Methodo para diagnostico do alastrim *

pelos
s, C. Nlagarinos Torres e J. de Castro Teixeira

(Com 3 estanipas)

Al¢ agora, o hagnoslico dillerencial enlre variola e alaslrim lem
sido ponto de conlroversia por parle das auloridades sanilarias no
Brasii.

Nesles ullimos annos lem prevalecido a doulrina segundo a qual
as duas doencas seriam idenlicas. Como consequencia, encontramos re-
gislradas como epidemias de variola as que occorreram na cidade do
Rio de Janeiro, em 1932 (v. Bol. Eslalist. Demogr. Sanit. Cid. Rio
Jan., 1932 12: 47) e na de S. Paulo, em 1936.

Esse faclo significa, apenas, a difficuldade que o sanilarisla en-
conlra, em realizar um diagnostico differencial, baseado em dados ob-
jeclivos conslanles e seguros. E sabido que a evolucdo clinica e os do-
cumenlos epidemiologicos nao bastam para resolver a questdo. Por ou-
lro lado, a reaccio da cornea do coelho apresenta difficuldade de in-
lerprelacio. Os resullados alcancados com esse methodo de diagnoslico
sO poderio ser proveitosamenle ulilisados por quem liver experiencta
prévia do processo applicado ao esludo dos virus da variola vera, da
vaccina e do alastrim.

Queremos, assim, dizer que alé o presenle, no Brasil, os diagnos-
licos de variola e de alasirim lem sido mais a consequencia da dou-
lrina que o sanilarisla adopla, no momenlo, do que uma conclusao ba-
scada em dados colhidos para o caso concreto.

Em trabalhos anleriores (Torres & Teixeira 1933, 1934 e 1930,
¢ Torres 1936) descrevemos a morphologia das inclusoes cellulares do
alastrim, em cellulas epidermicas do homem ¢ do Macaca mulalta, com-
paranda-as com as da variola vera e as da vaccina.

Chegamos ao resullado de que cra possivel eslabelecer dislinecoes
quanto a localisacdo, forma, dimensdes ¢ propriedades lincloriaes das
inclusoes cellulares especificas, em taes alleccoes.

* Recebido para publicacao a 25 de Agosto de 1937 e dado a publicidade em Dezembro de 1937.
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As figuras 1-8. Eslampa 1. resumem laes conclusoes, ¢ inos dis-
pensam  de Insislir nesse ponlo.

Reslava, comludo, esclarecer se as inclusoes do alaslrim se apre-
senlavam, sempre, com idenlico aspecto ¢ propriedades lincloriaes, em
cpochas differenles ¢ qualquer que [dsse o féco da doenca esludado.

O presenle trabalho procura esclarecer esse ponlo, aproveilando
material colhido em sele focos epidemicos differentes.

Ulilisando da experiencia que adquirimos, procuramos eslaluir um
mcthodo de laboratorio que désse resullados seguros e conslanles, de
modo a lfornecer ao sanitarista, bases conerelas em que apolar o seu
dragnoslico.

EPIDEMIAS DE ALASTRIM LESTUDADAS

[, FFoco occorrido na cidade de Belém. Eslado do Para (re-
dgido Norte do Brasil), em Selembro de 1950.

Seoundo informacoes do Dr. Acalauasstt Nunes filho, Director da
Satde Publica do Eslado do Para, o surlo epidemico conslou de cerca
de 300 casos com um obito.

O malerial. que nos ftoi genlilmente remetlido pelo Dr. Acalau-
asstt Nunes filho, consta de fragmenlos de puslulas reliradas por biopsia.
de um doenle, e conservadas em glyveerina pura.

Colhide a 13 de Selembro. foi o malerial. apenas recebido cm

nosso  laboratorio, trilurado com agua physiologica esleril ¢ nuculado,

por via endovenosa. a um macaco rhesus adulto (n.o 2425). Esle apre-
senlot lebre. no selimo dia, e erupcio culanea. no oilavo para nono
dias. com predominancia nos membros superiores, especialmenle na re-
gido plantar (Fig. 10). O macaco sobreviveu.

Em biopsia de uma vesicula relirada no sexto dia de mocula-
cio, verilicamos a presenca de inclusdes cyvioplasmalicas, juxla-nuclea-

res, basophilas, nido coraveis pela salfranina. (FFig. 13), idenlicas as qgue
anleriormenle descreveramos no alastrim.

2 [F6co occorrido na cidade de Siao Paulo, Estado de Sdo Paulo
reeido Sul do Brasil), durante o anno de 19306.

Informacoes detalhadas sobre este surlo epidemico nos foram
senlilmente  fornecidas  pelo  Dr. Calazans. Director Geral do  Ser-
vico Sanilario de Sao Paulo, e pelo Dr. Synésio Rangel Pestana, Di-
reclor clinico da Sanla Casa de Misericordia da Capilal do LEslado de
Sao Paulo, aos quaes agradecemos.

A epidemia, ollicialmente nolilicada como variola, constou de 186
casos ¢ nenhum obilto. Teve origem na Sanla (Casa de Misericordia, em
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um individuo que viera do interior do Eslado. Nessa ocecasiio existiam
f6cos epidemicos em diversos municipios, enlre oulros. nos de Juquery.
Jundiahy. Alibaia ¢ DBraganca.

Ne periodo comprehendido entre Janeiro e Dezembro de 1950,
as nolificacdes de « variola » recebidas pelas Delegacias de Sadade do
inlerior do FEstado de Sao Paulo. foram em numero de 1.089 sendo
0s casos assim distribuidos, de accordo com as cidades: — Campinas,
[19 casos. Baurt. 401 casos. Ribeirdo Preto. 172 casos. Bolucain, 52
asos, Guaralinguela, 22 casos, Sio Carlos. 12 casos. ¢ Sanlos, 1 caso.

Alguns casos. vistos pelo Prof. Dr. Flavio da Fonscca. em De-
zembro de 1936, no Hospilal de Isolamento da cidade de Sao Paulo.
apiresentavam erupcio confluente, sendo. no enlanto, bom. o eslado ge-
ral dos doentes. O malerial. que nos foi por elle genlilmenle enviado.
consta do conletdo de puslulas de dois doentes. conservado em  pipe-
las capillares eslereis.

Com o malerial de um delles (doente B. B.. regislro 506, Pa-
vilhdao 1). colhido no decimo lerceiro dia de doenca, moculamos um
macaco rhesus. femea., jovem (n.o 21493 ). I'sle apresentou elevacio ther-
mica ¢ erupcao vesico-pustulosa no setimo dia de moculacdo. As le-
socs  enlraram em  dissecacdo, no decimo primeiro dia. Eram predo-
minanles na face (lig. 11) ¢ membros inferiores (IFig. 12). O animal
sobreviveu.

Foram feilas tres biopsias de lesdes culaneas, respeclivamente 1o
oilavo, nono e decimo dias de inoculacio. O seu estudo hislologico mos-
lra accenluada hyvperacanthose e espongiose em fécos mulliplos. ini-
ciando a formacio de vesiculas. Embora em phase precoce de evolucao.
as cltlorescencias culaneas experimentaes moslram, no derma, pronun-
ciada inliltracao cellular. As celluias malpighianas. no lfundo ¢ mar-
oens das lesoes. contém numero consideravel de inclusoes cvioplasma-
Fig. 11). bem como inclusdes nucleares (I1g.

’:

licas lyvpicas do alastrim ¢
16).

3. — FFoco occorrido na cidade de Itaperuna. Eslado do Rio de Ja-
neiro  (regiido Sul do Brasil). em 1933.

Niao foram publicadas informacoes sobre o numero de casos. ca-
raclerisando-se a epidemia. por baixo indice de morlalidade.

Gracas a4 genlileza do Dr. Americo Oberlaender, Director de Sande
Publica do Eslado do Rio de Janeiro. pudemos esludar um doenle, o
qual fot lransporlado do foéco epidemico para o Hospilal annexo ao

Institulte Oswaldo Cruz.
Com malerial retirado de diversas vesico-puslulas, e emulsionado
em agua phyvsiologica, inoculamos, por via endovenosa, um macaco rhe-
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sus (n.¢ 4060), o qual apresenlou febre, no sexlo dia de 1noculacao.
persistindo nos (res dias immedialos, ¢ uma erupciao vesico-puslulosa,
Inicitada no sexto dia. O animal sobreviveu.

Numerosas inclusoes cyloplasmalicas basophilas, juxla-nucleares,
nao coravels pela salranina., com a morphologia e reaccoes coranles das
mclusoes do alastrim, sio enconlradas em cellulas epidermicas das mar-
gens e tundo de uma vesico-pustula relirada, por biopsia, no sexlo dia
(le 1moculacio.

4. — IY0co occorrido na cidade de Caralinga, Iistado de Minas Ge-
racs (regiao ceniral do Brasil), em Julho ¢ Agosto de 1933

Nao foram publicadas informacdes ofliciaes sobre o numero de
casos occorridos. A epidemia caraclerisa-se por baixo indice de mor-
lalidade.

O malerial consla do conleado de vesico-puslulas de dois doen-
les, colhidos em lubos capillares eslerelisados, o qual nos foi, genlil-
niente, enviado pelo Dr. Jairo lLobo Marlins, clinico naquella cidacde.

Dois macacos rhesus (nos. 1577 ¢ 1593), foram inoculados por
via endovenosa, um a 13 de Julho, com malerial colhido a 9 de Julho,
¢ oulrc a 9 de Agoslo, com malerial colhido a 3 de Agoslto. Ambos
apresenlaram clevacio lhermica no quinlo para o sexlo dias de 1no-
culacio, e uma erupcao vesico-puslulosa, a qual predomina nos mem-
bros inferiores. Ambos sobreviveram.

Inclusdes cyloplasmalicas typicas do alaslrim, juxlta-nucleares, ba-
sophilas, niao coraveis pela salranina, existiam em cellulas epidermi-
‘as de uma vesico-puslula do primeiro macaco, relirada por bilopsia,
(m.» 3904), no sexto dia de 1noculacio.

2. — IFoco occorrido na cidade de Bello Horizonle. LEstado de Mi-
nas (Geraes (regidao cenlral do Brasil), em Selembro de 1933.

Nao foram publicadas informacoes sobre o numero lolal de ca-
sos, lendo sido registrados lres obilos com o diagnoslico de varola no
Bol. Istatist. Dem. Sanit. Cid. Rio de Janeiro, 1933, 12 : 219.

O malerial, genlilmenle fornecido pelo Dr. Ernani Agricola, Di-
reclor de Saude Publica Esladoal, consta do conletido de varias pustu-
las, conservado em glycermma a o00y. Colhido a 1 de Scelembro, loi o
malerial, préviamenle emulsionado em agua physiologica, inoculado por
via endovenosa, a 12 de Selembro, em um macaco rhesus adullo {(n.°
1597). O prolocollo deste animal menciona elevacio lhermica no quinlo
dia de 1noculacdo, e apparicao, no sexto dia, de numerosas vesiculas
nas exlremidades dos membros (IFig. 9). e, em menor numero, na flace.
O animal sobreviveu.
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Inclusoes cvloplasmalicas juxta-nucleares, basophilas, nio coraveis
pela safranina, eram muilo numerosas em cellulas epidermicas de uma
papula (Fig. 15) relirada no sexto dia de inoculacao.

G. — IFoco occorrido na cidade do Rio de Janeiro (regiao Sul do
Brasil), em 1932.

A epidemia consltou de pequeno numero de casos regisirados no
Bolelin: Mensal da FEslalistica Demographo-Sanilaria da Cidade do Rio
de Janeiro, 1932, 12: 47. sob as epigraphes de variola (32 casos), e
alastrim (3 casos), aos quaes ¢ preciso acrescentar mais oilo por nos
observados em 1{ropa aquariellada e isolados no lHospilal annexo ao
Instituto Oswaldo Cruz. Apenas um obilo foi regislrado.

Em oito doenles praticamos biopsias de lesoes culaneas, nellas
encontrando inclusdoes cvloplasmalicas, juxla-nucleares, basophilas, nao
coradas pela safranina, em cellulas epitheliaes das margens das vesi-
culas e vesico-pustulas. Inclusdes com caracteres morphologicos e lin-
cloriaes semelhantes foram oblidas em dois macacos rhesus inoculados,
por via endovenosa, com material dos doenles. Tendo sido esse ma-
lerial aproveitado em lrabalho anlerior (Torres & Teixeira 1934a, Fi-
ouras 1-18, Eslampa 28. Figuras 19-23. Estampa 29, e Iiguras 33-38,
Estampa 30), dispensamo-nos de maiores consideracoes a respeilo.

7. — Foco de alaslrim occorrido na cidade do Rio de Janeiro (re-
o120 Sul do Brasil), em 1937.

Com o conleido de vesico-puslulas de dois casos isolados na En-
fermaria 18 do Hospital Sao Francisco de Assis, Servico do Profes-
sor Dr. J. Moreira da Fonseca, inoculamos por via endovenosa, doi1s
macacos rhesus, os quaes apresenlaram os symplomas habiluaes do alas-
(rim experimental.

Inclusdes cyloplasmalicas, juxla-nucleares. basophilas, ndao coradas
pela safranina, foram evidenciadas em cellulas epidermicas de lesdes
culaneas reliradas por biopsias, respeclivamente, no quarto dia de
erupcio e nono de inoculacio, em um macaco, ¢ no lerceiro de erupcao
¢ ollavo de moculacao, em oulro.

METHODO PROPOSTO

Baseia-se na sensibilidade que apresenla um animal de laboralo-
irio, o macaco rhesus (Macaca mulalla), ao virus do alaslrin, ¢ no as-
peclo lypico que reveslem as inclusoes cellulares especificas, nas cellu-
las epidermicas das lesoes experimentlaes.

Quer as inclusoes cyloplasmalicas, uer as nucleares sao muilo
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semelhantes as  vistas em  casos humanos de alastrim, sendo nilida-
mente dilferenles, pela sua morphologia, ¢, especialmenle, pelas suas
reaccoes coranles (Ihgs. 1-8, Est. 1) das conseguidas, na mesma es-
pecie de macaco, com o virus da vaccina. e das enconlradas em ca-
sO0s  humanos de variola vera.

1. — Colher o malerial no doente suspeito. aspirando o conletdo
de vesiculas ou de vesico-puslulas, préviamenle desinfecladas com alcool.
cm pipelas capillares eslerelisadas. A colheila ¢ pralicada, ordinaria-
menle, enlre o segundo ¢ o decimo dias de erupcio, mails commum-
mente entre o quarlo e o nono dias, quando o exanlhema se apresenla
em Iranca evolucao, e o doenle ¢ poslo em conlaclo com as aulorida-
des santlarias.  As pipelas, convenienlemente accondicionadas, sio re-
metiidas ao laboralorio. Uma demora alé de quinze dias no {ransporle.
nao lraz scrios prejuizos ao resullado do melhodo, embora seja pre-
[erivel, naturalmente, usar malerial lanto mais recente quanlo possivel

2. 0 malerial recebido no laboralorio ¢ diluido em soro phyv-
siologico, ¢ inoculado, por via endo-venosa, em um macaco rhesus. A
moculacao ¢ feila, com facilidade, nas veias da face inlerna dos mem-

bros inferiores. O animal infecla-se, de modo constante, apresenlando
svimptomalologia lypica, da qual faz parle um exanthema assaz seme-
lhante ao da doenca humana (Figs. 9 ¢ 10 : sobrevive a infeccdo. re-
sistindo bem  as biopsias pralicadas.

3. — Relirar, por biopsia, lesoes culaneas do macaco rhesus, quando
cstas se enconlram bem constituidas. o que. de regra, occorre enlre o
sexto ¢ o nono dias de mmoculacido. E sufficienle uma simples conlencio
nanual, no momenlo de pralicar as biopsias, baslando. como inslru-
nental, lesouras ¢ pincas. A applicacio de «agrafes ». e desinfeccio
com linlura de iodo, complelam o aclo operalorio. Quando a hemor-
rhagta ¢ pequena, nao ¢ necessario usar de « agrafes », baslando lam-
ponar o lermmenlo com algoddao immmerso em collodio. Os fragmenlos
ae lecido sio fixados em  Zenker-formol, durante 24 horas. Pralicar.
coim  lamina cortante fima (lamina de navalha Gillelle), um corle per-
penidicular a superticie da lesdo, de modo a obtér corles hislologicos
oricnlados nesse sentido, ¢ abrangendo. desde logo., a lesdao. Inclusio
¢ paraltfina.

1 Coloracao dos cortes, da espessura maxima de 6 micra, pe-
los seguinles methodos:

a ) — hemaloxylina-cosina, segundo o processo rolineiro.
O - hemaloxylima-salranina. demorando os corles 10 minulos, na
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hemaloxylina de Delaftield diluida, 10 minulos em agua cor-
rente, 10 minulos em uma solucio aquosa a 109y de safra-

nina, ¢ 10 minulos em solucao aquosa de acido ltannico a
25 00. Agua. Alcool absolulo. Oleo de bergamola-xvlol. Xvlol.
Balsamo.

Resullado: — Procurar as inclusdes cvloplasmalicas especificas. em
ccllulas epidermicas das margens ¢ fundo da lesio. de preferencia nas
que apresentam nucleo bem conservado.

No alaslrim, as inclusdes cyloplasmalicas sdo juxla-nucleares. iso-
ladas, ou em polos opposlos do nucleo. coradas em azul-cinzento. nos

preparados pela hemaloxylina-eosina. e pallidamente em azul, nos pela

hemaltoxylina-satranina. Nestes ultimos, fazem grande conlrasle com os
nucleolos das cellulas, intensamente corados pela safranina.

Em malerial anligo. embora incluido em paralfina. as inclusoes
cyvloplasmaticas do alasirim coram-se mal pela hemaloxylina-salranina.
a0 passc que os granulos de chromalina, originarios de cellulas ne-
crosadas, ¢ occasionalmenle englobados pelas cellulas epidermicas. con-
servam  grande  alfinidade coranle para com a salranina. E essa umo
causai de erro que convem eslar presenle ao microscopisla pouco fa-
muiarisado com o esludo de inclusoes em doencas de virus.

SUMMARY

Inclusion bodies ol alaslrim are quile consistent in their morphology
and slaining properties when studied in maiterial from seven epidemics
occurring In several Stales of Brazil (Pard., Minas Geraes. Rio de
Janeiro. Dislriclo Federal and Sao Paulo) from 1932 (o 1937

Jaranuclear or circumnuclear basophilic evioplasmic bodies nol
stamed by safranine, single or in pairs at opposile ends of the nuclei

could always be demonslrated in epidermal cells from skin  lesions
ctther m man or in Macaca mulatta. Cyloplasmic inclusion bodies ol
variole vera as seen in human cases, and of vaccinia as seen in Macaca
mulalta are acidophilic or polychromatophilic and deeply slained by
salranine.

A melhod for the diagnosis of alastrim is devised taking inlo ac-
count the sensibilily ol Macaca mulalla to the virus, and the morphology
and staining properties of the cyvloplasmic inclusion bodies as seen in
skia lesions of the monkey.

This method has been successfully (ried in epidemies occurring
al the Stales of Para (1936), Siao Paulo (1936, and Dislriclo Federal
(1957, when the real diagnosis was a maller of discussion.



i —

HH) Memorias do Inslilulo Oswaldo Cru:z 32. |
BIBDLIOGRAPIHIA
Torres, G. M. & Texeira, J. C.
1930 a. Transmission de lalastrim au Macacus rhesus. C. 13, Soc. Biol.
112 : 917-919.
1935 b. Histologie de lalastritn chez le Macacus rhesus. C. R. Soc. Biol,
112 - 920-921.
1933 ¢. Inclusions cytoplasmaliques de Valastrim chez le Macacus rhesus

Torres, C.

1933 d.

1934 a.

1934 b.

1935 a.

1930 b.

1936.

et chez le Lapin. C. R. Soc. Biol, 112 : 922-921.

Etude des inclusions cellulaires de T'alastrim et de Ja vaccine chez
le Singe (Macacus rhesus). C. R. Soc. Biol., 114 : 967-968.

Estudo comparalivo das inclusdoes do alastrim e da vacecina no
macaco (Macacus rhesus). Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 28 : 181-203.
Diagnostic différential des inclusions cyloplasmatiques de Palastrim
et de la variole. C. R. Soc. Biol., 117 : 505.

Sur les inclusions intranucléaires de l'alastrim et de la variole chez
I’homme. C. R. Soc. Biol., 118 : 719-720.

Estudo comparativo das inclusions do alasltrim ¢ da variola vera.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 30 : 183-210.

IFurther Studies on the Pathology of Alastrim and their Signili-

cance 1n the Variola-Alastrim Problem. Proc. Roy. Soc. Med., Lon-
don, 29 : 1525-1540.

Estampa 1

1 — Inclusdes cytoplasmaticas, solitarias, juxta-nucleares, basophilas, em cel-

lulas epidermicas de Macaca mulalta

n.o 3983, 1noculado com alas-

irim. Coloracio: hemaloxylina-cosina.
2 — Inclusoes cytoplasmaticas do alastrim em cellulas epidermicas de Ma-

caca mulatta (m.o 3983). Ao passo que os nucleolos coram-se.. inlensa-
pela salranina, as inclusdoes lingem-se pallidamente em azul.

mente,
Coloracéao:

hematoxylina-safranina.

3 — Inclusdes cytoplasmalicas, solitarias, juxta-nucleares, basophilas, em cel-
lulas epidermicas de um caso humano de alastrim (n.o 3647). Colora-

s o

CA0:

hematoxylina-eosina.

4 — Inclusdes cytoplasmaticas do alastrim em caso humano (n.e 3617). Nu-
cleolos intensamente corados pela safranina, inclusoes em azul pal-
lido. Coloracido: hematoxylina-salranina.

o — Inclusdes cytoplasmalticas, acidophilas, em cellulas da epiderme de um
caso humano de variola vera (n.c 3933). Coloraciao: hemaloxylina-eosina.

6 — Inclusdes cytoplasmaticas em cellulas da epiderme de um caso hu-
mano de variola vera (n.c 3933). As inclusoes, assim como os nucleolos,
apresentam-se coradas pela salranina. Coloracao: hemaloxvlina-safranina.

/7 — Inclusdes cytoplasmaticas, polvchromatophilas, em cellulas da epiderme
de Macaca mulaita (n.o 3791) inoculado com vaccina. Coloracio: hema-
toxylina-eosina.

8 — Inclusdes cytoplasmalticas mulliplas, e

cellulas da epiderme de Ma-

caca mulatla (n.c 3791), inoculado com vaccina. As inclusdes, assim
como os nucleolos, coram-se pela safranina. Coloracio: hematoxylina-
safranina.



CYTOPLASMIC INCLUSION BODIES OF

Alastrim in rhesus
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or double
juxta-nuclear
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bodies

| Single
Hematoxylin and eosin '

ALASTRIM, SMALLPOX AND VACCINIA IN EPIDERMAL CELLS

Alastrim itn man

Single
or double
juxta-nuclear
basophilic
bodies
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Lstampa 2

IFig. 9 — Exanthema do alastrim ¢m Macaca mulatta (n.o 1597). Virus de Bello-
Horizonte, Estado de Minas Geraes, 1933.

Fig. 10 — Exanthema do alasirim em Macaca mulatta (no 242535 Virus do Es-
tado do Para, 1936.

Figs. 11 e 12 — Exanthema do alastiim em Macaca mulatta (n.o 2493). Virus do
Estado de Siao Paulo, 1936.
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Estampa 3

Fig. 13 — Inelusdes cytoplasmalicas do alastrim em cellulas epidermicas de Ma-
caca mulatta (n.o 2425, biopsia 7387). Virus do Estado do Paria, 1936

Fig. 14 — Inclusdes cyloplasmaticas do alastrim em cellulas epidermicas de JMa-
caca mulatta (n.o 2493, biopsia 4929). Virus do Estado de Sio Paulo,
1936.

Fig. 15— Inclusdes cytoplasmaticas do alasirim em cellulas epidermicas de Ma-
caca mulatta (n.o 1597, biopsia 3983). Virus de DBello-Horizonte, Es—
tado de Minas Geraes, 1933.

Fig. 16 — Inclusdes inlranuclear e cytoplasmalica em cellula epldermloa de Ma-
caca mulatla (n.o 2493, biopsia 4929). Virus do Eslado de Sido Paulo,

- 1936.
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