios da pneu-
monia lobar, exceto o de resolucdo. Doses iguais, suspensas em solucdo
salina, foram inoculadas em 35 ratos, dos quais apenas 3 morreram. De
31 ratos inoculados somente com mucina, 1 morreu. Os autores concluiram
que a mucina, no trato respiratorio, pode representar papel importante na
patogénese da pneumonia lobar. Acharam que a mucina atuava de manei-
ra igual a do amido, usado por Terrell e Robertson *°, na pneumonia expe-
rimental do cdo. e que em ambos os casos havia interferéncia mecanica com
os agentes de defesa normal do organismo, provavelmente com a fagocitose.

Miller 2, em 1935, modificou ligeiramente a sua técnica de infeccio ex-
perimental meningococica, pela mudanca do método de preparo da mucina;
estudou o curso da infeccdo *® e o efeito da aplicacdo de soéro imune anti-
bacteriano 2%, concluindo que o uso da prova de protecdo em camundongo
era método mais adequado que os entdo empregados na padronizagdo dos
soros terapéuticos antimeningococicos.
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Simultineamente, Rake 3?, do Instituto Rockefeller, também aplicou a
infeccdo experimental meningocécica de Miller & pesquisa da atividade pro-
tetora de soros, estudando soros de portadores de Neisseria meningitidis e
de individous normais. Propoz, logo em seguida *), um méfodo para a ti-
tulagdo da acdo protetora dos soros antimeningocoécicos.

Ainda no mesmo ano, Rake **, relembrando que o trabalho experimental
sobre a febre tiféide sempre estivera prejudicado pela inexisténcia de um
pequeno animal de laboratério suscetivel — como ja o fizera Miller 2 com
relacdo s infec¢des meningococicas —, estudou a acdo da mucina sbbre a
patogenicidade dos bacilos tiféidicos para o camundongo. Os resultados
obtidos foram os melhores possiveis e ésse investigador pdde estabelecer um
método para exaltar a acdo patogénica da Salmonella typhi para €sse ani-
mal, o qual ofereceu um processo de selecdo de cepas para o preparo de
vacinas e — através das provas de prote¢do — um método delicado de me-
dida de anticorpos em soros humanos.

Nessa mesma ocasido, realizava a Escola Médica do Exército Ame-
ricano, sob a supervisio geral de Siler e a orientagio imediata de Luippold,
suas extensissimas pesquisas sObre a imunizacio contra a febre tiféide, que
consumiram 70.000 camundongos e se estenderam de 1934 a 1940, e cujos
resultados foram publicados em longa monografia em 19413, Os inves-
tigadores mencionados repetiram as experiéncias de Rake e desenvolveram
a sua técnica. A grande repercussio que tiveram éstes trabalhos firmou
definitivamente na escola americana o emprégo da mucina no estudo expe-
rimental da febre tiféide, no que se refere a profilaxia especifica e a varios

Y

aspectos relacionados a sua epidemiologia.

Em 1936, Nungester, Jourdonais e Wolf ** verificaram a exaltacio pe-
la mucina da “viruléncia”, para o camundongo, de uma variante do bacilo
de Friedldnder e, para ratos brancos, o aumento da patogenicidade do Ba-
cillus anthracis.

Fothergill, Dingle e Chandler *4, em 1937, dedicaram a sua atencdo a
infeccdo experimental pelo Hemophilus influenzae. A falta de animal de la-
boratério adequado, onde a infecgdo por essa bactéria ocorresse realmente,
prejudicava consideravelmente as investigacdes dos problemas imunoldgicos
relacionados. Empregando suspensées do bacilo de Pfeiffer, em mucina,
conseguiram é&stes pesquisadores da Universidade de Harvard verificar gran-
de exaltacdo de sua “viruléncia” para camundongos e a ocorréncia de uma
verdadeira infecgdo, caracterizada pela multiplicacdo do microorganismo in
vivo, o que foi por éles imediatamente aplicado no estudo da imunizacio
ativa e passiva, comparagdo da “viruléncia” de cepas lisas e rugosas, etc.

Experiéncias no Instituto Nacional de Saiide dos Estados Unidos, re-
velaram a vantagem da jungfo de mucina & dose infectante de Vibrio comma,
empregada na afericdo das vacinas contra a célera. O ensdio em camun-
dongo com o auxilio da mucina passou entdo a fazer parte da prova oficial
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americana de antigenicidade désse produto *?, como ja havia sido decidido
aem relacdo 4 vacina contra as febres tiféide e paratiféides *2.

A mucina tem sido, assim, o agente mais usado na exaltagio da pato-
genicidade de bactérias para animais de laboratério. O seu mecanismo de
acdo, no entanto, permanece obscuro, dispondo-se até hoje, praticamente, ape-
nas de hipdteses para explica-lo, como a do revestimento das bactérias ini-
bindo a fagocitose, apresentada por Tunnicliff ¥, em 1940, ou a da capaci-
dade de aumentar a permeabilidade capilar, proposta por Sandage e Stark ,
em 1949.

Por outro lado, em 1928, Duran-Reynals ¢ 7, da Universidade de Yale,
relatara que a infeccdo vacinica do coelho era consideravelmente aumenta-
da quando o virus era injetado na pele, juntamente com extratos aquosos
de testiculos de coelho, cobaia e rato. Esse pesquisador pudera mostrar que
o efeito se exercia sébre os tecidos do hospedeiro e ndo sobre o agente in-
feccioso. Essas observagbes foram ampliadas por éle mesmo * e outros in-
vestigadores, como Hoffman ** e Pijoan **, e estendidas a outros agentes in-
fecciosos, em varias espécies de animais.

Na Inglaterra, McClean ** repetiu as primeiras experiéncias de Duran-
Reynals e pdde descobrir, independentemente e ao mesmo tempo que Hoff-
man e Duran-Reynals %7, o poder difusor dos extratos de testiculos, ou
seja, o poder de aumentar a permeabilidade tecidual. Mais tarde, em 1933,
Duran-Reynals descreveu fatdores de difusdo de bactérias invasoras® e, em
1939, de insetos venenosos e venenos de cobras ®.

Meyer, Dubos e Smyth ' 2, Meyer, Smyth e Gallardo ** e Meyer, Smyth
e Dawson 2 mostraram. em série de trabalhos publicados de 1936 a 1939,
que uma enzima presente em autolisatos de pneumococos, extratos da iris
de coelhos, corpo ciliar e baco, hidrolizava o acido hialuronico obtido a par-
tir do humor vitreo, ligiiido sinovial, corddo umbelical e estreptococos. Em
1940, Robertson, Ropes e Bauer®® demonstraram o mesmo com preparados
obtidos a partir de Clostridium welchii agindo sdbre ligiiido sinovial. Chain
e Duthie 4, em 1939, em Oxford, foram os primeiros a identificar alguns
dos fatores de difusdo com enzimas mucoliticas, ou hialuronidases, e descre-
veram o fendmeno de difusdo em tecidos animais como efeito enzimético
sdbre o icido hialurdnico do tecido conetivo, o que foi logo confirmado por
muitos pesquisadores na Europa e Estados Unidos.

Assim, abriu-se um novo campo de pesquisas relativas ao problema hos-
pedeiro-parasita, pelos estudos originais de Duran-Reynals, o que foi ma-
gistralmente revisto e discutido por &le mesmo, em 19427,

Considerando o papel das hialuronidases em infec¢des naturais ou expe-
rimentais — favorecimento da invasdo do organismo hospedeiro por agen-
tes infecciosos, através da agdo litica sobre o &cido hialurbnico intercelular
— pareceu-nos interessante verificar se os chamados agentes umectantes
(wetting-agents) ndo poderiam também exercer a¢do aniloga. Esses com-
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postos, relativamente modernos, sdo atualmente de grande aplicacdo in-
dustrial, devido a forte umectacdo que provocam, resultado, naturalmente,
da intensa depressio da tensdo superficial que acarretam. Esta proprieda-
de faz com que, por exemplo, encontrem aplicacdo obrigatéria nas opera-
¢bes de tingidura de tecidos, nas quais a sua adi¢do & solu¢do dos corantes
facilita extraordinariamente a penetracido déstes na intimidade das fibras.
Poderia ser possivel efetuarem agdo semelhante nos tecidos animais, em re-
lacdo a agentes infecciosos, sendo diretamente, uma vez que se trata de
particulas em suspensdo, pelo menos indiretamente, fazendo penetrar as suas
enzimas ou outros produtos metaboélicos de acdo favorecedora da implantagao.

TECNICAS

Agente umectante — Foi objeto da presente verificagdo o composto
conhecido sob o nome de Deceresol OT *, o qual, segundo a literatura? for-
necida, trata-se de um ester de um acido sulfo-dicarboxilico, o di-octil-s6-
dio-sulfo-succinato, dotado de consideraveis propriedades umectantes, pe-
netrantes e dispergentes. O seu pH varia de 6,5 a 7,0, em geral mais pro-
ximo do primeiro. A solubilidade a 20°C é de 1,5 g por litro, a 30°C, de
1,8 e a 40°C, de 2.3. Para dissolver, é necessario deixa-lo embebendo-se
em agua por vdrias horas.

O seu efeito sObre a tensdo superficial da dgua é particularmente digno
de nota. Medida em dines por cm, pelo tensidbmetro de Du Nouy, ela cai
de 72,0 a 38.1 e a 26,8 nas suas solugdes a 1:10.000 e 1:1.000, respecti-
vamente.

Agente infeccioso — Foi escolhida a Salmonella typhi, bactéria de viru-
léncia relativamente pequena para os animais comuns de laboratério, tendo
sido empregadas as cepas padrdes “Ty 2” e “Panama 58”.

Tratava-se, entretanto, de cepas mantidas ha longo tempo em passa-
gens constantes em meios de cultura e de viruléncia consideravelmente ate-
nuada para camundongos. Foram ambas submetidas a inlimeras passagens
nestes animais, por via intraperitoneal, sem no entanto conseguir-se elevar
o seu titulo mortal 50%, o qual permaneceu variando em tO0rno de 500
milhdes.

A obtencdo de cepas mais virulentas ndo foi possivel nas fontes ao
nosso alcance.

Animal experimental — Usaram-se Unicamente camundongos brancos
“Suissos”, jovens, de péso varidvel, segundo serd relatado.

Método — Para verificar a acdo do Deceresol OT sdbre a patogenici-
dade da Salmonella typhi para camundongos, comparou-se a mortalidade

* Marca registrada, American Cyanamid Company, Textile Resin Department,
Bound Brook, New Jersey, representada por Indastrias Quimicas do Brasil.
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provocada pela inoculagdo intraperitoneal de suspensdes em solu¢do salina
e em solugio salina adicionada do umectante. O volume inoculado foi sem-
pre o mesmo,.0,5 ml. A concentragdo da suspensdo inicial, com a qual
todas as outras foram preparadas, foi determinada nefelométricamente, pela
escala de Mac Farland. Exprimiu-se a mortalidade em DM50, calculada
pelo método de Reed e Muench .

Primeiramente, porém, a a¢do do Deceresol OT sdbre o camundongo e a
Salmonella typhi foi investigada.

Lotes de camundongos de 16 a 20 g receberam injecBes intraperito-
neais de 0,5 ml da solucdo do agente umectante a 1:250, 1:500, 1:1.000 e
1:2.000. Os animais foram observados por mais de uma semana. SOmen-
te houve mortes entre os animais inoculados com a dose 1:250. Os ca-
mundongos que receberam as doses de 1:2.000 ¢ 1:1.000 ndo evidenciaram
a menor anormalidade. Entre aqueles injetados com a dose 1:500, alguns
revelaram altera¢bes do aspecto normal da pelagem, nfo tendo aparecido
qualquer outro sinal anormal.

Sobre a Salmonella typhi, a a¢do do Deceresol OT foi verificada em
diferentes tempos de contacto, pelo método da contagem em placas. A expe-
riéncia realizada, embora elementar, é indicativa, dado o tempo que durou,
e suficiente para os efeitos que pesam na questdo a ser estudada. O qua-
dro I apresenta os resultados. Como se pode ver, mesmo apds 60 minutos
de contacto, o niimero de salmonelas revelado na suspensio em solugdo sa-
lina com Deceresol a 1:500 pareceu ser igual ao da suspensdo testemunha.

QUADRO I

ACAO DO DECERESOL OT SOBRE A S. TYPHI “TY 2” EM DIFERENTES
TEMPOS DE CONTACTO

Contagem em placas semeadas com 1 ml das diluigées discriminadas

s

L~ t Dilui¢des da suspensdo de 160 milhdes de bactérias por ml
g g LiQuipo
==
Ea.E SUSPENSOR “
ﬁgE 1:1000 1:10000 | 1:100000 * | 1:1000 000 | 1:10 000 000
O N
0 Deceresol 1:500 — — 1700 101 15
Solugdo salina — — 1 900 210 15
5 Deceresol 1:500 — _— 1700 198 17
Solucdo salina — — 1 400 176 18
30 Deceresol 1:500 — incontavel 1 800 155 —
Solucdo salina — incontavel 1900 178 —
60 Deceresol 1:500 |incontavel| incontéavel 2000 181 —
Solucéio salina = |incontdvel | incontavel. 1800 170 —

* Numeros arredondados a centenas.



155

ALMEIDA CHRISTOVAO, D. — AUMENTO DA PATOGENICIDADE. ..

‘WOq = g 9jUd0pP = d {0JOW = 4 :0BIBAIISQO 9P SBIOY ZL O 8v ‘PT SodV o
0 d d d d d d d d d d d g | 00011 [0S?1203(] + euljes 0gdnjog
I q q q g q q q q d + a 0001:1 ]10S21933(J + BUI[ES OBIN[OS — (00 000 0S
€ d d a + a + + 0001: [ 10831309 + euljes 0ednjos — (00 000 001
14 + + + + 0001: 1 [0S3I309( -+ eulles 0BSNjOS — (00 000 0GI
¥ + + + + 0001+ 1 [0s31303g + eulfes oednjos — (00 000 00T
I d d d d d d d d d + a | oo euljes ogdnfos — (000 000 001
0 d d d d d d q d d d d g | oo eules ogdnos — 000 000 051
I d d d d d d d d d f a | oo euljes 0B3njos — 000 000 002
(4 87 ¥ L 8y 44 cL 8 e L 8
S0} L B ¥ 4 «87 | 70 (Ju G0 :[e}0} 2WNJOA)
-IoW
14 € 4 1 YOSNAISNS 0dindl1 2
SOQVINIONI SOTOVE 3d O¥IWAN
SODNOANNWYV)D
[ vugliadxy — soduopumupd wa pauojisadvijul opIviniouf

«C AL, IHdAL 'S VA AAVAIJINIDOLYd V YOS LO 10S3YIDAA 04 OYIV

Il

o¥yavny



‘woq = g ‘9juUl0p = @ {OJOW = + :0BIBAJIISQO Op SBIOY ZL D 8F ‘PZ SoAV

0 g 4 | 2| d d 3| d d d g g | "~ 00G: 1 10s31323Q + euijes ogdnjog
€ d a a + a + a + 00S: I 10S31922g + euijes oBSNj0S — 000 000 01
14 + a 2 a - a + 005+ 1 10831333 -+ euljes ogdnjos — (00 000 02
¥ + a L a + + 00S: 1 10821323 + euies 0g5njos — (00 000 OF
4 e + o+ + 00G: [ [0S31322( + euijes oednjos — (00 000 08
4 = .+ = + 006: 1 108313231 + ®euljes ogdnjos — (00 000 091
0 q q q d q d q d d d d a | euijes ognjos — (00 000 091
0 d q g 2| a q g a d d d g | "o euljes ogdnjos — 000 000 0Z€
4 g a s | a d g5 a s | erhERRARRmELEE euljes ogdnjos — 000 000 0¥9
> g a a g a a ol 4 | e euIEs 0BONI0S — 000 000 082 |
50} (1) 8Y e (45 8 e (4 8t PZ | #CL | 8% | « 12 (1w ¢'0 :[e10} BwWN[OA)
N 14 € (A 1 YOSNIdSNS 0aIindj1 2
SOQVINJONI SOTIOVE 3d OYIWQAN
SODNOANAWY)D

ARQ. FAC. HIG. SAUDE PUB. UNIV. SA0 PAULO, 9 (1/2) 1955

156

Z puguadxg — soSuopunwpd wa pauojisadpiyur opIviniou
«& AL» IHdAL 'S VA AAVAIJINADOLYVd V FYOS LO T0SI¥II3IA Od OYIV
111 o¥avnd



ALMEIDA CHRISTOVAO, D. — AUMENTO DA PATOGENICIDADE... 157

Assim, pdde-se concluir, dentro dos limites de precisdo das duas expe-
riéncias, da inocuidade do Deceresol OT a 1:500 para a Salmonella typhi
e das suas solu¢des até a concentragdo de 1:500, injetadas intraperitoneal-
mente, no volume de 0,5 ml, em camundongos.

RESULTADOS

I — Acéo do Deceresol OT sobre a patogenicidade da Salmonella typhi,
cepa “Ty 27.

Experiéncia 1 — Numa primeira experiéncia exploradora foram em-
pregados bacilos da cepa “Ty 2”, de culturas de 20 horas em agar Martin.
Fez-se, inicialmente, uma tnica suspensio, que foi padronizada pelo nefelo-
metro. A partir desta suspensdo prepararam-se tddas as outras: as de 200,
150 e 100 milhdes de bactérias por 0,5 ml de solucdo salina simples, desti-
nadas a testemunhas; e as de 200, 150, 100 e 50 milhdes por 0,5 ml de so-
lugdo salina com Deceresol OT a 1:1.000. Cada suspensdo foi inoculada
em 4 camundongos jovens, os quais foram observados durante as habituais
72 horas da infeccdo tiféidica experimental. O quadro II apresenta os re-
sultados.

Esta primeira experiéncia revelou nitido aumento da mortalidade entre
os camundongos inoculados com Salmonella typhi mais o agente umectante.
As concentragdes de microrganismos empregadas ndo permitiram, porém,
estimar a magnitude do aumento. Alids, o pequeno nimero de animais em
jogo e a pequena amplitude das doses empregadas também ndo permiti-
riam, evidentemente, afirmar a realidade désse aumento.

Experiéncia 2 — Repetiu-se a experiéncia, tendo-se desta vez prepara-
do suspensdes mais concentradas para os animais testemunhas e indo a di-
luicbes mais altas para a aplicacdo das suspensdes com agente umectante.
Este foi empregado em concentracdo dupla, a 1:500, na concentracdo ma-
xima ainda soltivel & temperatura do camundongo. Os resultados acham-
se no quadro IIl, onde se vé o grande aumento de mortalidade havido entre
os animais inoculados com as suspensoes de bacilos em solugdo de Deceresol.
Infelizmente, as concentracbes escolhidas ndo foram totalmente satisfatérias
outra vez, pois ndo tornaram possivel o cdlculo da DM50 dos microorganis-
mos suspensos na solugdo do agente umectante. Contudo, pode-se ver que
¢ de menos de 10 milhdes, enquanto que para os mesmos bacilos suspensos
em solugdo fisiolégica simples, achar-se-ia em 903 milhdes. Assim, o au-
mento observado na experiéncia I repetiu-se, e com intensidade muito maior.

Experiéncia 3 - O resultado da experiéncia 2, grande aumento da pa-
togenicidade da S. fyphi através do Deceresol OT, dificilmente seria expli-
cavel pelo acaso. Naio obstante, resolveu-se repetir a experiéncia, e, para
torni-la mais segura, empregou-se nimero maior de camundongos, passan-
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do-se a usar lotes de 5 para cada dose. Partindo novamente de uma sus-
pensdo unica, dosada nefelométricamente, prepararam-se concentra¢des de
1.600 a 100 milhdes de bacilos por 0,5 ml, em solugdo salina, e de 400 a
12,5 milhdes por 0,5 ml, em solucio salina com Deceresol a 1:500, as quais
foram inoculadas. Os resultados obtidos sdo encontrados no quadro IV.

Vé-se que o aumento da patogenicidade pela acdo do agente umectante
foi perfeitamente comprovado. Novamente, porém, a determinacdo da
DMb50 da Salmonella typhi, suspensa na solug¢do de Deceresol, tornou-se im-
possivel, ficando patente apenas ser menor que 12,5 milhdes, enquanto a da
suspensdo testemunha foi de 160,4 milhdes.

Experiéncia 4 — Apods novas passagens em camundongos, na tentativa
renovada de exaltar a viruléncia da cepa “Ty 2” empregada, e diante da
impossibilidade de consegui-lo, decidiu-se substitui-la. Outra cepa “Ty 2”
foi obtida (do Instituto Butantan) e, depois de algumas passagens em ca-
mundongos, julgando-se-a mais virulenta que a anterior, realizou-se nova
experiéncia, nas mesmas condicbes da precedente, inclusive no relativo ao
numero de animais, 5 para cada dose. Os resultados estdo expostos no
quadre V.

Observou-se, novamente, grande aumento da mortalidade entre os ca-
mundongos inoculados com os bacilos suspensos na solucdo salina de De-
ceresol. A DM50 calculada foi de 2,91 milhdes, enquanto entre os teste-
munhas, foi de 270 milhées, ou s¢ja, um numero de bacilos 93 vézes maior.

Il — Acdo do Deceresol OT sobre a patogenicidade da Salmonella
typhi, cepa “Panama 89”.

Experiéncia 5 — Ainda tentando verificar a acdo do agente umectante
sObre a patogenicidade para camundongos de bacilos da febre tiféide real-
mente virulentos. obteve-se (do Departamento de Microbiologia da Facul-
dade de Medicina da Universidade de S3o Paulo) a cepa “Panama 58”.
Apoés algumas passagens em camundongos, viu-se, entretanto, que se tra-
tava também de bacilos ja atenuados. Assim mesmo, outra experiéncia foi
realizada, em condi¢des iguais as da ultima, excetuando o tamanho dos ani-
mais. Nas experiéncias anteriores tinham sido usados camundongos de
15 a 20 g de péso, enquanto desta vez pesavam somente 11 a 15 g. Os
resultados encontram-se no quadro VI ‘

A DM50 calculada foi de 1.430 milhdes entre os testemunhas e de so-
mente 690 mil entre os animais inoculados com as bactérias suspensas em
Deceresol. O aumento da dose mortal 50%, que aqui atingiu a 2.073 vézes,
foi muito mais acentuado que nas experiéncias anteriores.
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DISCUSSAO

A hipdtese de que agentes umectantes pudessem aumentar a ac¢do pa-
togénica de bactérias em infec¢cdes experimentais foi comprovada, pelo me-
nos no que se refere ao Deceresol OT e a mortalidade provocada pela Sal-
monella typhi inoculada por via intraperitoneal em camundongos. Resta ve-
rificar se tal efeito se repetird com outras bactérias e outros compostos do-

tados do mesmo poder de umectagio.

O maior aumento de mortalidade observado, o de 2.073 vézes para a
cepa “Panama 58” (Experiéncia 4), nio foi da mesma magnitude que os
maiores referidos por varios autores como efeito da mucina. No entanto,
ter-se-ia, primeiramente. de repetir estas mesmas experiéncias com cepas
altamente virulentas, antes de se poder fazer tal comparagdo. As cepas em-
pregadas neste trabalho certamente seriam melhor classificadas como avi-
rulentas e ndo se pode saber o efeito que a toxidez da carga inoculada exer-
ce no fendmeno, uma vez que ainda nio é conhecido o mecanismo certo,
nem mesmo o provavel modo de acdo do agente umectante. Seria possivel
que a agio aumentadora de mortalidade do Deceresol OT fosse mais inten-
sa para bacilos da febre tiféide verdadeiramente virulentos, como no caso
da mucina, segundo verificaram Rake ** e Siler **.

Siler » (p. 80) refere textualmente: “Nossas experiéncias relativas a
viruléncia (Secgdo IV) tinham mostrado que se linhagens virulentas de Eber-
thella typhosa fossem suspensas em solucdo de Ringer, podia ser antecipado
que concentragdes de 25 a 100 milhdes de Eberthella typhosa vivas seriam
necessarias para matar aproximadamente 50% (D. M. Média) de grupos
de camundongos brancos, comuns, pesando cérca de 16 a 18 g. Se con-
centragbes de Eberthella typhosa, virulentas e vivas, fossem suspensas em
mucina a 5% e inoculadas intraperitonealmente no mesmo tipo de camun-
dongos, de péso comparavel, fodos os camundongos constituindo tais gru-
pos seriam mortos por concentra¢cdes de microorganismos variando de 25 a
50 mil (D. M. Minima). Quando as experiéncias foram repetidas nas mes-
mas condi¢des, substituindo-se a linhagem comum de camundongos brancos
por uma linhagem especial de camundongos pretos (Pretos C-57) pesan-
do 16 a 18 g, encontramos que todos os grupos de camundongos sucumbiam
regularmente, se inoculados com concentra¢des de 100 a 1.000 Eberthella
typhosa, vivas e virulentas, suspensas em mucina a 5%, e que, ocasional-
mente, cérca de 10 microorganismos produziam resultado semelhante.

Os resultados obtidos com cepas avirulentas, sob condi¢bes compara-
veis, foram os seguintes: quando camundongos brancos, comuns, eram usa-
dos e concentracbes de microorganismos vivos eram suspensos em solugdo
de Ringer, 300 a 500 milhdes de microorganismos eram requeridos para ma-
tar aproximadamente 50% do grupo. Quando camundongos brancos, co-
muns, foram substituidos por camundongos Suissos, ou pela linhagem espe-
cial de camundongos pretos (Pretos C-57) e foram usadas suspensdes em
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mucina, de cepas virulentas e vivas, achou-se uma D. M. Minima dentro da
amplitude de 10 a 100 milhdes de microorganismos”.

Comparando é&stes resultados de Siler com aquéles encontrados neste
trabalho, pareceria ter o Deceresol OT acgdo de intensidade igual, sendo su-
perior, 4 da mucina, no aumento da patogenicidade da Salmonella typhi
para camundongos. Este ponto serd esclarecido em trabalho ulterior, quan-
do uma cepa de viruléncia realmente bem elevada puder ser obtida.

O maior aumento de patogenicidade, através do Deceresol OT, veri-
ficado com a linhagem “Panama 58”, usada nesta investigacdo, também re-
quer esclarecimento. Uma vez que a viruléncia desta cepa ndo foi maior
que a das duas “Ty 2” empregadas, poder-se-ia talvez explicar a intensi-
ficagdo do fendmeno pela menor idade dos camundongos com ela inoculados.
Se a idade dos animais é capaz de exercer tal influéncia, também sera obje-
to de verificagdo posterior.

Investiga¢bes analogas a esta, empregando-se todavia, outras vias de
inoculagdo, auxiliariam a interpretacdn do fendmeno observado. E a re-
peticdo destas experiéncias com outras bactérias, e, principalmente, com
outros agentes umectantes se faz imprescindivel, pois permitiria demonstrar
se o efeito relatado se deve a propriedade comum déstes agentes ou se trata
de alguma peculiaridade do produto experimentado. Somente apods estas
verificagbes poder-se-4 tentar explicar o mecanismo de acdo do Deceresol
OT no aumento da patogenicidade, aqui descrito.

RECONHECIMENTO

O autor manifesta o seu reconhecimento ao trabalho dos técnicos do
Departamento de Microbiologia da Faculdade de Higiene e Satde Piblica
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SUMARIO

Supondo ser possivel a agentes umectantes, devido a suas proprieda-
des de penetracio, facilitar a implantagio e invasdo de agentes infecciosos
no organismo hospedeiro, investigou-se o efeito, sobre a patogenicidade da
Salmonella typhi para camundongos, do Deceresol OT. Este produto —
éster de um Aacido sulfo-dicarboxilico, o di-octil-sdédio-sulfo-succinato — foi
escolhido pelas suas grandes propriedades de penetragdo, resultantes do seu
forte poder depressor da tensdo superficial, e apds verificar-se a sua inocui-
dade para camundongos e para a Salmonella typhi.

O efeito sobre a patogenicidade do bacilo foi medido comparando-se
as mortalidades obtidas pela inoculacdo intraperitoneal de camundongos com
suspensdes em solucdo salina e com suspensdes em solucdo salina adicionada
do agente umectante a 1:500.
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Neste sentido, realizaram-se cinco ensdios com duas cepas “Ty 2” e
uma “Panama 58”. Invaridvelmente se observou aumento da DM50 pela
acdo do Deceresol OT, aumento que variou, mais ou menos, de 100 a 2.000
vézes. E de assinalar que se tratava de cepas avirulentas.

Outras investiga¢des serdo feitas, na tentativa de explicar o mecanismo
do fendomeno observado.

SUMMARY

Assuming the possibility that wetting agents, through their penetrating
properties, might facilitate the access to the host’s tissues and further in-
vasion of infectious microorganisms, the effect of Deceresol OT on the pa-
thogenicity of Salmonella typhi was investigated. This compound — di-
octil-sodium-sulpho-succinate, an ester of a sulpho-dicarboxylic acid — was
chosen for its remarkable properties of penetration, due to its strong lowe-
ring power on surface tension, and for its innocuity for mice and for S. fyphi,
as observed in this investigation.

The effect on the pathogenicity of the bacilli was verified by comparing
the mortalities obtained through the intraperitoneal inoculation of mice with
suspensions in saline and suspensions in saline with the wetting-agent in a
1:500 concentration.

Five tests were made, with two strains “Ty 2” and one “Panama 58”.
An increase of the LD50 through the action of Deceresol OT was observed
consistently. This increase varied from 100 to 2.000 times, approximately.
It must be noted that the strains employed were avirulent.

Other investigations will be made, in an attempt to explain the mecha-
nism of action of the phenomencn observed.
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