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Trabalhos Originaes

PROPRIEDADE IMPEDIENTE DE DETER-
MINADOS OLEOS SOBRE AS CULTURAS DE
ACIDO-RESISTENTES

Peco Dr. A. FoONTES

Chele de servigo do Institulo Oswaldo Cruz

A verificagao que eu havia feito (I) da accao impe-
diente que o oleo de figado de bacalhdo e a bile exercem
sobre os phenomenos de hypersensibilidade na infeccao
tuberculosa, levou-me a investigar a possibilidade de
obter culturas de tuberculose em meios liquidos (caldo
glycerinado), addicionados de oleo e de bile, de sorte a
se proceder lentamente no meio de cultura a ligagao dos
principios hypersensibilisantes aos lipoides do oleo e da
bile.

Assim, parli primeiramente de culturas em caldo de
carne 45 quaes addicionava oleo de figado de bacalhdo
s6mente, oleo de figado de bacalhdo e bile, em propor-
coes que variavam de 0,5 a 5 % e nunca cheguei a resul-
tado por nao se desenvolverem as culturas nos meios
assim preparados.

Conclui, entdo, que o oleo de figado de bacalhdo
exercia accao impediente ao desenvolvimento de culturas
de tuberculose e, com os trabalhos anteriores de OweN
WiLLiams e ForsyTH (2), de MiLprep PoweLt (3), Mit-
LER (4), e 0s mais recentes de Roger (5), via confirmada
a minha conclusao.

Posteriormente os trabalhos de WALKER € SWEE-
NEv (6) de Horimann e DEaN (7), LINDENBERG € RANGEL
PestaNa (8), fizeram com que eu retomasse o assumpto
de tamanho interesse para a therapeutica das infecgoes
por acido-resistentes e variando a experimentagio che-
gasse a conclusdes, em relagdo ao oleo de figado de ba-
callido e aos esteres ethylicos do oleo de chaulmoogra,
que por interessantes me apresso €m communicar.

Experimentagao :

600 c.c. de caldo glycerinado a 5 foram divididos
em duas por¢des eguaes: A e B.

Porgio A. —300 c.c. de caldo glycerinado a 5 %,
distribuidos em 3 baldes de 100 c.c. cada um, assim de-
terminados :

A, A e Al

Porcio B. — 300 c.c. de caldo glycerinado a 5 %
foram addicionados de bile de boi e oleo de figado de
bacalhdo a 1 0 e distribuidos em 3 baldes assim determi-
nados: By, B, e By

Aos baldes A, e B, foi addicionada gelose a 20 e
distribuido 0 meio em tubos inclinados.

Procedeu-se 4 sementeira com pelle de uma amostra
de tuberculose humana, muito adaptada aos meios arti-
ficiaes, pois conta 20 annos de cultura sem passagem por
animal, dos seguintes baloes :

Novembro, 6—920.

Baloes testemunhas A; e A,:

Culturas positivas.— Magnificas pelles.

Observagio completada em 20 de Dezembro de 1920.

Baldes B, e B,. (Caldo glycerinado a 5 %, addicio-
nado de bile de boi e oleo de figado de bacalhdo a 1 ¢).

Nao se desenvolven cultura.

Observacio completada a 20 de Dezembro de 1920.

Tubo A,. (Gelose glycerinada) testemunha.

Cultura positiva.

Observacio completada-em 20 de Dezembro de 1920.

Tubo B.. (Gelose glycerinada bileada e add. de oleo
de figado de bacalhdo a 1 %).

Cultara positiva.

Observacio completada em 20 de Dezembro de 1920.

Conclusoes :

1°— A addicao de bile de boi e de oleo de figado de
bacalhdo a 11 ao caldo de carne glycerinado a 5% im-
pediu o desenvolvimento de cultura de tuberculose hu-
mana.

20O mesmo meio de cultura solidificado pela ad-
dicio de gelose a 20 permittiu o desenvolvimento da
mesma semente em culturas com egual desenvolvimento
que o dos tubos testemunhas.

Os baldes B, e B,. (aquelles em que o caldo se
havia conservado esteril) foram examinadrs nesta data
e, reconheceu-se em gotta pendente que o oleo se achava
finamente emulsionado.

Houve entio a ideia de separar o oleo {mecanica-
mente, o que se conseguiu por filtragao em véla de por-
celana porosa (CHAMBERLAND) e em papel de filtro mo-
lhado com agua gelada. _

O producto dessa filtragdo foi distribuido em tubos
e ap6s esterilisagio foram esses tubos semeiados com
amostras de acido-resistentes (DEvKE e DuvAL) que em
tubos’; testemunhas se desenvolveram normalmente.
Aquelles'se conservaram estereis.




Conclusbes: 1° — A retirada mecanica das gotti-
culas de oleo emulsionado por filtragdo do caldo de cul-
tura em véla e em papel molhado com agua gelada ndo
afastou a causa de impedimento ao desenvolvimento da
cultura dos acido-resistentes, DEvKE € DuvaL.

— Qualquer que seja o principio impediente atra-
vessa elle os filtros de porcellana porosa (Véla CHam-
BERLAND F).

Ao cabo de 8 dias a semente que havia sido deposi-
tada nesses tubos foi transplantada para gelose glyceri-
nada e ainda se conservaram estereis os tubos repicados.

Conclusiao: — A semente ou havia morrido ou a
causa de impedimento ao seu desenvolvimento perma-
necia adherente aos corpos microbianos.

Verificada a reaccao do meio de cultura sujeito'd ex-
perimentagdo reconheceu-se achar-se fortemente acidifi-
cado ( forte envermelhecimento do papel alcalino de tur-

nesol ). A forte acidez do meio poderia ser, pois, a causa |

do impedimento ao desenvolvimento da cultura. Neutra-
lisou-se entao o caldo cuidadosamente e apds distribuigao
em novos tubos, foi elle esterilisado a 115° durante 15
minutos.

Procedeu-se 4 nova semeadura das amostras Deyke
e DuvaL e ainda desta vez as culturas nao se desenvolve-
ram.

Conclusiao: — A acidez do meio nao era a causa do
impedimento e este devia se achar diffundido no caldo
em experimentagao.

A quatro desses tubos addicionou-se gelose a 2 %
e novamente o meio distribuido e esterilisado, foram os
tubos inclinados semeiadas as mesmas amostras acima
utilizadas. 48 horas apds as culturas eram positivas.

Conclusdo : — A addic¢ao de gelose ao caldo que até
‘entdo se conservara esteril permittiv o desenvolvimento
das culturas das amostras acido-resistentes acima referi-
das.

— Experimentagao com o ester ethylico do oleo de
chaulmoogra.

O ester ethylico de que nos utilizdmos nas experi-
encias abaixo relatadas nos foi fornecido pelo Exmo. Sr.
Professor PArRrEIRAS HoRrTa, preparado pelos Exmos.
Srs. Drs. PauLo Ganns e Dias pa Cruz NeTTe e cuida-
dosamente purificado para esse mistér.

Resultados identicos foram obtidos com esse ester
em culturas gelosadas que foram positivas e em cu/{fuas
em caldo que famm negativas.

A porcentagem de ester empregada foi na primeira
serie de experiencias dz 1 para 200 e as amostras semea-
das foram as mesmas que haviam servido para as expe-
riencias anteriores.

O procedimento com as sementeiras em tudo foi iden-
tico ao usado com o oleo de figado de bacalhdo acima re-
latado.

Para complemento dessas experiencias foi feita mais a
seguinte serie :

Caldo glycerinado a'5 % foi addicionado de ester
ethylico de chaulmoogra em proporgoes de 1 para 200 e
1 para 400 e distribuido em tubos que foram semeiados
com a amostra de DuvaL. g

Os tubos semeiados mantiveram-se estereis.

Tubos de caldo com ester a 1 para 400 foram addi-
cionados de kaolim, fortemente agitados, aquecidos a 115°
durante 15 minutos e deixados em repouso na estufa até

o dia seguinte. Procedeu-se entdo 4 filtragdo em papel
molhado, para separagdo do kaolim e distribuido esse
caldo em novos tubos, foi esterilisado e semeiada nova-
mente a amostra DuvaL.

A cultura foi positiva 48 horas depois.

Conclusdo : — A addicdo de kaolim ao meio de cul-
tura sob technica especial determinou a retirada da causa
de impedimento que se devia achar diffundida no meio
de cultura.

A tubos de caldo glycerinado a 5 %, addicionado de
ester de chaulmoogra al para 200 juntou-se abundante
porgao de semente DuvaL e deixou-se permanecer na es-
tufa durante 24 horas.

Passadas as 24 horas foi a semente retirada e com
parte della em natureza se procedeu 4 repicagem de novos
tubos de agar glycerinado e a outra porgao foi sujeita d
lavagem prolongada em soéro physiologico, até o liquido
se apresentar inteiramente limpido apds a centrifugagao.

Procedeu-se entao ainda 4 transplantagao dessa se-
mente para tubos de gelose inclinada.

Osresultados obtidos foram os seguinies :

S Cultura
{ negaliva

cionado de esler de Semenle Duval
chaulmoogra a 1 para

Galdo glycerinado ;uldi—{
400 e

48 horas de estula

Caldo glycerinado addi-
cionado de esler de
chaulmoogra a  1/400
esgolado pelo kaolim..

Cultura positiva.

Semente Duval em con- '
laclo com caldo mais
esler.a L para 200, dn-

Cullura
negaliva
2% horas

ranle 2% horas em per- \ Repicada em depois
manencia na eslufa, .. o gelose gly- Sum la-

cerinada. agem. Cultura

debil

72 horas

depois

Cultura

‘ Apos In— posiliva

vigem. ”s- horas

\ depois

CONCLUSOES

1°) O haolim afastou (adsorpgdo) a causa de impe-
dimento que existia diffundida no meio de cultura.

2°) A semente, que permanecéra em contacto com
o caldo estar, absorven o principio impediente, permit-

tindo sémente o desenvolvimento tardio de uma cultura .

fraca.

3°) A lavagem da semente em agua physiologica
afastou a causa de impedimento.

Uma nova série foi praticada para a verificagio do
esgotamento da causa’ de impedimento pela semente
usada.

Para esse fim foram scmcxados tubos de caldo addi-
cionado de ester em varias proporgoes, semeiala a pri-
meira série normalmente (uma ponta de espatula de cul-
tura) e a outra abunddntemente,

Pela seguinte tabella melhor se avaliard do resultado
da experimentacao:
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CALDO MAIS ESTER A

SErie T M
Semr'nlcira 1/.1000 | 1/10.000 L/100.000{1/125. 000 L/150.000(1/200.000
normal g T G

fraca- | fraca- | fraca-
menle | mente [ mente
posilivajposiliva|positiva

Culluras 48
horas dcl»ois‘

s

Negativas |
Negativas |
Negativas |

O caldo se anresenla
com lurvagdo gradaliva-
menle mais forte.

SErie 11

Semenleira

\ .
abundante Abundante desenyolvimento de enliuras em

Culturas 48 (todos os tubos. Pelles bemn conslituidas,
horas depois Turvagio uniforme em todos os tubos.

ConcrLusio

Dessa experimentagao se deduz que:

1°) O poder impediente se mostra nitidamente sé-
mente até & diluicio de 1/100.000, nas condi¢des normaes
de sementeira.

2°) Que a abundancia de semente permittiu o desen-
volvimento de culturas em todas as dilui¢oes usadas por
provavel esgotamento da causa de impedimento.

Resumo

1°) — A addigdo de bile de boij e de oleo de figado de
bacalhdo a 1% ao caldo de carne glycerinado a 5% im-
pediu o desenvolvimento de cultura de tuberculose hu-
mana,

2°) — O mesmo meio de cultura solidificado pela
addicao de gelose a 2%, permittiu o desenvolvimento da
mesma semente em culturas com igual desenvolvimento
que os tubos testemunhas, ’

3°) — A retirada mecanica das gotticulas do oleo
emulsionado, por filtragao do caldo de cultura em vela e
em papel molha:lo com agua gelada, nao afastou a causa
de impedimento ao desenvolvimento da cultura dos acido-
resistentes Devke e Dyval.

4°) — Qualquer que seja o principio impediente,
atravessa elle os filtros de porcellana porosa (vela CHam-
BERLAND F.). ‘

5°) — A acidez do meio nio era a causa de impedi-
mento e esta devia se achar diffundida no caldo em expe-
rimentacio,

6°) — A addicio de gelose ao caldo, que até entio se
conservira esteril, permittiy o desenvolvimento das cul-
turas das amostras dos acido-resistentes acima mencio-
nados. - ‘

7°) — Resultados identicos foram obtidos com o ester
ethylico de oleo de chaulmoogra em culturas gelosadas
que foram positivas e em culturas em caldo que foram
ne.ativas, .

8°) \dicty e anlioa ated o2 Cltara, sl
technia wopecial, d i 2o retrad s da causa Je iin-
p dmeaty (adsurpg ) que se devia achar diffundida no
meio de cultura. i b

9°) — A semente, que permanecéra em contacto com
0 caldo ester, adsorveu 0 principio impediente, permit-
tindo sémente o desenvolvimento tardio de uma cultura
fraca. ' .

10) — A lavagem da semente em agua physiologica
afastou a causa de impedimento,

11) — O poder impediente do ester ethylico de chaul-
moogra se mostrou nitidamente sé até 4 diluicio de
1/100.000, nas condigGes normaes de sementeira.

12) — A abundancia de semente permittiu o desen-
volvimento de culturas em todas as dilui¢oes usadas (de
1/1.000 a 1/200.000) por provavel esgotamento da causa
de impedimento.

DISCUSSAO

Pelo exposto se deduz que a acgdo impediente dos
oleos de figado de bacalhao e de chaulmoogra ou dos
esteres ethylicos deste ultimo nio derivard provavelmen-
te de acgao chimica antiseptica, no sentido restricto da
accepcao, pois que bastou a alteracao physica do meio, de
liquido para solido, pela addicao de gelose para que de
esteril se tornasse elle favoravel ao desenvolvimento de
culturas das mesmas sementes que anteriormente nio ha-
viam germinado.

O phenomeno se apresenta, pois, em complexidade
maior que a principio seria de julgar e para sua elucida-
¢ao deveremos considerar as diversas faces que o proble-
ma apresenta, )

17) — Composigdo chimica dos oleos experimen-
tados.

A literatura sobre o assumpto attribue aos acidos
graxos nao saturados a pretensa accao antiseptica e os
traballios de WaLker e SWEENEY conferem especialmen-
te esta accdo que consideram especifica, aos acidos da
serie chaulmoogrica, negando mesmo tal propriedade
aos counstituintes do oleo de figado de bacalhdo, em con-
trario ds experiencias de RoGeR e ds minhas,

Esta propriedade é tambem por aquelles A.A. reco-
nhecida aos esteres, particularmente aos esteres ethylicos
da serie chaulmoogrica.

Quer se exer¢a a accdo desses acidos directamente
sobre os germens, pela ligagdo de sua cadeia aberta aos
lipoides constituintes dos acido resistentes, quer seja
pela dissaciagin electrolytica dos saboes formadosno m=jo
da cultura, 4 custa doalcal nelle existente, ou preforma-
dos e addicionados aos respectivos meios, o que é facto
€ que o poder impediente da substancia activa deve se
exercer directamente sobre os germeuns, impedindo o seu
desenvolvimento e nio permanecer no meio de cultura
diffundidos agindo sémente a mody de catalisador, como
pareceria se dever concluir, tal a extrema dilui¢io em que
aquella acgdo impediente foj constatada por WaLker e
SEEVENEY, ! 1 para 1.000.000 ).

Por outro lado, si os factos nio se passassem assim
nio se deveria observar o que acima verifiquei, isto é, o
" envolvinento de eulturns pujantes, pela simples mu-
daga o oestalophysicg o e 9, solidificanlo-0 4 custa
de gelose,

Para ainterpretacio desse phenomeno occorreu-me
logo a hypothese de que o cleo finamente emulsionado
no meio liquido nao permittia o contacto dos germens
com o meio nutritivo, 0 que acarrefava a morte da se-
mente por inanigio. )

Para isso verificar procurei retirar mecanicamente as
gotticulas de oleo, o que consegui pela filtracio em vela

—



_em tubos testemunhas, sob o estado liquido ou solidi-

_acido como se verificou apés a retirada do oleo por fil-
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de porcellana ( Chamberland F) e papel molhado em
agua gelada.

A experimentacdo ulterior demonstrou que as got-
ticulas de oleo em suspensao nao eram a causa de impe-
dimento, pois que ella permanecia a despeito do meio se
apresentar limpido ¢, pclo exame em gotta pendente, nao
deixar ver mais o minimo traco de emulsdo.

Assim, o principio impediente devia permanccer dif-
fundido no meio liquido e agir directamente sobre a se-
mente, o que de facto foi demonstrado por ulterior cul-
tura que nao se desenvolveu.

A addi¢ao de gelose permittindo o desenvolvimento
de cultura nesse mesmo caldo demonsira que como colloi-
de inerte, por adsorpgdo provavel, nella se fixou o prin-
cipio impediente, realizada tambem pelo kaolim e pelo
excesso de semente, como as experiencias acima relata-
das deixaram estabelecido.

Deu-se pois um verdadeiro desvio desse principio da
massa liquida pela fixacdo na gelose, kaolim e semente ex-
perimentadas.

2°) —Composicio chimica dos meios empregados.

A composicio chimica dos meios empregados nas
experiencias acima relatadas em nada influiu sobre a
causa de impedimento das culturas de acido-resistentes.

De facto, no caldo de carne glycerinado, senieado

ficado 4 custa de gelose, desenvolyeram-se sempre as cul-
turas pujantemente. Nao [ora pois a altecragao do meio
cultural pela addicio dos principios inipedientes dos oleos
em questao, nao se poderia iucriminar ay meio usado a
causa de impedimento.

Nem mesmo a mudanca de reacgao do meio, de pri-
mitivamente alcalino (fracamente), para fortemente

tragio em véla, pode ser responsabilisada pela esterilida-
de referida, pois a neutralisacao ulterior desse nicsmo
mein, cuidadosamente feita, nio afastou a causa de im-
pedimento. Esta semente deixou de se manifestar pela so-
lidificagao do caldo pela addicao da gelose. E, é de notar
que culturas pujantes foram obtidas, a despeito das repe-
tidas manipulagoes que o caldo supportou, varias esteri-
lisagoes sob pressio, e apds permanencia do meio por 3
mezes em estufa.
3°) — Condigoes de cultura das amostras experimen-
tadas.
Porque, pois, nao se desenvolviam as semenl’éiras fei-
tas no caldo addicionado de olen ?
Acredito ser esta causa antes de natureza physica
que propriamente de natureza chimica. De faclo a affini-
dade entre os lipoides constituintes dos oleos, cholesterol,
acidos graxos nao saturados e esteres ¢ a camada lipoi
dica dos acido resistentes ¢ phenomeno reconhecido
pelos que se tém dedicado a esses assumptos.
A desintegragao dos bacillos de tuberculose foi por
-mim e por diversos outros constatada pela accao de con-
. tacto desses agentes lipoides.’
Entretanto, nas experiencias-que no presente traba-

cillos o factor preponderante do impedimento. Penso
antes que a adsorpgao dos lipoides estudados aos corpos
icrobianos ¢ especifica, de accordo com a constatagao
de WALKER e SEEVENEY, por se tratar de germens ricos
em lipoides affins e gue a camada adsorvida isola o ger-
men do meio nutritivo, perturbando-lhe a nutricio e im-
pedindo a chegada do oxygenio dissolvido no meio, col-
loca-o em condicio de anaerobiose, incompativel com o
seu desenvolvimento.

o

Curictherapia )

EPITHELIOMAS NEVICARGCINOMAS.
SARCOMAS

Casos tratados. Casos curados
Pelo Dr. Antonio F. pa Costa JUNIOR
(Assislente da Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro)
I1

O reconhecimento e a determinacdo de um typo de
tumor apresentam, em geral, grandes difficuldades. Quer
o aspecto macroscopico, quer a differenciagdo micros-
copica, exigem larga observagio, afim de se poder devi-
damente descriminar desde um simples descnvolvimento
normal dos tecidos até um processo inflammatorio ou
uma necoplasia. Assim, t&ém que ser levados em conta os
factores etiologicos diversos, os aspectos variados, a
marcha clinica differente, além de, e principalmente, a
estructura microscopica tao diversa, mudando com a
natureza a localizagio e o desenvolvimento do tumor,
No estudo das férmas cancerosas que ora passanos
em revista, langamos mio, quer do diagnostico clinico, *
com seus dados etiologicos, quer do diagnostico histolo-
gico, e, naturalmente, de ambos, sempre que possnvel
Os histopathologistas procuram eshbdcaer typos uni-
formes e caracteristicos, mas a multiplicidade de classifi-
cagdes embaraga o clinico na determinagao de cada typo,
o que fez DaRIER escrever que «o grupo dos tumores b
era mtlgdmente mais comprehensivel que hoje em dia». | j
Entretanto, é justamente a classificagao deste notavel his-
topathologista e dermatologista que adoptamos, pois que, 3
baseada na histologia, leva em conta os aspectos objecti-
vos e a tendencia evolutiva de cada especie. Ja vimos (1)
zs principaes caracteristicas dos epitheliomas baso- cellu:
lares e 0 seu comportamento em face da Cunetherapla
Hoje, continuando na feigdo pratica de nossa expos! icao,
passaremnios em revista os epitheliomas espino-cellulares, ¢
0s nevi-carcinomas e os sarcomas, devidamente do 3
cumentados. !
Os epitheliomas espino-cellulares, que, na 1ossa ess
tatistica sobre 300 casos de cancerosos, figuram numa
percentagem de 44,00 1, sdo de grande nmlignidﬁd
dando metastases e reacgdes ganglionares. .
Além da férma cutanea, cancroide, assesta-se de pres
ferencia nas mucosas, desenvolvendo-se sobre os labiosy
(particularmente o inferior), lingua, mucosas buccal ¢
vulvo-vaginal, etc. Neste typo de tumores a cirurgia tem!
ainda uma intervengao inestimavel, pois em numerosos

- : T

(1) «Brazil-Medico », 1921, n

. Iho relato, acredito nao ter sido a desintegragio dos ba-




