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O problema da bartonelose, embora pudesse interessar originariamente
aos microbiologistas, suscita também a atencdo dos endocrinologistas, devido
as relagdes estreitas entre essa doenca e um érgio de fisiolocgia ainda em
muitos pontos obscura: o bag¢o. A circunstancia curiosa de que a retirada
désse O6rgio produz o desencadeiamento da infeccao, coloca o problema no
campo da fisiologia, tanto mais que ha evidéncias favoraveis da existéncia de
um mecanismo de prote¢cdo de natureza hormonal, como veremos em seguida.

Encarada sob ésse ponto de vista, foi-nos sugerida a questiao pelo Dr.
Thales Martins, uma vez que sendo pobre de efeitos o quadro da ssplenecto-
mia, seria a bartonelose um teste precioso para o estudo das funcdes do baco.

Como em todo teste torna-se necessario, antes mesmo da sua aplicacio

como tal, fazer um estudo acurado das altera¢des em si, paia em segquida
usd-las como padrao nas intervengdes corretoras.

r

E éste entao o objetivo déste primeiro trabalho, tendo-se aproveitado o
material para a verificacdo preliminar do efeito da penicilina na bartonelose
do rato albino esplenectomizado.

Por muitos anos, passou despercebido que o rato, largamente usado
como animal de experiéncia, era sede de um interessante caso de imuni-

dade de infeccdo para um tipo de bactéria de posigcdo sistematica ainda hoje
mal definida e de comportamento bioldgico rico em fatos curiosos. Esta
bactéria (genus Bartonella), que ja foi mesmo aproximada =zos protozoa-
rios, acha-se numa posi¢do indefinida juntamente com os microorganismos
dos géneros Grahamella, Eperithrozoon e Toxoplasma. Muitos autores
aproximaram as bartonelas das Rickettsiaceae, entre nés CuNHA & Muniz
(9). SO recentemente, por niao se conhecer bem o comportamento das barto-
nelas em relacdo aos artrépodos hospedadores (insetos e iodideos) e por

(*) Trabalho da Secc¢do de Endocrinologia.

* Recebldo para publicagdo a 1 de junho e¢ dado A publicidade em agodsto de 1944,
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serem elas parasitos intra-celulares facultativos (formag¢do de colonias ex-
tra~celulares em cultura de tecidos) (43) foram destacadas das riquétsias,
tomando-se por base os pontos de vista de Cowbpry (6). A possibilidade de
vida extra-celular, indica maior complexidade enzimatica e, portanto, menores
requisitos nutritivos das bartonelas. De qualquer modo porém, elas se apro-
ximam muito das riquétsias, vindo em apoio désse modo de pensar a necessi-
dade de acido ascérbico e de glutationte para o crescimento da B. bacillifor-
mis, como observou recentemente GEIMAN (19). Seria interessante estudar o
comportamento das bartonelas nos diferentes estadios de metabolismo celular,
ja que elas vivem na hematia e se reproduzem nas células do reticulo-endo-
télio (11, 15, 51). Segundo ZINSSER & SCHOENBACH (55), ha virus que se
desenvolvem em células de elevado metabolismo; as riquétsias, conforme de-
mostraram PINKERTON & BESSEY (44), se reproduzem ativamente em células
em que houve uma depressdo na formagdo do pigmento respiratério de War-
burg.

O rato comum de laboratério é portador de bartonelas. Uma vez in-
fectado nas primeiras semanas de vida, estabelece-se o equilibrio entre a
bartonela e o organismo animal; éste equilibrio é tdo sélido e duradouro
que o rato se comporta como perfeitamente normal. O fato se ajusta ao
quadro da premunicdo de Sergent. Basta a diminui¢do da resisténcia do ani-
mal, por meio de intoxica¢des graves, infec¢des com protozodrios, irradiagido
do baco com raios X, esplenectomia e mesmo bloqueios intensos do S.
R. E. (4, 46), para ser rompido éste equilibrio, estabelecer-se um estado
de hipoergia e desencadeiar-se uma infeccdo grave com aparecimento de

microorganismos no sangue circulante.

Imunoloégicamente, o mais importante é que aqui, como em outras parasi-
téses, ndo ha super-infeccdo. O rato portador, adulto, com bago integro, nao
é infectado com sangue de rato anemiado; basta a esplenectomia para desen-
volver-se a infeccao (20). Segundo GOTTESMAN & PERLA, o rato é infectado
pela injecio de sangue de adulto anemiado s6 até trés semanas de vida e a
esplenectomia antes dessa idade ndo desencadeia a anemia. ConclusGes im-
portantes surgem dai: a imunidade congénita ndo existe para a bartonela; 2
infeccido se da no inicio da vida extra-uterina até a terceira semana (20) ou
entre a quarta e a quinta (27); uma vez infectado, o rato se torna portador;

o comportamento do baco é entio diferente no animal jovem e no adulto.

Corroborando a protecdo por parte do baco, ja entdo suspeitada e tendo
MARINE & MANLEY (34) obtido sucesso no transplante de bag¢o, PErRLA &
GOTTESMAN obtiveram uma protecio de mais de 50% com transplantes
feitos sete semanas antes da esplenectomia (21). E interessante notar-se
que nos animais protegidos o transplante funciona como enxérto, isto é, ha
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regeneracdo e mesmo hiperplasia dos elementos da pdélpa esplénica trans-
plantada, o que se ndo da quando ndo ha protegdo: os elementos se atrotiam,
entram em degeneracio e sdo absorvidos. Também a esplenectomia parcial
mostrou que 14 do bago “in situ’’ protege os animais contra a bartonelose
(39) . No rato adulto, anemiado experimentalmente pela injecdo de sangue
infectante ou culturas (racas isentas de bartonela) e no rato infantil, no-

tam-se lesdes da pélpa esplénica (20). E interessante notar-se que os ratos
Wistar, criados em condicBes especiais, ndo sdo portadores de bartonela mas

altamente sensiveis a bartonelose (18).

O funcionamento de fragmentos de bago transplantados exclui ndo so
a possibilidade de uma influéncia nervosa no mecanismo de prote¢ao, como
também a necessidade da ligacdo vascular direta com o figado. Todavia,
os extratos alcoélicos e aquosos de ba¢o de boi e de porco nao protegem
os ratos esplenectomizados (21), mas PErLA & GoTTESMAN (39), apoiados
nas experiéncias de Laupa & Fraum (30), insistem em que a protegao se
dé por intermédio de uma substancia de natureza hormonal, secretada pelas
células da pélpa esplénica. Laupa & Fraum verificaram que a retirada do
baco de um parabionte nao desencadeiava a infecc@o no par, mas que a es-
plenectomia do outro animal dava origem a bartonelose em ambos. Poste-
riormente, PERLA & GOTTESMAN (41) evidenciam uma protecao de 37%
dos machos de 6 a 8 semanas e de 66% dos machos de 3 a 5 méses, com
um extrato lipoidico de bago aplicado intra-peritonialmente na dose diaria
de 1 cm3 (correspondente a 100 grs. de bago) até um més apds a esple-
nectomia. O resultado, como se pode notar, em relagdo a uma protecao, nao
é& dos mais brilhantes. Além disso, a técnica usada pelos referidos autores
na preparacio do extrato talvez ndo seja adequada. Devemos acentuar que
apesar da bartonelose ser um teste cdmodo para o estudo de um 6érgéo ainda
pouco analisado e de sequellae de extirpagdo reduzidas, ndo tem havido
grandes pesquizas néste sentido; mas as experiéncias acima citadas de pa-
rabiése, de efeitos muito precoces, mesmo antes de se estabelecerem liga-
cdes vasculares amplas, falam a favor de uma agdo de tipo humoral. Acha-
ram os mesmos autores (42) que o cobre e o ferro também dao alguma pro-
tecio ao rato esplenectomizado mas que a super-dosagem sensibiliza o ani-
mal (depésito metalico nas células do S. R. E.). Ha ai uma correlagao inte-
ressante com o trabalho de FELpT & ScHoTT (16) que notaram a impedi-
éncia da acdo especifica do salvarsan na febre recurrente experimental apés
bloqueio do sistema reticulo-endotelial.

A imunidade na bartonelose se aproxima entao do tipo tissular, na de-
pendéncia direta das células do S. R. E. Devemos notar desde ja que o
baco do rato representa, diferentemente do que se observa no coelho e na
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cobaia (52), a grande massa de células reticulo-endoteliais (em péso, o
baco do rato representa de 0.9 — 1.0% da massa corpdrea). Segundo
MacMiLLAN (32), s6 sdo encontrados quatro ndédulos hemo-linfaticos no
rato. Se bem que ainda reste davida a respeito de serem éstes néddulos te-
cido esplénico accessério, pelo menos no carneiro, WARTHIN (53) demons-
tra a hipertrofia désses nodulos apds a esplenectomia, mas aponta ndo haver
evidéncia de eritropoiese nos mesmos. Nao é de todo impossivel admitir-
se entdo uma acdo de supléncia désses grupos celulares nos animais esple-
nectomizados, a qual seria inconstante ou insuficiente no rato.

Quanto a etiologia, nao ha davida de que a bartonela seja a respon-
savel pela anemia do rato albino. Em 1932, GoTTEsMAN & PERLA (23)
demonstram claramente o papel dessa bactéria no desenvolvimento da ane-
mia. Do sangue de rato anémico esplenectomizado isolaram ésses pesquiza-
dores a bartonela em cultura pura no meio de Noguchi para leptospira. E
interessante notar-se que ja tinham Lworr & VAucieL (31) isolado de ca-
mondongo infectado com sangue de cido com tripanosomiase experimental
(S. cruzi) uma bartonela semelhante a 5. bacilliformis, crescendo bem em
meio de Noguchi e em meio N.N.N. GoTrTEsMAN & PERLA, no trabalho
apontado, fecharam o ciclo de Pasteur com o germen isolado do rato ané-
mico: a cultura inicial produziu anemia severa em ratos jovens e do sangue
désses animais foi re-isolada a bartonela, além de ser possivel a passagem
em série em animais jovens dessa espécie; em coelhos de 3 semanas (os
adultos sao resistentes a infeccdo), a mesma cultura produziu anemia e ac
5. dia foi re-isolada a bartonela; os mesmos resultados foram obtidos ent
cobaias jovens e em camondongos; em ratos Wistar, sem bartonelas, a cul-
tura produziu anemia, tendo também sido re-isolada a bartonela désses ani-

mais.

Um fato importante sob o ponto de vista imunoldgico deve ser apon-
tado. Forp & Evior (17) nao conseqguiram demonstrar a existéncia de anti-
corpos fixadores do complemento em ratos com bartoneiose e nem conse-
guiram protecao com o sOro désses animais, em trabalho subszquente (18).

Em relacdo ao tipo de anemia e a4 sua regeneracao na hemobartonelose,
ha fatos bem interessantes que pretendemos estudar posteriormente. Con-
forme o trabalho de Cruz & RoBBINS (7), o baco influencia a regeneracao
sanguinea, mas nao podem os autores explicar de que modo se processa essa
influéncia. Trabalharam éles em caes esplenectomizados e anemiados por
sangrias ou pela fenil-hidrazina. Este ultimo tipo de anemia, que apre-
senta regeneracaoc mais intensa, aproxima~se muito da anemia por barto-
nelose. Aparecem nas hematias granula¢des quimicas de natureza nio he-
moglobinica, (corpusculos de HEINZ) pois o valor globular ndo se altera,
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e a contagem désses elementos com graos, dos normoblastos (eritroblastos
ortocromaticos de Ferrata) e dos reticulocitos, mostra claramente que ha
uma invasao inicial de tddas as hematias circulantes. Aumentando o nudmero
de reticulocitos, o de normoblastos e o de hematias jovens, sem grdos, vao as
hematias primitivamente lesadas desaparecendo. (8) As hematias “velhas™
vao sendo paulatinamente fagocitadas e destruidas pelas células do reticulo-
endotélio (as células de KuPFFER mostram-se altamente ativas nos cdes es-
plenectomizados e anemiados pela fenilhidrazina). Uma vez estabelecidos
métodos hematolégicos que permitam um trabalho diario, com espoliacao
Jdesprezivel e bom limite de érro, serd o rato o animal de escolha para o es-
tudo da regeneracdo désse tipo de anemia.

Na bartonelose do rato, uma vez passada a crise anémica, a regene-
racdo é brutal e se acompanha por uma verdadeira limpeza das hematias
parasitadas circulantes, por parte das células histiocitarias. Temos de levar
em conta que as hematias parasitadas possam infectar as jovens, diferente-
mente do que se passa com a fenilhidrazina mas a regeneracdo é tao intensa
e rapida que a comparacao talvez pos<a ser feita. Por nutro lado, fato inte-

ressante, a nao ser logo de inicio, os reticulocites (policromatéfilos ao Gi-
emsa) e os normoblastos, células da cadeia de evolugdo da hematia, ge-

ralmente nao apresentam bartonelas, como verificamos, confirmando traba-
Ilhos anteriores (50, 54).

As primeiras referéncias a uma doenga humana caracterizada por sin-
tomas gerais de infeccdo com erupcdao cutdnea verrucosa, rzmontam aos
tempos de Pizarro. S6 em 1870, durante a construcao da estrada de ferro
Lima-Oroya, quando houve 7.000 vitimas, é que ficou plenamente confir-
mada a existéncia da nova entidade nosoldgica. Dai por deante houve con-
fusdo entre Febre de Oroya e Verruga peruana, mesmo apds o sacrificio
heroico de Daniele Carrion, estudante de medicina em Lima. Em 1885,
Carrion auto-inoculou-se com material de verruga, morrendo semanas apods
com quadro tipico de Febre de Oroya. A Expedicdo do Instituto Harvard,
chefiada por Strong (51), baseiada em dados epidemiolégicos, na impossi-
bilidade de produzir verruga ou mesmo infec¢do em animais com sangue de
paciente de Febre de Oroya e na transmissdo do “virus” da verruga a ani-
mais, sem aparecimento de bartonelas no sangue circulante ou nas lesdes,
resultou num relatério que separa as duas entidades mérbidas. Nao tardou
porém em aparecer a sang¢ao definitiva da identidade etiolégica, com os tra-
balhos de varios pesquizadores, especialmente BaTTIsTINI (3), NocucH1 (37,
38), MAvyEr & KikuTH (36). Admite-se atualmente que os dois sindro-
mes sdao aspectos diferentes de uma mesma infeccido, a Doenca de CARRION,

como querem os pesquizadores peruanos. Caracteriza-se a infec¢cido por uma
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triade de sintomas: febre — anemia — dermatite verrucosa; légicamente,
na evolucido da doenca, a reacdo histiocitaria deve ser posterior a fase san-
guinea e nao anterior, como aventam GOTTESMAN & PErRrLA (20). Alias ha
referéncia a casos clinicos que assim se comportaram e o propric STRONG
(51) cita observacdes em que aparece verruga posteriormente ao periodo
febril, mas as rotila como casos de Febre de Oroya “complicados’ com
verruga.

Entre 1901 e 1909, BARTON anuncia e insiste na existéncia de elemen-
tos bacilares no sangue de doentes de febre de Oroya. Em 1913 STrONG
descreve e classifica o germen, dando-lhe o nome de Barfonia, imediata-
mente mudado para Bartonella. (B. bacilliformis). Entre 1925 e 1928, No-
GUucHI estuda detalhadamente o parasito. Para maiores detalhes, remete-
mos o leitor ao trabalho de SorGE (50). Recomendamos também o estudo
de HurTADO (26) sbbre a anemia da doenca de CARRION.

Em 1941, WEiss (54) conclui que, sob o ponto de vista patoldgico, ha
uma unidade de conjunto bem clara nas bartoneloses, evidenciada pela pre-
senca de germens em individuos imunizados e pela descoberta de portado-
res Saos; uma vez passada a crise anémica nos animais infectados, as formas
cronicas (frequentemente acompanhadas de recurréncias) se assemelham
as do homem e, pelo seu carater alergizante, podem ser comparadas a si-
filis ou a tuberculose.

Todavia, ainda restam pontos importantes a  serem esclarecidos. A
distribuicao geogralica da bartonelose humana é perfeitamente delimitada.
Nas bartoneloses animais nunca foram verificadas lesdes proliterativas nem
siquer equivalentes ao botio verrucoso do homem ou de antropoides expe-
rimentalmente infectados com B. bacilliformis, como o chimpanzé (Pan leu-
coprymnus) e o orangotango (Pongo pygmaeus) (38), o Pseudocebus sp.
(10) e o M. rhesus (51). As bartonelas animais ni3o sido cultivaveis ou o
sao dificilmente, caso contrario se dando com a humana. A B. bacilliformis
nao é sensivel aos agentes terapéuticos conhecidos, ao passo quec as barto-
nelas animais cedem com relativa facilidade aos arsenicais (neosalvarsan,

atoxil) e ao Bayer S. D. T.

Varias espécies de bartonelas parasitas de animais foram descritas até
hoje. Assim sejam: Bartonella muris (CARINI, 1915), () parasita do rato
comum (Mus norvegicus); Bartonella canis KikutH, 1928 (28), parasita

(*) A maioria dos autores menciona Bartonella muris ratti Mayer, 1921 (35) mas,
de acérdo com os trabalhos de Faria & Pinto (14) e de Faria & Cruz (15), fica bem evidente:
a prioridade de Barfonella muris (Carini, 1915) (5), pelo que adotamos essa designacio.
para a bartonela do rato.
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do cachorro (Canis }amiliaris); Bartonella rocha-limai FARIA & PinTo, 1926
(14), parasita de um morcego (Hemiderma brevicauda); Bartonella rana-
rum CuNHA & Muniz, 1926) (9), parasita da ra brasileira (Leptodacty-
[us ocellatus); Bartonella opossum REGENDANZ & KikuthH, 1928 (45), pa-
rasito do gamba brasileiro (Didelphys aurita) e do Metachirus opossum;
Bartonella muris musculi ScHILLING, 1929 (49), parasito do camondongo
(Mus musculi).

Tendo em vista a importancia do rato como animal de laboratério, as
relacGes da bartonelose animal com a doenca humana, para a qual ainda
ndo ha terapéutica eficaz, a acdo da penicilina na sifilis (33), principal-
mente nas lesdes cutdneas do tipo condilomatoso (resultado obtido no Hos-
pital Evandro Chagas) e a acdo dessa droga na febre recurrente expec-
rimental (2), além da acdo dos arsenicais nessas infec¢des e na bartonelose
animal, justifica-se o aproveitamento de nosso material para esta indaga-
¢ao. Logo apds iniciarmos o nosso trabalho, surgiu mais uma publicacido

relativa a acao benéfica da penicilina em doenca correlata ao problema ~—
a doenca de WEIL experimental (24).

MATERIAL E METODOS

Os animais utilizados em nossas experiéncias, altamente sensiveis a
bartonelose post.-esplenectémica, provieram do biotério geral do Instituto.
Usamos ao todo 80 ratos, divididos em quatro lotes, com os quais trabalha-
mos sucessivamente. No biotério geral sdo éstes animais mantidos sob uma
dieta de pao branco, leite fervido, sais, 6leo de germe e 6leo de cacdo; em
algumas séries foram substituidos uns tantos animais por outros do bioté-
rio da Sec¢do, em melhores condi¢des gerais. Conforme ja tinha sido obser-
vado por um de nds, éstes animais desenvolvem a bartonelose em alta por-
centagem apds a retirada cirirgica do bag¢o (trabalho nao publicado sébre
a ineficacia do vanadio como protetor, nessa infeccao).

Nunca usamos mais de 15 ratos em gaiolas espacosas; os controles fi-
caram sempre em gaiolas idénticas ao lado das dos injetados. Durante todo
o periodo experimental, os animais receberam racao de alimento e &gua “ad
libitum™™ diariamente. O alimento constou sempre de pao branco embebido
em leite pasteurizado.

A esplenectomia foi praticada de modo usual: anestesia pelo eter comum
(Sublime ou Piquete), ligadura em massa do pediculo com séda n.° 0, ten-
do-se o cuidado de ndo incluir excesso de meso no lago, pois com o animal
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em jejum é possivel a inclusdo do pancreas ou interferéncia na sua vascula-
rizacdo; sutura em dois planos, muscular e cutaneo.

A fim de controlar mais uma vez a especificidade do baco. fez-se a he-
patectomia parcial em seis animais, bem sucedida em cinco. Foram retira-
dos os lobos mediano e esquerdo (cérca de 2/3 do érgao); apés ligadura em
massa com categut n.° 1, dando-se ao fio uma tensdo que a pratica logo en-
sina, foram seccionados os dois lobos, praticamente sem hemorragia. O ani-

mal que morreu revelou, & necrépsia, uma ligadura perfeita do coto gecoral
e intensa hemorragia da parede abdominal.

O contréle das modificacdes hematoldgicas foi feito por punciao de vma
das veias da cauda; usamos de inicio uma agulha de sec¢io circular, mas logo
notamos maior facilidade na obtencido da gota de sangue com o uso de uma
agulha de seccao triangular que fere a veia longitudinalmente. Observamos
que é preferivel puncionar uma cauda suja, mas séca, do que limpa-la na
hora, seja com agua, alcool ou éter; a gordura natural do pélo facilita a
formagdo de uma gota bem delimitada, que ndo se espraia e que permite a
introdugao da ponta da pipeta hematolégica em seu interior. Tivemos o
cuidado de tirar apenas a quantidade justa e necessaria de sangue, para
evitar qualquer acdo expoliativa mais intensa; o rato de 120-150 gr. su-

porta perfeitamente bem uma sangria, mesmo diaria, de 50 mm3.

Os esfregacos, uma vez secos, foram fixados com metanol e corados
pelo Giemsa de modo usual (10-15 minutos; | gota por cm3 de agua des-
tilada) .

Para a dosagem da hemoglobina empregamos o método da Heilmeyer
& Sundermann (25) modificado por W. Cruz. O método consiste em se
tazer a leitura da cor, no fotémetro gradual de Pulfrich, do liquido resul-
tante da hemdlise do sangue em agua amoniacal a 0.4% . W. Cruz modi-
ficou a técnica empregando o filtro S-57, com a mesma cuba de método
original (5mm) e 20 mm3 de sangue lacado em 1.98 c¢m3 de agua amonia-
cal; o produto de E ( -log T) por 25 nos da diretamente a hemoglobina %.
Segundo Cruz o método foi controlado pela dosagem do ferro e duplamente

testado em colorimetros fotoelétricos diferentes, com resultados perfeita-
mente comparaveis.

Uma vez colocado o liquido hemolizante numa bateria de tubos, iamos
procedendo a retirada das amostras de sangue; o uso de duas pipetas e de
uma bateria de trés frascos com agua destilada, alcool e éter, facilitou-nos
imenso o trabalho, permitindo trabalharmos sempre com pipetas limpas e
sécas, sem interrupcao. Inicialmente, as medidas no Pulfrich foram feitas
no mesmo dia, mas logo tornamos mais cémodo o trabalho. Uma vez que
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a permanéncia do sangue hemolizado por 24 horas ao ambiente nao altera
os valores lidos ao fotoelétrico, extendemos essa pratica ao fotometro gra-
dual. Na realidade, ndao sabemos se ha qualquer diterenca quando se faz
a leitura a 6lho e nao em fotccélula. Ao ambiente, hd uma diterenca de to-
nalidade menos marcada apés aeracdo do liquido, mas bem sensivel em alguns
casos; essa mudanca de tonalidade nao corresponde, todavia, a uma mu-
danca do espectro da hemoglobina, como veriticamos ao espectroscépico.
Por prudéncia, entretanto, apesar de s6 nos interessarmos pela variacio da
hemoglobina na evolu¢do da anemia, conservamocs os tubos na geladeira du-
rante a noite. Notamos que a mudanca de tom foi muito menos nitida
e mesmo ndo se processou em alguns tubos.

O exame microscopico dos esfregacos toi facilitado do seguinte modo:
corremos integralmente seis laminas, trés de sangue normal de rato e trés
de sangue com bartonela. O exame de 6-10 campos mostra-se suficiente
para concluir sdbre a presenca ou auséncia dos germes, pois 0S Nossos es-
fregacos, quando mostram bartonelas, elas existem em quantidade impres-
cionante. Usamos objetiva de imersao, prisma binocular x 1.5 e oculares 5;

sé em casos de davida ou de esfregacos defeituosos, lancamos mao de maior

aumento.

Y

Os animais foram observados diariamente quanto a palidés das orelhas

e olhos, ericamento do pélo, movimentagcdo voluntaria e aparecimento de
hemoglobindria.

Os animais que receberam tratamento, foram injetados sempre por via
sub-cutdnea, no dorso, tendo-se o cuidado de espalhar bem o liquido por
expressao e massagém apos pingar o orificio cutdneo com uma pinga de
Pean. Déste modo, obtivemos sempre certeza no rigéor da dosagem. As em-
polas de penicilina ja vieram ao laboratério em garrata térmica com gélo
picado e dai retiradas somente o tempo necessario para a injecg¢ao; as am-
polas com mais de 0.5 cm3 foram fechadas 4 lampada para a dose seguinte.

Usamos a penicilina barica, do Instituto Oswaldo Cruz.

Na primeira série, usamos duas inje¢des diarias de 0,25 c¢m3 perfa-
zendo 20 U.O. diarias para cada animal. Para a segunda série, a dose foi
de 24 U.O. repartida em 3 fra¢des de 0.20 cm3. Os ratos da 3.* série to-
maram 40 U. O. diarias, em 5 doses distribuidas uniformemente nas 24 horas
(8, 13, 18, 23 e 4 horas) durante cinco dias sequidos. A medicacdo foi sus-
pensa no fim de nove dias para a 1.* série e ao fim de 10 dias para a 2.2
série.
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RESULTADOS

Os resultados representados nos graticos e tabelas anexos, forain obti-
dos segundo os protocolos de experiéncia dos quais damos um como exem-
plo elucidativo (Prot. 1). Os graficos e tabelas sao bem esplicatives e dis-
pensam maiores comentarios. Podemos observar que, de um modo geral,
atendendo nao s6 ao limite de érro do método de dosagem da hemoglobina,
como também as variagdes sensiveis dessa taxa hematoldgica, que nao houve
qualquer protecao evidente. Como se pode ver nas figuras 1, 2, 3.5, 6 e 7 o
maximo de anemia, considerado pela hemoglobina, se processa viclentamente
até o 5.° dia apos a esplenectomia. Dai por diante, comega a regeneragao nos
animais que vao sobreviver a crise, sendo que a mortalidade atingida aos
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1.4 Seérie. IEvidéncia da concor- o Série. A queda da hemoglobina é mais acen-
(dancia da variacao da hemoglobina {uada nos machos. 15 ratos injetados (8 machos
nos 2 lotes. 15 ratos injetados e e T [émeas) e 12 controles (b machos e
12 controles. 7 fémeas).

sete dias da operacao oscila em téorno de 509, com um maximo de 60%
para os machos (figuras 4 e 8). As fémeas sao ligeiramente mais resistentes
e a anemia é, de um modo geral, menos severa. Também a mortalidade entre
as fémeas é ligeiramente menor do que entre os machos. A fig. 8 mostra-
ncs uma aparente reducao da mortalidade nas fémeas injetadas, mas temos
de levar em conta o reduzido ntimero de animais desse sexo em relacao ao
total; o contraste é evidente, si observarmos a fig. 4 e a tabela III. Pelo
protoccolo 3 e demais, o aparecimento da hemoglobintiria ¢ de mau pregnés-

tico, pois ela costuma aparecer, no rato esplenectomizado, 24 a 48 horas
antes da morte.



PROTOCOLO 1

PENICILINA E BARTONELOSE EXPERIMENTAL
0,2 oM HEMOGLOBINA Gr. 9 ESFREGACOS
PESO DATA 3 VEZES
N.O GR. SEXO | ESPLENEC- AO DIA — OBSERVACOES
TOMIA DURANTE
10 pi1AS 16-3 18-3 20-3 22-3 24-3 4--4 17-3 | 21-3 | 23-3 | 25-3 | 4-4
1 110 F 17-3 3 X 02c¢e. 13,50 12,75 12,25 9,50 6,25 10,50 N P P P N
2 120 F 17-3 3 X 02cc. 10,25 12,75 12,50 5,50 4,50 10,00 N P P P N
3 110 M 17-3 3 X 02cc. 13,00 14,25 11,00 — — — N P — — - + 22-3
4 125 F 17-3 3 X 02cc. 12,50 12,00 9,00 5,00 5,75 8,25 N P P P N
5 110 M 17-3 3 X 02cc. 12,50 14,00 13,50 4,00 4,25 6,25 N P P P N
6 110 M 17-3 3 X 02cc. 12,50 14,00 13,50 5,00 3,50 8,00 N | R P P N
7 100 M 17-3 3 X 02¢c. 11,50 13,00 11,00 3,00 — — N P — — - Hem. 21-3. + 22-3
8 116 i | 17-3 3 X 02cc. 11,50 13,50 13,50 2,75 —_ — N P — — - Hem 22-3. 4 23-3
9 110 M 17-3 3 X 02cec. 12,50 13,00 5,50 — — — N - — — - Hem. 20-3. 4+ 21-3
10 130 I 17-3 3 X 02cc. 11,50 14,50 13,50 11,50 5,25 — N N P — — + 22-3
11 110 M 17-3 3 X 02¢cc, 14,00 13,25 12,25 - — — N P — — — Hem. 21-3.
12 100 M 17-3 3 X 02ce. 11,50 12,50 13,50 3,00 4 .00 10,75 N P P P P
13 115 M 17--3 3 X 02¢ec. 10, 50 11,50 10,50 2,50 3,00 9,50 N P P P N Hem. 21-3
14 05 M 17-3 3 X 02cc. 16,40 13,50 13,50 4,50 4,50 8,75 N P P N
15 100 I 17-3 3 X 02cc. 13,00 13,00 14,00 5,00 6,75 8,00 N P P P P
1 115 M 17-3 12,50 13,00 16,50 — —_ — N — — — — + 21-3
2 105 ¥ 17-3 11,00 12,50 12,50 4,50 6,00 12,50 N N? P P N
3 95 M 17-3 12,50 13,25 12,50 1,75 4,00 10,25 N P P P N Hem. 21-3
4 130 F 17-3 12,50 13,75 12,50 2,50 5,25 11,00 N P P P N
) 120 M 17-3 | Controles 12,50 14,25 15,50 6,75 5,75 9,00 N P P P N
6 115 F 17-3 12,50 13,25 14,50 — - . N P — — — + 22-3
7 105 0 17-3 17,00 13,00 15,00 4,25 7,50 12,50 N P P P N
8 120 F 17-3 13,50 13,75 13,00 2,00 - N P - — — 22-3
9 100 M 17-3 11,25 16,00 15,00 — — — N P — — — Hem. 21-3. +22-3
10 100 M 17-3 12,75 16,25 12,50 — — — N P — — — + 22-3
11 130 F 17-3 14,00 16,25 16,00 3,75 6,50 13,00 N P P P N
12 115 F 17-3 16,50 15,50 14,25 — — — N - — — — + 21-3
N = Auséncia de bartonelas nos esfregacos. P = Presenca de bartonelas nos csfregacos
Hem. = Hemoglobintria + = Morte do animal
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Nos esfregacos, as bartonelas se apresentam com o aspecto tipico, ja
inimeras vézes descrito pelos diferentes autores que trabalharam no assunto.
Queremos apenas acentuar que as formas em bastonete sao raras em nossos
preparados, predominando os cocos em cadeias, as vezes de varios elemen-
toc. O deposito de corante, muito fino, as vézes encontrado em certas la-
minas, permite-nos uma focalizacdo que nos faz pensar que as bartonelas
sio endoglobulares, na realidade e que as formas esparsas entre os globu-
los, provenham de hematias fragmentadas, o que é muito comum quando a
anemia é muito intensa. Logo de inicio, aparecem fincs graos nas hematias.
Estes graos vdao aumentando ndo sé6 de volume como de nimero com o de-

senvolvimento da enemia. Em alguns preparados podem contar-se mais de
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apOs 9 dias (8 animais para cada de cada lote. 15 ratos injetados (8
lote) machos e 7 fémeas) e 12 contro.es

(5 machos ¢ 7 fémeas).

40 elementos numa s6 hematia e as hematias parasitadas com varios ele-
mentos é a regra. As laminas feitas em plena anemia, mostram apenas he-
matias parasitadas, sendo que os policromatoétilos nao apresentam parasitos.
O exame porém, de laminas feitas logo no inicio, mostra que éles também
siao atingidos. Baseando-nos no fato de que a série vermelha do rato nor-
malmente ja se apresenta em quadro tipico de intensa regeneragao, acredi-
tamos que a invasdo das hematias se da bruscamente e atinge um maximo
logo de inicio; nésse periodo os policromatéfilos também sdo atingidos. A
presenca désses elementos sem bartonela nos dias seguintes deve correr a
conta, seja da sua rapida evolucdo para hematia, seja pela sua destruigao,
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uma vez que trazem em si o elemento estimulante da fagocitose por parte das
células de reticulo-endotélio. O processo parece realizar-se do mesmo modo
que para a anemia pela fenilhidrazina (pirodina).

-

Ao fim de 3-4 dias de infeccdao e anemia, o quadro sanguineo € tipica-
mente regenerativo, caracterizado por anisocitose com macrocitose, intensa
policromatofilia, presenca de normoblastos e de corpos de Jolly.

De todos os animais, apenas quatro nao apresentaram queda evidente
da hemoglobina, o que coincidiu com a presenga de poucas bartonelas em
algumas hematias ao fim de 4-6 dias apos a esplenectomia ou mesmo au-
séncia completa do parasito.
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Nos ratos em que praticamos a hepatectomia parcial, retirando cérca
de 2/3 do 6rgao, nao conseguimos reproduzir o quadro da bartonelose. De-
ve-se apontar, porém, que o numero de animais foi muito pequeno para se
tirar conclusdes definitivas. Notamos, porém, uma série de fatos interessan-
tes quanto a influéncia desta hepatectomia parcial sébre a funcao sexual
das fémeas, o que nos despertou a atencao para investigagdes posteriores. Vi-
sando exclusivamente observar o aparecimento da bartonela no sangue cir-
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culante e por ndao notarmos sinais de anemia, tao berrantes na bartonelose,
limitamo-nos, somente, a fazer esfregacos de sangue. No entanto, eliminan-
do-se qualquer causa de érro devida ao método de coloragao, observamos
uma progressiva diminuicdo da afinidade cromatica das hematias para o
Giemsa. O campo microscopico apresenta policromatétilos, plaquetas e leu-
cocitos perfeitamente corados, ao passo que os eritrocitos apresentam-se pa-

lidos, dificeis de ver. O fato é interessante, uma vez sabido que a flixacao
dc Giemsa se processa sObre a propria hemoglobina da hematia, mas me-

rece estudo mais detalhado.
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Estas experiéncias de hepatectomia foram feitas no sentido de eliminar-
se qualquer acao inespecifica da esplenectomia como fator de travmatismo e
também pelas relacées vasculares figado-bago. A influéncia do traumatismo
foi apontada por SAUERBRUCH (48). Acha éste autor que a mortalidade ve-
rificada em experiéncias comuns de parabiése decorra como uma consequéen-
cia da bartonelése que se desenvolveria no par. Ora, nessas experiéncias
de parabiése o par é constituido por animais com bacgos integros e, segundo
SAUERBRUCH o traumatismo, inespecifico no caso, seria o responsavel pela
bartonelose. A explicacido de SAUERBRUCH estaria entao em desacérdo com
a experiéncia ja citada de LAUDA; nessa experiéncia ha protecac no caso dos

pares constituidos por um animal com bago integro e outro esplenectomiza-
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do. Ora, se um sé baco pode proteger dois animais, como admitir-se que
nos pares onde ha dois bacos essa protecao nao se veritique? Alids, em ex-
periéncias nao publicadas, Thales Martins péde contirmar a experiéncia de
Laupa & Frauw.

DISCUSSAO

No correr de nosso trabalho, cuja parte experimental visa o estudo das
condicbes em que se processa a bartonelose no rato esplenectomizado e as
suas caracteristicas e a procura de uma ac¢ao impediente da penicilina sobre
a bartonelose nestas condicgdes, surgiram varios fatos que merecem ser apon-
tados.

De um modo geral, consideramos a queda da hemoglobina e a sua re-
generacao em funcdo do tempo de infecgdo, tanto para o conjunto dos lotes
de animais, como para os dois sexos em cada lote, pela média dos valores
correspondentes aos animais vivos, durante todo o periodo. Aproximamos
sempre os valores a 0.5 gr %, pois o método ndo permite maior exatidao.
BEstudamos também a influéncia do sexo, niao sé na mortalidade, como na
evolucao da infecgdo e sua gravidade, avaliados pelo niimero de hematias
parasitadas e pelo grau da anemia.

Encontramos divergéncias entre os autores que trabalharam no assunto,
no tocante ao tipo de anemia. Acreditamos que elas resultem nao sé por
diferengas terminolégicas como por ser feito o estudo em diferentes periodos
da crise anémica. Segundo SAN MARTIN (47) a queda da hemoglobina se
processa mais rapidamente do que a das hematias, do mesmo modo que a
sua regeneracao é mais ativa e rapida. Evidentemente, no periodo regene-
rativo, que se estabelece rapidamente, eleva-se o valor globular e o quadro
sera de uma anemia hipercrémica, macrocitica, ja que o reticulocito é nor-
malmente uma celula volumosa. Evidentemente nio se pode conferir o térmo
de anemia perniciosa, neste caso, como querem alguns autores latinos; o
quadro resulta da ativa regeneracdo da série vermelha. Nio podemos con-
cluir pessoalmente sébre o assunto baseados em fatos experimentais, por
térmos tomado somente a queda da hemoglobina como indice que nos per-
mitiu estudar a sua evolucdo em relacido & bartonela presente ou nao nas
hematias do sangue circulante.

As nossas duas primeiras séries, confirmando a experiéncia anterior-
mente adquirida no laboratério por um de ndés, mostram objetivamente que

a bartonelose do rato esplenectomizado se desencadeia antes do 6.° dia e
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TABELA 1 TABELA 1I
FREQUENCIA DE BARTONELAS FREQUENCIA DE RARTONELAS
DIAS APOS DIAS APOS
ESPLENEC- Injetados Controles ESPLENEC- Injetados Controdles
TOMIA TOMIA
T g | ¢ T g | ? T g | 9 T g | ¢
Antes. ... ... 0/15 0/8 0/7 /12 0/5 0/7 Antes....... 0/151 0/10 /o] 0/12 0/5 0/7
1. .......... 0/15 0/8 0/7 4/12 2/5 2/7 . 13/14 9/9 4/53| 9/11 4/4 6,7
4. 12/15| 88| 4/7| 10/12] 4/5| 67 6. 10/10|  5/5 5/3 6/6] 22| 4/4
6........... 6.9 /3 4/6 4/7 1/2 3/5 8.. ... ... 9/9 3/5 4/4 6/6 2/2 4/4
8. . ... 1/8 1/3 0/5 2/8 1/3 2/0 18. ... .. .... 2/9 1/5 1/4 0/6 0,2 0/4
12. Série O denominador indica o nimero de ani- 2.% Série. O denominador indica o nimero de ani-
mais vivos e o numerador o de animals ¢com bartonelas. mais vivos e o numerador o de animais com bartonelas

ja aos 8-9 dias morreu a maioria dos animais infectados. A mortalidade
maxima oscila em tdérno de 50%, diferentemente do que observaram PERLA
& GOTTESMAN (20). Apontam éstes autores uma maior mortalidade no
verdo (22), nao admitindo uma variacdo da viruléncia da bartonela, como
quer ADLER (1), mas uma influéncia climatica, baseados nos dados de Kirs-
cHNER & TIMMERMAN (29). Segundo PERLA, verificaram éstes autores
uma mortalidade de 96% em Jerusalém, 30% em Hamburgo e 70% em Su-
matra. Todavia, consultando o trabalho apontado, somente encontramos os
dados referentes a bartonelose experimental do rato albino e do rato do-
méstico em Bandoeng, Java (40% para o rato doméstico e 75% para o rato
albino) .

A nossa observacao de que a coloracdo vermelha da urina decorre de
hemoglobiniria (auséncia de hematias) concorda com a de PErra & GoT-
TESMAN (40). A diminuicdo da resisténcia globular e a intensa hemocate-
rese acompanhada de lesdao da célula hepatica, explicam, ndo s6 a ictericia
como a capacidade infectante da urina dos ratos anemiados. Também a
maior sensibilidade dos machos ja tinha sido verificada (12). Evidente-
mente, ndo podemos deixar de apontar que as doses de penicilina utilizadas
por nds talvez sejam insuficientes. Todavia, ndo s6 se encontram na lite-
ratura citacdes de efeitos variados da penicilina, mesmo em doses elevadis-
simas, como o comportamento estranho da bartonelose e de outras doencas
sensiveis aos mesmos agentes terapéuticos. Assim, AUGUSTINE, em 1944,
obtém 6étimos resultados com a penicilina na febre recurrente experimental
e faléncia absoluta da droga na tripanosomiase (7. lewisi) ¢ na toxoplas-
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TABELA III (3.= série)

ANIMAIS HEMOGLOBINA GRY[

NUMERO COM BARTONELA MEDIA DOS SOBREVIVENTES
INICIAL SOBREVI-
LOTES DE RATOS VENTES TRATAMENTO
ESPLENEC- APOS O DIAS Antes da Antes da
TOMIZADOS esplenec- 6 dias apbs esplenec- 6 dias apds
tomia toma

4 3 Penicilina 0 2 13,0 11,5

Cf 5 3 — 0 3 13,0 12,5

( 6 5 Penicilina 0 1 12,0 13,0

(2 i 9 5 — 0 2 13,0 11,5

10 8 Penicilina 0 3 11,5 12.5

TOTAL......
10 8 — 0 5] 13,0 10,5

mose (2). No entanto, HEILMAN & HERRELL (24) obtem resultados favo-
raveis na leptospirose icterohemorragica experimental de cobdios de 250-
300 gr, com doses de 100-200-500 ¢ 1.000 U. O. Por outro lado, EMERY
(13) observou a ineficacia da sulfamida na bartonelose do rato na dose de
500 mgr. por quilo de péso. Parece-nos que 400 U. O. por quilo de rato
deveriam influir, se tomarmos por base as doses usadas no homem; assim,
se a penicilina agir na bartonelose do rato, certamente serao necessarias
doses muito maiores, como pretendemos verificar posteriormente.

Somos muito gratos ao Dr. Thales Martins pela orientacao segura e
apoio em todo momento que nos dispensou e ao Dr. Walter O. Cruz pelo
inestimavel auxilio que nos prestou quanto & parte hematologica do nosso
trabalho.

CONCLUSOES

1. Os ratos albinos do Instituto Oswaldo Cruz, uma vez esplenectomiza-
dos, desenvolvem praticamente 95% de bartonelose.

2. O inicio da queda da hemoglobina, na anemia por bartonelose do rato
esplenectomizado, coincide perfeitamente com o aparecimento das bar-
tonelas nos esfregagos de sangue circulante. |

3. Em nosso meio, o desencadeiamento da anemia, no rato albino esple-
nectomizado, caracteriza-se por um aparecimento mais precoce (3.° dia)
e por uma evolucdo severa e rapida, em relacdo aos resultados publica-
dos em outros paises.
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4. A mortalidade observada, que é mais elevada nos machos, orca em 50%.

5. A hemoglobiniiria, atestando a amplitude da lesao orgénica, ¢ um in-
dice progndstico destavoravel.

6. Em seis animais com hepatectomia parcial ndo se manifestou a barto-
nelose em presenca de bago integro. Embora reduzido o nimero de ex-
periéncias, elas sugerem que mesmo um grande traumatismo pode ser
insuficiente para desencadeiar a anemia.

7. Na dose de 400 U.O. por quilo de rato, a penicilina barica fabricada
no Instituto Oswaldo Cruz nao influencia a mortalidade, o grau de ane-
mia e a intensidade da infeccdo, nem confere qualquer outra espécie de
protecio contra a bartonelose do rato albino esplenectomizado. Assim,
se a droga tem algum efeito, s6 o exercerd em doses muito maiores.

RESUMO

Os A. A., visando aplicar a bartonelose do rato albino esplenectomi-
zado como teste para o estudo das fung¢des do bago, uma vez que ha evi-
déncia de um mecanismo de protecio de natureza hormonal, estudam a evo-
lucao da anemia nesse animal apds a esplenectomia.

Discutem os principais aspectos e trabalhos sébre o assunto. Compa-
ram a anemia da bartonelose & da fenilhidrazina e discutem a influéncia dos
traumatismos inespecificos sébre o desencadeiamento dessa infeccao. Apro-
veitam o material para a verificacio do efeito terapéutico da penicilina ba-
rica, fabricada no Instituto Oswaldo Cruz, na bartonelose experimental do
rato albino. Descrevem os métodos e concluem sdbre a extrema sensibili-
dade dos animais utilizados e da ineficacia da penicilina, pelo menos na
dose empregada.

SUMMARY

The A. A. intending to use Bartonellosis of splenectomized rats as a
test of spleen functions, since there is evidence of an hormonal protective
mechanism, study the evolution of anemia in this animal after splenectomy,
They discuss the principal aspects and papers about the subject. They
compare the Bartonella muris anemia to the phenylhydrazine anemia and
the influence of inespecific trauma as regard the appearance of this infection.
They profit the material for the verification of the terapeutics effect of ba-
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rium penicillin produced at the Instituto Oswaldo Cruz, over the experimen-
tal Bartonella muris anemia of splenectomized albino rats. They describe
the methods and give the results in respect of the extreme sensibility of the
animals employed and the ineffectiveness of penicillin at least in the dosage
used.
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