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HISTORIA DA RAIVA

Seja-nos permittido, em face da intima re-
lacio entre os corpusculos de Negri e a raiva,
esbocar neste pequeno trabalho algumas consi-
deracbes sobre o historico desta affeccdo.

A raiva, zoonose infecciosa transmissivel
ao homem, ¢ conhecida desde os tempos os mais
remotos. A Biblia, apesar de nao se referir
directamente a doenca, allude porém ao facto
dos judeus possuirem caes pouco doceis e que
algumas vezes chegavam a matar os donos;
cita o caso dos cachorros de Josabel que, tor-
nando-se furiosos, mataram o proprio senhor.

Entre os Egypcios, os caes gosavam a fa-
ma de possuirem attribuicbes divinas, perten-
cendo a classe dos chamados Deuses animaes.
Entre os povos daquella epocha, o p6 do esca-
rabeu era tido como remedio poderoso contra
a raiva. Esta medicacao s6 podia ser execu-
tada pelos denominados sacerdotes medicos,
pois o escarabeu tambem pertencia a classe dos
Deuses. Quem os sacrificasse era punido de
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morte, razao pela qual este tratamento era feito
debaixo de todo o sigilo. :

Nos tempos dos Gregos, a doenga devia ser
mui rara, pois Homero silencia por completo
sobre a raiva dos caes.

A zoonose era-lhe porém conhecida, pois
que um dos seus heroes, Tencer, accusa Hector
de ser um cdo raivoso. _

Os latinos nos informam melhor a respei-
to; assim, Celso, considerava a raiva um cas-
tigo dos Deuses. Affirma que é perfeitamente
evitavel e aconselha como tratamento preven-
tivo a suc¢ao da ferida com ventosas, cauteri-
sacao energica com ferro incandescente, san-
grias, banhos quentes ¢ lavagens da ferida com
lo¢bes feitas com vinho e vinagre. ;

Apesar de todos estes tratamentos preven-
tivos, o auctor confessa que a doenga se pode
manifestar, empregando-se entao, como recur-
so extremo, os banhos frios. Estes banhos se-
riam praticados, pegando o paciente despreve-
nido e atirando-o dentro dagua, obrigando-o a
beber o liquido para o qual elle demonstra visi-
vel horror. Além desses recursos terapeuticos,
era recommendada severa dieta, obrigando tam-
bem o paciente a tomar um purgativo em cada
tres dias.

Discoride aconselha tratamento analogo;

- sendo, porém, de opinidao que a doenca uma
vez declarada, apresenta sempre um prognos-
tico lethal. Plinio, que votava particular sym-
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pathia aos caes, detalhadas noticias fort
este respeito, dizendo que taes animaes J

atacados principalmente durante a canicuem;g.’i*
Aconselha administrar preventivamente aos
caes, carne de gallinha, durante 30 dias. De
uma forma evidentemente sceptica, refere-se a
todos os meios de cura, empregados no comba-
te 4 raiva, nao acreditando na receita dos sa-
cerdotes egypcios. Recommenda os cuidados
aconselhados por Celso e empresta alguma ef-
ficacia aos seguintes tratamentos: comer cri
o figado e a carne do cao mordedor e adminis-
trar internamente a genciana, camomilla e ou-
tras hervas em infusio.

O remedio por excellencia seria, porém; o
cha da raiz da roseira selvagem. Esta tisana
aconselhada por um oraculo, curdra um preto-
riano atacado de hydrophobia.

Tres seculos depois de Celso, Galeno acon-
selha como meio preventivo a excisao dos teci-
dos mordidos.

Os medicos da idade media continuaram na
mesma ignorancia dos seus antecessores, con-
tentando-se em repetir e aggravar ainda mais
os erros de seus antepassados.

Seus trabalhos deram curso as ideias mais
absurdas e extravagantes. Originaram-se SVs-
temas os mais variados, ridicul
de combater a doenca. Tal i
far o infeliz doente entred)
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evitar que sua respiragao empestasse o ar, pro-
pagando assim a raiva.

~ Esta pratica foi ainda observada por Wir-
chow no norte da Allemanha. Celebre ficou o
systema, tido como infallivel, de banhar-se o
individuo mordido pelo cao raivoso, nove vezes
nas aguas das praias da Normandia. Segundo
a crenga daquella epocha, sé essas praias pos-
sutam o dom de evitar a explosao da doenca.
Ate os nossos dias chegou a fama que gosava
Santo Umberto de preservar da raiva todo
aquelle que se lhe approximasse.

Taes ideias campearam até o comeco do se-
culo dezenove, quando ainda era a raiva consi-
derada como consequencia da accio do calor,
da fome, séde e abstinencia soffrida pelos caes.
A ninguem veio a ideia de consideral-a como
doenga infecciosa.

A partir dessa epocha percebe-se a influen-
cia manifesta dos estudos experimentaes em
taes assumptos, facto este que alias imprimiu
ao espirito scientifico uma nova orientacao,
permittindo apreciarmos em pathologia o avan-
¢o progressivo do homem, sempre em lucta com
0s mais variaveis males. Em 1804, Zinke obtem
a prova experimental da doenca, innoculando a
baba dum cao raivoso num outro animal da
mesnia especie. ' '

Foi porém depois dos geniaes estudos de
Pasteur, quando da descoberta do systema de
immunisacao anti-rabica, problema este que'jé
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mente scientifico.

Conceito actual sobre o corpusculo de Negri

Depois das celebres experiencias de Pas-
teur conseguindo reproduzir a raiva, por inno-
culacao subdural, em coelhos, e descobrindo o
methodo de immunisa¢ao preventiva da doen-
ca, dedicaram-se os pesquisadores com grande
afan 4 pesquisa do seu agente especifico. :

Em taes circumstancias, como era de pre-
ver, nao faltaram descobertas, demonstrando
cada auctor um microbio ou protozoario que se-
ria o causador da zoonose. A maior parte des-
tas descobertas, porém, passaram ao registro
dos factos historicos, visto como nao resisti-
ram aos embates de uma critica severa e des-
apaixonada. Outras conservaram-se de pé até
- nossos dias pelo menos sob certo ponto de vis-
ta. O proprio Pasteur, e com elle numerosos
observadores, dedicaram-se com afinco a estes
estudos, chegando mesmo a descrever, como
agente especifico da raiva, certas formagdes, ou
melhor granulacdes arredondadas de diametro
variavel. '

Noguchi pensa mesmo ter chegado a culti-
var estas granulacdes e num artigo original da
Press. med. de 1913 descreveu certas formas
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: 'fg‘rgr.h'ﬁl"szes ou nucleares, obtidas em' cultura
e com ’ﬁlatenal de animaes mortos de raiva pro-
_ﬂ.ﬂZldd pelo virus das ruas, virus de passagem
e virus fixo. Egualmente Volpino (Press. med.

1914, pg. 79), repetindo as experiencias de No-
guchi, observou nos tubos testemunhas nao se-
meados com o virus rabico, os mesmos corpus-
culos e concluiu que se tratava no caso de got-
tas de substancias lipoide proveniente do liqui-
do da cultura.

Em seu trabalho sobre a raiva (Wirch.
Archiv 1887) Babés insiste sobre a frequencia
de certos microbios de forma arredondada me:=
tacromaticos, cultivados pelo auctor e que
mesmo na segunda e terceira passagem eram
capazes de reproduzir a raiva com todo o cor-
tejo de symptomas classicos.

O auctor nao considera essas-formas como
sendo os agentes especificos da raiva, mas sim
conio simples associacdo na cultura dos verda-
deiros causadores da doenga. O microbio espe-
cifico seria impossivel ser evidenciado dade os
escassos recursos de investigacao daquella epo-
cha.

A unica descoberta que se tornou classica
e que, sob certo ponto de vista, ainda conserva
o seu valor original foi a de Negri quando em
1903 descreveu no systema nervoso central de
nimaes mortos. de raiva, pequenos corpusculos
considerados como o agente da zoonose.

Estes corpusculos foram classificados pelo

3
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auctor conto sendo protozoarios, conside?
como verdadeiros agentes do mal, dada o
cumstancia de serem encontrados constar™
mente em individuos atacados de raiva.

Tal verificacio agucou naturalmente a cu-
riosidade dos pesquizadores; sendo unanime-
mente confirmada. '

Somente Babes poude descrever formacoes

! analogas nas cellulas dos ganglios espinaes
dum cao intoxicado pelo arsenico. Além disto

foram descriptos corpusculos parecidos com o0s
de Negri no corno de Ammon de gatos nao rai-
vosos. Estas formagodes acham-se geralmente
situadas no cytoplasma ou nos grandes prolon-
gamentos dentriticos das cellulas nervosas.

Variaveis de dimensao, oscillando entre 1
a 27 microns, podem ser apreciados ultrapas-
sando taes dimensoes. Medem em media 3 a 8
microns, encontrando-se alguns porém tio dimi-
nutos, que attingem apenas os limites da visi-
bilidade. Inconstantes na férma, sdo em geral
ovoides ou arredondados conforme sua locali-
sacdo na cellula nervosa. Quando comprimidos
pelo nucieo do elemento cellular, pédem exte-
riorisar formas as mais variaveis, sendo em ge-
ral pequenos, quando localisados nos cylindros
eixos. De estructura reticular, sao delimitados
por uma membrana nitidamente differenciada,
permittindo apreciar um ou varios vacuolos.
Um halo transparente formado pela retracgao




tlf‘; cytoplasma, os separa nitidamente do pro-
“foplasma cellular.

Manouelian descreve no interior dos cor-
pusculos de Negri outras pequenas formacoes
arredondadas e mais claras, contendo estas,
por vezes, ainda outros pequenos corpusculos.
Estes ultimos seriam frequentemente substitui-
dos por pequenos bastonetes curtos.

A quantidade das inclusdes seria variavel
podendo attingir, nos grandes corpuscul(‘&s até
o numero de 30.

Apesar de alguns auctores negarem a exis-
tencia dos corpusculos de Negri na raiva de
virus fixos, Manouelian, em seus estudos com-
parativos entre estas duas especies de raiva,
encontrou nos centros nervosos de 148 coelhos
sacrificados em varios periodos da doenca, fre-
quentemente formacdes especiaes analogas aos
pequenos corpusculos descriptos por Negri na
Raiva das ruas.

Empregando o methodo de Mann, corou
cortes de corno de Amon, da cortex cerebral,
do cerebello, da protuberancia, do bulbo e me-
dulla espinal, e dos ganglios cerebro espinaes
e sympathicos dos animaes sacrificados.

Observou minusculas formagées coradas
em vermelho particularmente abundantes nas
cellulas do tecido da cortex cerebral e do corno
de Amon.

Observando as prepara¢des com objectivas
poderosas, encontrou algumas de tamanho tio
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pequeno, que apenas eram visiveis. Estes col
pusculos nao foram encontrados nos animacSY
testemunhas.

Além destas formacgdes verificam-se, fre-
quentemente, algumas outras maiores analo-
gas as de Negri, attingindo raramente a gran-
des proporcoes. Em taes circumstancias, po-
deni-se apreciar corpusculos invadindo toda a
area das cellulas pyramidaes do corno de Amon.

O auctor nao ousa concluir definitivamen-
te sohre a natureza dos corpusculos observa-
dos. Allude somente a Negri e a outros obser-
vadores que os consideraram como agentes es-
pecificos da raiva. Compara porém os corpus-
colos de Negri, sob o ponto de vista de sua for-
ma, estructura, caracter hysto-chimico e modo
de regressao, — pois observou que algumas for-
magoes mostravam caracter francamente dege-
nerativo, — aos corpusculos dos corpos resi-
duaes dos testiculos. Aconselha ainda aos au-
ctores mnao se pronunciarem apressadamente
sobre os elementos que acabamos de fazer al-
lusao.

Da Costa (Bull. da soc. portugueza de scien-
cias) descreveu-os nas glandulas suprarenaes
de cobaios innoculados com virus rabico e Ma-
nouelian nas cellulas nervosas dos ganglios das
glandulas salivaes de caes raivosos.

Além do homem, tem sido encontrado no
systema nervoso-de todas as classes de animaes
atacadas pela zoonose rabica, como sejam o ca-
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vallo, boi, cao, gato, coelho, cobaia, rato, ca-
mondongo e numa observacao publicada por
Viala e Manouelian numa leda importada da
Abyssinia.

Tratava-se dum lote de quatro ledas que
chegadas a Paris, o proprietario notou que uma
dellas mostrava-se triste, comendo muito mal
e conservando-se sempre tristonha e afastada
de suas companheiras. ]

No dia seguinte, mostrava-se muito agita-
da, urrando a todo o momento com uma tonali-
dade particularmente rouca. Vinte e quatro ho-
ras depois deste periodo de agitacao, manifes-
ta-se no animal uma paralysia do segmento pos-
terior que se accentuia rapidamente. No dia im-
mediato, a paralysia progride para os membros
anteriores e a ledba morre depois dum curto pe-
riodo de agonia.

Diagnosticada a raiva pelo veterinario, foi
feita a autopsia que nada revelou de anormal
nos differentes orgdos. A urina colhida por
punc¢ao da bexiga, revelou forte glycosuria.
Os cortes hystologicos do corno de Amon, co-
rados pelo methodo de Mann, demonstraram a
existencia de corpusculos de Negri em grande
quantidade. A emulsio do bulbo rachidiano,
innoculada na camara anterior do olho dum
coelho e nos musculos servicaes de duas co-
baias, produziram a raiva typica nestes ani-
maes depois de 15 dias de incubacao. Tratava-

- se pois no caso, indubitavelmente, de raiva, da-

Ut
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da a imagem clinica apresentada pelo animal:
a existencia de grande numero de corpusculos
de Negri no corno de Ammon e a experimenta-
¢ao positiva. ‘

Os auctores niao conseguem porém expli-
car o modo pelo qual o animal contrahiu a doen-
¢a. Lembram a eventualidade de ter sido mor-
dido por um cao ou por um animal de sua es-
pecie que estivesse raivoso, ou ainda-que, ten-
‘do-se alimentado de um animal doente, tenha-
se infectado por erosdo da mucosa buccal feita
por um osso da presa que lhe serviu de repasto.

A existencia dos corpusculos ‘descriptos
por Negri foi confirmada por um grande nu-
mero de auctores que se dedicaram ao estudc
do assumpto, sendo porém justamente sobre a
sua significacio que nem todos estao de ac-
cordo.

Como ja foi mencionado, o seu descobridor
considera-os como um protozoario. De opiniao
analoga sao, entre outros, Williams e Lowden
que consideram o agente da raiva representado
‘pelo corpusculo de Negri como um protozoario,
classificando-o na subordem chamada micros-
poridias. Em favor de tal hypothese, pugna
tambem Calkins que clasifica o corpusculo como
sendo um rhisopodo, dennminando-o de neuro-
cytos-hydrophobiae.

Tal ndo é a interpretagdo de Babeés a
peito da questao a que vimos de fazer allg¥
Repetindo as classicas experiencias de Ref
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ger e Schiider, que demonstraram a permeabi-

. “<lidade do agente da raiva através de certos fil-

tros impermeaveis para a maioria dos micro-
bios, demonstrou que o virus s6 atravessa 0s
filtros que ddao passagem a certos microbios
de diametro mais ou menos de 1 micron. Os
filtros que detém estes microbios tambem im-
pedem a passagem do virus rabico.

O auctor deduz de taes observacoes que o
agente da raiva deve oscillar nas proximidades
de 1 micron, explicando assim a difficuldade de
sua descoberta. Chegou mesmo a fazer passar
através de velas Bekerfeld certos bacillos ex-

tremamente finos, apenas visiveis com forte

augmento através dos quaes o virus rabico nao
passava mais.

Em sua communicacao a Academia da Ru-
mania (Outubro de 1904) conclue que o micro-
bio da raiva, ainda que diminuto, deveria com
toda a probabilidade, ser visivel. Partindo des-
te principio encontrou, por meio de methodos
especiaes (coloracao pelo Cajal-Giemsa) certos
graos duma pequenez extrema, dispostos como
fossem fina poeira no interior do cytoplasma
das cellulas nervosas, principalmente nas do
bulbo e da medulla. Nos animaes testemunhas,
nao doentes, estas granulagdes nao estavam
presentes. Como estas formacoes fossem maio-
res (ue um micron, podendo assim franquear
certos filtros, o auctor nao hesitou em consi-

deral-as como se fossem os microbios causado-
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res da raiva. O corpusculo de Negri seria po’% :
a

a expressao duma forte reacg¢ao local da cellul
nervosa, provocada pela invasio do parasita e
seguida de sequestracdo e incapsulacio dos
mesmos.

Esta reaccao seria talvez a demonstragao
duma maior resistencia de taes elementos ner;
vosos mais refractarios ao agente da raiva que
os das outras partes do systema nervoso.

Manouelian e Viala, em recente communi-
cacao publicada nos annaes do Instituto Pas-
teur de Paris, (Marco de 1924) voltaram nova-
mente a tratar do assumpto, confirmando as
ideias externadas em 1912 e por nos alludidas.
Os auctores insistem entdo sobre a existencia
de corpusculos atypicos, corando-se com me-
nos intensidade, apresentando-se de aspecto
violaceo e mesmo azulados. Em determinados
corpusculos, os detalhes estructuraes revelam-
se com menos nitidez, empallidecem, tornam-se
vacuolados, os contornos se apagam e, final-
mente, desapparecem no protoplasma da cellula
nervosa. Os auctores firmaram assim a con-
viccio de terem acompanhado todas as etapes
da degenerescencia dos corpusculos de Negri.

Imbuidos em taes ideias se propuzeram a
investigar a origem destes corpos e foi utilisan-
do fixadores especiaes e corando com grande
cuidado pelo methodo de Mann os cortes inclui-
dos em celoidina e parafina que chegaram a
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isolar ‘certas formas especiaes, que consideram
como sendo o agente causador da raiva.

Os exames praticados em individuos ataca-
dos de raiva das ruas e raiva de virus fixos
permittiram apreciar em todo o systema cere-
bro espinal, no systema nervoso sympathico,
nos nervos perifericos e nas glandulas salivares
as formacdes acima mencionadas.

A technica seguida pelos auctores foi a se-
guinte : '

Como elemento fixador, foi usado o subli-
mado alcool-aceptico de Gilson ou o sublimado ;
de Dominici. ' ety

A formula no reactivo de Gilson é a se-
guinte :

Acetona pura. 3
. Acido acetico christalisado. aa
. Chloroformio.

Ajunta-se o bi-chlorureto de mercurio em
po em excesso, preparando-se a mistura no mo-
mento de ser usada. et

Na occasidao de ser utilisada, junta-se got-
‘ta a gotta solugdo alcoolica de iodo, agitando o
liquido com uma haqueta de vidro, até que o
fixador tome cor acaju escura.

O liquido de Dominici deve ser preparado
‘extemporaneamente.

Decanta-se uma solucao aquosa saturada
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de sublimado, ajunta-se gotta a gotta, agitan-
do, tintura de iodo até o liquido tornar-se ala-
ranjado.

A 100 volumes desta solugdo -accrescen-
tam-se 12 volumes de formol a 40 9% e 5 volu-
mes de acido acetico. E’ preciso manter a. cor
alaranjada da mistura ainda que sejam -neces-
sarias mais algumas gottas de tintura de iodo.

. As pecas repousam neste fixador de duas
a vinte e quatro horas, passando-se em seguida
para o alcool ou acetona iodada. Os auctores
recommendam come condicdo -essencial para
observar os parasitas em questdo, a dupla-inclu-
sao em celoidina e parafina, operacao esta de
technica delicada que em seus tracos geraes
passamos a descrever.

Depois de incluir a peca em celoidina pelo
processo classico, evita-se o quanto possivel o
endurecimento desta substancia. Envolvesse a
peca numa ligeira camada da mesma substan-
cia e deixa-se seccar durante alguns minutos
e em. seguida mergulha-se a pega na solucao
Seoumte :

Alcool absoluto — 500 cm.?

Chloroformio — 50 ¢m.?

Ao cabo de algumas horas, transporta-se a
~ peca deste liquido para um dissolvente da para-
_fina, de preferencia o tolueno, depois pelo pro-
cesso commum inclue-se na parafina. Gracas

a este methodo, obtem-se preparagdes. muito
bellas e de grande nitidez, observando-se per-
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feitamente os prolongamentos cylindros-eixos
das cellulas nervosas. Procedidos os cortes as
preparacnes sao coradas pelo methodo de Mann
modificado por Manouelian que descreveremos
detalhadamente, quando tratarmos de diversos
processos para coloracdo dos corpusculos de
Negri.

Estudando a raiva das ruas em caes, foi
precisamente ao nivel das cellulas pyramidaes
do corno de Ammon, que os parasitas foram en-
contrados em maior quantidade de par com os
corpusculos de Negri. Corados pelo processo
de Mann se apresentam em vermelho vivo, for-
mando frequentemente agglomerados. Poédem
ser apreciados mesmo com pequeno augmento.

Examinados com a immersao mostram-se
alongados, periformes, de dimensdes variaveis,
oscillando entre 1 e 2 microns, havendo formas
muitissimo ‘menores attingindo o limite da vi-
sibilidade. As imagens mais desenvolvidas po-
dem evidenciar, a um forte augmento, granula-
coes de chromatina. A distribui¢io no interior
da cellula nervosa é muito inconstante, haven-
do cellulas em que sio mui raros e em outras
em (ue se apresentam em grande numero. Nac
p6édem ser confundidos com as formacGes de
Negri, dado o seu aspecto fusiforme, sua colo
racio mais intensa e a falta do halo branco que
sempre circumda os corpusculos de Negri.

Os auctores pensam ter observado férmas
intermediarias entre estas duas entidades. As-




sim em certas cellulas sobresahem aglopR¥
dos dos parasitas que pela sua reuniao pi?}. ~.
ram a forma individual, formando um todo de
. contorno regular apparentemente assemelhan-
do-se aos corpusculos de Negri. Os alludidos
corpusculos seriam pois a expressao de uma
reaccao mais ou menos intensa da cellula ner-
vosa contra a invasao dos parasitas que aglo-
merados e agglutinados formariam os corpus-
culos de Negri.

A propriedade de agglutinar os parasitas
seria o apanagio das cellulas nervosas, pois nas
cellulas das glandulas salivares, onde pullulam
os parasitas, os corpos de Negri ndo seriam en-
contiaveis.

Entretanto foram observados por wvarios
auctores nas cellulas nervosas dos ganglios des-
tas glandulas. Explicam a differenga existen-
te entre os corpusculos encontrados nos indivi-
duos atacados de raiva das ruas e os innocula-
dos pelo virus fixo, na reaccao especial das cel-
lulas nervosas a um virus exaltado como € o
fixo. Os parasitas além de se corarem pelo
azul polychromo, pelo eosina e o azul de tului-
dina e Giemsa, sdo acidos resistentes como o
bacillo de Koch. Coram-se pelo Gramm e nao
sio impregnados pelo methodo de Ramon e
Cajal. :

As lesbes das glandulas salivares nos indi-
viduos atacados de raiva sao mui variaveis,
sendo a histologia pathologica impotente para
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affirmar, duma maneira peremptoria, o dia-
gnostico da doencga. Grande foi o esforco dos
pesquizadores em achar um signal que fosse
caracteristico, pois, em alguns casos o exame
da massa encephalica torna-se impraticavel,
sendo de grande importancia o exame das
glandulas salivares.

De facfo, como ja foi mencionado, conse-
guiram corar nas cellulas dos ganglios destas
glandulas corpusculos identicos aos de Negri,
facilitando assim em taes circumstancias o dia-
gnostico. Os parasitas da raiva, porém, foram
encontrados nos ganglios nervosos e tambem
no interior das cellulas glandulares, quer espar-
sos, quer reunidos, formando grupos, as vezes
em numero consideravel. Sdo principalmente
encontraveis nas regides em que a glandula é
mais. aggredida e as cellulas mais alteradas. "
Acham-se em grande numero no interior dos
canaliculos glandulares, ficando assim explica-
da a sua presenca na baba.

A conclusio a que chegaram os auctores na
descoberta do agente da raiva haseia-se nos se-
guintes factos :

Os parasitas foram constantemente obser-
vados nos orgdos virulentos, sua forma e estru-
ctura nao permittem confusio com os elemen-
tos constituintes das cellulas nervosas. A pre-
senca nas glandulas salivares ¢ as reaccbes co-
rantes fazem crer que se trata, no caso, dum
protozoario. Insistem sobre a presenca dos al-
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ludidos parasitas no interior da cellula nervosa,
relacionando este facto ao da incurabilidade da
molestia. Da mesma férma, porque conside-
ram o prognostico sombrio da paralysia geral,
devido a presenca dos spirochetas no interior
das cellulas nervosas. Julgam quando estas
sao invadidas por um parasita, o prognostico
da doenga torna-se extremamente grave.

Como as formas a que alludimos tenham
particular semelhanga com as descriptas por
Doer e Zdansky na poliomyelite experimental
do coelho, julgando estes autores tratar-se dum
protozoario, creando assim o genero encepha-
litozoon (Levadite), Mancuelian e Viola para
nio crearem um novo nome denominam os pa-
rasitas geradores da raiva de encephalitozoon
rabiei.

Importancia do corpusculo de Negri no
diagnostico da raiva

Do que acabamos de expor, resalta clara-
mente o grande valor que se deve attribuir aos
corpusculos de Negri no diagnostico da raiva.
Emquanto nio for confirmada a descoberta do
encephalitozoon rabiei por grande numero de
pesquizadores e nao se vulgarisar e simplificar
os meios de suas pesquizas, sera ainda a pes-
quiza das formacoes descriptas por Negri que
teremos de recorrer, como um meio seguro e




2 v_qi.” N

,ﬁ’
sobremodo no corno de Ammon dos animaes

AL S

1‘;}111([0 para diagnosticar a raiva. Com effeito,
CSHLS formacoes encontram-se constantemente,

atacados de raiva, existindo tao somente nesta
doenca. Grande numero de pesquizas foram
feitas no systema nervoso de individuos sof-
frendo de paralysia geral, doenca do somno e
em individuos de idade avancada, sendo sempre
impossivel encontrar formacoes analogas em
taes casos. Sendo por vezes negativas as pro-
prias provas experimentaes, estas que. quando
positivas tudo elucidam, todavia ao lado deste
recurso nunca devemos abandonar a pesquiza
dos corpusculos de Negri, visto como, pela ra-
pidez do exame e constancia de sua presenca,
representam um valioso elemento para o dia-
gnostico do mal em foco. Tal facto no refe-
rente a experimentacao, esta em flagrante con-
traste com a assercao de Kolle-Hecht, affir-
mando que a emulsdo do bulbo innoculada sub-
duralmente em coelhos reproduz a raiva com
ahsoluta certeza, depois duma incubacao de tres
semanas pouco mais ou menos. '

Das innoculacoes subduraes por nos feitas
em oito coelhos com material retirado do bulbo
de oito bois mortos de raiva, s6 dois reagiram
com symptomas classicos da raiva depois de 3
semanas de innoculaciao. Manouelian, num rela-
torio dos annaes do Instituto Pasteur de 1912,
refere-se a factos analogos nos numerosos casos
de raiva por elle estudados. Em 9 dos casos, ape-
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uma vez poe em foco, no que pese a opinido de
Kolle e Hecht o absolutismo em medicina, ma-
ximé no terreno da experimentacio. Factos
analogos foram relatados pelo professor Gon-
calves Vianna, que numa das sessdes da Socie-
dade de Medicina de Porto Alegre (1924), se
insurgindo contra as formulas mathematicas
em medicina, alludiu justamente a este mesmo
facto que acabamos de commentar. Declarou
o professor Vianna que em doze annos de tra-
balho no Instituto Pasteur da Faculdade de
Medicina de Porto Alegre, mais de uma vez as-
sistira, coelhos resistirem a innoculagio pelo
virus fixo, interrompendo entdo assim a série.

Para explicar tal eventualidade, Manoue-
lian suggere varias possibilidades, taes como a
destruicao do germen ou a sua existencia em
pequena quantidade no bulbo nao sendo suffi-
ciente para declarar a doenga no animal inno-
culado.

Lembra ainda a possibilidade de ser o ani-
mal refractario 4 doenca possuindo immunida-
de natural. Como os animaes chegados ao Ins-
tituto Pasteur, de Paris, acham-se frequente-
mente em mao estado de conservagao, o auctor
¢ obrigado a recorrer 4 innoculagio intramus-
ctilar, pois a subdural produziria infeccio e
morte rapida do coelho ou cobaia injectada.
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;,‘Julga o auctor que a mnoculagao intramus-

.dG,.ma emulsao dc) bulbo dLbL(.S llldIVLdLIUb inno-
culagoes subduraes em coelhos e innoculagies
nos musculos do pescogo de cobaias. Os coe-
lhos passados 17 dias apresentaram paralysia
typica, morrendo dois dias depois. As cobaias
nada soffreram, conservando-se mezes apos
ainda com perfeita saude.

Destas observagdes resalta a importancia
que tem a via de innoculagdo para se obter a
raiva experimental, ndo explicando, porém, o

" facto da mesma por vezes falsear, pois, nas nos-
sas observacdes alguns coelhos tinham sido in-
noculados subduralmente pelo virus exaltado ao
maximo e os outros haviam sido innoculados
tambem pela via subdural com emulsao de bul-
bo de bovinos mortos de raiva. Taes animaes
nao apresentaram a minima alteracao no seu
estado de saude.

Acreditamos, pois, que nos nossos casos os

animaes possuiam immunidade natural contra
a doenca. Mais uma vez confirmadas vemos as

nossas observacdes com respeito 4 importancia
que tem a pesquiza do corpusculo de Negri no
diagnostico da raiva, pois, a despeito dos sym-
ptomas clinicos, falhando as provas experimen-
taes, ficariamos em duvida sobre o diagnostico
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se nao tivessemos a certeza de ter encontra
corpusculos de Negri typicos no corno de At
mon dos animaes em questao.

Comparacao dos differentes methodos

Para pesquizarmos o corpusculo de Negri
recorremos a tres processos e, estudando-os,
procuraremos neste singelo e despretencioso
trabalho, expondo os resultados colhidos, ao
mesmo tempo apreciar comparativamente as
vantagens que cada um offerece no seu empre-
go para o diagnostico laboratorial da raiva.

O processo chamado de impressao, usado
principalmente pelos Americanos, gosando de
grande credito neste paiz no diagnostico da rai-
va, consiste no seguinte: Em pequeno pedaco
de madeira de preferencia porosa ou melhor em
uma. cortiga, colloca-se uma seccio transversal
do Corno de Ammon e com uma lamina exerce-
se uma ligeira pressao de modo a por em realce
os contornos do corte. Numa mesma lamina
pédem-se fazer tres impressoes, tornando-se as-
sim mais economico e rapido o exame.

Deixa-se seccar e trata-se a lamina assim
preparada por uma solu¢io de acido picrico a
1 9%, durante 2 minutos. Tal solucio actia
como mordente fixador. Lava-se bem, e no
momniento de ser usada prepara-se a4 parte a se-
guinte solugao : :
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Agua desgl}ada' 10 cm.?
Solugfié alcoolica saturada
de’ fuchsina - V a VII gottas

Soluqij?;i_._ alcoolica saturada
de a"_?:ﬁ‘l-‘:de methylena...... 1em:?

Cobre-se a lamina com esta solucao assim
recentemente preparada, leva-se ao fogo com
as mesmas precaugoes usadas na pesquiza do
bacillo de Koch.

Lava-se novamente a preparacao e depois
de seccar leva-se ao microscopio.

Os auctores Americanos preferem este me-
thodo devido a sua grande simplicidade e & ra-
pidez com que se pode fazer o diagnostico da
doenga, gastando-se como tempo de preparagao
do material, isto é a coloragao, mais ou menos
meia hora.

Affirmam ainda que por este processo 0s
corpusculos de Negri resaltam melhor a vista,
contrastando a sua colora¢ao vermelha intensa
coni o fundo da preparacao que se apresenta
corada em azul.

A estructura intima do corpusculo seria
entao mais visivel por este methodo.

Em nossas preparacoes pessoaes nao pode-
mos verificar esta ultima affirmacao, pois nas
numerosas impressoes por nos examinadas o
corpusculo de Negri, embora sempre presente,
corado em vermelho conforme a descrip¢ao
acima feita, pareceu-nos que a sua estructura
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de Negri corados pelo pProcesso
americano :

Corpusculos
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intima era menos evidente do que no processo
chamado de Mann.

Apezar deste inconveniente por nos apre-
ciado, em nada altera o seu enorme valor no
diagnostico da raiva, principalmente nos casos
em que nao se dispoe de laboratorios especiaes,
sempre precisos para poOr em execugao 0s otl-
tros processos. Com um simples 111icro$c.opi(3
de viagem, alguns vidros de reactivos e uma
lampada de alcool achamo-nos apparelhados
para diagnosticar a zoonose no proprio local da
colheita de material.

Eis pois, a nosso ver, o seu maior valimen-
to, isto é, 0 ser extremamente pratico.

O segundo methodo descripto por S. An-
driani sobretudo empregado pelo auctor para
evidenciar o corpusculo de Negri nas prepara-
coes de Corno de Amon de animaes mortos de
raiva é o seguinte : :

Fixam-se durante uma a duas horas na ace-
tona pequenos fragmentos de Corno de Ammon
tendo estes a espessura de 3 millimetros mais
ou menos.

Incluem-se em seguida estas pecgas, em pa-
rafina depois de terem estddo meia hora no
xylol e igualmente meia hora no xylol parafina,
bem como uma hora na parafina pura.

Em segnida praticam-se cortes em série
com a espessura mais ou menos de 5 microns.

Deixam-se seccar na estufa e desembara-
cando-se as preparagdes da parafina pelo xylol



deshydratando-se-a pelo alcool absoluto. As-
sim preparada mergulha-se a mesma durante 5
a 10 minutos na seguinte solugao corante :

Verde de madlachita......... 0,20
Alaranjado G 2,0
Alcool a 90 10 cm.?
Agua destillada 105 cm.?

¢ lazendo-se em seguida actuar, durante dois
a tres minutos sem lavar previamente a prepa-
ragao, a solucao seguinte:

Acido cheomien: o .. =050
Alumen. de potassa........... 0,01
Agua destillada 100 ecm.?

Lava-se durante 20 segundos mais ou me-
nos a preparac¢io na agua corrente, collocando-
se-a em seguida no alcool absoluto onde ella
perde o excesso de verde e adquire uma cor ro-
sea. Clareia-se emfim pelo xylol, montando-se
em seguida a preparagao com o Balsamo de
Canada.

As formacoes de Negri apparecem nitida-
mente coradas em verde, sobresahindo num
fundo representado pelo elemento nervoso que
se acha corado em amarello alaranjado.

O protoplasma e os nucleos das cellulas
nervosas tomam uma cor alaranjada aprecian-
do-se o nucleo mais intensamente corado que o
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cytoplasma. Aprecia-se a nevroglia com uma
coloracao de amarello desmaiado.

Temos assim um excellente fundo para os
corpusculos de Negri e corados em verde sobre-
sahem intensamente do resto da preparacao,
apresentando-se com suas férmas classicas ar-
redondadas ou ovoides. :

No seu interior muitas vezes apreciamos
vacuolos verde pallido ou refrangentes em cujo
interior ainda o auctor diz podermos frequen-
temente encontrar pequenos pontos brilhantes,
o que neste processo corresponde aos corpuscu-
los de Volpino.

O auctor considera este methodo superior
aos outros empregados para o mesmo fim, de-
vido 4 facilidade com que se fixa a preparacao
e a rapidez e facilidade com que se coram os
cortes. Estes assim obtidos sao elegantes e se
conservam durante longo tempo.

O auctor aconselha usar tal processo quan-
do ha urgencia em fornecer o diagnostico da
doenca.

Para obtermos preparacdes bem coradas e
nitidas, fomos obrigados a modificar ligeira-
mente o processo aconselhado pelo auctor. As-
sim, a0 envez de deixar corar somente 15 minu
tos pelo primeiro reactivo, deixamos sob a accao
do mesmo durante meia hora. As preparacoes
obtidas, seguindo 4 risca os conselhos do au-
ctor, ndo se apresentam tdo nitidas como se-
guindo o criterio por nés adoptado. -
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Fizemos ainda agir, em certas preparagdoes,
o primeiro reactivo durante duas, oito e vinte
e quatro horas e nao encontramos differencas
sensiveis; somente as cellulas e nucleos cellula-
res se apresentavam corados de cor alaranjada
mais intensa.

Os corpusculos nao se coram mais intensa-
mente do .que quando deixamos agir o reactivo
somente meia hora.

O terceiro e ultimo processo por nos usado
foi o de Mann modificado por Manouelian, o
qual consiste no seguinte :

Depois de obtermos pequenos fragmentos
de Corno de Ammon dos animaes a examinar,
poem-se estas pecas no fixador seguinte:

Acetona a 50° 50 cm.?
Tintura de iodo 6 gottas

Abandonam-se durante meia hora as pecas
neste liquido e em seguida passam-se para a
acetona pura.

Ao cabo de um quarto de hora pode-se pro-
ceder a inclusdo na parafina que dura mais ou
menos meia hora. Os cortes feitos em série,
montados em laminas e seccos a estufa sio en-
tdo corados da seguinte maneira :

Faz-se primeiramente agir durante duas
horas em media o reactivo de Mann aquecido
a 40° : 3




corado pelo methodo de

Corpusculo de Negri
Mann
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Solucdo aquosa de azul de

methylena 8. 1 % oo i J.em.”
Solug. aquosa de eosina a 1% 45 cm.?

Agua destillada........... S 100 ci.?

Em seguida lava-se rapidarwgnte n'agua -
corrente. Deshydrata-se pelo alcool absokatd e
faz-se agir a solugdo que vamos citar :

Alcool absoluto..eee 2 oL5 30 cm.®

Solucido de soda caust. a 1 9 10 gottas

Espera-se até que os cortes tornem-se ver-
melhos. Lava-se novamente no alcool absoluto
afim de extrahir toda a soda caustica. Depois
disto mergulha-se a preparacdo n’agua ordina-
ria, perdendo a mesma a cor vermelha apresen-
tando-se entdao azulada.

Faz-se agir em seguida a seguinte solugao:

Agus destillada. i i 40 cm.?
Aiilo- atelitn i bt 2 gottas

e immediatamente as preparacdes tornam-se
azues.

Deixa-se neste ultimo liquido, durante al-
ouns minutos, e deshydrata-se-a pelo alcool ab-
soluto. Clareia-se pelo xylol e monta-se a pre-
paracio com Balsamo do Canada.

Por este processo, o fundo da preparacao
revela-se corado em azul muito claro, o cyto-
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plasma das cellulas nervosas em azul mais in-
tenso e os nucleos em azul muito carregado.
Soémente os corpusculos de Negri apresentam-
se corados em vermelho intenso no interior das
cellulas nervosas, apreciando-se nitidamente a
sua estructura alveolar.

Noutras preparacoes fizemos agir o liquido
de Mann durante mais tempo, vinte e quatro
horas por exemplo, onbservando entao. que o0s
corpusculos acima citados apresentavam-se
mais ou menos da mesma maneira do que no
methodo precedente, quando deixavamos em
contacto com o reactivo somente duas horas.

Nao tivemos resultados tao satisfactorios
fazendo actuar o lignido de Mann s6mente 5
minutos como querem Kolle e Hecht em seu
tratado de Microbiologia.

Por este processo os corpusculos nao se
apresentam tio bem corados como pelo metho-
do precedente e a sua estructura intima ¢ me-
nos apreciavel. -

Ap6s o estudo deste methodo, podemos di-
zer que ¢ incontestavelmente o ultimo de tech-
nica mais difficil e complicada sendo porém,
a nosso veér, o que fornece preparacdes mais
nitidas, deixando melhor perceber a estructura
intima dos corpusculos o que em geral ndo se
- yerifica com 0s outros processos. '
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CONCLUSOES

De tudo que acabamos de expor neste pe-
queno e despretencioso trabalho, podemos con-
eluir que :

Segundo as pesquizas modernas de Ma-
nouelian ¢ Viala, os corpusculos de Negri po-
dem ser considerados como o resultado d'uma
degenerescencia dosparasitas da raiva no inte-
rior da cellula nervosa.

(ue estes corpusculos encontraveis de ma-
neira constante nos individuos infectados pela
raiva, e como vimos de mui facil pesquiza, apre-
sentam no diagnostico da zoonose, quando da
sta verificacao, uma importancia real.

Oue quando ha urgencia no diagnostico da
raiva ¢ incontestavelmente o methodo Ameri-
cano que melhor corresponde a tal exigencia,
tanto mais quanto o mesmo pela simplicidade
de sua technica e singeleza de apparelhagem
permitte a execugdo da pesquiza, mesmo na
falta de um laboratorio bem montado.

Oue o segundo methodo por nos focado,
sob o ponto de vista da rapidez de execucdo, fi-
caria como que intermediario entre o America-
on e o de Mann, sobresahindo todavia a nitidez
dos corpusculos no referente 4 sua coloracao,
sendo a sua estructura intima menos visivel que
nos outros methodos.

(Jue embora sendo mais complexo e delica-

do em technica, o methodo de Mann, é de todos
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-0 que permitte ao lado de bellas coloragoes,
apreciar com nitidez absoluta a estructura in-
tima das formacoes de Negri.

Por ultimo, parece-nos o facto até hoje tao
discutido, de certos filtrados de emulsao de sub-
stancia virulenta reproduzirem a raiva por in-
noculagao, possa ser explicado pela passagem
de certos parasitas extremamente pequenos
através dos alludidos filtros.
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