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da vacina no macaco (Macacus rhesus)
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(Com as estampas XXVIII - XXXI)

O alastrim, tambem denominado amaas, Kaffir-milkpox, whitepor,
mild smallpox, paravariola, parasmallpox, variola minor, variola mitiqada
¢ uma doenca infecciosa eruptiva especifica semelhando a variola, sendo
na opiniao ‘de alguns (LESCHKE., McSWEENEY) uma férma mitigada
dessa doenca, e na de outros (GARROW), molestia diversa, embora pro-
xima daquela.

As informacdes encontradas na literatura a respeito das inclusoes
do alasirim sdo escassas, sendo que a sua propria existencia é materia
controversa (v. RICARDO JORGE).

Embora a transmissiio experimental do alastrim ao macaco seja
relatada por varios pesquizadores ¢ diversas especies! usadas nessas expe-
riencias, nenhumas informacodes existem nesses trabalhos sobre a histologia
das lesOes experimentais conseguidas, sendo as primeiras a respeito dessa
assunto as que publicamos em 1933.

Semelhancas ou diferencas que fossem achadas enlre os corpus-
culos de Guarnieri da variola e as inclusdes do alastrim constituiriam dado
importante para a questdo das relacoes entre variola e alastrim.

Seria interessante explorar a questdo sob esse ponto de vista, le-
vando em conta que as inclusdoes das doencas de virus sido consideradas
como alteracoes celulares delicadas e altamente especificas.

E’ necessario, comtudo, levar em conta que elas apresentam con-
sideravel variacio em sua estrutura quando examinadas em tecidos e em
animais diferentes. Assim as inclusoes intranucleares da febre amarela.
enconiradas no cerebro de macacos injetados com a amoslra do virus

da febre amarela adaptada ao camondongo, sio por vezes semelhantes,

(*) Recebido para publicagao a 5 de Dezembro de 1933.

I “Rhesus and bonnet monkeys’’ (Green 1915); M. rhesus (Leake and Force 1923); M. rhesus
(Braxall 1923);: ““un Atele, Koata ou Koaita du Breésil”’ (Baujean 1925) ; ‘““‘diverses speces et variétés de cerco-
pithéeques’’ {Van Hoof 1925), ‘‘Macacus cynomolgus’ (Leake and Force 1927).
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mas, quasi sempre diferentes das inclusdes tipicas nas celulas hepaticas
(GOODPASTURE).

Temos em vista, no presente (rabalho, realizar um estudo com-
parativo da infeccido experimental produzida em macacos rhesus pelo virus
do alastrim e da vacina. Uma atenciio particular mereceu a morfologia
das inclusdes citoplasmaticas especificas estudadas comparalivamente nos
animais inoculados de um lado com alastrim e de oulro com vacina.
Os corpusculos do alastrim foram encontrados, por vezes em grande abun-
dancia, em biopsias de lesdes cutaneas provenientes de 12 macacos rhesus
diferentes e os corpusculos da vacina em lesdes cutaneas de 3 outros ma-
cacos rhesus. Nestes ultimos foram' conseguidas vesiculas e pustulas apos
injecio endovenosa de polpa vacinica recentemente prepararda (polpa
bruta).

O material empregado na ftransmissdo experimental do alastrim
provem de 3 doentes observados em uma pequena epidemia (ue ocorreu,
em 1932, na cidade do Rio de Janeiro, de 4 outros durante uma epi-
mia, em 1933, no Estado de Minas Geraes, ¢ de um outro, durante oulra
epidemia de alastrim no Estado do Rio de Janeiro, em 1933.
| As condicoes indispensaveis para ser realizado um estudo compara-
tivo entre as inclusdes das doencas de virus foram aparentemenle pre-
enchidas visto como foram elas examinadas em animais da mesma es-
pecie ¢ no mesmo tecido submetido aos mesmos artefactos de Leécnica:
fixacio no liquido de Helly, inclusio em parafina e coloracdo pela he-
matoxilina-eosina.

O presente trabalho aproveita material proveniente dos seguintes
macacos :

Rhesus — 1460. O contetido de uma vesicula e duas pustulas de um doente de alastrim 1o
8.0 dia de molestia (J. P. S., Hospital Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro) foi retirado por meio de
trés pipetas capilares estéreis e transportado, antes de secar, para um tubo de ensaio contendo 1,5 cc.
de agua ftisiologica estéril. O liquido turvo 'assim obtido foi injetado por via endovenosa, alguns minutos
apés, no macaco 1469, nio sendo praticada nenhuma escarificagio prévia. O animal apresenta elevacdo de
temperatura no 5. dia e uma erup¢io no 6.2 dia de inoculacdo. A erupgao se inicia sob a férma do
pequenas vesiculas disseminadas sobre a face, extremidades inferiores, tronco e abdomen. As vesiculas logo
se transformam em pustulas, devendo-se notar que o estadio de papula é geralmente dificil de reconhecer
no macaco. Novas vesiculas aparecem, ainda, durante os dois dias seguintes. Foram retiradas por biopsia
lesdes da pele ao nivel do fronco (n.° 3602), no 7.°© dia, e ao aivel do ante-braco (n.2 3618) e da

coxa (n.° 3619), no v.° dia. As condi¢coes gerais foram sempre bdas, o animal sobrevivendo.

Rhesus — 1474. O conteido de diversas pustulas do rhesus 1469 no 7.° dia de inoculagio foi
colhido por meio de pipetas capilares e emulsionado em cerca de 1 cc. de agua fisiologica. O liquido
turvo assim obtido foi injetado por via endovenosa, alguns minutos apés, no rhesus 1474, nenhuma escari-
ficacao tendo sido praticada na ocasido. O animal apresenta febre (41.c C.) no 4.° dia de inoculacido. e
uma erupcio no 8.9 Vesiculas de tamanho variavel, algumas volumosas, outras hemorragicas, mas vodas
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sem umbelicacdo, aparecem na palma das mios, sola dos pés .6 nas pernas. Fotografias | dessas ies6es
foram ji publicadas em uma nota anterior (v. C. R. Soc. Biol., 11933, pag. 917). Diversas biopsias de
lesdes cutaneas foram praticadas no 10, e 12 dias ao nivel da face interna .da perna esquerda (n.o

3632), pe direito (n.° 3638) e ante-braco (n.© 3639). O animal sobreviveu, permanecendo em bHdas con-
dicoes.

Rhesus — 1484, Injetado por via endovenosa, tal como foi descrito na inoculacio anterior, com
o conteido de diversas pustulas do animal precedente (rhesus 1474) colhido no 10.° dia . de inoculacan.
Apresenta uma elevacio de temperatura (39,5° C.) no 5.° e uma erup¢ao no 7. dias, a qual é mais
acentuada nas extremidades do que na face e tronco. Nos trés dias imediatos aparecem novas vesiculas
que logo transformam-se em pustulas. Diversas biopsias foram praticadas no 8.2 e 90 dias ao nivel

da coxa esquerda (n.° 3663), da perna esquerda junto ao tornozelo e de ambos 0s pés (n.°s 3691 e
3663). O animal sobrevive.

Rhesus — 1465. O contetido de varias pustulas de um caso de alastrim (P. S., Hospital S.
Francisco de Assis, Rio de Janeiro) retirado com pipetas capilares esterilisadas foi emulsionado em agua
fisiologica. Algumas horas depois, o material foi depositado na regiio interorbitaria dJdo rhesns 1463
¢ nessa ocasiio ahi praticadas com um bisturi diversas escoriacoes. Quatro dias ap;és. 1 regiio se apre-
senta congesta € edemaciada, notando-se duas pequenas vesiculas sobre as escarificacdes, as quais foram

submetidas 4 biopsia (n.° 33593). O animal apresenta a temperatura de 39,5° C. no 6.° dia de ino-
culacdo, sobrevivendo e permanecendo depois em bodas condicdes.

Rhesus — 1492, Uma emulsio preparada com o contetido de diversas vesiculas e pustuias de
um caso de alastrim (J. J. J., Hospital Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro), no 9.° dia de mo-
lestia foi injetado por via endovemosa no rhesus n.° 1492. O animal apresenta clevacio de tem-
peratura (39,60 C.) no 6.° dia de inoculacio, e uma erupc¢io sob a forma de pequenas vesiculas sobre
o pavilhdao da orelha e outras, poucas, sobre ¢ tronco. A erupcio foi discreta e o exame histologigo

de uma lesio retirada no 9.0 dia mostra a estrutura de uma pustula em dissecacio. Nio foram en-
contradas inclusodes citoplasmaticas.

Rhiesus — 1577.  Injetado por via endovenosa, a 13 de Julho de 1933, com uma emulsio em
agua fisiologica do conteido de pustulas de um caso de alastrim. O material foi retirado a 9 de
Julho de 1933 em Caratinga, Estado de Minas Gerais, pelo Dr. Jairo Lobo Martins, ao qual agra-
decemos a gentileza de sua colaboragtio. O animal apresenta febre e uma erupcido vesiculosa no 6.9
dia .dc¢ inoculacao. Foram retiradas por biopsia duas vesiculas da perna (n.os 3904 e 3903) O animal

sobrevive.

Rhesus — 1393. Injetado por via endovenosa a 9 de Agosto de 1933 com 2 2. de uma
emulsaio em agua fisiologica preparada com o contetido de pustulas de um caso de alastrim. O material
foi colhido a 3 de Agosto de 1933 pelo Dr. Jairo Lobo Martins, em Caratinga, Estado de Minas
Gerais. O macaco apresenta temperatura de 39.° C. no 5.2 dia de ‘inoculacao e uma erupcio vesiculosa

predominante ao nivel dos membros inferiores no 6.° dia. O animal sobrevive.

Rhesus — 1597. Recebeu por via endovenosa, a 12 de Setembro de 1933, 2 cc. de uma
emulsio em agua fisiologica preparada com o contetido de diversas pustulas conservado em glycerina, de
umm caso de alastrim (G. P). O material foi colhido a 1 de Setembro de 1933, no Estado de Minas Gerais
e obtido por gentileza do Dr. Ernani Agricnla_. wsiretor de Saude Publica 'Estadual. Nessa ocasiio foram
praticadas escoriacdes no dorso do animal cujos pélos foram arancados. O macaco apresentoun a temperatura
de 308 C. no 5° dia, a qual elevou-se a 40,12 no 6.°. No 4.° dia foram notadas diversas pus-
tulas, mas nenhuma -vesicula, na regido escarificada do dorso. No 6.2 dia surgem numerosas vesiculas

nas extremidadas, especialmente nos pés, e ainda nas extremrdades superiores, bem como algumas raras,

na face. Foram retiradas diversas vesiculas para estudo microscopico, trés (nos. 3983-85) no 6.2 ¢ oufras
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(n.° 3908) no 9.° dia de inoculacdo. As vesiculas achavam-se em franca dissecacdo no 17.¢ dia. O aninal

sobrevive, conservando-se em bba satde.

Rhesus — 1605. Inoculado por via endovenosa com material retirado do macac> precedente
(rhesus 1597) no 7.° dia de inoculagio. Consta ele de duas vesiculas recentemente excisadas e maceradas
em agua fisiologica. O animal mostra elevacio de temperatura (39,82 C.) no 5.° dia. A febre persiste
durante trés dias, notando-se no 6.° dia o aparecimento de diversas pustulas e vesiculas nas extremi-
dades inferiores, outras, raras, na face e tronco. Novas vesiculas surgem no 7.2 dia sobre as pcrnas
o pés. As lesdes sio assaz numerosas nos ante-bracos e muito evidentes depois que os pélos foram

aparados com tesoura. Foram praticadas duas biosias (n.°s 4017 e 4018). O animal sobrevive.

- Rhesus — 1615, Inoculado por via endovenosa com material retirado do macaco precedente
(rhesus 1605) no 8.° dia de inoculagdo. Consta de diversas pustulas recentemente excisadas ¢ maceradas
em agua fisiologica. O animal apresenta elevacio de temperatura (39,8 C.) no 5.0 dia, caindo esta
a 38,5 C. no 9.° dia. A erupgdio aparece no 0.° dia, sendo mais abundante nos membros inferiores,
como ' em geral acontece. Novas vesiculas surgem no 7.°© e 8. dias. Foram retiradas vesiciulas para

estudo microscopico (n.°s 4035, 4051, e 4052). O animal sobrevive.

Rhesus — 1602,  Foi injetado por via intravenosa em 12 de Setembro de 1933 com 3 cc. de
uma emulsio em agua fisiologica do contetido de pustulas misturado com glicerina e material seco con-
servado em pipetas capilares, provenientes de um caso de alastrim (J. M.) ocorrido no Estado de
Minas Gerais. O material foi devido a4 gentileza do Dr. Ernani Agricola. O macaco apresenta a tem-
peratura de 39,8 C. no 4.° dia, subindo ela a 404° C. no 7., caindo a 38,7 C. no 90° e
permanecendo em torno de 38.3° C. nos dias imediatos. O animal sobrevive. A erupcio se inicia
no 0.° dia, sendo encontradas no 7.° numerosas vesiculas, notadamente nas extremidades inferiores. No
8.° dia, numerosas vesiculas aparecem nos ante-bracos e algumas na  ,face. A dissecacio das lesdes cra
acentuada no 12.° dia. Foram retiradas duas vesiculas da coxa (n.°s 3994 e 3995), no 8.° dia, para

estudo histologico.

Rhesus — 4060. Injetado por via endovenosa com uma emulsio em agua fisiologica preparada
com o contetdo de pustulas de um caso de alastrim no 10.° dia de molestia. O doente foi
trazido de Itaperuna, Estado do Rio de Janeiro, onde grassava, entio, uma epidemia de alastrim, para
o Hospital Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Foi isso possivel gracas 4 gentileza do Dr. Americo Ober-
laender, Diretor da {Saiide Publica Estadual. O animal apresenta febre no 6. dia de inoculagio, a

qual periste nos 3 dias imediatos, surgindo uma erup¢io vesicular no 6.9 ‘dia. Foi retirada uma
vesicula para estudo histologico. O animal sobrevive.

Rhesus — 1629, Inoculado por via endovenosa com material retirado do macaco precedente
(rhesus 40060), apresenta uma temperatura de 40.1° no 4.0 dia: A febre ' persiste durante 3 dias,
aparecendo no 5.° dia de inoculacdo algumas papulas nas extremidades inferiores. e face. No 6.0 dia,
as vesiculas sdo numerosas na  face, pavilhdo do orelha e extremidades inferiores. Novas vesiculas surgem
no 7. dia. Foram praticadas duas biopsias, uma (n.° 4076) no 8.°, e outra (n° 4079) no 10.°

dia de inoculacio. O material consta de seis pequenas pustulas recentemente excisadas e maceradas om

agua fisiologica. O animal sobrevive.

Rhiesus — 1556, Foi injetado por via endovenosa com vacina (pdlpa bruta) recentemente
obtida em vitelo emulsionada em agua fisiologica. O material foi obtido por gentileza do Dr. Paulo
Affonso Franco, Chefe do Servico Vacinogenico do Institulo Oswaldo Cruz. Diversas papulas e vesiculas
que se transformam em pustulas aparecem no 5.° dia, outras surgindo no 8.°. Algumas, posteriormente,
se¢ ulceram. Foram praticadas diversas biopsias (n.°c 3791-94) no 6.2 dia. O estado geral do animal
agrava-s¢ progressivamente, achando-sc ¢&le moribundo no 12.° dia de inoculacio. Foi entio morto pelo

cloroformio e  necropsiado imediatamente .depois.
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Rhesus — 15590, Foi inoculado por via endovenosa com o conteudo de diversas pustulas do

rhesus 1550, A temperatura eleva-se no 4.° dia de inoculagio, quando surge uma erupgao sobre o (tronco
e extremidades inferiores. Diversas vesiculas e pustulas foram excisadas no 5,° dia (n.° 33802). O animal

apresenta-se muito prostado ¢ doente, morrendo no 12,2 dia de 1inoculacio.

Rhesus — 1571, Recebeu por via intravenosa, 5 cc. de uma suspensio de pdlpa vacinica em
agua' fisiologica. O material foi o mesmo injetado no macaco precedente (rhesus ' 1556), tendo porém sido
guardado durante 85 dias na geladeira. O anima! apresenta febre e uma erupcio no 5.2 dia. Surgem
novas vesiculas no 6.2 e 7.° dias, diversas lesdes sendo entio retiradas para estudo histologico (n.%
3855-3866). O animal apresenta signaes de doenca durante treze dias, mas afinal sobrevive, conservando-se

em bodas condicoes de saude:

Rhesus — 1570. Injetado por via endovenosa com o conteiido de 5 tubos capilares coatendo
linfa vacinica e .destinados ao mercado. O animal nada apresenta, conservando-se sempre em bom estado

de saude.

ALTERACOES CITOLOGICAS NO ALASTRIM

As modificacoes citologicas investigadas dizem' respeito, especial-
mente, as lesdes citoplasmaticas produzidas em celulas do sfrafum ger-
minativum da epiderme. Semelham elas, de um modo geral, os corpus-

culos de Guarnieri da vacina e da variola.
| Embora existam, tambem, alteracdoes nucleares (fig. 22), sdo elas
discretas e serdo posteriormente discutidas. |

Em alguns casos, embora menhuma inclusdo seja visivel, nota-se
material basofilo adossado 4 membrana muclear (Figs. 4 e 10), bem
como aspecto vacuolado do citoplasma. Outras vezes, sem que nenhuma
inclusio apareca, o citoplasma da celula epidermica apresenta, em zona
limitada, uma coloracio azul pela hematoxilina. Os limites entre tal zona
basofila e o citoplasma normal acidofilo circunvizinho ndo sdo nitidos,
notando-se contudo, que a estrutura reticular do citoplasma ¢ perfeita-
mente conservada em tais areas basofilas (figs. 5, 6 e 33).

As estampas XXVIII e XXIX, figs. 1-23, representam inclusdes do alas-
trim vistas em material fixado no Zenker, incluido em parafina e corado
pela hematoxilina-eosina. Apresentam-se sob a férma de massas irregulares,
tintas em azul escuro ou azul violeta, as quais, tal como as inclusdes da
vacina, podem se alojar em' uma depressdo do nucleo (figs. 1 e 2).
Algumas delas, fortemente coradas, circundam o nucleo de maneira pe-
culiar, semelhando um' goérro (figs. 7, 8 e 34), mas mio determinando
depresdes na superficie do nucleo. Tambem' elas ndo se lfusionam com' a
membrana nuclear (fig. 34).

As inclusdes do alastrim s@o ‘muito polimorfas, ora triangulares
(figs. 19 e 27), ora em forma de crescente (figs. 9, 20 ie 38), ora em
forma de raquete (fig. 17). Muitas se apresentam disseminadas no cito-
plasma (figs. 1 e 11), ocupando, as vezes, polos opostos do nucleo (fig.
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14). Quando volumosas, elas geralmente se apresentam isoladas e solitarias
(figs. 35-40). Em tais fases adiantadas, tambem, o citoplasma mosira
grandes areas de aparente vacuolisacico (figs. 36, 39 e 40).

A reacdo basofilla das inclusdoes do alastrim ¢ patente mesmo
naquelas cujo volume ¢é igual ao do nucleo (fig. 9). Em uma celula foram
achadas, lado a lado, duas inclusdes, uma basofila, outra acidofila (1ig.
16). A Fig. 21 representa uma celula epidermica necrosada, mostraado
o nucleo em picnose ¢ o citoplasma fortemente corado pela eosina. A in-
clusio se apresenta com o aspecto de uma massa redonda roseo-violacea
siluada em zona do citoplasma aparentemente destituida de estrutura
[£* possivel que a reacdo acidofila do corpusculo do alastrim, em' tal
clemento, esteja ligada as alteracdes de necrose.

Pelo que ficou dito, resulta. pois, que os caracteres principais das
inclusoes do alastrim encontradas em' celulas epidermicas do Macacus
rhesus sao a sua reacao basofila e a sua ocorrencia como 1nclusao 180-
lada ou solitaria quando em fase adiantada de evolucao.

Algumas vezes os nucleos de celulas contendo inclusdes do aia-
strim apresentam estrutura mormal (Figs. 3, 13, 34, 35, 36 e 37). Pu-
tras vezes, apresentam-se eles tumidos (Figs. 9, 10, 12 e 17) ou delor-
mados (Figs. 16, 19, 20 e 35).

Nao foram encontradas inclusdes intranucleares semelhanles as re-
presentadas por COUNCILMANN, MAGRATH e BRINCKERHOFEF em sua
<stampa [IX, Figuras 5, 7, 8 ¢ 9. Em algumas celulas, porem, as alteracoes
nucleares nao correspondem exatamente 4as descritas sob os lermos de
picnose, cariorrhexis e cariolisis. A figura 22 mostra uma de {ais celu-
las na qual o material acidofilo, marginado por cromatina basolila, apa-
rece no nucleoplasma, aspecto tal que sugere, até certo ponto, a dege-
nerescencia oxicromatica.

As inclusoes apresentam notavel uniformidade de aspeclo em suas
fases adiantadas, embora diversas amostras do virus tivessem sido usa-
das. Nao foram notadas variacdoes individuais no aspecto das inclusoes.
0 que bem se pode vér comparando as figuras 10-16 oblidas mno ‘rhe-
sus 1465 injetado com a amostra P. L. com as figuras 4-9, irhesus
1469, e as Figuras 17-23, rhesus 1474, ambos injetados com a amostra
J. P. S.. Tais amosiras provém de casos de alasirim colhidos em uma
epidemia ocorrida no ano de 1932, na cidade do Rio de Janeiro.

Inclusdes sob todo o ponto de vista semelhantes 4s precedentes,
foram posteriormente observadas mo rhesus 1579 e rhesus 1605, inje-
lados com a amostra G. P. ¢ no rhesus 1605, amostra J. M., ambas
oriundas de outra epidemia de alastrim em lugar diferente (epidemia
de 1933 no Estado de Minas Gerais). O mesmo aconteceu com as in-
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clusdes vistas nos rhesus 1577 e 1593 ‘inoculados com a amostra de
Caratinga (Estado de Minas Gerais), e com os rhesus 4060 e 1629 in-
jelados com a amostra L., de Itaperuna, Estado do Rio de Janeiro.

Contudo, como era de esperar, embora diversos aspectos ocorram,
conjuntamente, em uwm mesmo material, alguns déles aparecem com mais
frequencia do que outros. Depende isso em parte, certamente, do estadio
evolutivo da lesdo. Assim, inclusdoes do alastrim de pequenas dimensoes
eram facilmente encontradas no rhesus 1484 (Figs. 1, 2 e 3), enquanto
estadios adiantados (Figs. 19, 20 e¢ 21) eram assaz comuns no rhesus
1474 e as inclusdes em forma de gorro (Figs. 7 e 8) mo rhesus 1469; no
entanto, todos esses animais foram injetados com a mesma amosira do
virus (amostra J. P. S.).

Geralmente as inclusdes do alastrim sio mais abundantes nas fa-
ses iniciais das lesdes cutaneas, especialmente no estadio de papula epi-
dermica. A’ medida que progride a supuracdo, vao elas se tornando
cada vez mais escassas. Contudo nao € raro encontrar inclusoes do alas-
trim e algumas de grandes dimensdes, em celulas epidermicas siluadas
nas paredes de uma pustula. Nio foram elas mais encontradas em ‘uma
pustula examinada nc periodo de seca.

No presente trabalho mao seriio examinadas as alteracoes acaso
produzidas pelo virus do alastrim no condrioma e aparelho de Golgi.
Todas as descricoes sio baseadas em preparacdes coradas pela hema-
toxilina-eosina. Esse metodo simples, de uso geral em ftrabalhos histo-
logicos, ndo apresenta nenhum tempo caprichoso em sua execucdo. As
preparacdoes por ele conseguidas, prestam-se melhor a um estudo com-
parativo do que outras obtidas com metodos, sem duvida, mais dese-
javeis, tais os de Biondi-Heidenhain e de Giemsa.

Nitido aspecto heterogenco das inclusdes do alasirim pode ser re-
conhecido mesmo em preparados pela hematoxilina-eosina. Algumas de-
las mostram pequenas areas esfericas (Figs. 9, 14, 15 e 38) que hao
tomam nenhuma substancia corante e se conservam claras (vacuolos nao
corados). Outras mostram uma estrutura relicular tipica (Fig. 20), pa-
recendo que se continuam insensivelmente com o citoplasma adjacente
(Figs. 14, 18, 37 e 38), provavelmente uma falsa impressao alribuivel aos
atificios da técnica empregada.

Grandes espacos claros, sem estrutura aparente, sio frequentemente
observados no citoplasma das celulas epidermicas que contém inclusdes,
quando usada a luz matural, uma objecliva de imersio de 2 mm. e a
ocular compensadora 6 de Zeiss (Fig. 21), sendo o diafragma-iris e 0
condensador manobrados de modo a aproveitar o maximo de luz. Quando
porém, sio mudadas essas condigdes de observaciio, e se emprega uma
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lampada de arco, a objectiva de imersio de 2 mm. e a ocular 25 de
Leitz, verifica-se a existencia de um reticulo em tais espacos claros apa-
rentemente sem estructura (Fig. 23). Esse reticulo muito se assemelha,
pelas dimensdes de suas malhas, ao verificado em celulas epidermicas
normais adjacentes, dele diferindo apenas por nio se corar pela eosina
¢ nao ser visivel quando usada iluminacio intensa, Algumas vezes ele se
mostra levemente tinto pela hematoxilina. As figuras 29 e 40 tambem' re-
presentam a 'mesma celula reproduzida nas figuras 21 e 23. Na figura 40
o diafragma foi parcialmente fechado e mela se vé um reticulo ocupando
porcoes do citoplasma que coincidem com os vacuolos vislos na mesma
celula (Fig. 39) quando usado o maximo de luz.

Um reticulo semelhante foi egualmente encontrado no citoplasma
aparentemente vacuolado que circunda as inclusoes do alastrim, nas ce-
lulas representadas mas figuras 13, 15 e 19.

Por vezes um filamento ou membrana acidofilos (Figs. 9, 16, 19,
21, 38 e 40) separa de modo nitido essas zonas claras de citoplasma onde
se alojam as inclusoes, do citoplasma adjacente onde a estrutura normal
¢ preservada.

ALTERACOES CITOPLASMATICAS NA VACINA

As figuras 24, 25, 41 e 42 representam inclusdes da vacina com
dimensoes semelhantes ao nucleolo da celula epidermica em que Sao
observadas. Circumnucleares em algumas celulas (Figs. 24 e 25), elas
aparecem disseminadas mo citoplasma em outras celulas (IFigs. 41 e
412), outras vezes sendo isoladas (Fig. 24), ainda outras dispostas em
polos opostos do nucleo (Figs. 25 e 42).

A sua coloracio é uniforme mnos preparados pela hematoxilina-
cosina. Algumas (Figs. 25, 26 ¢ 28) se tingem em tonalidades que wv&ao
o vicleta-acinzentado ao azul escuro (reacio basofila), ao passo que
outras (Figs. 24 e 27) coram-se em rosco avermelhado (reacdo acido-
fila).

Algumas inclusdes da vacina mostram em seu interior pequenos
espacos claros ou vacuolos descorados (fig. 28), ao passo que em outras
¢ bem aparente uma estrutura reticulada (Fig. 42).

As figuras 29, 30, 31, 32, 43 ¢ 44 ilustram inclusfées da vacina
como ¢ aspecto de massas irregulares ou de granulos grossos ou finos
difundidos no citoplasma. Algumas atingem tamanho relativamente grande.
Quando mumerosas, elas se alojam em uma area clara do citoplasma

bem separada do citoplasma adjacente por um filamento ou membrana
(Bigs. 31, 32 e 41).
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As inclusdes da vacina contidas em uma mesma celula nao se
coram conm:  a mesma tonalidade. Enquanto umas se apresentam de cor
cinzenta-violacea, oulras mostram nitida coloracio rosea. Essa variabili-
dade nas reacoes de coloraciio das inclusdes da vacina, em uma mesma
celula epidermica, sao um detalhe que chama a atencio no material
de macacos injetados com o virus da vacina, tal a frequencia ¢ a regu-
laridade com que aparece.

O nucleo pode apresentar estrutura aparentemente normal em ce-
lulas que contém numerosos corpusculos da vacina (fig. 29). Quasi sempre,
porem, os nucleos mostram-se tumidos (figs. 25, 26 e 27) ou deformados
(1igs. 30, 31 e 132).

DISCUSSAO

Ao descrever aspectos diversos nas alteracoes citoplasmaticas do
alastrim e da vacina nao foi nossa tencdo afirmar que elas representam
estadios evolutivos diversos de uma mesma lesiio. Naturalmente isso poder:a
ser o caso em algumas delas. Nio se deve, porém, excluir a suposicio de
que eles representem, desde o inicio, graus diferentes em que foi atingida
a celula pelo virus respectivo. Nao € necessario, assim, que uma inclusio
de grandes dimensdes, suponhamos maior que o nucleo, haja forcosa-
mente passado pela fase de inclusio de pequenas dimensoes, digamos
do tomanho do mucleolo. E' possivel, mesmo que inclusdes de pequenas
dimensdes mnao prosigam em sua suposta evolucdo, e conservem tais
dimensodes. Representardo, nesse caso, a fase final de alteracoes especificas
que os virus do alastrim ou da vacina ocasionaram na celula considerada.

A primeira impressio que se tem ao fazer o estudo comparativo
das inclusoes celulares especificas do alasirim e da vacina nas lesdes cuta-
neas do macaco rhesus ¢ a de grande variabilidade, explicavel, natural-
mente, pela ocorrencia de fases evolutivas diferentes na formacio das in-
clusGes e pela extensio maior ou menor (ue podem ter, em cada celula,
as lesdes especificas produzidas pelos virus.

Quando de pequenas dimensodes e discretas, as inclusdes citoplas-
maticas sio muito semelhantes em ambos os virus, conforme se vé com-

parando a fig. 11 que representa duas pequenas inclusdes do alastrim
siluadas em polos opostos do nucleo, com as inclusdes da vacina ilustra-
das na figura 290.

Exame mais atento revela, contudo. diferencas entre as inclusdes
do alastrim e as da vacina, embora sejam elas delicadas e ligeiras. Di-
zem elas respeito ao numero das inclusdes presentes em cada celula
e & sua coloracio.



190 Memorias do Instituto Oswaldo Cruz XXVATT =3

As inclusdes do alastrim sio ordinariamente solitarias (Figs. 2,
3, 8, 12, 13, 15, 17, 19 e 20) mesmb nos estadios.em que apresentam
o mesmo volume ou sio ‘maiores que o nucleo da celula onde ocorrem
(Figs. 9 e 20). Quando de dimensdes pequenas, podem elas, no entanto,
ser em numero de 2-4, constituindo, muitas vezes, corpusc'ulos paranuclea-
res ou circumnucleares (figs. 1, 7 ¢ 11).

Se existe, como atraz foi mencionado, uma semelhanca entre as in-
clusdes do alastrim e as da vacina de dimensdes pequenas, uma diferenca
nitida aparece quando sio comparadas entre si inclusoes de maiores dimen-
soes. Com efeito, ao passo que as inclusdes do alastrim, nesse aspecto,
se conservam unicas ou solitarias no cjtoplasma das celulas epidermicas
do macace rhesus, as da vacina sfio sempre numerosas ou ‘multiplas
em tais estadios onde existe extenso aspecto vacuolado do protoplasma.
Parece que esse aspecto nao é excepcional em estadios evolutivos adean-

tados dos corpusculos da vacina e nao depende do tecido, nem do animal
empregado. Com' efeito, figuras mostrando inclusdoes da vacina numerosas,

~
7

grandes e irregulares, sio representadas no trabalho de GOODPASTURE
WOODRUFF e BUDDINGH (Fig. 1, Estampa 42), em celulas epiteliais
do ectoderma da membrana corio-alantoidiana do embrido de galinha,
e no de HUECKEL (Figuras 93 e 113, Estampa III), em celulas da
cornea do coelho.

A outra diferenca diz respeito 4s reacoes de coloracdo. As in-
clusdoes do alastrim coram-se, de modo regular, em azul escuro, quaando
de pequenas dimensoes (Figs. 1, 7, 8 e 12) e em cinzento-azulado quando
maiores ¢ do tamanho do nucleo (Figs. 9 e 20). As da vacina mostram
uma tonalidade de coloracio muito caprichosa. Mesmo quando de pe-
quenas dimensdes, ¢ do tamanho do nucleolo elas se apresentam, ora ni-
tidamente coradas em roseo pela eosina (Fig. 24) ora, o que € wmais
comum, em azul (Figs. 25, 26 e¢ 28). A esse respeito porem, a feicado
mais caracteristica das inclusdoes da vacina ¢ a coexistencia, no {cito-
plasma de uma mesma celula, de inclusdes coradas umas em azul, outras
em roseo (Figs. 29-32).

Tendo notado a frequencia com que tais inclusdes policromatofilas
eram achadas nas lesOes experimentais da vacina no macaco rhesus,
resolvemos procura-las, de modo sistematico, nas lesdoes do alastrim. O
resultado foi encontrarmos a celula representada na Fig. 16, na qual
aparecenmr duas inclusdoes em forma de crescente, uma corada em azul,
outra em roseo. Foi esse, alias, o unico exemplo ilustrando a policroma-
tofilia das inclusdes do alastrim ¢ a raridade do fato forma grande con-
traste com o que acontece nas inclusdes da vacina.
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RESUMO

1 — Vesiculas ¢ pustulas contendo numerosas inclusoes ciloplas-
micas nas celulas epidermicas, foram regularmente produzidas no ma-
caco (Macacus rhesus), quer com o virus do alastrim, quer com o da
vacina, apoés inoculacao endovenosa ¢ sem previa escarificacio. O virus
do alastrim parece menos virulenlo para essa especie de macaco que
o da vacina. Ao passo que 12 macacos rhesus injetados por via gn-
dovenosa com sete amosiras diferentes de virus do alasirim, apos apresen-
larem com regularidade uma infeccio experimental, sobreviveram e se
conservaram em boa saude, a injeccio endovenosa do virus da wvacina
recentemente preparado (polpa bruta) produziu a morte em 2, dentre
4 animais experimentados.

2. — Foram notadas diferencas pequenas, mas nitidas, na morio-
logia das inclusdes do alastrim e da vacina, em material fixado no li-
quido de Helly, incluido em parafina e corado pela hematoxilina-eosina.
Dizem elas respeito ao numero de inclusdes encontradas em cada ce-
lula epidermica e as suas reacoes de coloracao.

3. -- As inclusdes do alastrim, quando apresentam grandes dimen-
sdes, conservam-se unicas ou solitarias no citoplasma das celulas epider-
micas do ‘macaco rhesus, e coram-se em tonalidade que varia do azul
escurec ao cinzento-azulado. Comtudo, em celulas que solreram necrose,
ou naquelas contendo 2 a 4 inclusdes de pequenas dimensoes, por ve-
zes elas se¢ mostram coradas em roseo.

4. — As inclusdoes da vacina, quando em faze adeantada de de-
senvolvimento, sio multiplas nas celulas epidermicas do macaco rhesus
¢ mostram, regularmente, uma policromatofilia caracteristica.

EXPLICACAO DAS ESTAMPAS XXVIII — XXXI

As figuras 1 a 23 e 33 a 40 rcpresentam celulas epidermicas
de Macacus rhesus com as inclusoes do alastrim.

As figuras 24 a 32 ¢ 41 a 44 ilustram celulas ‘epidermicas (de
Macacus rhesus com as inclusdes da vacina.

Todas essas celulas sio encontradas em lesdes culaneas (vesicu-
las e pustulas) experimentalmente produzidas no macaco.

As figuras 1 a 22 e 24 a 32 foram desenhadas na altura da mesa
com a ocular compensadora 6 de Zeiss e objetiva de imersao homo-
genea 1/12x 100 ZEISS. A figura 23 foi desenhada na altura da mesa
com a Ocular 25 ZEISS e objetiva de imersio homogenea 1/12:x 100
ZEISS. |
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As figuras 33 a 44 s@o microfotografias feitas com' o augmento
de 1.150 diametros.

IFiguras 1 a 33— Celulas epidermicas do rhesus — 1484 (n.° 3663).
Figuras 4 a  9— Celulas epidermicas do rhesus — 1469 (n.°© 3602).
Figuras 10 a 16— Celulas epidermicas do rhesus — 1465 (n.° 3593).
Figuras 17 a 23— Celulas epidermicas do rhesus — 1474 (n.° 3632).

Figura 24 — Celula epidermica do rhesus — 1571 (n.° 3869).
Figuras 2o 32 — Celulas epidermicas do rhesus — 1556 (n.° 3791).
Figuras 33 a 40— Celulas epidermicas do rhesus — 1474 (n.° 3632).
Figuras 41 a 44 — Celulas epidermicas do rhesus — 1556 (n.° 3791).
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A. Leal, del.

Drs. Torres e Teixeira : Estudo comparativo das inclusdes do alastrim e da vacina no macaco (Macacus rhesus).
A comparison of the inclusion bodies of alastrim and vaccinia in the monkey (Macacus rhesus).
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A comparison of the inclusion bodies of alastrim and vaccinia in the monkey (Macacus rhesus).
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