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INTRODUCAO

Em 1929 foi reconhecida a existencia, no Brasil, de uma moda-
lidade de rickeltsiose que, por sua sintomatologia e alta mortalidade, por
seus agentes transmissores (Ixodidas), por seu aspélo epidemioldgico e pelo
comportamento experimenltal do virus, filia-se ao grupo da fébre maculosa
das Montanhas Rochosas. A doenca foi alé agora observada nos Estados
de Sao Paulo e Minas Gerais, sobreludo nas zonas rurais e semi-rurais

* Recebido para publicacao a 29 de Agosto de 1938 e dado a publicidade em Julho de 1939,
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que circundam as cidades de Siao Paulo e Bélo Horisonle, tendo sido 1ni-
cialmente conhecida pelas designacdes de «tifo exantematico de 5ao
Paulo » e « lifo exantematico de Minas Gerais ».

Si bem que pesquisas anteriores ja lenham estabelecido a idenlidade
imunolégica entre o virus da febre maculosa das Montanhas Rochosas e
o de Sao Paulo, nio foi ainda realisado um estudo comparativo aprofun-
dado do virus de Minas Gerais quér com o de Sao Paulo, quér com o das
Montanhas Rochosas, nem o dos lres virus entre si.

Visando assentar definilivamenle a relacio imunologica enire os
virus isolados no Brasil (virus Sao Paulo e virus Minas Gerais) e o do
lipo Oéste das Montanhas Rochosas, procedemos a uma série de provas
cuja descricdo e resultados constituem objéto do presente (rabalho.

Foram as seguinles as provas realisadas: 1) provas de imunidade
crusada; 2) provas de vacinaciao: 3) provas de reestimulaciao antigenica.

MATERIAL

Utilisamo-nos nestas provas das seguintes amostras de virus: Virus
Sdo Paulo - amosltras isoladas por um de nés (J. T.) de ecaso humano
de Iebre maculosa (virus S. P. h.) e de carrapatos naluralmenle in-
fectados, da espécie Amblyomma striatum (virus S. P. [.. XI e S. P. L.
11).

Virus Minas Gerais (M. G.) -— Amoslra de origem humana, isolada
em Beélo Horisonle pelo Dr. Olavio de Magalhaes: recebemo-la do Dr. R.
R. Parker, dos Estados Unidos, em Dermacentor andersoni experimental-
menle infectados.

Virus Rocky Mountain (R. M.) — Amostra do Oéste de Montana
(Bilterrool Valley), recebida igualmente do Dr. Parker em Dermacenior
andersoni genlilmenle remelidos por via aérea.

Todas estas amoslras foram conservadas em Bulanlan por passa-
gens sucessivas em cobaias. Além de quadro analomo-clinico similhanle.
lodas elas demonstraram grande virulencia para esle animal, determinando
elevada morlalidade. A que mais patogenica se mosirou foi a amostra
de Minas Gerais.

A amoslra S. P. h. ja contava com mais de 300 passagens em co-
baia quando dela nos servimos neslas experiencias, ao passo queRasES P
L. I e S. P. L. XI, originarias de carrapalo, haviam sido recentemenle
isoladas e contavam com pequeno numero de passagens.

Uma amostra de virus Minas Gerais que (rouxemos de Bélo Hori-
sonte em cobaias inoculadas por O. Magalhies nio pode ser empregads



Jul:, 21959 /. Travassos ¢ E. Dias: FFebre maculosa 151

nestas experiencias, que ja haviam sido iniciadas com a amosira pro-
cedente dos Estados Unidos.

Nossas pesquisas foram todas realisadas nos laboratorios da Secao
de Virus e Virusterapia do Instituto Butantan.

PROVAS DE IMUNIDADE CRUSADA

IEstas provas consisliram na reinoculacio, apés praso suficiente,
de cobaias que sobreviveram a infeccao por um dos virus (S. P., M. G.
e R. M.), com um dos oultros dois ou com ambos, sucessivamente. Nessas
condicoes observamos lres séries de animais, correspondentes a inoculacao
inicial por cada um dos virus. Aproveitando cobaias que resistiram as
provas de vacinacido, acrecentamos mais duas séries de animais que, tendo
sido vacinados e sobrevivido a inoculacido de um dos (res virus, foram
depois inoculados com oulros.

Para facilidade de exposicao enumeraremos préviamenle as séries
de cobaias experimentadas, subdividindo-as ¢ indicando o numero dos
oraficos em que o0s prolocolos das observacoes estao resumidos.

Série 1 — Cobaias sobreviventes ao virus Sao Paulo (S. P.).

< R MR M. G.

(a) S. P. h. { Grafico 1
+ M. G. + R. M,
+ R. M. +~ M. G.

(b) ST PLL. Il.{ Grafico 2
+ M. G. + R M,
+ R M. + M. G.

(c)'S. P L, Xl.{ Grafico 3
+ M. G. + R. M.

Série 2 — Cobaias sobreviventes ao virus Minas Gerais (M. Q).

I+R.M.—I—S.P.

M. G.
| cLis! PN SR

(Qrafico 4

Série 3 — Cobaias sobreviventes ao virus Rocky Mountain (R. M.).

R. M. -+ M. G. + S. P. Grafico 4

Série 4 — Cobaias vacinadas R. M. e sobreviventes ao virus R. M.

R. M. + M. G. 4+ S. P. Grafico 5

Série 5 — (Cobaias vacinadas R M. e sobreviventes ao virus M. G.
M. G. + S. P,
M.G. + R. M, 4 S. P.

QGrafico 6
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[DESCRICAO DAS PROVAS:
Série 1 (a) — Cobaias imunes ao virus S. P. h. (grafico 1).

Das 8 cobaias empregadas nesta série, as tres primeiras (3153, 5139, 5328)
sofreram varias inoculagdes com o virus S. P. antes de serem usadas nas provas
de imunidade crusada; as 5 outras foram inoculadas uma sé vés com esta
amostra e 34 dias apés foram provadas com os outros dois virus. Em primeira
inoculagdo heter6loga (segunda inoculacio no grafico), 4 receberam o virus M. G.
e 4 o0 virus R. M.

A nao ser a cobaia 3153, que morreu 11 dias depois de reinoculada, todas
as demais sobreviveram, das quais 6 sem terem apresentado nenhuma elevacao
termica e 1 (5940) tendo sofrido alteracdo febril no 50 e 9o dias. Em terceira
inoculacdo, 3 cobaias receberaml o virus R. M. ¢ 4 o virus M. G., erusadamente:
todas elas sobreviveram a um periodo de observacio de 20 dias, 6 sem terem
lido a menor reacdo febril e apenas 1 (5932) tendo apresentado fébre prolongada
em seguida a inoculacio do virus M. G.

De uma série de cobaias normais usadas como testemunhas dos virus de
reinoculacdo, 6 do virus M. G. e 1 do R. M. morreram de lebre maculosa
lipica, ¢ 1 do virus R. M. (6255) teve reacao febril prolongada e foi sacrificada
com sinais lipicos de febre maculosa.

Série 1 (b) — Cobaias imunes ao virus S. P. L. II (grafico 2):

Das 8 cobaias desta série, 5 sofreram segunda inoculacio com virus
M. G. e 3 com virus R. M. Nenhuma reagiu tipicamente, sobrevivendo todas a
20 dias de observacdo. Duas cobaias (5298 e 0003) morreram de infeccio secun-
daria apos este praso, sem chegarem a ser reinjetadas. Os 6 animais restantes
loram posteriormente reinoculados de modo crusado com os virus R. M. e M. G,

nenhum deles havendo reagido e sobrevivendo ao periodo de observacio de
20 dias.

De 8 cobaias testemunhas, 4 de M. G. e 4 de R. M. todas aparentaram
tipica febre maculosa, havendo sobrevivido apenas 1 (6035).

Série 1 (¢) — Cobaias imunes ao virus S. P. L. XI (grafico 3):

Oilo cobaias imunes a este virus foram reinoculadas, 4 com M. G e 4
com K. M.: duas delas (5450 e 5470) ndo mostraram qualquer alteracdo de tem-
peratura, emquanto que 6 reagiram febrilmente de modo mais ou menos acen-
fuado; afora a 5381 que morreu de pneumonia Intercorrente, as demais sobre-
viveram, lendo sido submetidas crusadamente 4 terceira Inoculacio virulenta.
Em 4 delas a observacio nido pode ser terminada, por morte devida g pneu-
monia, mas J resistiram por mais de 20 dias sem que livessem nunea apre-
senlado lemperatura acima de 39,60 (cobaias 5385, 5450 e 5473).

Como testemunhas, 3 de M. G. ¢ 3 de R. M., todas tive ‘am infeccio ca-

raclteristica, morrendo 5 ¢ sobrevivendo 1 (6035) ao virus R M
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Série 2 — Cobaias imunes ao virus M. G. (grafico 4):

Como o demonstra o grafico 4, seis foram as cobaias que, lendo sobre-
vivido 4 infeccdo pelo virus M. G., foram depois duas véses I‘Cill(l(‘.lllilt'lﬂfi Cru-
sadamente: as cobaias 6298, 6513, 6284, 6329 e 6354 foram reinoculadas primeiro
com o virus S. P. e depois com o R. M., emquanto que a 6021 recebeu primeiro o
virus R. M. e depois o S. P. Niao s6 nio houve reacio febril prolongada em
nenhuma das cobaias (apenas as 6298 e 5970 apresentaram ligeira reacio du-
rante dois dias seguidos), nem outros sintomas de febre maculosa apos as reino-
culacoes, como todas elas sobreviveram 4s provas.

Quanto ds cobaias testemunhas (3 para cada virus;,, 6 morreram e 3
loram sacrificadas com. infeccdo caracteristica.
Serie 3 — Cobaias imunes ao virus R. M. (grafico 4):
Duas cobaias (5970 e 6488), que haviam reagido ao virus R. M., foram
mais larde inoculadas com os virus M. G. e S. ., sem que nenhuma reagisse ao
primeiro; apés a inoculacio do S. P., a cobaia 5970 apreseniou ligeira lebre du-
ranle 2 dias e a oulra (6488) niao reagiu, havendo ambas sobrevivido.

No mesmo grafico figuram 2 testemunhas do virus M. G.. (que  liveram
lipica reac¢do, morrendo 1 e sendo sacrificada oulra em agonia.

Seric 4 — Cobaias vacinadas (R. M.) ‘que resistiram ao virus R. M (gralico 9):

As cobaias que compodem esla série foram lodas reinoculadas com o virus
M: G, tendo sido préviamente submetidas @ vacinacao e :i infeccio pelo virus
R. M. Nenhuma delas reagiu ao virus M. G., morrendo a n.o 6196 no 13.0 dia,
com infeccdo intercorrente. Duas cobaias (9709 e 5773) morreram cm seguidy
a0 periodo de observacdo. Das cinco restantes, novamente reinoculadas, desta
vés com o virus S. P., nenhuma reagiu, havendo 4 sobrevivido e 1 6193) mor-
rido de pneumonia no 10 dia.

AS 9 cobaias testemunhas (5 do virus M. G. ¢ 4 do S . ) morreram de
febre maculosa apds reacdio caracteristica.

Série 5 — Cobaias vacinadas (R. M.) que resistiram ao virus M. G (gralico 6):

No grafico n.o 6 véem-se os resultados das reinoculacoes, com virus S. P..
de 11 cobaias imunisadas com a vacina Parker, que sobreviveram # prova de
inoculagdo com o virus M. G. (v. grafico 8). Destas 11 cobaias sobreviveram
8 ao praso de observacido de 16 dias: dentre as que sobreviveram, 4 nido reagiram
(0751 e 5754 sem a menor alteracio: 5756 e 5761 com reacao passageira no
120 dia) e 4 (5750, 5753, 5756, 0760) apresentaram reacao febril durante 9
ou mais dias seguidos. A cobaia 5762 morreu no 140 dia sem ler sofrido febre,
com sinais de pneumonia. As 2 cobaias restantes foram sacrificadas dur
reacdo febril: a 5757 no 13.0 dia apresentando discrefas le
¢ a 9764 no 10.c dia, sem sinais de febre m
para ouiras cobaias.

ante
soes de febre: maculosa,
aculosa e com passagens negativas
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O _grafico 7 resume os prolocolos de cobaias da mesma série que foram
reinoculadas com virus R. M. primeiramente e depois com virus S. P. Das 3
cobalas, 4 suportaram sem nenhuma reacdo a inoculacdo do virus R. M., mor-
rendo 1 de pneumonia; apoés inoculagdo do virus S. P. 2 morreram logo de
pneumonia e 2 sobreviveram: a (198 sofreu ligeira e descontinua reacio febril
e a 6199 ndo apresentou a menor alleracio.

Duas teslemunhas do virus S. P. e 1 do R. M. morreram de febre ma-
culosa.
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RESULTADOS DAS PROVAS DE [MUNIDADE CRUSADA

Na realisacdo das provas de imunidade crusada ecingimo-nos a
certas normas usualmenle recomendadas e observamos condicoes que
convem precisar anles de expor os resultados. '

Tratamos, em primeiro logar, de empregar nelas o maior numero
possivel de animais; si as diversas séries foram apesar disto constituidas
por poucos, ¢ que com os virus em queslao torna-se muilo dificil a ob-
lencdo de cobaias em condicdes de prova, dada a infima percentagem
das que sobrevivem a uma primeira infeccao.

O intervalo entre as inoculacoes foi variavel. Conviria que na
maioria das veéses se livesse esperado mais alguns dias enlre a primeira
e segunda 1noculacao, atim de que medelasse um intervalo maior enire esta
uliima e o termo da defervecencia; um grao maior de imunidade po-
deria entao provavelmente aparentar o organismo de cobaias ainda nao
lotalmente refeitas.

As 1noculacdoes foram sempre pralicadas com dobéses adequadas e
menclonadas de virus-sangue, por via peritoneal, observados sempre os
~preceitos elementares de assepsia.

A 1sencao da contaminacdo bacteriana dos virus foi sempre com-
provada durante todo o correr das experiencias. Alias este controle é
observado na manutencio rotineira das amosiras no nosso laboratorio,
sendo realisado sistemalicamente para cada passagem.

A observacio dos animais de préva, inclusive pela tomada diaria
da temperatura retal, prolongou-se quasi sempre pelo praso minimo de
20 dias, mais do que suficiente para semelhantes Llests.

Na interpretacdo dos resultados consideramos sobretudo a andlise
da curva lérmica e os dados de necrépsia. O exame de esfregaco perito-
neal dos animais aulopsiados foi sempre feito, tendo fornecido indicacdes
variadas e algumas veéses de valor, principalmente no despistamento de
infecgdes intercorrentes por protosoarios (Toxoplasma) e bacterias, aféra
a indicacdo de presenca ou ausencia de rickettsias.

Consideramos « parcialmenle imunes » as cobaias que sobreviveram
a reinoculacdo de virus e que apresentaram elevacdo térmica superior
a 39,6° C. por dois ou mais dias consecutivos durante o periodo de ob-
servacao, e « lotalmente imunes » aquelas que nenhuma reacio febril so-
freram ou que liveram apenas uma alleracio passageira.

No quadro 1 figuram os resultados da observacio de cada uma
das séries de animais e o de todas elas em conjunto. A andlise e in-
terpretacao destes resultados ¢ feita na Discussdo do presente trabalho

(pp. 174-176).
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Quadro 1

Resultado global das provas de imunidade crusada.
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PROVAS DE VACINACAO

Nesles ensaios empregdmos vacinas fenicadas feitas a partir de
carrapalos infectados com cada um dos tres virus, preparadas de acordo
com a lécnica de Spencer e Parker (cf. Dias & Martins 1938 Da vacina
R. M. usdmos as partidas n.© 5119 ¢ 5527 do Rocky Mountain Il.abor alory,
que nos foram genlilmente enviadas pelo Dr. R. R. Parker: esla vacina
¢ feila com Dermacentor andersoni adullos que se infectam duranle as
fases larvaria e ninfal.

As vacinas M. G. ¢ S. P. foram preparadas por um de nds (J.
no Institulo Butantan. com Amblyomma cajennense adullos mle(‘l..-ulm
desde larva com os virus respectivos.

Tres séries de animais, correspondenles 4 Imunisacio com cada va-
cina, foram observadas.
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Série 1 — Cobaias vacinadas com a vacina Roeky Mountain:

Como o poder protetor desta \-'zlcilla contra o virus Siao Paulo ja ti-
vesse sido demonstrado (Monteiro 1933), resolvemos aproveitar as duas par-
tidas disponiveis para verificar em bom numero de animais sua acdo conftra o
virus Minas Gerais. conltrolando com algumas cobaias a antigenicidade com

respeito ao virus homologo.
(a) — Vacina R. M. -} virus M. G. (grafico 9§):

Nesta série foram inoculadas ao todo 30 cobaias com a vacina, por via
subcutanea: 10 cobaias receberam uma doése unica de 1 ce.; 4 cobaias tomaram
duas doéses de 1 cc.: 12 receberam dése unica de 2 cc. e 4 cobaias duas doses
de 2 cc. Os animais que tomaram uma sé dose do produto foram 10 e 15
dias mais tarde injetados com o virus-sangue M. G.; os que foram imunisados
com duas doéses {com intervalo de 5 dias) receberam o virus 10 dias depois da
ultima dése. O virus (= sangue desfibrinado de cobaia em periodo {febril) foi
mmoculado por via peritoneal nas doéses de 0.2 cc. e 0,5 cc, pouco depois de
sangrado no coracdo o animal doador. A temperatura retal das cobaias foi to-
mada diariamente em seguida a inoculacao de virus.

O grafico n.o 8 resume as condicoes de experiencia e o resultado da ob-
servacio dos animais. Do grupo de 10 cobaias vacinadas com uma vez 1 cc,
sobreviveram 7, das quais 3 ndo apresentaram elevacio de lemperatura acima
de 39,60 C. por mais de 2 dias seguidos, e 4 tiveram lemperatura superior a
esta durante mais de 2 dias consecutivos. Tres cobaias morreram de infeccio
intercorrente no 9°¢ (6182) e 150 dia (5752, 6200, apos reacao {febril, sem
mosirarem sinais de febre maculosa.

Das 4 cobaias que receberam duas doéses de 1 cc, duas (9750 e 3751)
nao reagiram febrilmente ao virus (a 5750 teve febre ndo significativa durante
os dois dias imediatos a4 inoculacio) e duas (0704 e 5705) reagiram entre o 9.0
e 10.c dia — mas todas 4 escaparam a acdo mortal do virus mineiro. Dentre as
12 cobaias que foram vacinadas cony 1 dose de 2 cc., 7 sobreviveram, das quais
somente 2 apresentaram febre entre o 120 e 170 dia (n.o 3762 e 5763), nao
tendo as outras 5 sofrido reacao (6185, 6197, 6190, 6191, 6202); a cobaia 6189 foi
sacrificada no 19.¢ dia, em reacao febril tardia, apresentando ligeira espleno-
megalia mas resultando negativas as passagens de sangue para cobals normais;
a cobaia 6203 morreu no 20 dia de observacido, tendo tido febre do 12.c ao
17.c dia, mostrando & autdpsia baco ligeiramente aumentado; 3 animais (6201,
0766, 5767) morreram de infeccao intercorrente ¢ sem sinais de febre maculosa.
Finalmente, das 4 cobaias injetadas com 2 déses de 2 cc., sobreviveram tres: a
0760 nao teve a menor reacio, a 5761 teve uma reacio prolongada e a 5764 uma
reacio irregular; a quarta cobaia (5765 sofreu elevada reacdo febril tardia, vindo
a morrer no 17.¢ dia com um quadro de aulopsia tipico de pneumonia.

Testemunhas — 8 cobaias normais serviram para controle do virus M. G..
tendo sido todas inoculadas por via peritoneal, 4 com 0,2 cc. e 4 com 0,5 cc.
do virus-sangue ulilisado nas provas. Sete morreram entre o 6.0 e¢ 100 dia e
uma (5924) foi sacrificada em agonia, tendo todas sofrido intensa reacdo febril
(40-410) ap6s periodo de incubacao médio de 3 dias, apresentando 4 necrdpsia
lipicos sinais de febre maculosa.
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(b) — Vacina R. M. 4 virus R. M. (grafico 9):

Nesta série empregdmos 8 cobaias, cuja observacdo foi muito prejudicada
pela ocurrencia de infec¢do secundaria fatal (pneumonia) em 5 delas. E’ ver-
dade que dentre estas ultimas, tres (5758, 5769, 5772) resistiram a mais de 12
dias de observacio, sendo este o praso de regra adotado no Laboratorio das Mon-
tanhas Rochosas para a dosagem das partidas de vacina. As cobaias 5759 e 5773
sobreviveram — a primeira havendo reagido e a segunda ndo. Finalmente, a
cobaia 5771 morreu no 11.0 dia, mostrando a4 autépsia sinais de febre ma-

culosa.

Grafico 9

As 4 cobaias testemunhas desta série morreram em poucos dias, de febre
maculosa, em seguida a inoculacio do virus R. M.

Série 2 — C(Cobaias vacinadas com a vacina Minas Gerais (grafico 10):

Com a partida nk 5 de vacina M. G. injetamos 3 lotes de cobaias com
1 dose de 1 cec., inoculando 10 e 12 dias depoils, por via peritoneal, cada wm
dos virus.

(a) — Vacina M. G. + virus M. G. (grafico 10):

Da observacao de 6 cobaias inoculadas com 0,3 ce. de virus-sangue re-
sultou: 4 sobreviveram (2 reagiram e 2 ndo reagiram — 6764, 6765, G767 e

-
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6768): 2 morreram de pneumonia, 13 e 14 dias depois de receberem o virus

(6766, 6763). |
Tres testemunhas do virus morreram tendo apresentado quadro caracte-

ristico de febre maculosa.

(b) — Vacina M. G. -+ virus S. P. (grafico 10):

Da série de 6 cobaias resultou: 4 sobreviveram, das quais 2 reagiram
¢ 2 nao; 1 (6864) morreu no 10.c dia mostrando & autopsia sinais de pneu-
monia e de febre maculosa; 1 (6863) morreu de pneumonia ao cabo dos 16

dias de observacao, tendo tido varios dias de reacao febril.

As duas testemunhas do virus S. P. (0,3 cc.) foram tipicas.

(¢) — Vacina M. G. 4- virus R. M. (grafico 10):

\ I

Compoz-se este lote de 9 cobaias (6 inoculadas com 0,3 cc. de virus e
3 com 0,0). Das 9, sobreviveram 5, das quais 4 sem reagir e 1 tendo reagido
fortemente (6760). Uma (6759) morreu logo no inicio, de pneumonia, uma
(6708) morreu de febre maculosa, uma (6687) morreu com pneumonia e febre
maculosa e a restante (6762) foi sacrificada apds intensa reacio com sinais

de febre maculosa.

Das 5 testemunhas 4 morreram de febre maculosa e 1 foi sacrificada
apresentando um quadro lipico da infeccao.

Serie 3 — Cobaias vacinadas com a vacina Sio Paulo (grafico 11):
(a) — Vacina S. P. 4+ virus M. G

Um lote de 8 cobaias foi empregado nesta série. Seis sobreviveram: as
cobaias 6712, 6715 e 6722 nao reagiram e as 6713, 6717 e 6723 reagiram febril-
mente durante dois ou mais dias; as cobaias 6714 e 6716 foram sacrificadas
durante a reacdo, revelando a4 necropsia lesoes de febre maculosa.

As lestemunhas 6742 e 6741 reagiram e morreram com infeccio lipica.
(b)— Vacina S. P. 4 virus S. P.

De um I6te de 8 animais s6 sobreviveram 2, que nao reagiram. Dos 6
restantes, morreram 4 com sinais de febre maculosa (tres dos quais mostraram
tambem lesdes tipicas de pneumonia) e dois de pneumonia.

Ires cobaias testemunhas do virus S. P. reagiram tipicamente e mor-
reram de febre maculosa.
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RESULTADOS GLOBAIS DAS PROVAS DE VACINACAO

Na realisacdo deslas experiencias e na 8bservacio dos animais nelas
cmpregados observamos as mesmas regras gerais adotadas nas provas
de Imunidade crusada, com relacdo ao controle da purésa dos virus.
cuidados de assepsia e interpretacdo da curva térmica. A temperatura
das cobaias foli acompanhada durante 16-20 dias apdés a inoculacio do
virus, sendo esle praso mais longo do que o geralmente adotado no La-
boratorio das Montanhas Rochosas para dosagem das partidas de vacina.
que € de 12 dias.

O quadro 2 encerra os resultados globais das diferentes séries de
cobalas observadas, cuja interprelacdo faz parte do capitulo Discussdo

(pp. 176-177).
Quadro 2
Resultado global das provas de vacinacio.
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PROVAS DE VACINACAO DE PARKER

(Vaccine experiment 112; graficos 12 e 13)

Anles da impressio do presente trabalho enviamos ao Dr. R. R.
Parker, Diretor do Rocky Mountain Laboratory, os graticos que resumem
0s resultados de nossas provas de imunidade, afim de submete-los 4 sua
autorisada critica. Acompanhando sua resposta e autorisando a publi-
caciio no presente trabalho, enviou-nos aqquele pesquisador resultados iné-
ditos de experiencias de vacinacdo que realisara no inluito de verificar o

poder proletor da vacina R. M. contra o virus Minas Gerais e Rocky
Mounlain, comparativamenle.
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Grafico 13

Nessas experiencias serviu-se de 4 lotes de vacina da melhor
potencia, com que inoculou 48 cobaias (12 para cada lole) com 1 cc.
por via subcutanea; 10 dias mais larde foi feila inoculacdo de wvirus-
sangue no peritoneo, tendo 24 cobaias recebido o virus R. M. e 24 o virus
M. G. O virus M. G. foi o mesmo que empregamos aqul e, segundo
Parker, «This slrain is more virulent than even the usual Bitter Rool
Valley strain » (comunicacdo pessoal).

Os resultados da experiencia 112 estdao reunidos no grafico n.© 12,
excluidos os resultados inulilisados por inteccao intercorrente (valueless).
mosirando sua analisc que: das 24 cobaias provadas com o virus R. M.
sobreviveram 19 (106 sen. apresentarem a menor reacao febril) ao praso
de 8 dias de observacao, as 5 restanles lendo sido sem valor; e das 24
cobaias do virus M. (., 21 sobreviveram, sem reacio, € 3 morreram
de causas inlercorrentes.

Um l6te de 12 cobaias (grafico 13) foi lestemunha dos virus, nas
doses empregadas: das 6 do virus R. M. uma escapou apoés intensa reacao,
o morreram de . M.; e das 6 do virus M. G., morreram o de febre
maculosa e 1 de infeccdo intercorrente.

PROVAS DE REESTIMULACAO ANTIGENICA EM COELHOS

EEm coelhos que sobreviveram ao virus Sdo Paulo apés reacio febril
mais ou menos acenluada, foram feilas posleriormente reinoculacdes com
os virus Rocky Mountain ¢ Minas Gerais.

A primeira inoculacdo de virus (S. P.) foi feita nas seguintes datas:
coelho 176 em 12/11/1937; coelhos 179 e 180, em 14/12/937: coelhos
16l a 186, em 10/2/938; coelho 199 em 28/3/938. No dia 5/4/938 os
coelhos 176 e 179 a 183 receberam o virus de Minas Gerais, 3 coelhos
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(184 a 186) foram inoculados com o virus R. M.: o n.° 199 o1 1no-
culado com esle virus em 6/5/938. A’ excecdo do coelho 199, que nao
mais foi inoculado, todos os demais foram reinoculados crusadamenle com
oS virus R. M. e M. G.. no dia 6/5/938.

Como moslram os graficos ns. 13 e 14, a mailoria dos coelhos nao

e

reagin a 2.2 moculacao de virus, apenas 2 lendo lido reacao tebril pro-
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longada (182, 184) nilida. Em seguida a 3.2 inoculacio, porém, a maioria
dos coelhos sofreu elevacao de lemperatura acima de 39,6° por varios
dias, mas constatamos por hemocultura (ralar-se de uma salmonelose.
complicaciio alids comum nos nossos coelhos conservados nos biolerios
por longo lempo!.

Nesses coelhos foi acompanhada por provas repelidas a curva do
litulo aglulinante do séro sanguineo para o Proleus X 19. Como se pode
vér no mesmo grafico, ndo se verificaram elevacoes significativas do
titulo aglutinante em seguida &as reinoculacoes, niao se tendo verificado
porlanto o fenomeno da reeslimulacao das aglulininas para o Proteus X 19,
o que indicaria a igualdade ou a similhanca imunologica dos 3 virus de
tebre maculosa experimentados.

SUMARIO E DISCUSSAO

Desde varios anos é conhecida, no DBrasil, a existencia dos cha-
mados « tifo exanlematico de Sao Paulo » e « lifo exantematico de Minas
(rerais », que foram desde logo reconhecidos como perlencentes ao grande

srupo das febres exantematicas ou « rickellsioses ». (s caractéres gerais
da infeccdo, — aspéto clinico, epidemiologico e anatomo-patologico —

Incluiram-na no grupo da febre maculosa, cujo protétipo é a febre ma-
culosa das Montanhas Rochdsas. A sintomatologia da doenca humana
e experimental, e elevada mortalidade e demais caracleristicas aproximam-
na sobreludo da variedade Oéste da febre maculéosa das Montanhas Ro-
chosas, (al como grassa no Bitterroot Valey, em Montana.

Estudos imunologicos anteriores eslabeleceram a grande semelhanca
. - . ,_, &
ou mesmo a identidade do virus de Sdo Paulo ao das Montanhas Rochosas.

Com relacao ao virus de Minas Gerais, uma conclusio positiva
nio pode ainda firmar-se pelas provas de imunidade crusada, até agora
realisadas. De suas experiencias de imunidade crusada entre o virus
(e Minas Gerais e as de Sao Paulo e das Montanhas Rochosas, Moreira &
Magalhdes (1934), concluindo que « Cobaias que se salvaram do virus
de Minas podem morrer quando reinoculadas com o virus de Sio Paulo
e morrem quando inoculadas com o virus Rocky Mountain », tendem
a diferencar o virus mineiro ao menos do das Montanhas Rochosas.

O valor protetor da vacina Spencer-Parker da febre maculésa das

t O coelho 199, embora nao tivesse recebido a 3a. inoculagao tambem apresentou o mesmo gquadro
de infecgdo intercorrente, com hemocultura pasitiva, morrendo apds um Jperiodo febril mais ou menos acen-
tuado,
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Montanhas Rochosas foi diversas véses ensaiado. Moreira & Magalhaes
(1934) concluem primeiramente, da observacdo de o coba'{as, que «A
vacina da Rocky Mountain spotted fever ndo prolege cobaias contra o
virus mineiro ». Em (rabalho ulterior Magalhaes (1937) ja pode veri-
ficar um poder protetor parcial da vacina conira o mesmo Virus, re-
ferindo que duas doéses da vacina protegem cobaias contra a acao mor'tal
do virus, mas nio totalmente contra as reacdes febris, e que uma dose
ndo prolege contra a morle pelo virus mineiro. Magalhdes (1935), em
trabalho mais recente, descreve uma experiencia em que duas cobaias
vacinadas com dose unica de 1 cc. se mostraram prolegidas mesmo
contra a reacao febril; porém, o falo de haver conseguido reisolar o virus
do cérebro destas cobaias, sacrificadas 10 e 11 dias apos a 1noculacao
do virus, levou-o a interpretar diferentemente o resultado da prova

De suas prdovas de protecio com soro de doentes, Moreira & Ma-
galhdaes (1934) concluiram que « O soro de convalecenle do virus mi-
neiro protege cobaias quando injetado imedialamente apos a inoculacio
virulenta dos virus Sido Paulo, Rocky Mountain ¢ Minas Gerais » .

Os resultados das diversas prévas imunologicas realisadas com os
virus de Sao Paulo e das Montanhas Rochosas sio inteiramente concor-
dantes e demonstram a identidade destes virus. Em pesquisas paralélas.
Monteiro (1933) e Parker & Davis (1933 a., b) verificaram que: soro de
coelhos imunes ao virus de Sdo Paulo exerce acdo protetora com relacio
ao virus Rocky Mountain, e vice-versa; e ainda que cobaias que sobre-
vivem a infeccdo pelo virus Rocky Mountain adquirem o mesmo grau
de imunidade a este virus e ao de Sdo Paulo, e vice-versa. A grande
smmlhanca entre estes virus 161 comprovada por Dyer (1933), que tam-
bem verificou a resistencia ao virus Sio Paulo dos animais sobreviventes
a0 virus Rocky Mountain. Davis & Parker (1933) acumularam novos
dados experimentais demonstrativos da imunidade crusada entre infeccoes
por estes virus, além de provarem o valor protelor da vacina Rocky Moun-
lain conira o virus Sdo Paulo, emquanlo que concomitanlemente Monleiro
(1933) obtinha a protecio de cobaias contra o virus Rocky Mountain por
meio de uma vacina preparada com carrapatos infectados com o virus
Sao Paulo.

No presente trabalho descrevemos numerosas prévas experimentais
— de 1munidade crusada, de vacinacio e de reestimulacdo antigenica —
realisadas no intuito de esclarecer posilivamente as relacoes imunologicas

provavelmente existentes entre os virus de Minas Gerais. bao Paulo e
das Montanhas Rochosas.

Nas experiencias de imunidade crusada (v. graficos 1-7) foram
empregadas 100 cobaias. sendo 56 de prova e 44 testemunhas. As co-
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baias de préva, apés resislirem 4 primeira infeccio por um dos virus
S>ao Paulo, Minas Gerais ou Rocky Mountain, eram reinoculadas a in-
lervalos com os oulros dois virus sucessivamente (45 cobaias) ou com
apenas um deles (11 cobaias). Algumas cobaias (graficos 5, 6 e 7)
toram vacinadas com a vacina R. M. anles de submelidas 4s prévas
de 1munidade crusada. O resultado de conjunto destas provas acha-se
resumido no quadro I, cuja andlise passamos a fazer.

Das 56 cobaias que sobreviveram 4 prévia infeccio por um dos
virus e que solfreram segunda inoculacdo, 50, ou 89.10u, sobreviveram :
destas, 38 (769 ) moslraram-se lolalmenle imunisadas, nio tendo sofrido
reacao termica superior a 39,6° C. por mais de 3 dias seguidos, ¢ 12
(2490) moslraram-se parcialmente imunes: das 6 restanles, 5 morreram
ou foram sacrificadas sem moslrar sinais de febre maculosa. e 1 foi
sacrificada durante a reacao apresentando sintomas de febre maculosa.

As cobaias submelidas a lerceira inoculaciio de virus foram em nu-
mero de 37. Irinta, ou 810y, resistiram (4 foram sacrificadas apos pe-
riodo suficienle de observacio), das quais 27 (9000 apresentaram uma
perfeila protecdo e 3 (100u) solreram reacio febril: as 7 restantes mor-
reram de pneumonia inlercorrente. sem sinais de febre maculosa.

Das 44 cobaias que serviram como lestemunhas da atividade dos
virus empregados em segunda e lerceira inoculacio das cobaias de prova
(e que foram 11 do virus Siao Paulo, 20 do Minas Gerais e 13 do Rocky;
Mountain), inoculadas com as mesmas doses usadas, 10 ou 90,99, mor-
reram de febre maculosa em curto praso, 2 (virus R. M.) sobreviveram
a 1ntensa reacdo febril e 2 (virus R. M.) foram sacrificadas durante a
reacao.

Excluindo do tolal de animais de prova aqueles cuja morle por
infeccdes inlercorrentes invalidou as respectivas observacoes, verificamos
queé a percentagem das cobaias que sobreviveram 4 segunda e terceira
inoculacdo de virus eleva-se respeclivamente a 960, e 1000p0: 4 ex-
cecao portanlo de um unico animal que foi sacrificado mostrando sinais
de febre maculosa, mas que poderia ler sobrevivido, todos os demais que
haviam resistido a uma primeira infeccdio. resistiram (quando mais tarde
reinoculados uma ou duas véses com virus de procedencia diversa. O
confronto destas cifras com a de 919, que é a da mortalidade global
das cobaias testemunhas, realca o valor da préva. |

Tratando-se de amaoslras de lamanha virulencia. estas provas cons-
lituem segura indicacio de que, em seguida & infecciio por qualquer um
dos lres virus em queslao. um estado de imunidade se cria no organismo
da cobaia sobrevivente, com relacio tanto ao virus homélogo como quanto
a qualquer dos outros dois, e a ambos sucessivamente. A préva de imu-
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nidade crusada é. segundo Pinkerton | 1936. talves a mais importante
como critério isolado para a identificacao dos virus de ricketisioses.
Quando corrétamente realisada e interpretada, ela permile quasi sempre.
por si so. idenlificar féra de duvida uma amosira de virus desconhecida.
O resultado das provas de imunidade crusada que realisamos com
os virus de Minas Gerais. Sio Paulo e das Montanhas Rochosas. sao, a
nosso ver, demonsirativos da identidade destes virus.
_ Nossas provas de vacinacio foram feitas ndo somenie com a va-
cina Parker original como tambem com vacinas preparadas a pariir de
carrapatos (Amblyomma cajennense) infectados desde larva com O VIirus
Minas Gerais e com o virus Sio Paulo.
Lotes de cobaia foram injetados por via subcutanea com cada uma3

dds vacinas e, alguns dias apos, inoculados com virus-sangue por via

peritoneal. Os deialhes sobre estas provas e seus resultados figuram
nos graficos 8 a 11. e os resultados estdo reunidos no quadro n.° 2.
Foram ao todo empregadas 101 cobaias. das quais 74 foram de prova
e 27. testemunhas dos virus.

Das 74 cobaias de prova. morreram 16 de infeccdes intercorrentes,
reduzindo o numero util de cobaias a 58. Dentre estas. sobreviveram 2
inoculacoes de virus 46. ou sejam 799,. Desias sobreviventes, 25 (439 )
mosiraram-se totalmente imunes e 21 (369, reagiram febrilmenie, mos-
irando-se. portanto, parcialmenie imunes.

Dentre ainda as 58 cobaias em que a prova foli completada, 12

{209, apresentaram febre maculosa. tendo morrido 8 e sendo sacrifi-

cadas 4.
As 27 cobaias lestemunhas tiveram febre maculosa tipiéa 1002 ),

- das quais morreram 25 e foram sacrificadas 2.

A percentagem de animais vacinados que tiveram febre maculosa
somada 4 dos que reagiram a inocwacido dos virus (36 -+ 20 = 569, ). in-

dica que o poder protetor das vacinas empregadas deixou a desejar. Entre-

lanto. fol muilo significativa a percentagem conseguida de sobrevidas
(== 79% ), € bem assim, a das cobaias que se mosiraram protegidas mesmo
conira as reacoes febris, isto €, totalmenie imunisadas (= 4395 ).

E’ sabido que as vacinas do tipo Spencer-Parker gosam de poder
protefor mais evidente contra a mortalidade do que contra a morbilidade.
no homem como nos animais. O estado de imunidade por elas conferido.
bastante muitas vezes para prevenir a morte. nem sempre é suficiente

' para impedir a manifestacio de febre e de outros sintomas -devidos a

maior ou menor aciao patogenica desenvolvida pela circulacio do virus no
organismo. Poéde ser muito diverso o poder protetor de diferentes par-

‘_ fidas de vacinas deste tipo e, ainda mais, uma mesma partida pode ofe-
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- small amount of a given lot of vaccine may protect one guineas-pig
while an equal and sometimes larger amount of the same material [fails
lo protect another animal of approximately equal weight » (Spencer &
Parker, 1925).

Devido a essa variabilidade, e 4 diversidade das condicdes em que
praticamos nossas provas de vacinacdo, ndo nos é possivel comparar
0 poder protetor de cada uma vacina com o das oulras, nem o poder
imunisante de cada uma delas com relacio aos diversos virus.

Estas provas mostram entretanto que vacinas de carrapato prepa-
radas com um dos virus (R. M., S. P, M. G.) podem proteger cobaias
contra a morte e contra as reacoes febris tanto com relacio ao virus
com que foram preparadas, como quanto a um dos outros ou a ambos.
Além dos virus homoélogos respeclivos, as vacinas Rocky Mountain e
Sd0 Paulo protegeram contra o virus de Minas Gerais, e a vacina Minas
(xerais contra os virus Sdo Paulo e Rocky Mountain.

Ao comunicar ao Dr. Parker os resultados de nossas provas de
vacinacao, feitas com partidas de vacina de fraco poder proletor, assim
nos expressamos: « I'he protective value of the lots of tick-vaccine we
used in the tests was rather poor, but it proved to be about the same
tor different strains of virus. Since the concerned viruses were so virulent.
specially the Minas Geraes strain, we think the partial immunity aftorded
by different vaccines (0 many guinea- pigs, together with the complete
immunily that some animals proved to have acquired, is a result which
suggests the identity of the three viruses ». Perfeitamente concordante
toi a conclusido de Parker, baseada nos resultados de sua experiencia 112
(vide grafico 12): « Spotted fever vaccine protects against Minas Geraes
virus equally as well as against spotted fever virus s ¢ (comunicacao pes-
soal).

Como as prévas de imunidade crusada, as de vacinacio sio suges-
livas da identidade 1munolomca dos tres virus de febre maculosa.

Nas provas de reestimulacio antigenica empregamos 10 coelhos.
Inoculados primeiramente com o virus Sdo Paulo. apresentaram reacio
febril em seguida 4 qual o séro sanguineo de alguns deles passou a aglu-
linar o Proteus OX 19 aos titulos maximos de 1/160 e 1 /320, caindo de-
pois o titulo aglutinante a 1/10 e 1/40. Submetidos & reinoculacio, 6
coelhos com o virus Minas Gerais e 4 com o virus Rocky Mountain, nio
se observou elevacdo significativa do titulo aglutinante de seus séros, o
mesmo se veriticando mais tarde quando 9 coelhos foram crusadamente

reinoculados.
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Foi, portanto, negaliva a prova de reestimulacao anligenica feita
com os tres virus. o que ¢ sugeslivo de sua identidade.

As prévas de imunidade crusada, vacinacio e reestimulacido anlige-
nica, que realisamos, demonsiram claramenle, a 1n0sso ver, a identidade
imunologica enlre os virus Minas Gerais, S. Paulo e hocky Mounltain.
Fsta conclusio esld plenamenle de acordo com o conjunto de conheci-
nientos adquiridos sobre febre maculosa, que nos mostram quanio {em
de comum a febre maculosa das Monlanhas Rochosas e a que grassa
nos Estados de S. Paulo e Minas Gerais: o quadro clinico e anatomo-
patologico, no homem e nos animais de experiencia; a lransmissao por
carrapatos ¢ a epidemiologia; a aglulinacao dos Proteus X pelos imunes-
soros; a mortfologia das rickellsias, o lipo de celulas que mvadem e sua
distribuicao no interior delas, sdao oulros lanlos elementos que nos per-
mitem julgar os virus considerados como um mesmo virus, produzindo
uma mesma doenca.

CONCLUSAO

Os resultados das provas de imunidade crusada, de vacinacio e
de reestimulacao antligenica, descritas neste trabalho, permitem assegurar
a 1dentidade imunologica dos virus de febre maculosa isolados em Minas
Gerais, em Sao Paulo ¢ nas Monlanhas Rochosas.
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