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Temos registrade, em publicacoes anteriores, os resultados de inu-
meras pesquisas feitas em nosso laboratorio referentes a acgao de
agentes fisicos sObre diferentes virus, especialmente o virus da gripe,
merecendo especial destaque as que dizem respeito a acao dos raios X
e radium em vista de figurarem, muitas delas, entre as primeiras as-
sinaladas na literatura, no mesmo setor.

Em prosseguimento as observacdes feitas com o virus da gripe
submetido a acao do radium, passamos a trabalhar com o virus da po-
liomielite, em melhores condicoes, devido ao emprégo de maior quan-
tidade do agente fisico, além de ter sido possivel tempo de exposicao
mais prolongado.

Relataremos, a seguir, as experiéncias praticadas e as técnicas

de que nos servimos para leva-las a efeito, assim como os resultados
obtidos.

MATERIAL E METODOS

A amostra de virus empregada no presente trabalho foi a deno-
minada MEF1, pertencente ao tipo 2 do virus da poliomielite e in-
fectante para camundongos. Fol proveniente dos Estados U"nidos, ten-
do chegado as nossas maos em 1954 por intermédio da reiesentacao
oficial da Organizacao Mundial de Saude no Rio de Janeiru. [em sido
mantida, desde aquela data, por meio de passagens em camundongos
e pela conservacao, intercalada, do cérebro désses animais, depois de
infectados, no congelador a temperatura de 20-25°C abaixo de zero.
A verificacao do poder patogénice do virus ou a determinacido do seu
titulo infectante foi feita em camundongos brancos da criacao do
Instituto Oswaldo Cruz, de 3 a 4 isemanas de idade, em grupos de
10 animais para cada diluicao do material, isto é, do tecido cerebral
triturado no gral, depois de pesado. As inoculacoes foram feitas por

*  Recebldo para publicacao a 19 de fevereiro de 1959.
Trabalho do Instituto Oswaldo Cruz (Divisao de Virus).
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via cerebral, injetando-se 0,03 ¢~ do liquido infectante. Uma vez su-
ficlente o titulo do virus fez-sec a diluicdo inicial a 1:10, com a qual
passariam a ser execu.adas as experiéncias. O radium usado foi for-
necido pela Canadian Radium and Uranium Corporation de New
York em uma agulha de 1,7 ecm cle comprimento e 0,5cm de didme-

Parede do tubo

Interior do tubo
contendo rodium

p—a

Fig. 1 — Dispositivo gue idealizamos para verificar a acdo do radium séoébre virus con-
tidos em ligquidos ou outras aplicagdées. Todos os tubos, em numerc de 3, sdéo de vidro, tendo
O externo 7 cm de comprimento por 1,5 de diametro interno. A agulha de platinoiridio fica
segura no interior do tubo interno, na sua extremidade afilada. O liquido contendo virus colo-
ca-se entre o tubo intermediario e 0 externo. A distancia entre a agulha e o liquido deve
ser, o quanto possivel, a mesma em todo o circuito. Os tubos internos sio arrolhados com al-
godao em rama e, o externo, afim de evitar a evaporacfo, com bhorracha perfurada, por onde
aquéles atravessam.

Fig. 2 — Desenho esquematico dos tubos contendo radium e sua disposicio depois de co-
locados no suporte de madeira, conforme se vé nas figuras seguintes.

tro contendo 1 mg de radium, em célula hermeticamente fechada de
platinoiridio e em 4 tubos tendo, cada um, 2,5 cm por 0,5 cm de dia-
metro contendo, igualmente, 1 mg de radium (figs. 1 a 5). Para sub-
meter o virus a acao do radium idealizamos dois tipos de dispositi-
vos, coniorme empregamos a agtilha isoladamente ou os quatro fu-
binhos. No primeiro caso (fig. 1), a agulha contendo aquela substan-
cia foi colocada na parte afilada do tubo de vidro feito do mesmo
modo que uma pipeta estirada. Esse tubo foi colocado no interior de
outro denominado de hemolise e bem no centre, de modo a que as
distancias féssem as mesmas de todos os lados. Esse tubo de hemdolise,
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com a agulha ji montada, foi colocado em outro tubo de vidro de
maior diametro interno, a fim de néle se colocar o liquido contendo
o virus o qual ficou entre a parede interna deéste ultimo tubo e a ex-
terna do de hemdlise, em igual distancia em todo o circuito. O tubo
de hemodlise, juntamente com o que continha a agulha, foi arrolha-

Fig. 3 — Componentes do selundo dispositivo que idealizamos para verificar a acao do
radium soébre virus contidos em liguidos oua outras aplicacdoes. Em peagueno suporte de madeira
sa0 feitas escavacHes destinadas aos tubos contendo radium que neéele ficam formando um
quadrado. Em volta, adaptou-se circulo, também de madeira, com diametro interno igual ac
do frasco de Carrel, no qual se coloca o liquido contendo virus e que se vé ao lado do
suporte.

Fig. 4 — O frasco de Carrel esta colocado no suporte de madeira. sObre os tubos contendo
radium.

Fig. 5 — Caixa de chumbo contendo, no interior, o suporte de madeira com OS tubos de radium,
ja colocados para receber o frasco de Carrel contendo a suspensao de virus e que se vé ao lado

Depois de executadas essas operacdes, a caixa é fechada com a tampa que esta no canto superior
e esquerdo desta figura.

do com algodao em rama e o tubo maior com rolha de borracha com
perfuracao por onde passam agquéles. Depois de tudo preparado, con-
siderou-se iniciada a prova, colocando-se logo em seguida o dispositi-
vo na caixa de chumbo e na geladeira a 3-5°C. Todo o material fol
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previamente
Iha contendo radium que nao enfrou em contacto direto com o liquido

contendo virus. A retirada déste para as verificacGes periddicas foi
feita com cuidados de assepsia, retirando-se o tubo da caixa de chum-
bo, com a pinga adequada. Do liquido contendo virug foi inicialmente
separada uma parte para servir de testemunha a qual acompanhou
sempre, lado a lado, a caixa de chumbo contendo o virus sob a acao

do radium.

sterilizado pelo processo habitual, excetuando-se a agu-

Para o caso de empregarmos os 4 tubos idealizamos pequeno su-
porte de madelra, com escavacoes destinadas aos tubos que néle fi-
caram formando um quadrado (figs. 2 e 3). Em volta deste adaptamos
circulo, tambem de madeira, com diametro interno igual ao do frasco
de Carrel que usamos para colocar o liquido contendo virus (figs. 3
e 4). A camada liquida teve a altura de 0,1 cm. O frasco foi esteri-
lizado, da maneira habitual, substituindo-se a ro6lha de algodio pela
de borracha, esterilizada a parte, a fim de evitar a evaporacio. De-
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pois de completar essas operacoes colocamcs o suporte de madeira
com os tubos de radium e o frasco de Carrel, contendo a suspensao
de virus, sObre os mesmos, nha caixa de chumbo, depositando-se, a se-
guir, na geladeira (fig. 5). A diluicao inicial destinada as expe-
riéncias foi dividida em duas partes iguais a fim de que uma delas
servisse de testemunha acompanhando a cutra, lado a lado, sem sub-
meter-se, no entanto, a acao do radium. Terminadas essas operacoes
colocamos a caixa de chumbo e o frasco testemurha na geladeira a
40C. Dali s6 foram retirados na ocasiao de determinar os titulos in-
fectantes, nas datas estabelecidas, manejando-se o0 material com cuida-
dos de assepsia.

EXPERIENCIAS E RESULTADOS

As primeilras experiéncias foram feitas com a agulha contendo
radium, empregando-se dispositivo descrito para ésse fim (fig. 1). As
determinacoes foram feitas apds 10, 20, 36 e 60 dias. Na ocasiao da
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prova, retirou-se, de cada vez, pequena quantidade do material man-
tido na geladeira fazendo-se 4 diluigbes: 10!, 102, 10 e 10+ injetan-
do-se 80 camundongos sendo 40 testemunhas em cada uma das 4 sé-
ries, num total de 320 animais, portanto. Na leitura dos resultados
nao sao contados os animais mortos antes de 24 horas apds a inocula-
cao. Poder-se-4 ver no Quadre 1, a distribuicdo das 4 séries de ex-
periéncias e os resultados obtidos. Com o virus submetido & acdo do
radium durante 10 dias o virus testemunha revelou aumento nao
significativo de atividade, menos com o submetido durante 20 e 30
dias e resultado idéntico com o de 60 dias, avaliando-se ésse resulta-
do pela determinacao do DL;,, segundo REeEp & MuEeNcH. O resultado
final foi sempre registrado no 300 dia da inoculacdo. Como conclusao,
nada significativo. Resolvemos, em vista désses achados, prosseguir
nas verificagoes em novas experiéncias, prolongando o tempo de ex-
posicao. As quatro séries seguintes foram feitas com 90, 120, 150 e
182 dias de atuacao do radium, nas mesmas condicoes das ja descri-
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tas. O Quadro 2 dara uma idéia de conjunto destas séries de expe-
riéncias. Apés 90 e 182 dias o virus testemunho mostrou-se ligeira-
mente mais ativo, um pouco mais apdés 120 dias e em situacao idénti-
ca apos 150 dias. Os resultados continuaram nao significativos.

Passamos, entao, ao segundo tipo das nossas pesquisas, empre-
gando os quatro tubos ccntendo radium, de acordo com o dispositivo
descrito. Nas quatro séries iniciais (Quadro 3), o virus foi submetido
a acao do radium durante 7, 13, 20 e 30 dias. O virus testemunho
mostrou-se ligeiramente mais ativo, a excecao da primeira série em
que a atividade foi ligeiramente maior com o virus submetido a acao
do radium. Nada porém significativo.

Passamos ao novo grupo de experiéncias em outras 4 séries, em
que o virus foi submetido a acao do radium durante 60, 90, 127 e 159
dias (Quadro 4). Em todas elas o virus testemunho mostrou-se me-
nos ativo sendo que, nas duas ultimas, nao mostrou nenhuma ativi-
dade ao passo que o virus submetido a a¢do do radium mantinha pra-
ticamente a mesma atividade.
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Em todos os Quadros vao assinalados os animais que tiveram pa-
ralisias e os que nao apresentaram morrendo ésses animais, apesar
disso, da infeccao causada pelo virus da poliomielite.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Conforme assinalamos ao tratar da acao dos raios X sobre o
virus da gripe, em experiéncias feitas separadamente com as amos-
tras PR8, Lee, WEiss e DL/Rio, com tendéncia neurctropica, os tra-
palhcs que se referem nao somente a ésses virus, como aos demais,
sa0 em numero relativamente reduzidos e encaram, de um modo ge-
ral, a sua inativac¢do, diminuicdo ou eliminacio da sua viruléncia e
poder patogeénico. Os dedicados & acdo do radium sdo, ainda, em
numero muito menor. Nenhum deles encarando o problema sob o
ponto de vista ora por nds apresentado com o virus da poliomielite.
Nos nossos trabalhos anteriores sébre a acdo dos raios X verificamos
que Os mesmos, em doses fracas, exerceram acac excitante sobre o
virus da gripe, aumentando o seu poder patogénico para camundon-
gos. Sobre ésse mesmo virus ndo notamos diferenca significativa
empregando o radium em uma 6 agulha de 1 mg, como também acon-
teceu com o virus da poliomielite. J& 0 mesmo ndo aconteceu quandoc
submetemos éste virus a acao dos 4 tubinhos contendo um total de
4 mg de radium. Pudemos, neste caso, assinalar sensivel diferenca
em relacao ao virus testemunho. Quandc empregamos uma sé agulha,
nada de significativo se observou até 60 dias de exposicio mas, com
o emprego dos 4 tubos, o virus testemunho mostrou-se sempre menos
ativo sendo que, nas provas executadas apds 127 e 150 dias, nio teve
nenhuma atividade, enquanto que o virus submetido 4 acido do ra-
dium ainda a conservava idéntica. Os resultados dessas experiéncias
revelaram que, nas dcs:s empregadas, o radium exerce acdo excitante
soObre o virus da polinmielite. Poderemos ter, assim, na pratica, um
meio de exaltar-lhe a viruléncia.

RESUMO

Em prosseguimento a trabalhos anteriores referentes a acdo dos
ralos X e radium sobre os virus, especialmente o da gripe, verificaram
0s A.A. que o radium exerce, em certas doses, acao excitante sdbre o
virus da polion.ielite, como acontecera com as doses fracas de raios
X sobre o virus da gripe. As experiéncias que levaram a essas conh-
clusoes foram feitas com a aplicacdo de 4 mg de radium contidos em
4 tubinhos verificando-se que, apos 127 e 159 dias o virus testemu-
nho tinha perdido toda a atividade, que antes ja se mostrara dimi-
nuida, ao passo que o submetido 2 acao do radium mostrou-se sem-
pre mais ativo, assim se conservando integralmente apds aquéle pra-
zo. Na pratica, essa observacao podera conduzir a um meic destinado
a aumentar a viruléncia do referido virus.
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SUMMARY

Radium effect upon the poliomyelitis virus

The authors refered the previous publication of the results
obtained when the influenza virus in saline suspensions of mice lungs
was irradiated with small doses of X rays. The irradiated virus was
more virulent for mice than the control one. The effect of the exposi-

tion to 1 mg of radium was not significant.

In the present paper the authors refered the experiments made
with the poliomyelitis virus, MEF1 strain, after exposition to 1 needle
of 1 mg of radium and to 4 tubes of 1 mg of radium. The virus sus-
pension was put mto the Carrel flask in a fluid layer of 0,1 cm. The
titulations of the irradiated virus suspension activity were made,
in the first case (exposition to the radium needle), after 7,13, 20 and
30 days and, in other experiments, after 90, 120, 150 and 182 days of
exposition. The results were not statistically significant. In the second

case (exposition to the 4 tubes of 1 mg of radium each), after 60
and 90 days of exposition showed more activity than was shown in the

control. After 127 and 159 days the control suspension completely
lost the activity and the irradiated virus maintained the same infective
title.

In conclusion, the poliomyelitis virus, MEF1 strain, after radium
exposition, in the described experimental conditions, showed higher
infective title than the control. This property can be used to increase
the virulence of that virus and, possibly of other viruses.
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