Modificacdo da viruléncia do virus do mixoma
provocada pelos raios X

pelo

Dr. F. Rocha Lagoa

(com 5 figuras no texto)

O virus do mixoma dos coelhos possui um conjunto de propriedades
que tornam, a nosso ver, particularmente interessante seu estudo. Assim
temos:

a) — uma elevadissima viruléncia para o animal sensivel, bastando
um unico corpusculo elementar para — na opiniao de PARKER (8), que
realizou pesquisas estatisticas sobre o assunto — obtermos uma infeccao
que evolul sempre fatalmente;

b) — contagio facil, pois transmite-se diretamente pelo convivio em
comum com animal enférmo, ou pela simples presenca em local anterior-
mente ocupado por animal infetado ou, ainda, pela transmissao através
de insetos, como demonstrou Aracio (I):

¢) — especificidade absoluta para a espécie sensivel, pois somente o
coelho domeéstico se infeta, ou entao o coelho silvestre (Stlvilagus mi-
nensis), ainda conforme demonstrou ARAGAO (2):

d) — a curiosa propriedade citocinética que lhe faculta induzir mul-
tiplicacoes anormais em células oriundas do tecido mesodérmico, o que
determina o aparecimento, nas lesoes, de células tipicas, chamadas “mi-
xomatosas”, onde se encontra um tipo de multiplicacao (pseudomitose)
semelhante as também presentes em certos tumores humanos, conforme
verificacoes de MAGARINOS TORRES (8):

e) — ausencia de, até o presente momento, qualquer tipo de vacina
eficaz para a protecao dos animais sensiveis, falhando todos os processos
fisicos e quimicos habitualmente empregados em outros virus e bactérias
para a obtencao de vacinas. A inativacao do virus por qualquer désses
agentes € sempre acompanhada da perda de sua antigenicidade (10).

A ausencia, na bibliografia consultada, de qualquer referéncia a res-
peito da acao dos raios X sobre o virus do mixoma, induziu-nos a encetar
o0 presente estudo, conhecida que € a capacidade dessas radiacoes de pro-
vocarem singulares modificacoes em animais (6), bactérias (4), enzi-
mas e virus (3).

Pareceu-nos que o estudo da acao désse agente fisico sobre o virus
do mixoma poderia nos proporcionar interessantes perspectivas para o
conhecimento das variacoes de sua viruléncia, tornando-se assim pos-
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sivel, gracas a acao dissociativa dessas radiacoes, a obtencao de mu-
tantes sem viruléncia, mas com poder antigénico integro, que seriam as
condicoes ideais para obtencao de uma vacina eficaz contra a moléstia.

MATERIAL E METODOS

O virus do mixoma por nos utilizado foi purificado por uma tecnica
ligeiramente modificada da proposta por Rivers e WARD (9), e que con-
siste no seguinte: o virus, inoculado por escarificacao no dorso epilado
de coelhos, é colhido no quinto dia da inoculacao da molestia, retiran-
do-se cuidadosamente o tecido mixomatoso da pele do animal doente,
que é entdo triturado em gral estéril com alundum, adicionando-se ao
20 mesmo uma solucao-tampao de fosfato monopotassico Sorensen
pH—"7,1:10ml. para cada; apds centrifuga-se o material repetidas vezes
em distintas velocidades afim de obter-se a deposicao das iImpurezas
existentes. Em seguida, seca-se o material no vacuo, em baixa tempera-
tura, obtendo-se assim um p6, forma sob a qual foi 0 mesmo submetido
a acao dos raios X. A dosagem do virus procedida no material assim pre-
parado titulou 1 x 10~ ¢, conforme vé-se no grafico I.

TITULACRO DO PODER INFECCIOSO DO VIRUS
DO MIXOMA

10T 10-2 10-3 10-# 105 106 107 108 10° 101°

Grafico 1

O aparelho empregado para a producao de raios X foi um especial
para contatoterapia, gentilmente cedido para este estudo pelo Dr. XA-
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VIER DE OLIVEIRA, da “Philips S.A.”, e que nos forneceu um rendimento
de 1400 r por minuto na distancia de 3 ecm, que foi a deixada entre a
ampola e o material a irradiar. A afericao foi realizada por aparelho
Victoreen com camara para 2 500 r. O comprimento de onda das radia-
coes fornecidas pelo aparelho foi de 0,247 A. O material, ao ser irradiado,
encontrava-se em uma pequena placa de Petri, repousando sobre gélo,
assegurando-se assim uma baixa temperatura durante a irradiacdao. O
material, imediatamente ap6s cada uma das irradiacoes — que foram
intervaladas, — era depositado no refrigerador a -200C, sendo efetuada
uma suspensao no momento de ser utilizado em solucao-tampao de
pH = 7,1, usando-se a diluicao de 1 x 10! ,que era a inoculada no dorso
epilado de coelhos, postos em observacao, em isolamento adequado.

RESULTADOS

O virus nao revelou alteracoes em sua viruléncia até a dose de raios X
incidida atingir a cifra de 294 000 r. Verificou-se, entao, que nem todos
0S animails Inoculados adquiriram a moléstia, evoluindo também a
mesma, em alguns dos atacados, sob forma diversa da classica, isto é,
muito mais lentamente. A incidéncia de raios X, ao atingir a concen-
tracao de 378 000 r, féz cessar por completo a atividade patogénica do
virus, o que nos mostrou encontrar-se éle inativado. No entanto, antes
de alcancarem-se ésses resultados, a incidéncia da moléstia nos animais
Inoculados ja se mostrava variavel, alguns enfermando e outros nao,
como mostram os graficos II e III.
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Os animais que contraiam a moléstia, quando inoculados com virus
irradiados com cifras menores que a ultima referida, apresentaram a
moléstia com evolucao extraordinariamente mais lenta que a dos teste-
munhos. Nestes, a doenca evoluia sempre fatalmente de 8 para 9 dias,
enquanto que nos inoculados com virus irradiado, entre 24 e 26 dias, o
que revelou a existéncia de nitida atenuacao da viruléncia do virus.

Concordando com essas manifestacoes, as lesoes mixomatosas en-
contradas nesses animais macroscopicamente ou pelo exame histopato-
logico, foram muito mais discretas e menos extensas que as existentes
nos testemunhas, como verifica-se pelas microfotografias IV e V.

A fig. IV corresponde a material colhido no ponto de inoculacao da
pele do coelho infetado com virus normal e colhido no 8.9 dia de evolucao
da moléstia, e a fig. V, a material colhido no ponto de inoculacao (na
regiao em que a lesao € mais intensa), proveniente de animal inoculado
com virus irradiado com 357 000 r e no 24.° dia de evolucao da molestia.

Microfotografia IV. — As lesdoes do mixoma ocupam extensao consideravel no derma, S&o
aparentes lesoes da epiderme (necrose e espongiose).

Na figura IV vé-se a lesao de mixoma ocupando extensao consideravel
do derma, sendo também aparentes lesoes da epiderme (necrose e es-
pongiose) ; as lesoes de mixoma tipicas verificadas na fig. V sao, contudo,
menos extensas, tanto no derma como na epiderme, do que as demons-
tradas na fig. IV.
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Microfotografia V. — LesOes de mixoma nc derma discretas em relacao as demonstradas na
figura anterior. Nota-se ainda que as lesoes da epiderme sa0 menos intensas.

Devemos acrescentar que ambas provem de regioes comparaveis, ou

seja, daquelas em que mais acentuadas nos pareceram ser as lesoes ma-
croscopicas.

A evolucao da molestia em alguns animais inoculados com virus,
irradiado com as concentracoes de 336 000 e 357 000 r, foi também muito

mails lenta que a habitual, aparecendo os primeiros sintomas da mo-
lestia nos 15.9 e 16.9 dias, sendo todas as manifestacoes mais discretas
ate alcancarem seu apice nos 24.° dias, quando os animais morriam,
com mixoma generalizado. No entanto, o tumor no ponto de inoculacao,
nessa ocasiao, apresentava ainda proporcoes sempre bastante menores
que o dos testemunhas, cujos primeiros sintomas surgem do 4.°© para o
0.0 dia, agravando-se rapidamente a moléstia, vindo o animal a morrer,
sistematicamente, nos 8.2-9.°0 dias com mixoma generalizado e grande
tumor no ponto de inoculacao.

Os animais sobreviventes, inoculados com virus irradiado 378 000 r,
portanto com virus inativado, foram submetidos, 7 dias apds a primeira
inoculacao, a outra inoculacao em identicas condicoes; transcorridos 7
dias mais, a uma 3.2 inoculacao, e ao alcancar o 30.° dia da primeira ino-
culacao, foram inoculados com virus com viruléncia integra adquirindo
todos, no entanto, a molestia com evolucao classica e caracteres tipicos,
0 que nos revelou nao conservar o virus do mixoma inativado pelos
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raios X as suas propriedades antigenicas, nao protegendo, portanto, os
animais aos quais sao inoculados, contra uma inoculacao posterior de
virus virulento.

A nosso ver, uma vacina eficaz contra a moléstia podera ser obtida
quando se conseguir uma atenuacao da viruléncia do virus em grau su-
ficiente para que as lesoes provocadas pela sua inoculacao sejam sem
consequeéncias nocivas para o organismo inoculado. Esta atenuacao de-
vera ,no entanto, permitir a integridade do poder antigénico do virus,
isto é, & sua capacidade de despertar reacoes favoraveis no organismo
a0 qual e inoculado.

Acreditamos ser possivel a obtencao do virus nessas condicoes,
através da acao favoravel dos raios X, dependendo a concretizacao desses
fatos apenas de serem superadas algumas dificuldades téecnicas, como a
separacao do virus suficientemente atenuado dos demais pouco ate-
nuados, com a viruléncia integra ou completamente inativados. Presen-
temente, prosseguimos nessas pesquisas, esperando em breve alcancar
algum resultado.

CONCLUSOES

1) os raios X sao capazes de provocar modificacoes na virulen-
cia do virus do mixoma, atenuando-a ou abolindo-a, conforme sejam
as doses, nao tendo sido conseguidas, no entanto, mutantes do virus;

2) — o virus do mixoma inativado pelos raios X nao conserva
suas propriedades antigénicas, nao conferindo, portanto, aos animais
nos quais sao inoculados, uma protecao eficaz contra a infeccao mi-
xomatosa;

3) — a interpretacao dos fatos observados atraves da teoria do
tiro certeiro (Treffer theorie), proposta por JORDAN (5), parece-nos per-
feitamente aplicavel ao presente estudo e elucidativa dos fatos obser-
vados:;

a) — os elementos com viruléncia modificada seriam os atingidos
em zona nao vital mas suficientemente importante para influenciar
a sua viruléncia;:

b) — os virus inativados foram os atingidos em zona vital;

¢) — a incidéncia da moléstia, algumas vézes com caracteristicas
tipicas, em animais inoculados com virus irradiado, mesmo com ele-
vadas doses de raios X, seria consequencia da presenca de virus nao
atingidos pelas radiacoes ou atingidos apenas em zonas nao importan-
tes, sem influéncia sobre sua virulencia.

4) — o virus exposto a acao dos raios X determinam lesoes macro
e microscopicas no ponto de inoculacao evidentemente menos extensas
e intensas do que as da doenca tipica, embora conservando elas o0s
mesmos caracteres essenciais.
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5) — a atenuacao da viruléncia do virus do mixoma obtida pelos
raios X indica-nos a possibilidade de vir a obter-se uma vacina eficaz
contra a moléstia, utilizando-se esta acao favoravel.

SUMARIO

Foi estudada a acao dos raios X sobre o virus séco do mixoma dos
coelhos. Ao atingir a incidéncia dos raios X a concentracao de 294.000 r
até 378.00, quando desapareceu toda a atividade patogénica do virus,
nem todos os animais inoculados adquiriam a molestia, passando a
evoluir a mesma em alguns désses animais de forma muito mais lenta
gque a presente nas testemunhas. Concordando com esta sintomartolo-
oia, 0 exame histopatologico do material colhido no ponto de lesao
mais intensa de animais atacados com mixoma de evolucao lenta, re-
velou a existéncia de lesoes menos extensas e intensas que aquelas
presentes nos animais inoculados com o virus normal, o que mostra
terem os raios X determinado uma diminuicdo da viruléncia do virus

do mixoma, mas nao uma mutacao.

Os animais inoculados sucessivamente com virus irradiado acima
de 378.000 r, portanto inativados, foram, apos 30 dias, inoculados com
virus de viruléncia integra, adquirindo, no entanto, a infeccao mixo-
matosa com todos os caracteres tipicos, o que revelou nao conservar o
virus do mixoma inativado pelos raios X as suas propriedades antige-
nicas, nao conferindo, portanto, protecao contra inoculacoes ulteriores
de virus mixomatoso virulento.
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