Suscetibilidade de camondongos ao virus amarilico
| administrado por vias extraneurais (*)
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As vias de inoculacdo pelas quais as infe¢des sdo produzidas em animais,
para diversos virus patogénicos, tem importancia particular, ajudando a cara-
cterizar diferentes amostras de virus, assim como servindo para indicar pos-
siveis moods de transmissdo. Por outro lado, a suscetibilidade de diferentes
espécies de animais, para uma dada amostra de virus, pode ser comparada,
de acordo com as respostas a inoculacdo por varias vias; e, ademais, nas
experiéncias feitas com uma tunica espécie de animal, é possivel comparar
diferentes virus, de acordo com a capacidade de infeccdo ou de imunizacao,
quando inoculado por vias diversas. Em tais experiéncias, pode-se demons-
trar a afinidade especial de um tecido para um dado virus, e tambem sua
capacidade de invadir o animal pela circulacdo em geral ou de outra maneira.

Contudo, uma vez escolhida uma dada espécie de animal, certos fatores,
dentre os quais a idade é provavelmente o mais importante, podem afetar a
resisténcia oferecida por qualque via.

O virus da febre amarela é representado por um grande niimero de
amostras, quer naturais, quer modificadas por processos de laboratério, as
quais possuem diferentes graus de viruléncia e afinidades tissulares.
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Em camondongo, ha muito é conhecido que o virus da febre amarela
é apenas capaz de produzir infeccdo no sistema nervoso. A diferenciacdo de
varias amostras, por infeccdo intracerebral em camondongos, s6 pode ser
feita de maneira geral, de acordo com o periodo de incubacido da doenca e
o tempo médio de sobrevida depois da inoculacdo de quantidades equivalen-
tes em D. M. M. As infec¢bes produzidas por inoculagbes extraneurais de-
pendem da capacidade do virus alcancar o sistema nervoso, do local de
inoculacdo. Em camondongos adultos, exceto por via intranasal, via nervo
olfativo, as barreiras do sistema nervoso central sao suficientes, e o virus
em circulacdo, devido & inoculacdo extraneural, raramente pode se localizar
no tecido nervoso, a menos que tais defesas sejam rompidas, por uma pre-
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* Recebido para publicacio a 1 de marco ¢ dado & publicidade em abril de 1943.
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liminar inoculagdo de goma intracerebral. Essas barreiras, contudo, desen-
volvem-se com a idade; assim, se se usa camondongos nos quais estas defesas
naturais estao incompletamente desenvolvidas, ou nos quais as barreiras tive-
rem sido rompidas, pode-se fazer o estudo sobre a capacidade de amostras
atingirem o sistema nervoso. O camondongo pode tornar-se, neste caso, um
animal util para a medida de capacidade geral de invasio de uma amostra
de virus, alem de demonstrar simplesmente suas qualidades neurotrépicas.

Nesta comunicag¢do sdo relatados os estudos sobre as possibilidades de
invasdo, de diferentes amostras de virus, em camondongos de varias idades,
nos quais o virus foi administrado por diversas vias, e os resultados obser-
vados.

MATERIAL E METODOS

1. Amostras de virus :

a) Virus neutrotrépico Francés; obtido do cérebro de camondongos
moribundos com encefalite, da passagem 555.

b) Virus de vacina : virus 17D; material dessecado de um lote de
vacina (A. 660) preparado com soro humano e embrides de pintos
infectados. |

c) Virus Asibi : obtido de soros de Rhesus infectados e sangrados
no 3.2 e 4.° dia. Os soros foram dessecados e rehidratados no
momento de usar.

d) Virus Asibi Egg I: cuja origem (1) foi a 19.2 subcultura em
meio do tipo de Maitland contendo tecidos de embrido de camon-
dongos e depois mantido em série por inoculacdo direta em em-
brido de galinha; foi usado material da 81.* passagem.

e) Asibi Egg Il : é semelhante & amostra anterior, mas o virus
original é de soro de macaco; foi usado material da 8.* passagem.

2. Animais : Camondongos suicos, criados no Laboratério. Foram usa-
dos camondongos muito jovens, de 0-6 dias, camondongos recem-
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desmamados, isto é, com 21 dias e adultos de 36 dias.

3. Inoculacées : as diferentes técnicas de inoculacdo para cada tipo de
experiéncia serdo descritas no préprio texto de cada experiéncia.
Aqui relatamos apenas a inoculacio intracerebral de goma, feita em
alguns grupos de camondongos com 21 dias e em todos os adultos.
Prepara-se uma emulsio de goma de amido a 2 % e inocula-se
0,03 cm.3 intracerebral, usando seringa de tuberculina; esta inocula-
cao é feita, comumente, 1 hora antes da administracio de virus.
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4. Observacées :

a) Os animais foram observados, diariamente, durante 30 dias e
todos os sintomas registados em cartdes adequados.

b) Prova de imunidade: Findo o prazo de observacao, todos os
camondongos foram inoculados com 0,03 cm3 de goma de amido
a 2 9%, por via intracerebral e 0,20 cm3 intraperitoneal, de sus-
pensio a 15 % (em solugio fisioldgica) de virus neurotrépico
Francés, de passagem em cérebro de camondongo. Quando nio
ha imunidade, os camondongos morrem, em geral, do 5.° ao 10.° dia.

5. Titulos :

As quantidades de virus foram determinadas pela inoculacio intra-
cerebral em camondongos suigos, adultos, anestesiados pelo eter, de
0,03 cm3 para cada camondongo, de diversas suspensdes.

Foram preparadas diluicdes decimais de virus e com cada qual
inoculado um grupo de 6 camondongos. A mortalidade de 50 %, o.
ponto limite na titulacdo, foi calculada pelo método de Reed e

Muench (2). Uma D. M. M. ¢é definida com a quantidade de

virus contida em 0,03 ¢cm3 da diluicdo “ponto-limite".

Virus neurotropico deu titulo baixo, == 1.000.000; usamos, nas
experiéncias, suspensao a 10 %.

Virus de vacina foi usado em suspensao rehidratada, cujo titulo

foi de = 5.000.

O titulo do virus Asibi usado, foi 400.000; Asibi Egg [ e III
deram titulos de 10.000 e 5.000 respectivamente.

PARTE EXPERIMENTAL

I. Instilacdo de virus nas narinas.

A mucosa nasal é uma das mais sensiveis para a penetracdo do virus,
talvez mesmo podendo-se considerar como uma modalidade de inoculacio
neural, mas de interesse para comparacdo de varias amostras de virus ama-
rilico. Findlay e Clarke (3) conseguiram infectar macacos e camondongos
por instilagcdo nasal de virus; em 50 camondongos, 36 tiveram encefalite e,
dos 6 macacos usados, 5 ficaram doentes.

Nesta experiéncia trabalhamos apenas com camondongos jovens, de 21
dias, e dois métodos diversos foram usados para instilagdo do virus; no pri-
meiro deixou-se cair lentamente a suspensdo sobre as narinas e, pela inspira-
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cdo, o liquido penetrou com facilidade nas fossas nasais; no outrc método, a
agulha foi introduzida com facilidade alguns milimetros para dentro das na-
rinas, injetando-se o liquido lentamente; com o animal anestesiado, ¢ minimo
o perigo de feri-lo, sendo talvez esta a melhor técnica, pois sabemos exata-

mente a quantidade posta em contacto com a mucosa.

Experimentamos 3 amostras de virus e observamos os animais durante
30 dias; findo este prazo, todos foram inoculados, afim de estudarmos as
possibilidades de desenvolvimento da imunidade.

A amostra de virus neurotrépico foi instilada na concentracio de
+ 100.000 D. M. M. por 0,03 cm3, em 23 camondongos, com e sem goma
intracerebral, o que ndo mostrou diferengas nos resultados. 74 % dos camon-
dongos morreram com encefalite e os restantes demonstraram ter adquirido
immunidade (Quadro n. I).

QUADRO N. I
RESULTADOS DA INSTILACAO DE VIRUS NAS NARINAS DE CAMONDONGOS COM 21 DIAS

VIRUS RESULTADOS

) - GOMA |N. DE CAMON-

Amostra ?ﬂs%&dﬁ' o o mloi.toiéc. inli-ng: in;lt;gfts:(lio in%;cd?'

encefalite | ¢ao
Neurotr............| * 100.000 S 11 & 3 11 10C
Neurotr........ + 100.000 N 12 9 3 12 100
As'bi.......... ... + 400.000 S ) 11 2 9 11 | 100
Asibi. + 400.000 N 12 5 7 12 100
Vacina.,........... + 10.000 S 12 0 7 7 58-
Vacina. _ e + 106.000 N 12 0 11 11 91
l

O virus Asibi, empregado na concentracio de == 400.000 D. M. M.,
para 0,03 cm3 foi instilado em 23 camondongos, dos quais 7 morreram com
sintomas de encefalite e os sobreviventes provaram ter adquirido imunidade,

guando reinoculados.

Por ultimo, usamos a amostra de virus de vacina (17D), na concen-
tracido de = 5.000 D. M. M., por 0,03 cm3 (instilamos 0,06 cm3) em
24 camondongos. Nenhum morreu de encefalite, mas, quando reinoculados,
18 mostraram-se imunes, ou melhor 75 %.

Devido a discordancia entre as concentracbes empregadas, ha apenas
possibilidades de comparar as amostras neurotrépica e Asibi. Ambas teem
forte poder infectante por via nasal, talvez um pouco mais acentuado na
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primeira. Examinando em conjunto, observamos que, em 46 camondongos,
24 morreram de encefalite, ou seja 52 9%, resultados estes de acordo com os
de Findlay e Clarke, que obtiveram, porem, percentagens mais elevadas (729 ).

E’ muito possivel que, se empregassemos virus de vacina em concentra-
cao idéntica & amostra Asibi, por exemplo, obtivéssemos diversos camondon-
gos mortos por encefalite.

Temos a impressao que a inoculagido intracerebral de goma de amido
ndo tem influéncia neste caso. O fato de ter havido maior nimero de mortos
com encefalite e, no caso de virus de vacina, maior nimero de imunes, nos ani-
mais que nao receberam goma, nao parece ter uma significacido especial.
Ora, é légico assim supor, ja que devemos considerar como a mais prova-
vel via de infeccdo a penetraciao do virus pelos espacos linfaticos perineurais
dos nervos olfativos, se bem que nao possa ser de todo afastada a hipétese
de penetracdo por via sanguinea. | |

- 1II. Instilacdo de virus no ouvido.

A possibilidade de infectar camcndongos jovens por passagem de virus
através da mucosa intacta do ouvido, foi estudada por nés, com trés amos-
tras diferentes. A instilacdo foi feita deixando-se cair, gota a gota, o volume
desejado, o mais internamente possivel, em comondongos anestesiados pelo
eter. Todos os cuidados foram tomados afim de que ndo se produzisse qual-
quer solucdo de continuidade na mucosa, que pudesse alterar os resultados

da experiéncia. Usamos apenas camondongos de 21 dias, de modo que, para
cada material, um grupo fosse previamente inoculado com goma intracerebral

(Quadro n. II).

QUADRO N. II
RESULTADOS DA INSTILACAO DE VIRUS NO OUVIDO DE CAMONDONGOS COM 21 DIAS

VIRUS RESULTADOS
GOMA |N. DE CAMON-
Amostra ]i:1)1‘stli\11a‘dah§' - PORERR de riIc;rtqs d N. . ’%‘otal /2
c. encefalite e 1munes infetado de infeccio
i

Neurotr........... + 100.000 S 11 0 5 5) 45
Neurotr........... + 100.000 | N 12 0 4 4 33
Asibt.............. + 400.000 S 11 0 3 3 27
Asibl.......... ... _ + 400.000 N 9 0 2 2 22
Vaema............ + 10.000 S 12 0 1 1 8
Vacina............. + 10.000 N 11 0 0 0 0
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Instilamos em 23 camondongos cerca de 100.000 D. M. M. de virus
neurotrépico. Nao foi observado qualquer sintoma de infeccio durante o
periodo de observac¢des, mas, quando inoculados para prova de imunidade,
9 mostraram-se imunes, ou seja 39 %.

Da amostra viscerotrépica Asibi, instilamos 0,03 cm3 de suspensio cor-
respondente a + 400.000 D. M .M., em 20 camondongos; assim como na
amostra anterior, nenhum animal morreu durante os 30 dias de observacao,

mas 5 adquiriram imunidade, isto é, 25 %.

Por fim, em 23 camondongos, nos quais foi instilado 0,06 cm3 de virus
de vacina, correspondendo a cerca de 10.000 D. M. M., apenas 1 mos-
trou-se imune, na prova de imunidade.

Estes resultados teem algum interesse, pois sugerem que o virus pode
atravessar a mucosa do ouvido, se bem que com dificuldade e dar infeccio
inaparente, porem revelada na prova de imunidade. O ntimero total de ani-
mais imunes, isto é, 15 em 66, cerca de 23 % (ou 32 9% se nos referirmos
somente ao virus Asibi e neurotrépico, pois o virus de vacina foi empregado
em concentragao muito menor) ¢é relativamente elevado e afasta a hipétese
destes casos serem devidos a escoriagdes no momento da instilacdo, ou mesmo
uma rutura da membrana do timpano.

III. Instilacdo de virus no olho.

A possibilidade de infectar animais por penetracio do virus amarilico
através da cérnea intacta ou escarificada, ou pela conjuntiva, ainda nio levou,
os diversos pesquisadores, a um acordo.

Assim Beeuwkes (4) acha que o virus nido pode penetrar através da
conjuntiva e, mais tarde, Theiler (5) n&do obteve infeccio de camondongos
depondo o virus na cérnea, mesmo esfregando ou escarificando, mas con-
seguiu matéa-los inoculando no olho; entretanto, os sobreviventes nio demons-
traram ter adquirido imunidade. Por outro lado, Marchoux (6) conseguiu
infectar Rhesus por deposi¢do de virus no saco conjuntival e idénticos resul-
tados obtiveram Aragdo e Costa Lima (7) usando fezes de mosquitos infec-
tados; alem destes, Findlay e Clarke (3) instilaram virus neurotrépico no
saco conjuntival de 20 camondongos e 8 tiveram encefalite. Noés pretende-
mos trazer uma pequena contribuicdo para este estudo, verificando a pos-
sibilidade de infectar camondongos com diversas amostras de virus amari-
lico, por simples instilagdo na cérnea ou por escarificacdo feita com agulha
de injecao.

Experimentamos trés amostras de virus, geralmente, em camondongos
de 21 dias; cada grupo foi dividido de modo que fosse possivel observar,
para um mesmo material, animais com ou sem irritagdo da cérnea que rece-
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beram ou ndo goma intracerebral. Apés um periodo de 30 dias de observa-
¢ao, os animais foram reinoculados, para verificacio da imunidade (Quadro

n. III).

QUADRO N. III

ESULTADOS DA INSTILACAO DE VIRUS NA COREA

M

VIRUS TECNICA RESULTADOS
N. DE
IDADE | caMon-
tmostre. | DAL | Ve | idusho | " | morion | N | totat |t
I c. encef.

Adultos........... Neurotr. + 200.000 N N 12 0 0 0 0%
Adultos........... Neurotr. ) + 200.00Odl S o N 5 0 _ 0 0 0%
Adultos. .......... Neurotr. + 200.000_ | __-‘__g__ - S _-—“-g ) 0 0 0 0"70'
21 dias........... Neurotr, + 100.000 ——_b: S l_i 6 2 8 ‘ 2%
21 dias........... Neurotr, + 100.000 a N—- - S ) _—;; _—I 4 S 35%
21 dias .| Neurotr. + 100000 S | N | 11 0 1 1| 9%
21 dias........... Neurotr. N + 100.000 ————“—“i-— - N _—_lg 0 0 -_ 0 0% )
21 dias . |Asibi + 400.000 S S 12 0 _g l 3 25%
21 dias........... Asibi + 400.000 N | s | 1 0 4 4 | 339
2] dias........... Agibi — + 460.000 S N 12 0 0 ‘ 0 0%
21 dias........... Asibi il 400.000 N N 12 0 _ 0 - 0 8% -
21 dias........... Vacina. + 10.000 S SL 11 0 1 1 9%‘—“
21 dias........... Vacina. +  10.000 N S 12 0 1 1 8‘;;—
-él dia; . .( Vacina, Pi 10.000 S N 12 0 0 ——6 O%—H
21 dias . |Vaeina., + 10.000 N N 10 0 0 | 0 0%_

.ﬁ%

Em 22 camondongos adultos foram instiladas na cérnea cerca de 200.000
D. M. M. e, em 51 camondongos jovens, - 100.000 D. M. M. de virus
neurotrépico Francés. Nenhum dos camondongos adultos (com ou sem
escarificagdo; com ou sem goma intracerebral) mostrou sinais de infeccao e
todos morreram, quando reinoculados 30 dias depois, demonstrando nio
terem adquirido imunidade. Resultados muito diferentes foram porem obtidos
em camondongos de 21 dias; a escarificacio da cérnea. nos animais que re-

ceberam goma, causou encefelite em 6 dentre 11, sendo que 2 dos 5 sobre-

viventes, mostraram ter adquirido imunidade o que significa um total de
72 % de infeccdo; porem animais que nio receberam goma, sofrendo apenas
a escarificagdo, um sé adoeceu, morrendo de encefalite, mas 4 tornaram-se
imunes dentre os 19 sobreviventes, dando um indice geral de infeccao de
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35 9% . Os animais ndo escarificados, com apenas uma excecdo, nio se infec-
taram.

A amostra Asibi, numa concentracio de cerca de 400.000 D. M. M.
por 0,03 cm3, foi usada em 48 camondongos de 21 dias. Nenhum camon-
dongo morreu com sintomas de encefalite; contudo, nos animais que sofre-
ram escariticacdo, 7 demonstraram ter adquirido imunidade, ou seja 29 9.
Nos camondongos em que o virus foi instilado, sem que fosse a cérnea esca-
rificada, ndo houve infeccio.

A terceira amostra usada foi de virus de vacina (17D), recebendo cada
animal =+ 100.000 D. M. M. Tambem neste caso ndo morreu qualquer
camondongo e 2 (dentre os escarificados) adquiriram imunidade.

Os resultados obtidos em animais adultos, se bem que em pequeno ni-
mero, sugerem ser muito dificil a infec¢do ou talvez mesmo impossivel.

Os resultados obtidos em camondongos de 21 dias se prestam para
observagdo sobre as nitidas diferencas existentes entre os animais que sofre-
ram ou nao escarificacdao da cérnea. Assim, se no primeiro caso em 72 ca-
mondongos, 30,5 % se infectaram (ou 41 9 se consideramos apenas o virus
Asibi e neurotrépico) em idéntico niimero de animais, em que apenas o
virus foi instilado, somente um camondongo sobreviveu ao teste de imunidade.

Tais resultados demonstram ser muito dificil a infeccio, mesmo de ca-
mondongos jovens, cuja suscetibilidade é muito maior que em adultos, quando
o virus amarilico é apenas instilado sobre a cérnea normal. A escarificacao,
entretanto, permite a penetracao do virus, que pocde alcancar o cérebro e matar
os animais com encetalite ou produzir uma infeccdo inaparente capaz de imu-
nizd-los. Devemos ainda relatar que a escarificacdo da cdérnea ocasiona fre-
quentemente, intensa conjuntivite que, por certo, muito contribue para absor-

cao do virus através da mucosa conjuntival hiperemiada.

A inoculagao intracerebral de goma de amido mostrou resultados diibios:
assim, se com o virus neurotrépico ha diferenca flagrante entre os animais
com e sem traumatismo cerebral, com o virus Asibi tal fato n3o se verificou.

IV. Introducéo de virus no estémago.

Apesar da via gastrica apresentar muitos fatores que tornam dificil o
controle, é de interesse verificar a possibilidade de infeccdo por esta via com
diferentes amostras de virus, especialmente depois da comunicacio de Fin-
dlay e Mac Callum (8), relatando ser possivel infectar Rhesus e Cercopithecus
oethiops administrando, com sonda, virus no estémago; trabalharam com cinco
amostras de virus e os animais que ndo morreram, adquiriram imunidade.
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Para introducio do material, os camondongos foram anestesiados pelo
eter e inoculados por meio de uma fina sonda reta de vidro, adaptada a uma
seringa ‘de tuberculina e introduzida com cuidado pelo eséfago. Em cada
um, foi inoculado de 0,12 a 0,20 cm3. A possibilidade de traumatismo nao
pode ser completamente afastada, mas todos os cuidados foram tomados para
evita-lo.

Desta maneira foram examinadas cinco amostras de virus, em camon-
dongos de 21 dias ou em adultos, ou ainda em ambos, sendo uma parte de
cada grupo previamente inoculada com goma intracerebral.

Os camondongos foram observados durante 30 dias post-inoculagao,
tempo relativamente amplo para que se manifestassem sinais de encelalite.
Findo este prazo, foram inoculados com virus neurotrépicos por via intraperi-
toneal e goma intracerebral (segundo a técnica usual descrita em material
e métodos) para prova de imunidade.

A amostra de virus neurotrépiccs de passagem, foi inoculada na con-
centracdo = 100.000 D. M. M. por 0,03 cm3, em 12 camondongos adultos
e 46 de 21 dias. Um, dentre os 6 camondongos adultos previamente ino-
culados com goma intracerebral, morreu aparentemente com encefalite ama-
rilica. Os demais camondongos adultos ndo mostraram sinais visiveis de
infeccdo, e, decorridos 30 dias, ndo resistiram a reinoculagao( com apenas
uma exceccdo), indicando que eles nio tinham sido imunizados. Entretanto,
resultados diferentes foram obtidos com camondongos de 21 dias; 29 deles
morreram com encefalite, e 12 dos sobreviventes provaram ter adquirido imu-
nidade quando reinoculados, dando um total de 31 infectados em 46 inocula-
dos, ou seja 89 9%. Nao foi observada diferenca entre camondongos com ou
sem goma intracerebral.

A amostra Asibi, numa concentracio de cerca de 400.000 D. M. M.,
por 0,03 cm3 foi usada para inocular 45 camondongos de 21 dias (0,12 cm3).
Neste caso houve uma percentagem muito alta de infec¢do nos camondon-
gos previamente inoculados com goma intracerebral; de 23 assim tratados,
5 morreram com encefalite e 17 mostraram, mais tarde, imunidade, dando
uma incidéncia de infeccio de 95 9% . Entretanto, dos 22 camondongos sem
goma, 5 tambem morreram de encefalite, mas somente 9 demonstraram pos-
terior imunidade e a percentagem de infeccdo foi, assim, somente de 63 9 .

Duas recentes amostras originarias da amostra Asibi, foram tambem
experimentadas; sdo denominadas Asibi Egg I e Asibi Egg III. O ntimero
de camondongos empregados para esta prova, foi pequeno e os resultados
em conjunto puderam ser melhor considerados. A experiéncia toi feita com

a concentracio de virus entre 5.000 a 10.000 D. M. M. por 0,03 cm3.

De 11 camondongos adultos com goma intracerebral, um morreu com ence-
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falite e 6 tornaram-se imunes, dando uma incidéncia total de infeccio de 646 .
Por outro lado, dos 12 camondongos de 21 dias empregados nesta experi-
éncia, apenas um morreu de encefalite, mas todos os outros demonstraram
imunidade.

Em pequena experiéncia feita com 12 camondongos de 30 dias, que
receberam goma intracerebral, usando Asibi Egg I, foi observado que 20 dias
depois, mais de 50 % dos camondongos estavam imunes.

A dltima experiéncia foi feita com a amostra de virus de vacina (17D)
correntemente usada, em concentracao de mais ou menos 5.000 D. M. M.
por 0,03 cm3. Aqui, foram novamente observadas diferencas entre camon-
dongos com e sem goma intracerebral. Dos 24 camondongos previamente
inoculados com goma, 4 morreram de encefalite e 15 tornaram-se imunes,
dando um total de 19 infectados, ou 79 %; dos 23 camondongos que nao
receberam goma, 3 morreram de encefalite e 7 tornaram-se imunes, isto é
um total de 10 infectados, ou melhor 43 % .

O quadro n. IV sumaria esta experiéncia.

QUADRO N. IV
RESULTADOS DA INTRODUCAO DE VIRUS NO ESTOMAG)

VIRUS RESULTADOS

GOM A N. DE

IDADE 1. C, . CAI»{ON-
Amostra i%értl)\gilzlz/(fiés o o mli}g)es iﬁi}fees inrlf‘gttaiﬂo in%ecd,?‘

¢. encef. +€CLao

Adultos.......... Neutror, + 650.000 S 6 1 1 2 33
Adultos............... Neurotr, + 650 . 000 N 6 0 0 0 0
21 d;as ............... Neurotr. + 650.000 S 22 14 6 20 01
21 dias Neurotr‘. + 650.000 N 24 15 6 21 : 87
21 dias Asib;i + 1.200.000 S 23 5 17 22 95
21 dias. ... ... ... Asibi ‘i 1.200.000 N 22 ;5 9 14 63
AQultos............... A.EggI |+ 65000 3 6 1 4 5 83
21 di_a.s...... A. Egg I + 65.000 N 6 0 6 6 100
Adultos............ A. Egg III |+  35.000 S 5 0 2 2 40
21 dias..T ............ A. Egg III + 35.000 N 6 1 5 6 100
21 dias. .. _ ....... —-— Vacina + 35.000 S 24 4 15 19 79
21 das............... Vacina + 35.000 N 23 3 7 | 10 43

Considerando em conjunto, o grande niimero de camondongos infecta-
dos por via intragastrica (73% ), com diversas amostras de virus, torna-se
razoavel supor que o virus da febre amarela pode passar através da mucosa
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intacta do tubo gastro-intestinal, desde que consideremos muito pequena a
percentagem de camondongos que poderiam ter sofrido qualquer traumatismo
da mucosa, ou ja terem, anteriormente, qualquer lesao.

O fato de ser mais elevada a percentagem de camondongos jovens
(21 dias) infectados, do que adultos, é provavelmente apenas uma indica-
¢ao que camondongos jovens sao mais acessiveis a uma infecgdo com pe-
quena quantidade de virus na torrente circulatdria, que nos camondongos
mais velhos. A localizacido cerebral do virus é a causa provavel da infeccao,
e é indicada pelo fato de ser geralmente maior a incidéncia de infecg¢ido ocor-
rida em camondongos previamente inoculados com goma do que nos sem
goma.

Esta experiéncia ndo se presta para uma comparacao direta da capaci-
dade de varias amostras de virus a uma infeccdo inicial por penetracdo atra-
vés da mucosa gastro-intestinal, devido a nitida discordancia existente entre
as concentragdes empregadas. Contudo, certos pontos interessantes podem
ser observados, tais como a diferenca entre o virus Asibi e neurotrépico,
quando inoculados em camondongos de 21 dias que nao receberam goma,
o primeiro com 63 % de animais infectados e o dltimo com 87 9, apesar do
dobro de D. M. M. empregados para o virus Asibi; talvez isto seja uma
indicacdo de que as barreiras intactas do sistema nervoso central sejam
mais facilmente transpostas pela amostra neurotrépica. Com significagdo mais
importante é a diferenca nos resultados observados entre as amostra 1 e Il
de derivacio recente da amostra Asibi, com a amostra 17D tambem ori-
ginaria de Asibi. Todas estas amostras ndo sao patogénicas para o macaco,
teem propriedades semelhantes em relacdo a inoculacdo intracerebral em ca-
mondongos, & multiplicacdo em embrides de galinha e cultura de tecido. Obser-
vou-se que 100 % de camondongos com 21 dias, que receberam virus Asibi
Egg I e III, infectaram-se, enquanto camondongos semelhantes que receberam
aproximadamente a mesma concentracdo de virus 17D, mostraram apenas
43 9% de infeccdao, e, mesmo quando previamente inoculados com goma,

apenas 79 %.

Uma questao nao elucidada é se o virus penetra pela mucosa do estd-
mago, do duodeno, ou, talvez, pelo esdofago. Entretanto, esta altima hipo-
tese é de todas a menos provavel; a sonda entra com facilidade até o estd-
mago e ndo foram observadas regurgitagdes, pelo menos nos primeiros mo-
mentos que se sequiram a deposicdo de virus, sendo porem possivel que se
dessem mais tarde. A contaminacdo do eséfago ou mesmo faringe, pela sonda,
principalmente depois de retirada do estdmago, nao pode ser de todo afas-
tada, mas a grande parte do material, sendo todo, foi depositada no esto-
mago. A quantidade liquida administrada, de 0,12 a 0,20 cm3 provavelmente
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passa depressa para o intestino, nao sofrendo a acido do pH géastrico; mesmo
que a suspensao permanec¢a no estémago algum tempo, a influéncia da acidez
nio deve ser grande, por causa do volume liquido. Talvez, no caso da via
gastrica, o volume liquido da suspensao tenha muita importancia; por exemplo,
se tivermos uma mesma concentracao em D. M. M., mas em volumes li-
quidos diversos, o maior volume causard maior ntmero de infecg¢bes; mas
isto é uma simples hip6tese. E’, porem, muito provavel que o virus seja, nao
s6 absorvido pela mucosa gastrica, como tambem pelas paredes intestinais.

V. Deposicao do virus na pele.

A possibilidade do virus amarilico atravessar a pele normal ou escarifi-
cada tem sido estudada por diversos: pesquisadores, com resultados semelhan-
tes nos casos de escarificacao. |
Para Beeuwkes (4), o virus pode atravessar a pele do Rhesus, escari-
ficada, raspada e mesmo coberta de pelos, e, Aragdao e Costa Lima (7) infec-
taram Rhesus por simples deposicdo, na pele normal, de fezes de mosquitos
infectados. Marchoux (6), porem, nido consequiu que o virus atravessasse a
pele integra de Rhesus, mais infectou-os fazendo escoriacdes cutdneas pro-
fundas. Bauer e Hudson (9), obtiveram infeccdo de Rhesus apds esfregar
supensao de virus na pele integra e escarificada. Theiler (5), usando a mesma
técnica, imunizou 1 camondongo entre 6 utilizados. Os mesmos resultados
foram obtidos por Peltier e col. (10), os quais concluiram que o virus amari-
lico neurotrdépico possue a propriedade de atravessar a pele ligeiramente esca-
rificada do homem e do macaco, provocando imunidade.

Nesta experiéncia vamos estudar a possibilidade de infectar camon-
dongos muito novos, com idade variavel entre recem-nascidos e 6 dias, por
simples deposi¢do do virus, ou esfregando-o na pele integra e escarificada.

Foi empregada apenas a amostra neurotrdpica na concentragdo de

+ 100.000 D. M. M. por 0,03 cm3.

A simples deposicao foi feita colocando a suspensido na regido dorsal ;
em alguns camondongos passamos eter no local, afim de verificarmos se
desengordurando a regido, o virus poderia penetrar com mais facilidade. Nos
outros camondongos, quer com a pele integra, quer depois de sofrer escarifi-
cacdes no dorso, feitas com agulha de injecao, a suspensao de virus foi estre-
gada varias vezes com o corpo de uma agulha grossa.

E' impossivel determinar exatamente a quantidade de virus empregada
porque sempre se perdem pequenas porc¢des de material, pela natural movi-
mentacdo dos camondongos que, devido a tdo tenra idade, ndo quisemos anes-
tesiar; por outro lado, é possivel que depois da deposicao do virus haja atrito



H. Linhares : Suscetibilidade de camondongos 221

do camondongo com as paredes da caixa ou de uns com os outros, facilitando
a entrada do virus.

A concentracido de virus usada foi grande para camondongos novos,
muito sensiveis ao virus amarilico, pelo menos se administrado por via intra-
peritoneal ou subcutanea.

Observamos ser possivel a infeccdo, por simples deposicdo de virus, em
pequeno niimero de animais; assim em 72 camondongos usados, 7 morreram
com encefalite, e um mostrou-se imune quando inoculado 30 dias depois, ou
seja um indice de infeccdo de 11 %; o desengorduramento feito pelo eter nao
teve influéncia sobre o desenvolvimento da infeccao. Nos animais em que
esfregamos o virus na pele intacta, 13 morreram de encefalite, em 26 inocula-
dos, dando 50 9% de infeccdo. Nos animais que foram escarificados, obti-
vemos alto indice de mortalidade; em 30 camondongos em experiéncia, 23
morreram com encefalite e um mostrou-se imune quando reincculado, obten-
do-se assim 80 9% de inteccao.

QUADRO N. V

RESULTADOS DAS EXPERIENCIAS COM VIRUS NEUROTROPICO NA PELE

L+

RESULTADOS
IDADE D. M. M. T CNICA N. DE CAMON-|
EMPREGADAS DONGOS N. de
mortes | N. de Total % de
c. encef.| Imunes |infectado| infeccéo
0-1dia.................. + 100. 000 Deposicao 37 3 0 3 8
2 dias......... o _ + 100.000 | Deposicao 10 1 N 0 1 10—“
3 dias. o + 100.C00 Deposicao 10 2 0 2 20
4 dias.......... _ ......... + 100.000 Deposicao * 10 1 1 ) 2 20
6 dias............ ... .... 1 400.000 Deposicao 5 1 0 1 20
r. nasc + 100.000 - Esfregaco 8 3 0 3 ‘ 37
3dias............. - ....... + 100.000 Esfregaco 6 ~2 0 2 33
6 dias + 400. 000 Esfregaco 12 8 0 8 66
T. DASC. . .. et e e en + 100.000 Escarif. 10 8 0 8 80
3 dias + 100.000 Escarif. 10 7 0 7 76
6 dias N +  400.000 Escarif. 10 8 1 9 90

Retiramos o cérebro de alguns camondongos mortos de encefalite, tize-
mos suspensdo a 10 % em solugado fisioloégica e inoculamos 6 camondongos
por via intracerebral, para cada uma suspensdo. Os camondongos morreram
com sintomas de encefalite, demonstrando a presencga de virus no cérebro dos
animais mortos.
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A idade, nos primeiros dias, parece que nao modifica a sensibilidade
dos animais, desenvolvendo-se a infecdo em percentagens mais ou menos se-
melhantes. Fato interessante foi que, enquanto 43 camondongos morreram
com encefalite, apenas 2 demonstraram ter adquirido imunidade, quando
inoculados 30 dias mais tarde: tal fato sugere que os camondongos muito
jovens ou se infectam e morrem com encefalite, ou sobrevivem & deposicio
na pele por terem escapado a infecio devido ao virus nio fer penetrado no
organismo.

Como era de se esperar, a infeccio através da pele integra dificilmente
se deu, por ser o tegumento cutdneo uma barreira natural de defesa. Entre-
tanto, a pele dos camondongos nos primeiros dias de nascidos é muito fina
¢ sem quase nenhuma protecdo pilosa, o que deve contribuir muito para faci-
litar a penetragdo do virus; assim, verificamos que, esfregando o virus sobre
a pele integra, a absorcdo foi muito mais facil, sendo evidenciada pelo indice
de infec¢do mais elevado, o que muito se acentuou quando o material foi es-
fregado na pele escarificada.

DISCUSSAO

As experiéncias aqui descritas sugerem que as diversas amostras de virus
da febre amarela administradas por vias extraneurais, podem infectar camon-
dongos jovens, matando-os com sintomas de encefalite ou produzindo infeccdes
inaparentes evidenciaveis, porem, nas provas de imunidade. A localizacao
cerebral do virus é provavelmente a causa das infec¢des, o que pode ser
melhor observado pela maior incidéncia verificada, em muitos casos, nos ca-
mondongos previamente inoculados cOm goma, mesmo nos animais jovens
em que as barreiras hematoencefalicas estio ainda incompletamente formadas.

O virus, com excecdo talvez no caso da via nasal, penetra no torrente
circulatoria de onde alcanca em seguida o cérebro; a via nasal ainda nio esti
de todo elucidada, mas parece que o virus pode seguir diretamente por via
nervo olfativo, ou melhor, pelos espacgos linfaticos perineurais, sem que seja
necessario penetrar na circulacio.

Tanto a pele como as mucosas normais sio barreiras naturais a entrada
do virus. Isto porem, nio impede que certa quantidade de virus consiga
transpS-las produzindo infeccdo, quando se administra grande niimero de
D. M. M. As solu¢des de continuidade aumentam porem muito a percen-
tagem de infecgdo como verificamos nos casos de escarificacdo cutanea e da
cornea.

Dificil é fazer-se um estudo comparativo sobre a capacidade infectante
das diversas amostras de virus devido as nitidas discordancias entre as con-
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rotropico Francés com a de virus Asibi, verificamos que apesar da primeira
ter sido empregada em dose inferior sempre produziu maior percentagem
de infeccao.

SUMARIO E CONCLUSOES

1. Virus neurotrépico Francés, Asibi e de vacina (17D) infectam ca-
mondongos jovens, quando instilados nas narinas, matando-os com
encefalite ou desenvolvendo imunidade.

2. Virus neurotrépico Francés e Asibi (e talvez o virus de vacina)
quando instilados no ouvido de camondongos jovens, podem infecta-
los produzindo o desenvolvimento de imunidade.

3. Apés instilagdo na coérnea escarificada de camondongos jovens, virus
neurotrépicos Francés, Asibi e, talvez de vacina, podem produzir in-
feccido. Com a coérnea integra, no entanto, ndao foi possivel infectar
camondongos.

4. Virus neurotrépicos Francés, Asibi, de vacina, Asibi Egg I e Egg II1
introduzidos no estdmago, podem infectar camondongos jovens, ma-
tando-os com encefalite ou imunizando-os.

5. E’ possivel infectar camondongos de 0-6 dias de idade por simples
deposi¢do de virus ou esfregando a suspensio na pele integra e
escarificada.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

. French neurotropic, Asibi and vaccine (17D) virus, infect young
mice (21 days) when instilled in the nostrils, killing them with
symptoms of encephalitis or developing immunity.

2. French neurotropic virus and Asibi (and perhaps vaccine virus),

when instilled in the ear of young mice, may infect them producing
development of immunity.

3. After instilation in the scarified cornea of young mice, French
neurotropic virus, Asibi and perhaps vaccine virus, may produce
infection. The cornea being, however, whole it has not been able
to infect mice.

4. French neurotropic virus, Asibi, vaccine, Asibi Egg I and Egg 1II
introduced into the stomach, may infect young mice, causing e fatal
encephalitis or rendering them immune.

5. It is possible to infect mice 0-6 days old by simple deposition ol
virus or rubbing the suspension on the whole and scarified skin.
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