Inoculagao de virus amarilico em gatos jovens (*)
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Atualmente, a sensibilidade de animais de qualquer espécie ao virus
amarilico, estad sendo investigada afim de determinar-se a relacdo possivel
com a manutencdao das epidemias de febre amarela silvestre.

Embora as pesquisas com os representantes da familia dos FELIDEOS
sejam, em geral, muito dificeis, é possivel estudar um de seus exemplares,

isto é, o gato doméstico. Muitas pesquisas, é verdade, ja foram feitas sem,
entretanto, estarem de acordo.

Usando uma amostra viscerotrépica (Asibi) para infectar gatos, Mon-
teiro (1) conseguiu, ndo sé infecta-los, como fazer passagem de virus em
outro gato. Em suas experiéncias, sugere ainda mais, que o sangue de
gatos inoculados, colhido depois de 30 dias, fica com o poder de provocar
em Rhesus posterior imunidade. Alem disso, enquanto as tentativas de
Findlay (2) e de Nicolau e Baffet (3) para infetar gatos por via intra-
cerebral com virus neurotrépicos, foram infrutiferas, Fonseca e Artigas (4)
publicaram que gatos jovens sao sensiveis ao virus amarilico e morrem com
sintomas de encefalite, sendo possivel fazer passagem de virus, de gato a
gato jovem. Findlay somente conseguiu obter anticorpos protetores nos soros.

Neste trabalho, é nossa intencdo contribuir para a resolucdo deste pro-
blema, relatando os resultados obtidos por inoculacio intraperitoneal e intra.
cerebral, das amostras, viscerotréopica (Asibi) e neurotrépica (Francés), em
gatos jovens.

MATERIAL E METODCS

1. Animais : foram usados 27 gatos, de 1 a 4 meses de idade.
2. Amostras de virus :

a) A amostra viscerotropica (Asibi), usada nestas experiéncias, foi
obtida de soros de Rhesus infectados e sangrados no 3.° ou 4.°
dia. O material foi dessecado e rehidratado no momento de
utilizar.

* Reccbido para publicacio a 1 de marco e dado & publicidade em abril de 1943.
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b) O virus neurotrépico usado foi a amostra “Francés’', com gran-
de numero de passagens em cérebro de camondongos.

3. Inoculacao :

Para inoculacao intracerebral, fez-se, nos animais previamente aneste-
siados pelo eter, um pequeno corte na pele, proximo a linha mediana, e em
sequida fez-se um pequeno orificio no osso, com um perfurador; introduziu-
se a a agulha alguns milimetros e injetou-se a suspensdo de virus; ao termi-
nar, colocou-se colédio.

Para inoculagao intraperitoneal nao foi necessario anestesiar os animais.

Com virus neurotrépico os gatos foram inoculados com 0,25 e 0,50 c¢m.3
por via intracerebral, e 1,0 e 1,5 cm.3 por via intraperitoneal, da suspensao
a 10 % do material, cujo titulo foi de 2.000.000 D. M. M. Dois gatos
foram inoculados com 0,50 ¢m.3 de suspensido a 10 % de virus centrifugado
e filtrado em Seitz, cujo titulo foi muito baixo (= 100.000 D. M. M.).

Com virus Asibi os gatos receberam 0,25 e 0,50 ¢m.3 por via intra-
cerebral e 0,50 cm.3 por via intraperitoneal do material rehidratado, cujo

titulo foi de 100.000 D. M. M.

4. Observacido dos animais :

A temperatura retal foi tomada diariamente, pela manha, e os gatos
examinados todos os dias e registados os sintomas.

Foram sangrados no coracio antes e 30 dias depois da inoculagao,
para prova de protecdo em camondongos jovens.

Para pesquisa de virus circulantes, 16 gatos foram sangrados diaria-
mente no corag¢dao, do 2° ao 12° dia post-inoculagdo e o sangue injetado,
logo a seguir, no cérebro de camondongos jovens. A pesquisa de virus no
sangue foi, alem disso, feita sempre que qualquer animal apresentou elevagao
térmica.

Os animais que morreram foram autopsiados, e, nos suspeitos, foi feito
exame anatomopatolégico do cérebro; para pesquisa de virus no cérebro ou
no figado, fizemos suspensiao a 10 % do material, em solugdo fisiolégica e
inoculamos 0,03 c¢m.3 intracerebral, em grupos de 6 camondongos.

PARTE EXPERIMENTAL

1. Experiéncias com virus neurotrépico.

Inoculamos 10 gatos por via intracerebral e 6 por via intraperitoneal.
Foram infrutiferas as tentativas de isolar virus em todos os animais ino-
culados por via intracerebral e sangrados sistematicamente nos 12 primei-
ros dias post-inoculacdo. A pesquisa de virus no sangue durante a elevacao
de temperatura, deu sempre resultado negativo.
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Dois gatos inoculados por via intracerebral morreram, um no 8°, outro
no 18° dia. Ambos sempre se alimentaram mal, tomando apenas um pouco
de leite; a temperatura oscilou, na grande maioria dos dias, entre 35° e
36° C. A sangria diaria ainda contribuiu para enfraquecé-los mais, sendo
que um deles (5954) morreu em consequéncia da sangria. Nao conseguimos
isolar virus nem do sangue nem do cérebro.

Dois gatos, inoculados por via intraperitoneal, morreram, um, com
pneumonia no 11° dia e outro, devido a sangria, no 16° dia; neste, tenta-
mos isolar virus no sanque, figado e cérebro, com resultados negativos,

porem, o soro posto em prova de protegdo, deu positivo.

Dos 16 gatos observados, nenhum apresentou sintomas que pudessem
ser imputados como infecgdo cerebral por virus amarilico (Ver quadro n. I).

Provas de protegiao pré-inoculacdo negativas; provas de protecdo post-
inoculacdo com apenas dois resultados negativos.

QUADRO N. I
RESULTADOS DA INOCULACAO DE GATOS COM VIRUS NEUROTROPICO
OBSERVACOES POST-INOCULACAO
VIA DE D. M. M. N. DO PESO EM
O INOCULADA | ANIMAL GRS, Dias com Sintomas Resultados Prova
febre de proteciao
1. C........ 1.600.000 59044 1540 6°, 70, 8o — sobreviveu positiva
1" ¢........ 1.600.000 5946 1260 — — sohreviveu negativa
C........ 800.000 5950 310 — —- sobreviveu positiva
- anorexia morreu no
1. C.. vt 800. 000 5951 280 — hipotermia 180 dia —
1. C.. T N 800. 000 5952 320 — — sobreviveu posttiva
1. Coovnn s 800. 000 5953 300 — — sobreviveu positva
) anorexlia morreu na
1. c. 800. 000 5954 320 -— hipotermia sangria 8° d. —
1. ¢........ 800.000 5955 340 — — sobreviveu positiva
1. C. 160.C00 5947 570 3o, 4o — sobreviveu positiva
1. €. 160.000 5948 810 1o, 20, 30 — sobreviveu ﬁositiva
morreu na
. Pooeen. . 5.000.000 12 1300 140, 15° — sarg. 160 d. positiva
1. D, e - 5.000. 000 13 1500 —: — sobrevi-v-eu positiva._"_
morreu de
1.p....... 3.200.000 3 700 — anorexia pneumon. 11¢ d. —
1. p.. ._ ... 3.200.000 4 900 8o — sobreviveu negativa
i. p.. 3.200.000 5 1400 — — sobreviveu pceitiva
1. P 3.200.000 6 800 — — sobrevive positi;ra
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2.

Experiéncias com virus Asibi.

Inoculamos 8 gatos por via intracerebral e 3 por via intraperitoneal.

Nao obtivemos virus circulante nos animais sangrados do 2.° ao 12.° dia,
nem mesmo durante o acesso febril (sangramos 3 gatos inoculados por via
intracerebral e 3 por via intraperitoneal).

Morreram 3 .gatos inoculados por via intracerebral.

a)

b)

Gato 10: foi encontrado morto no 11° dia. A autépsia revelou
grande derrame no pericardio, provavelmente devido a sangria. Foi
feito exame anatomopatolégico do cérebro, que nada demonstrou.

Gato 11 : morreu no 12° dia; parece, pelo resultado da autopsia,
que este animal morreu de pneumonia. Nio consequimos isolar
virus do cérebro. O exame anatomopatolégico do cérebro foi ne-
gativo,

Gato 5967: este caso é mais interessante; trés dias apds a inocula-
¢ao, o gato comegou a se alimentar mal e a temperatura, a partir
do 4° dia, foi inferior a 36°. No 7.° dia apresentou sintomas de

encefalite. Foi sacrificado neste dia; exames bacteriolégicos feitos
com sangue, cérebro e figado, foram negativos; nao foi possivel
isolar virus do cérebro. Fizemos varias preparacées do cérebro para
exame anatomopatolégico, que nos revelou: presenca no cortex ce-
rebral de pequenos focos de necrose, de neurondlise, hiperemia ca-
pilar e certa infiltragdo linfocitaria, ora difusa, ora perivascular.
Trata-se de um processo de encefalite pouco acentuado, sem seme-
lhangca ao que comumente produzem os virus neurotrépicos. Pro-
vavelmente encefalite téxica.

Todos os outros animais nada demonstraram digno de nota. As pro-

vas de protecdo pré-inoculagdo foram negativas; as provas de protecio post-

inoculagdo deram resultados negativos para tcdos os animais que recebe-

ram virus por via intraperitoneal e 2 casos positivos para os gatos inocula-

dos por via intracerebral (Ver quadro n. II).

DISCUSSAO

No transcurso de nossas experiéncias morreram 7 gatos, mas, quer

pela inexisténcia de sintomas, quer pelos resultados anatomopatologicos e

das autépsias, foram afastadas as possibilidades das mortes serem resultan-

tes de um processo infeccioso por virus amarilico.



H. Linhares : Virus amarilico em gatos 205
QUADRO N, 1I
RESULTADOS DA INOCULACAO DE GATOS COM VIRUS ASIBI.
OBSERVACOES POST-INOCULACAO
VIA DE D. M. M. N.° DO PESO EM
TNOG- INOCULADA 1 aNTMAL GRS Dias com Sintomas Resultados Prova
febre de protecédo
1. C.. .600. 000 7 640 — — sobreviveu positiva
1. .600.000 8 1000 — — :sobreviveu positiva
1. Coo oo v .600.000 9 2000 — — sobreviveu negativa
, anorexia de morto sang.
1. C. .600.000 10 1500 " 6o e 7o 70 ao 11o d. 11° dia —
. anorexia do | morto pneum.-
1. C.... ... .600.000 11 1400 110 9o ao 120 d. 120 dia —
, anorexia; gsacrificado B
1. c. 800. 000 5967 335 — encefalite 7° dia —
1. C.ooov v .. 8060.000 5968 860 — — sobreviveu negativa
) T R 800. 000 5969 940 70 — sobreviveu negativa
1. D.. .600.000 5965 490 — — sobreviveu negativa
1. p.. .600.000 5966 460 —- — sobreviveu negétiva
1. P.. .600.000 5970 - 786 — — gobreviveu negativa

Nossos resultados foram semelhantes aos de Findlay; Fonseca e Arti-

gas, que concluiram serem gatos jovens sensiveis ao virus amarilico neuro-
tropico por via' intracerebral, ndo fizeram provas que demonstrassem a espe-
cificidade do virus.

E' quase nula a sensibilidade de gatos, mesmo jovens, sendo apenas

possivel obtermos anticorpos protetores no soro quando doses elevadas de

virus neurotrépico e Asibi sido inoculadas.

Niao nos foi possivel obter virus circulante pesquisado do 2.° ao 12,°

dia, post-inoculacdo de virus Asibi e neurotrépico, num total de 16 gatos;

a presenca de virus no sangue dos gatos, 30 dias apés a inoculagcao e com

o qual consequiu Monteiro imunizar Rhesus, leva-nos a suposi¢do de esta-

rem ja os Rhesus imunizados quando foram iniculados, o que nao

quando existem outros animais em experiéncia na mesma sala.

~

€ raro,

A prova de desvio de complemento, utilizada por Monteiro, é falha,

podendo ser causa de frequentes erros.

- Nao nos foi possivel isolar do cérebro virus de nenhum animal morto

durante o periodo de observacio. As tentativas de isolamento de virus do

sangue, quando apresentaram elevagdo térmica, foram infrutiferas.
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Tudo nos leva a supor que estes animais n3do desempenhem qualquer
papel como reservatérios naturais de virus, capazes de influenciar no pro-

blema epidemiolégico da febre amarela.

SUMARIO

Gatos jovens inoculados por via intracerebral com doses relativamente
grandes de virus neurotrépico ou viscerotrépico, e por via intraperi-~

toneal com virus viscerotropico, nao demonstram virus circulante
até o 12.° dia.

Tais gatos tambem ndo demonstraram sintomas ligados & infeccao
amarilica.

Foi impossivel isolar virus do cérebro dos gatos que morreram no
decurso das observacdes e os exames anatomopatoldgicos nao de-
mostraram ter havido processo de encefalite (apenas um caso de
encefalite téxica).

O desenvolvimento de imunidade serolégica, apdés a inoculacio de
virus neurotrdpico por via intracerebral e intraperitoneal, foi obser-
vado na grande maioria dos casos; com virus Asibi, obtivemos ape-
nas dois resultados positivos quando o virus foi inoculado por via
intracerebral.

CONCLUSAGC

Gatos jovens sao relativamente insensiveis ao virus amarilico, sendo

possivel apenas evidenciar reacdo de imunidade.

1.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

Young cats inoculated intracerebrally with relatively large doses of
neurotropic or viscerotropic virus, and intraperitoneally with visce-
cerotropic virus fail to show circulating virus up to 12 days post-
inoculation.

Such cats also fail to show symptoms referable to the virus.

It was impossible to isolate virus from the brains of inoculated cats
dying in the course of the experiments, and histological examina-
tions of the brains failed to show escephalitis (only one case with
toxic encephalitis).
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. The development of serological immunity after 30 days was observed

in all but two of the cats inoculated intracerebrally or intraperitoneally
with neurotropic virus; with Asibi strain, only two positive results
were obtained, with the intracerebral route.

Young cats are relatively unsusceptible to yellow fever virus, only
giving the reaction of immunity.
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