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A presenca de virus em certos animais aparentemente sadios, motiva as
vézes erros em observacbes experimentais. Tem-se procurado contudo co-
nhecer as doencas dos animais de laboratério, principalmente as causadas por
virus, que freqiientemente mascaram os resultados de inocula¢des com outro
material. O camundongo foi apontado como portador de varios virus, mesmo
em animais de criagdo em que todos os cuidados sdo tomados para evitar
qualquer contaminacao possivel.

Foi Theiler (31, 32) quem descobriu e descreveu a encefalomielite es-
pontanea dos camundongos, causada por virus. O periodo de incubacao
dessa doenca varia de 7 a 30 dias; ha paralisia flacida de um ou mais membros,
mas quando os animais sdo muito jovens morrem apds inoculacao intracerebral
sem ter paralisia. Exceto a via intracerebral, a instilacdo nasal é o tnico
método de infeccdo. O virus ndo é patogénico para o macaco rhesus. Foram
isoladas cinco amostras de virus, tendo tddas aproximadamente o mesmo grau
de viruléncia, exceto a amostra 4, relativamente avirulenta, com a qual nenhum
ou apenas poucos camundongos do total inoculado mostram sintomas de pa-
ralisia.

r

Theiler e Gard (34) verificaram que o virus mede 9 e 13 milimicra, é
destruido rapidamente na temperatura de 50°C, precipita pelo sulfato de amé-
nio e tem dois 6timos de estabilidade, um cérca de pH §,0 e outro 3,3. Ani-
mais inoculados por via intracerebral com amostra pouco virulenta adquirem
alto grau de imunidade a uma subseqiiente inoculacao de amostra muito vi-
rulenta. Ha relacdo entre a amostra de virus inoculada e o tempo de incuba-
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¢ao; a reciproca do periodo de incubagdo achado é proporcional ao logaritmo
da amostra de virus inoculada (10).

O virus foi obtido purificado por GARD e PEDERSEN (11). BOURDILLON
(3) aplicou o método da difusdo analitica ao estudo déste virus e observou
que a prepara¢do nao era homogénea, com 109 de infetividade em particulas
com cérca de 15 milimicra de didmetro. MELNICK (21) concentrou 4.000 cc.
de uma solugido contendo cérebro de camundongo infetado, em volumes de 40
a 80 cc. O virus presente nas solu¢des pervaporadas foi também concen-
trado no ultracentrifugo em fracdes ativas, com volume menor do que 1 cc.

GILDEMEISTER e AHLFELD (12) verificaram um caso de meningencefalite
espontanea em camundongos de criagdo, causada por um virus que foi pas-
sado em camundongo por inoculac¢do intracerebral. O principal sintoma era
paralisia dos membros posteriores. Nem todos os animais morriam: nesse caso
albergavam o virus no cérebro e medula por muito tempo. IcucHr (15) tam-

bém isolou um virus, de uma doenga semelhante a encefalite descrita por
THEILER, tendo feito 15 passagens.

OvriTsky (23 a 26) observou que camundongos normais albergam o virus
no intestino, o qual nao foi isolado do alimento ou da aqua. O virus nio foi
encontrado em camundongo com menos de 12 dias de idade, estivesse ou nio
presente no intestino materno; com 20 a 25 dias foi observado irreqularmente,
porém a partir dai se encontra com grande freqiiéncia. Mesmo animais ino-
culados no cérebro tém filhos que ndo demonstram virus até o 5.° dia. Nao
foi isolado do cérebro de animais que tinham o virus no intestino. N&o con-
seguiu infetar rhesus por inoculagdo intracerebral, nao tendo sido mesmo pos-
sivel evidenciar o virus no sistema nervoso central, 24 horas depois de admi-
nistrado. OLITSKY e SCHLESINGER (28) isolaram-no também do intestino de
camundongo cinzento aparentemente normal.

T'HEILER e GARD (35) isolaram um virus das fezes de camundongo, se-
melhante ao estudado; animais alimentados com agua e comida esterilizadas.
continuaram a excreta-lo por mais de 53 dias.

Resultados interessantes foram obtidos por DunHAM e PARKER (5) ino-
culando o virus em embridao de galinha; fizeram suspensdao a 109% de cérebro
de camundongo infetado e inocularam por via intracerebral embrides de 11 a
13 dias, conseguindo 6 passagens, sem que entretanto houvesse sinais eviden-
tes de infecgdo; o cérebro de embrides da terceira e sexta passagens produziu
infeccdo em camundongos; o cérebro da sexta passagem foi inoculado na mem-
brana corioalantéide e apés 5 passagens neste tecido, matou camundongo com
sintomas tipicos.
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Flig . — Camundongo branco «dz2 ceriacao, com mielencefalite
espontanea .

I'oto J. Pinto.

(GAHAGAN ¢ STEVENSON (9) icolaram um virus procautor de encefalo-
mielite espontanca de camundongo transmissivel por via intracerebral, mas
nao por instilacao nasal. Algumas diferencas pcquenas quanto ao ccmpor-
tamento do virus levaram a suposicao de que talvez nao se tratasse do virus
de THEILER.

FinprLAy (7) diz que éste virus da encefalomielite de THEILER nao foi
encentrado na Inglaterra.

E' nossa intencao neste trabalho relatar o isolamento de amostras de
virus encefalomielitico, obtidas de camundongos espontaneamente infetados
e apresentar os resultados dos estudos feitos a fim de determinar algumas de

suas caracteristicas.

MATERIAL E METODOS

a) Amostras de virus: apds ja térmos visto camundongos com enceialo-
mielite espontanea entre os animais de criacao da Fundacao Rockefeller, re-
solvemos procurar também a doenca nos camundongos brancos, suicos, da
criacao do Instituto Oswaldo Cruz, alias provenientes da Fundacao. Em

123 .532 F. 4
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13-7-43, examinamos 7.000 animais com mais de 18 dias. Encontramos um
com o pelo ericado, certa dificuldade em andar, devido a uma paralisia do
membro posterior esquerdo; havia também outro, ja moribundo, que apresen-
tava paralisia de todo o trem posterior. Estes animais, antes de serem sacri-
ficados, foram mostrados ao Diretor do Instituto, Dr. HENRIQUE ARAGAO, co-
nhecedor de doencas por virus, o qual sugeriu féssem feitas inoculacoes em

outros animais.

[Vig., 2 Tetraplegia em camundongo com mielencefalite apos
nstilacao nasal do virus.

F'oto M. (Cesanr.

Estes dois camundongos foram sacrificados com éter, retirados o cérebro
e medula, com os quais foram feitas suspensoes a 10% em solucao tisiolégica
e para cada uma inoculados, por via intracerebral, camundongos adultos de
36 dias e jovens de 19 dias.

Com o material proveniente do animal moribundo, dos camondongos
adultos morreram, um no 11." dia pos-inoculacao e outro no 14.° dia, com sin-
tomas de encefalomielite; ambos mostraram paralisia dos membros posteriores.
Os demais inoculados, num total de 8, morreram nos primeiros dias apos a

inoculacao sem sintomas aparentes de inlteccao.

No outro lote, de 10 camundongos, 7 ticaram doentes, sendo que 3 foram
sacrificades no inicio, 2 morreram doentes mas sem paralisia, 1 morreu no 11.°
dia apos apresentar nor dois dias paralisia dos membros posteriores e 1 foi
sacrificado a fim de serem feitas passagens, apos 6 dias de doenca, apresen-

tando uma naralisia progressiva.
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Em outra série de experiéncias, sequindo a técnica de OLiTsky (20) sa-
crificamos 14 camundongos aparentemente normais, adultos de mais ou menos
40 dias de idade, retiramos todo o intestino que foi triturado e emulsionado
juntamente com as fezes. A suspensao foi feita em caldo simples, centrifu-
gada 10 minutos e filtrada em Chamberland L5; também foi feita emulsao
idéntica e filtrada em Seitz EK (essas filtragdoes foram feitas no laboratério
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Fig. 3 — Cérebro de camundongo com mielencefalite espontanea
Circunvolucao do hipocampo. Infiltracio mononuclear perivascular,
em focos. Hematoxilina-eosina.

Foto J. Pinto.

de Bacteriologia, gracas a gentileza do Dr. GENEsio PACHECO, a quem muito
agradecemos) . Em seguida, inoculamos 0,03 cc. i. ¢. do filtrado em camun-
dongos adultos; foi possivel a observacao de um agente filtravel capaz de
produzir uma doenca semelhante a de THEILER.

[Escas trés amostras serviram para as experiéncias.

b) Animais de experiéncia: camundongos suigos, albinos, criados no
laboratorio, com idade variavel de 3 a 6 semanas, foram utilizados neste es-
tudo para as pesquisas e dosagens dos virus isolados.

c) Técnica de infeccao: foram feitas pesquisas inoculando camundongos
por via intracerebral, algumas vézes por via intraperitoneal e por instilagao
nasal. As inoculacoes geralmente foram feitas em grupos de 6 camundongos,
0os quais receberam, quer nas inocula¢oes intracerebrais quer nas instilagdes
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nasais, 0,03 cc. de suspensao de cérebro e medula intetados; para a inocula-
cao intraperitoneal, administrava-se 0,20 cu 0,40 cc. de suspensao de virus c
ao mesmo tempo fazia-se, para os camundongos adultos, uma injecao i. c.
de 0,03 cc. de suspensao a 29 de goma de amido.

Para as titulacoes foram utilizados grupos de 6 camundongos adultos,
cada um dos quais recebeu dilui¢des decimais de virus. A mortalidade de
50 % dos animais, o ponto limite da titulagcao, toi calculada pelo metodo de
Reed e Muench (29), no qual uma dose minima mortal (DMM) ¢é definida
como a quantidade dec virus contida em 0,03 cc. da dilucao ponto limite .

Fig. 4 — Outro aspecto da lesiao observada na fig. 3.

Foto J. Pinto.

d) Observacao dos animais : éles foram examinados diariamente pelo
menos durante 40 dias e registrados em cartdoes adequados todos os sintomas
observados.

e) Passagens do virus: para as passagens foram retirados cérebros de
camundongos paraliticos, geralmente moribundos, que foram sacrificados com
éter. As suspensoes foram feitas em solucao fisiologica e o material filtrado
cm Chamberland L3. ou Seitz EK. Grupos de 6 e 12 camundongos foram ino-
culados por via intracerebral.

[) Exames histopatolégicos : foram feitas autopsias em animais cuja
morte se processou como término da doenca ou que foi produzida pelo éter ou
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cloroférmio. Retirados os cérebros e medulas, foram fixados em formol a 10%
e corados pela hematoxilina-eosina. Com ésse material foram feitos os estudos

sébre as lesoes histopatolégicas preduzidas pelo virus.

PARTE EXPERIMENTAL

1) — Isolamento do virus e passagem em serie.

Durante o exame dos camundongos da criagao do Instituto Oswaldo
Cruz, observamos dois que apresentavam o aspecto da doenga de Theiler, num
total de 7.000 an'mais. Ambos cram adultos, com idade de 5 a 6 semanas.

IFig. 5 — C(Cérebro de camundongo com miclencefalite espontanea. He-
morragia no esraco de Virchow-Ilobin, coineidindo com intensa infil-
traciio mononuclear perivascular. Hematoxilina-eosina .

Foto J. Pinto.

Eles foram sacrificados com éter, retirados os cérebros e medulas, feitas sus-
pensdes a 109 em solucao fisiolégica, sendo o material incculado por via in-
tracerebral em grupos de 6 a 12 camundongos. A terceira amostra foi obtida
por trituracdo e filtracdo do intestino de camundongos aparentemente normais.
Foram feitas ccm as 3 amostras dez passagens por inoculacao intracerebral
cr1 camundongos adultos e jovens; geralmente utilizamos material de camun-
dongos paraliticos, mas em alguns casos fizemos passagens com cérebro e me-
dula de animais ainda no periodo de incubag¢ao. Denominamos as trés amos-

tras de A, B e C.
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As passagens sucessivas aumentaram a viruléncia, o que se verificou nao
s6 pela diminuigao do periodo médio de incubacao como pela maior incidéncia
da morbidade e da mortalidade (quadro n” 1). Assim, por exemplo, com a
amostra A fcram inoculados, na segunda passagem, 12 camundongos dos
quais 7 licaram paraliticos, 3 entre os adultos e 4 entre cs de 21 dias, com
tempo médio de incubacao para cs primeiros de 15, 2 dias e para os altimos
de 12 dias, tendo apenas morrido 1 durante o periodo de cbservacao. Na
décima passagem também foram inoculados 12 animais, tendo todos ficado
paraliticos, com tempo médio de incubacao para os adultos de 10,3 dias ¢
para os de 21 dias de 9,2, morrendo tcdcs, com apenas uma excecao, até o
30." dia. Verificou-se que o pericdo médio de incubagao é sempre menor nos
camundongos jovens.

Fig. 6 — Cérebro de camundongo com mielencefalite espontanca. Iafil-
tracao mononuclear perivascular.

Foto J. Pinto.

Apods dez pessagens resolvemcs fazer prcva de imunidade cruzada a fim
de verilicarmos, como tudo alias parecia mostrar, que as trés amostras eram
idénticas. Temamos 12 camundongos de cada grupo, que haviam sido ino-
culados no cérebro 50 a 80 dias antes déste teste ¢ que sobreviveram a infec-
cao; cérca de 30 dias antes inoculamos os animals ccm 0,3 cc. intraperitoneal.
com o mesmo virus que éles haviam rccebidos antes. Dividimos em trés sub-

grupos de 4 e inoculamos por via intracercbral cada um déles ccm as trés
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amostras de virus. Assim, por exemplo, o grupo que recebera a amostra A
foi separado em trés subgrupos recebendo um déles novamente a amostra A
e os outros dois as amostras B e C. O mesmo foi feito com os outros grupos.
Como contrdle foram inoculados camundongos normais da mesma idade. O
resultado (quadro n.° 2) mostrou quec a grande maioria dos animais nao apre-
sentam novamente sintomas de infeccao.

Essa pesquisa nao afasta contudo a hipétese de ter havido um fenémeno
de interferéncia, pois o virus pode sobreviver muito tempo no sistema nervoso
central, apés uma inocula¢do por via intracerebral. Fizemos entdo uma ex-
periéncia menor com as amostras A e B. Incculamos quatro vézes, com inter-
valo de 5 a 7 dias, dois grupcs de 5 camundongos jovens, com 0,3 cc. intra-
peritoneal de cada uma das amostras. Trinta dias depois injetamos por via
intracerebral 0,03 cc. de suspensao a' 10% da amostra A no grupo B e da
amcstra B no grupo A. A imuniza¢do dcs camundongos por via intraperito-
neal com a amostra A produziu uma imunidade observada pela inoculagado in-
tracerebral da amcstra B, pois em 5 ficaram apenas 2 doentes, ao passo que
4 ccntroles ncrmais que receberam a amostra B apresentaram paralisias e
mcrreram no prazo da observacdo. Por cutro lado os camundcngcs imuniza-
dos com a amostra B e que foram depois inoculadcs no cérebro com a amos-
tra A, num total de 5, apenas 1 apresentou paralisia ou qualquer cutro sin-
tcma dz infeccio durante todo o periodo de observagao; no cntanto, os con-
troles normais incculados ccm a amostra A adoeccramr e mcrreram todos.
Outrossim o tempo médio de incubacdo nos 3 camundongos que apresenta-
ram paralisia, nos dois grupcs préviamente imunizados, foi dc 17,6 e nos con-

troles de 13,3 dias.
QUADRO N.o 1

RESULTADOS OBSERVADOS NA I1, VI E X PASSAGEM POR VIA INTRACEREBRAL
EM CAMONDONGO, DAS TRES AMOSTRAS DE VIRUS ISOLADAS

CAMUNDONGOS ADULTOS CAMUNDONGOS DE 21 pi1as
AMOSTRA .PASSAGEM .
N.0 Paraliticos o P. M. L Mortos N\.O Paraiticcs 1 *P. M. 1. |t Mortos

11 6 3 15,2 1 6 4 12,0 0
A VI 6 6 16,5 4 | 6 6 : 9,5 6
X 6 6 10,3 | 6 6 | 8 j 9,2 5
n | 6 | 3 o130 | o 6 3 0,6 | 2
B Vi 6 3 11,3 3 5 4 10,6 4
X 0 6 10,4 4 6 6 10,0 4
11 6 3 | 113 | 1 5 3 | 16,3 1
C V1 6 4 15,2 | 2 4 2 12,0 2
X 6 4 | 13,2 3 5 4 10,3 3

%) P. M. 1. periodo médio de incubacgio, em dias.
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QUADRO N.o 2

PROVA DE IMUNIDADE CRUZADA ENTRE AS AMOSTRAS A, B E C,
DE VIRUS PRODUTOR DA MIELENCEFALITE DOS CAMONDONGOS

m

IMUNIZAGAO PROVA DE IMUNIDADE
. . =
L. ¢. e 1. . Amostra A 4 0 0
A . ¢. € 1. D. Amostra B 4 1 25
. c. ¢ 1. p. Amostra C 4 2 50
Contrdle normal. . ..... ... .. . .. — ~Amostra A 5 5 100
_ | __
1§ 1. ¢. e Y D. Amostra A 4 | 0 0
B . c. ¢ 1. p. Amostra B 4 0 0
B . ¢. € ! p. Amostra C 4 1 25
Contréle norma'. ........... ... . — Amostra B 6 G 100
_ O - - |- I E
C . c. ¢ 1. p. Amostra A 4 0 0
C 1. ¢. ¢ 1. D. Amostra B 4 0 | 0
C I . ¢. ¢ 1. p. | Amoztra C 4 0 0
Contréle normal. .. ...... ... .. — Amostra C 6 | 6 100

Dcpois destas experiéncias prosseguimos nas passagens apenas ccm a
amostra A e abandonamos as cutras duas.

2) ~— Infeccao espontanea nos camundongos.

A infeccdo é em geral reconhecida pelo aparecimento, cm camundongos
normais, de uma paralisia flacida que atinge principalmente os membros pos-
teriores, apenas um ou mesmo os dois. Ndo se sabe ainda qual o coeficiente
de mortalidade. A doenca parece ser mais comum em animais jovens, com
5 a 7 semanas de idade. Como a infecgdo experimental tem um periodo de in-
cubacdo grande, é de supor que no processo natural éste ainda venha a ser
maior. E’ pois possivel que éstes animais se infetem com menos de 21 dias.
tempo em que as barreiras naturais de defesa do sistema nervoso central ainda
nao estao ccmpletamente formadas, tornando-cs mais suscetiveis. Bste fato
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nao explicaria, porém, a tao pequena incidéncia de mielencefailite; para nos,
além da hipétese de o virus alcangar o sistema nervoso central em animais em
geral com menos de 21 dias, ainda deve haver varias outras condigoes predis-
ponentes desconhecidas.

Os camundongos adultos, que em grande percentagem sao portadores de
virus no intestino, nao se tornam mais doentes porque tém as barreiras do
sistema nervoso central completamente formadas, salvo se essas defesas forem
rompidas e houver ainda outras causas coadjuvantes. A inoculacao intracere-

Fig. T — Medula de camundongo com mielencefalite espontanea. Focos
de mielite no corno anterior direito (assinalado p=lo circulo branco) e
no corno posterior esquerdo. Hematoxilina-eosina.

IFoto .J. Pinto.

-

bral de goma de amido, ou um simples traumatismo com a agulha, nao ¢ mo-
tivo suficiente para que os animais tenham encefalomielite, do contrario seria
quase impossivel se trabalhar com camundongos quando se usasse nas expe-
riéncias a via intracerebral.

Nos animais espontaneamente infetados e que apresentam paralisias, o
virus se encontra na medula em concentracao maior do que no cérebro. O
virus tem sido cem freqiiéncia isolado do centetido e também das parcdes do
tubo gastrintestinal, o que nés mesmo conseqguimos; éle é evidenciado nos
glanglios mesentéricos ¢ nas fezes, porém nao no sistema ncrvoso central,

-

glandulas salivares e outros 6rgaos de camundonge normal, com idade com-

L -
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”

preendida entre quatrc e oito semanas. O virus nao é encontrado, cu apenas
de forma irregular, nos animais ainda no periodo de amamentacio e nos velhos
de mais de oito semanas. THEILER e GARD (34) verificaram que a cxcrecio
do virus pode persigstir até 53 dias depois do primeiro isolamento. O cérebro.
a medula, o figado, o pulmao ¢ o bag¢o foram negativos, porém o tubo gas-
trintestinal mestrou a presenca de virus no estémago, intestino gresso e del-
gado e no ccco (33). ExLunD e THEILER (6) demonstraram mais tarde que,
fora o intestino delgado, a tnica parte onde o virus pode ser demonstrado com
reqularidade é nos ganglios linfaticos mesentéricos. O contetido do intestino
parece conter mais virus que a parede intestinal e nesta, a maior quantidade
se encontra na mucosa; ha mais virus na parte superior do intestino delgado

que na inferior.

3) — Sintomatologia da doenca experimental.

Camundongos que receberam 0,03 cc. de suspensido de virus por via in-
tracerebral, parecem perfeitamente normais por um pericdo que varia de 5 a
30 dias, dependcndo da ccncentracao e da amostra de virus usada. Em se-
guida, pcde haver uma fase prodémica em que éles se mcstram menos ativos,
com sinais de fraqueza e certa dificuldade no andar. Outras vézes, e é o quc
se da com mais [freqiiéncia, a paralisia surge sem ésscs sintomas premecnitd-
rios. Um animal, que na véspera estava aparentemente normal, aprcsenta pa-
ralisia de uma ou das duas pernas traseiras, na imensa maioria das vézes; em
casos esporadicos pode ser uma cu as duas pernas anteriores as que apresen-
tam inicialmente sintcmas de paralisia do tipo flacido, ou, raramente, de forma

espastica.

-

A progressao da doenca em certos cascs é muito lenta; nesta forma cré-
nica o camundongo apresenta os primcircs sintomas em um dcs membros,
sobrevindo uma paralisia flacida e as pernas sc cncurvendo para tras; quando
as duas pernas trazeiras sao atingidas e ha progrecssao da doenca, o animal
ao caminhar utiliza apenas os membros dianteiros, arrastando o ventre no
chao, dobrando as duas pernas para tras. Prccessa-sec uma atrofia e contra-
turas dcs mcmbres atingidos; os cssos sofrem deformacdes, porém a cauda
nao fica paralisada. Nestes casos parcce haver deformacdes dos csscs da
bacia; os muscules da regido paralisada se atrofiam muito, nctando-se ade-
mais incontinéncia de urina e mesmo espermatorréia. Essas fcrmas cronicas
podem prcgredir, havendo tetraplegia, ficando impessibilitada cempletamente
a marcha, em sequida scbrevém caquexia e morte num prazo de 10 até 50
dias, a contar do inicio dos sintcmas. QOutras vézes a doenga nao progride
além da paralisia localizada em uma cu em duas pernas ¢ o animal aos poucces
vai rchavendo novamente as [6rcas, ficando apcnas com as seqiielas.
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-

Em outros casos a paralisia é transitéria e o animal recupera pratica-
mente o estado normal. Foi possivel ainda observar uma forma aguda e outra
superaguda. Na primeira, os animais apresentam inicialmente paralisia de
ambos cs membros posteriores ¢ 24 a 48 heoras depceis esta instalada a tetra-
plegia, merrendo o camundongo nas proximas 24 horas; o curso da doenca
¢ no maximo de 4 dias, sendo sempre fatal. Nos casos superagudos, ou os
animais nao apresentam qualquer sintcma e mcrrerma 5 a 6 dias depcis da ino-
culacdo intracerebral, ou ha uma paralisia ascendente tipo Landry, com morte
cm 24 hcras. Além da paralisia ndo ha geralmente outros sinais.

Fig. § — A mesma medula anterior, vendo-se um dos focos com maior
aumento. Hematoxilina-cosina.,

Foto J. Pinto.

Os animais jovens inoculadcs ccm mencs de 21 dias, época normal do
desmame, morrem freqiiéntemente sem evidenciar sintomas de infecgdo. Seja
qual foér a via utilizada para a inoculacao experimental do virus, desde que
apareca a doenca, o quadro clinico ¢ semelhante. De modo geral pode haver
variacoes no periodo de incubacdo, dependendo nao sé da via utilizada, mas
principalmente da idade do animal e da amostra do virus; como vimos éle ¢€

mencr em camundongos de 21 dias.

Sequndo DINGLE (4) a inoculacdo intracerebral de outros agentes resul-
tcu no isclamento de amostras mais virulentas do que as até entao obtidas.

Nio foi porém possivel estabelecer-se relacac entre a amostra do virus da
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encclalomielite por éle isolada e os agentes inoculados (virus da febre ama-
rela e encefalite humana); a exacerbacdo de uma infeccao latente parece se
a explicacao mais plausivel.

-

Fato importante a assinalar ¢ a diversidade do quadro clinico, nio s6
quanto ao tempo médio da incubacdo, como ao periodo médio da dcenca,
quando se trata de amostras muito virulentas. Assim, THEILER ¢ GARD (34)
obtiveram duas amostras que, quando inoculadas por via intracerebral, apre-

Fig. 9 — Cérebro de camundongo coim mielencefalite por inoculacio in-
tracerebral. Zona de gliose com multiplicacao dos nacleos neurdglicos nas
proximidades do IV ventriculo.

Foto J. Piito.

sentavem um curto periodo de incubacdo, de 2 a 6 dias, curso muito rapido
da infteccao, geralmente de 24 a 48 horas, coeficiente de mortalidade ¢ titulo
do virus no cércbro mais elevado que ccm as demais amostras. Com a amos-
tra GDVII, o primeiro sinal de infeccdo foi uma superirritabilidade mostran-
do que cs sinais da doenga estavam cn relacdo ccm a medula. Com a amos-
tra FA, os sinais de infeccdo que aparccem apéds inoculacio intracerebral ou
instilacao nasal, assemclham-se mais aos de encefalite do que de mielite; os
animais téem um aspecto de dcentes, hiperexcitabilidade, ericamento dos pélos
e convulsdcs tonicas que muitas vézes terminam com a morte; paralisia das

pernas ¢ rara, catrctanto apds a inoculagao intrapcriteneal uma paralisia fla-
cida é ccmumente o sinal predeminante.



Linhares e Borges Fortes: Mielencelalite dos camundongos 61

4) — Caracteres [isicos do material infetante

Pela sintomatologia da doenca e passagens em série nos camundongos,
de emulsao de cérebro infetado, pensamos lecgo tratar-se de uma infeccao por
virus. T'entativas de cultura foram feitas, quer em mcios aerébics quer em
anaerobios, mas os resultados foram sempre negativos, seja com medula, seja
ccm cérebro. Esfregacos corados pelo Gram nada revelaram. Estudamos
cntao os principais caracteres déste material:

Fig. 10 — Cerebelo de camundongzo com infeccio experimental. Intensa
inflamacao da pia-miter, observando-se o actmulo leucocitario e a hipe-
remia. Hematoxilina-eosina.

IFoto J. Pinto.

a) Filtracao: fizemos suspensdes em agua fisiologica com 109 de séro
normal de macacc, de cérebro e medulas infetadas. O material foi centrifu-
gado alguns minutos, a fim de serem depositadas as particulas mais grossei-
ras, e foram feitas filtracoes em velas Berkefeld, em Chamberland 1.3 ¢ L5 e
em fliltro Seitz EK; o agente infetante atravessa-os com facilidade e conserva
em geral a mesma atividade que tinha a emulsao antes da filtracao.

Esta facilidade de o agente atravessar os filtros mesmo, por exemplo,
Berkefeld W., sugere que o virus é de tamanho pequeno, provavelmente com
35 mp. ou menos. THEILER (32) conseguiu filtrar em Seitz e em todos os
graus do filtro Berkefeld; o diametro médio das particulas determinado por
filtracao através de membrana de colodio foi de 13 a 15 my. sendo pratica-
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mente o mcsmo da poliomielite humana. Posteriormente THEILER e GARD
(34) calcularam entre 9 e 13 mu..

b) Conservacdo: foi possivel conservar o virus em glicerina a 509%
na geladeira, pelo menos durante dois meses, sem que foéssem notadas alte-
ragdes na capacidade infetante do material. Este método é, pois, um bom
meio para conservacao do virus. Alias, THEILER (32) verificou que, nestas

F

condigdes, o virus pode ser guardado pclo menos por 150 dias e é mais esta-
vel em pH &§,0 ou pH 3,3.

c) Acao do calor: em 29-10-43 aquecemos a 56°C por 30 minutos, em
banho-maria, uma suspensao a 109% de cérebro e medula infetados. O virus
foi totalmente inativado, pois a inoculagcido intracerebral de 0,03 cc. em um
grupo de camundongos de 21 dias ndo mostrou qualquer sinal de infeccZo,
ao passo que tcdos os controles morreram. Mesmo a temperatura ambiente o
material perde a atividade em algumas horas; camundongos inoculados com
suspensao de cércbro deixada por 24 horas no laboratério, sobreviveram todos.

5) — Caracteres bioldgicos do virus

a) Viruléncia para o camondongo.

Tratando-se de um virus que camundongcs aparentemente normais al-
bergam em seu intestino, a viruléncia inicial ndo é muito grande. No entanto,
com o decorrer das passagens do material por via intracerebral, observamos
que ha aumento gradual da viruléncia; contudo, o grau da infecgao varia con-
forme a fonte infetante. Raramente foi possivel observar camundongo do-
ente apds inoculacdo intracerebral de 0,03 cc. de material diluido a 10-°. Nas

dosagens o titulo variou entre 4000 e 20000 DMM.

b) Vias de inoculacgao.

A via intracerebral é a melhor de tédas e a unica que provoca infeccao
com seguranca. Fizemos uma experiéncia comparativa usando suspensao
a 10% de cérebro e medula de camundongo paralitico, administrada por varias
vias, em camundongos adultos com 36 dias e jovens de 21 dias. Todos os
adultos inoculados por vias extraneurais receberam, cérca de 1 hcora antes da
inoculacdo de virus, 0,03 cc. intracerebral de emulsiao a 2% de goma de
amido.

Por via intracerebral inoculamos 10 adultos e 12 de 21 dias, com 0,03 cc.
Todos se infetaram, tendoc morrido 20 durante o periodo de observagdo (qua-

dro n.° 3).

Por via intraperitoneal, em 12 camundongos de 21 dias, adoeceram 7,
morrendo 4; éles haviam recebido 0,20 cc. Onze adultos foram inoculados



Linhares e Borges Fortes: Mielencelalite dos camundongos 63

com 0,40 cc. tendo adoecido 5 e morrido dois. Se observarmos éstes resulta-
dos em conjunto veremos que em 23 animais apenas 6 morreram ou seja 26%.
[cucH! (15) obteve 509 de infeccao em camundongos que receberam virus
intraperitoneal e sofreram em sequida traumatismo cerebral por inocula¢ao de
caldo. Tnemer e Garo (34) produziram infec¢cdao por inoculacao intraperi-

toneal. Fato interessante é narrado por JuNGEBLUT (16) que, trabalhando

com uma amostra de virus muito ativa, observou uma flutuacao sazonal, prin-
cipalmente apods inoculagao intraperitoneal.

Fig. 11 — Cerebelo de camundongo com infecciio experimental. Observa-se

gliose da cortica cerebelar, ao nivel da primeira camada ou camada mo-

lecular. Esta regido corresponde as proximidades da pia-mater inflamada,

cujo aspecto histologico estii enquadrado em outra microfotografia.
Hematoxilina-eosina .

Foto J. Pinto.

Por via nasal, instilamos 0,03 cc. da suspensdao de virus, fazendo leve
escoriagao com a agulha; esta é introduzida alguns milimetros dentro das na-
rinas do animal anestesiado, injetando-se o liquido lentamente. Em 24 ca-
mundongos, 18 adoeceram (75% ) e morreram 12 (50% ). Provavelmente
neste caso a inoculagao intracerebral de goma de amido nao tem influéncia.
A infteccao por instilacao de virus nas narinas se cbtém com certa facilidade,
pois esta via pode ser considerada como uma modalidade de inoculacao neural
e, se bem nao esteja completamente elucidado o mecanismo de difusao do
virus, parece-nos que éle penetra diretamente pelo nervo olfativo ocu pelos es-
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pacos linfaticos perineurais; outros caminhos podem no entanto ser tomados,
como o nervo esfenopalatino cu o ganglio cervical superior.

Por fim, o virus foi introduzido no estdmago de camundongos aneste-
siados pelo éter, por meio de uma sonda de vidro ligada a uma seringa de tu-
berculina. Animais adultos receberam 0,30 cc. e os de 21 dias 0,20 cc. Os re-
sultados foram todos negativos, ndo tendo os camundongos apresentado sin-
tomas de infeccdo.

QUADRO N.o 3

RESULTADOS DA ADMINISTRACAO DE VIRUS POR VIA INTRACEREBRAL,
- INTRAPERITONEAL, INSTILACAO NASAL E VIA GASTRICA
EM CAMUNDONGOS ADULTOS E JOVENS

RESULTADOS
VIA DE N.° DE IDADE QUANTIDADE GOMA
INOCULACAO CAMUNDONGOS DE VIRUS 1. C.
Doentes A Mortos A *P.M. I
12 21 dias 0,03 cc. N 12 109 11 01,7 10,5
Intracerebral |
10 adultos 0,03 cc. 10 109 9 90,0 12,5
12 21 dias 0,20 ce. N 7 58.3 4 33,3 16,0
Intrapentoneal
11 adultos 0,40 cec. 5 45, 4 2 18,2 17.2
12 21 dias 0,03 cc. N 9 75 7 58,3 15,9
Instilagdn nasal
12 adultos 0,03 ce. S 9 75 5 41,7 17,1
12 21 diss 0,20 cc. N 0 0 0 0 0
Gastriea
.- 12 adultos. 0,320 cec. S 0 0 0 0 0
(*) P. M. 1. periodo médio de incubacdo, em dias.
c) Influéncia da idade.
Nossas observac¢ées foram idénticas as de THEILER (32). Camundongos

com idade variavel de 1 a 7 dias morrem quase infalivelmente apés a inocula-
cdo intracerebral e mesmo intraperitoneal do virus. Eles morrem ainda dentro
do periodo de amamentacdo e em geral ndo apresentam sinais de paralisia;
nota-se porém que se alimentam mal, ndo estando a curva ponderal idéntica
a dos-filhos normais. As vézes verifica-se paralisia dos membros posteriores,
sobrevindo a morte 24 a 48 horas depois. O tempo médio de sobrevida de-
pois da-inoculacdo foi cérca de 9 dias. Em camundongos inoculados com 21
e 36 dias ndo se notam grandes diferencas quanto ao tempo médio de incuba-
¢ao e tempo médio de sobrevida. Ambas variavam, decrescendo, ao mesmo
tempo que o niimero de passagens aumentava (quadro n.° 1).
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d) Persisténcia do virus.

Camundongos que sobreviveram a inoculagao de virus, mas apresenta-
ram paralisia dos membros posteriores, foram sacrificados em épocas diversas,
retirado o cérebro e a medula, feitas suspensoes a 10% em séro fisiolégico e
inoculados grupos de 6 camundongos por via intracerebral.

Assim, animais foram mortos com éter 30, 60 e 90 dias apos as inocula-
coes. Retiramos separadamente o cérebro e a medula de um camundongo pa-
ralitico de ambas as pernas posteriores, que recebera virus intracerebral, 30

FFig. 22 — Infecao experimental em camundongo. Capilarite com hiper-
plasia endotelial registrada ao nivel do metencéfalo.

Ifoto J. Piuto.

dias antes, e inoculamos com as suspensoes feitas dois grupo de camundon-
gos de 21 dias; dos 5 animais que receberam a suspensao de cérebro, 4 fica-
ram paraliticos, morrendo 2, e os 5 inoculados com medula mostraram para-
lisia do trem posterior, havendo duas mortes durante o periodo de observacao.

O mesmo foi feito com outro animal paralitico, inoculado 60 dias antes.
Em 5 camundongos que receberam suspensao de cérebro por via intracerebral,
dois tornaram-se paraliticos e, em outros 5 inoculados com a medula, obser-
vamos 3 paraliticos, um dos quais morreu. Finalmente, retiramos o cérebro e
medula de 3 camundongos inoculados a 90 dias. Como os resultados foram
semelhantes damo-los em conjunto; a inoculacao da suspensao de cérebro em
18 camundongos causou paralisia em 7, dentre os quais 2 morreram e a ino-

123.532 F. 5
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culacao das medulas produziu paralisia em 9, tendo morrido 5 no prazo de
observacao.

Assim, pode ser observado que tais camundongos albergam o virus pelo
menos 90 dias, quer no cérebro quer na medula. THEILER (32) ja havia de-
monstrado que um ano apoés a inoculacao ainda era possivel o isolamento de
virus.

Fig. 13 — Regido dos nilcleos pontinus (Ponte de Varoli). Evidente
proliferacido da oligodendroglia. Edema perineuronal e perivascular. De-
sapareceram muitas células nervosas. Hematoxilina-eosina.

Foto J. Pinto.

Por outro lado, camundongos inoculados e que permaneceram aparente-
mente normais, quando sacrificados 30 dias depois da inoculacdo intracere-
bral, a suspensao de seu cérebro e medula inoculada em animais normais pro-
vocou infeccdo, mostrando a permanéncia do virus. Parece que tais camun-
dongos sem sintomatologia berrante tiveram uma infeccao ligeira, clinicamente
inaparente, mesmo porque quando reinoculados dificilmente se infetaram,
mostrando terem adquirido certo grau de imunidade.

e) Distribuicao do virus.

No corpo de camundongos infetados por via intracerebral, encontra-se o
virus quase exclusivamente no sistema nervoso central. Nao conseguimos
evidencia-lo no pulmao, figado, bago e rim de trés camundongos que morre-
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ram na sequnda semana pos-inoculacdo, com sintomas de encefalomielite; para
evitarmos possiveis contaminacgdes, retiramos primeiramente as visceras e 86
depois é que foi removido o cérebro e a medula. Também o sangue obtido
por puncao cardiaca de dois camundongos, um no sétimo e outro no décimo
quinto dia pés-inoculagdo e com paralisia, quando inoculado logo a seguir no
cérebro de camundongos de 21 dias, ndao evidenciou virus.

THEILER (32) verificou uma vez infeccido no nervo ciatico e também em
alguns 6rgaos e IcucHI (15) em um camundongo encontrou virus nos gan-
glios lintaticos cervicais e no figado. THEILER e GARD (35) mostraram que o
virus pode ser observado nas visceras quando se usa uma amostra muito vi-
rulenta, sendo as discordancias observadas justamente devido a diferencas
de viruléncia entre as amostras usadas. Em geral os autores pensam que de-
corrido algum tempo a medula torna-se mais infetante que o cérebro; nés
porém nao conseguimos chegar a um resultado significativo.

[) Imunizacdo dos camundongos.

Para o estudo da imunizacdo ativa reinoculamos por via intracerebral
animais que sobreviveram & inoculagdo inicial do virus, com ou sem sintomas
de infeccdo. Estas inoculagdes foram feitas 50 a 80 dias depgis da primeira
(quadro n.° 2). A grande maioria dos camundongos assim tratados perma-
neceu normal, demonstrando ter adquirido sélida imunidade.

Quanto a imunizagdo de animais por via intraperitoneal e reinfeccio feita
por via intracerebral, j& foi descrita por nés quando tratamos do isolamento e
passagem em série do virus. THEILER (32) ndo obteve imunidade por via in-
traperitoneal e apenas muito ligeira por instilacio nasal; porém os camun-
dongos paraliticos sdo imunes a uma subseqiiente inoculacio intracerebral de
virus. Mais tarde, porém, THEILER e GARD (34) obtiveram uma imunidade
a uma subseqiiente inoculacdo intracerebral, produzida pela administracio de
grande quantidade de virus por via intraperitoneal e intranasal. Observamos
ainda que, apds uma infec¢do por inoculacio de uma das amostras de virus,
os camundongos se mostram imunes quando reinoculados com qualquer das
duas outras.

A presenga de anticorpos neutralizantes foi pesquisada no séro de 10 ca-
mundongos inoculados por via intracerebral, que apresentaram forte infeccio
mas puderam sobreviver; éles foram reinoculados com 0,20 cc. por via intra-
peritoneal, 30 dias apdés a primeira inoculacdo. Os soros foram colhidos 30
a 60 dias depois desta inoculagdo, por puncado cardiaca, procurando-se obter
o maximo possivel. Fizemos provas de protecdo misturando duas partes do
séro a uma parte de suspensdo a 10% de cérebro de camundongo infetado;
esta suspensao foi centrifugada préviamente por 5 minutos. Os soros mistu~
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rados com a suspensao de cérebro permaneceram neste contato durante uma
hora na geladeira e em seguida inoculamos 0,03 cc. intracerebral em camun-
dongos de 21 dias.

Como contréle usamos soros de trés camundongos normais, nos quais a
idade correspondia mais ou menos a dos camundongos cujos soros estavam
em prova. lal fato tem real importancia pois soros de camundongos velhos
normais podem e costumam quase sempre apresentar maior capacidade neu-
tralizante para o virus da encefalomielite do que os de camundongos jovens.
Assim, sangramos 10 camundongos imunizados, misturamos em um tubo de

Fig. 14 — Protuberancia. Hiperemia ou turgescéncia de pequenos vasos
da protuberancia anular, na zona de transicao entre o pé e a calota.

Foto J. Pinto.

hemolise o séro (0,4 cc.) com o virus (0,2 cc.), e inoculamos uma hora de-
pois um grupo de 6 camundongos para cada séro. Dando o resultado em con-
junto, verificamos que em 59 camundongos adoeceram 15, ou seja 25,4% e
morreram 9, isto é, 15,2% durante os 30 dias de observacao. Quanto aos
controles, em 18 camundongos adoeceram 13, ou seja 72,2% e morreram 11,
ou melhor, 61,1%. Ademais, o periodo médio de incuba¢ao dos camundongos
que receberam soro imune e adoeceram foi maior que nos controles.

Nao resta davida que ha na verdade anticorpos neutralizantes no soro
dos camundongos que sofreram infeccao, pelo menos quando éle é colhido
num periodo que poderiamos chamar de convalescenca. Contudo o poder
neutralizante do soro nao nos parece ser muito grande.
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g) Suscetibilidade de outros animais.

Em 17-11-43 sacrificamos com éter um camundongo moribundo com
paralisia do trem posterior e correspondente a 12.* passagem; retiramos o cé-
rebro e medula, sendo parte fixado em formol e com outra parte feita suspen-
sao a 10% em soro fisiologico. Com éste material inoculamos por via intra-
cerebral: um macaco rhesus jovem com 0,50 cc., um coelho e uma cobaia,
ambos também jovens, com 0,20 cc. Nenhum déstes animais apresentou qual-
quer sintoma que pudesse ser imputado como devido ao virus da mielencefa-
lite, permanecendo, durante 60 dias de observacao, perfeitamente normais.

Protuberancia. Area de proliferacio neurdglica (esclerose ou
gliose reacional) observada na calota protuberancial.
Foto J. PPinto.

Em 23-12-43, material oriundo de cérebro e medula de camundongos pa-
raliticos da 14.* passagem, foi inoculado (0,05 cc.) no cérebro de 10 ratinhos
brancos de criagdo, recém-desmamados. O resultado foi também negativo.

6) — Incidéncia da doenca

Nao foi feita ainda estatistica minuciosa sébre a incidéncia da encefalo-
mielite espontanea de camcndongos, mas nao resta davida que ela é sempre
muito baixa. THEILER encontrou cérca de um doente para 2.000 camundon-
gos suicos, comprados em diversos vendedores e OLITSKY (25) um a dois
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por mil, o que parece uma incidéncia muito elevada, porém mais tarde nao en-
controu a infecg¢ao entre 5.000 camundongos examinados. N6s a observamos
na proporcao de cérca de 1 para 4.000.

A baixa incidéncia nao indica falta de contato com o agente infetante
pois o virus foi demonstrado no intestino de grande nimero (66 a 1009 ) de
camundongos com idade compreendida entre 1 a 2 meses. THEILER (33) nac
observou uma influéncia sazonal; procurando elucidar a epidemiologia da

Fig. 16 — Medula. Rarefacio dos neurdnios dos cornos ou pontas ante-
riores da substancia cinzenta. Hematoxilina-eosina .
Foto J. Pinto.

doenca éle féz uma série de experiéncias em que grupos de camundongos nor-
mais eram postos em contato com outros artificialmente infetados, porém sem
resultado. Camundongos com infeccao experimental do sistema nervoso cen-
tral nao sao focos de infeccao.

7) — Patologia

A base anatéomica da paralisia foi descrita por THEILER (32) como uma
necrose aguda das células nervosas do cérno anterior da medula e também de
alguns neurénios do cerebelo. Apods esta necrose ha neuronofagia; THEILER
observou intiltracao perivascular no cérebro e medula e nao encontrou inclu-
soes. IcucHI (15) constatou infiltracao celular perivascular, actimulos de
celulas gliais e degeneracao das células nervosas. OLITSKY e SCHLESINGER



Linhares e Borges Fortes: Mielencelalite dos camundongos 71

(27 ) verificaram que as lesdes e sua distribuicao no sistema nervoso central
nao tém diferencas nitidas, quando a doenca ¢ produzida apods inoculacoes
por diversas vias. Em geral, a parte anterior do cérebro mostrou predominan-
te reacao mesodermoglial, enquanto a posterior assim como a medula, apre-
sentou nitida degeneracao e destruicao das células nervosas.

Nossos resultados sao semelhantes aos descritos por ésses pesquisado-
res. Estudamos outrossim as lesdes encontradas no cérebro e medula de ca-
mundongo espontaneamente infetado e também em alguns que morreram com

Fig. 17 — DMedula de camundongo com infeccio experimental. Nota-se

nesta microfotografia a esclerose neuroglica cicatricial (degeneracao fas-

cicular) na periferia do cordao lateral assinalada pelo quadrado branco.

No cordao posterior, em situacao marginal, hi pequena zona de esclerose
do mesmo tipo.

Foto J. Pinto.

a forma aguda da infecgao, apds terem recebido virus por via intracerebral.
No primeiro caso, isto é, na infeccao espontanea, observaram-se no tronco
cerebral, em plena substancia branca, numerosos focos de perivascularite;
essas perivascularites eram constituidas por enorme acumulo de leucécitos,
dentro dos espacos de Virchow-Robin, na maior parte mononucleares, mos-
trando-se os vasos turgidos de sangue. Eram vistos, em plena substancia
branca, rastilhos inflamatoérios que, parece, acompanhavam o trajeto das fibras
nervosas. INodulos leucocitarios foram encontrados nas vizinhancas do canal
ependimario. Em plena regiao do hipocampo (rinencétalo) vimos focos infla-

matorios um tanto disseminados, destruindo a mais caracteristica camada ce-
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lular desta regiao. Nas zonas mais superficiais, especialmente na primeira ca-
mada, também chamada molecular, o processo assumiu o feitio de encefalite
hemorragica, com aspecto semelhante ao observado na encefalite hemorragica
humana da influenza. Verificamos alteracdoes graves em uns pontos e leves
em outros, dos neurdnios corticais, dos nticleos da base, do tronco cerebral e
a presenca de produtos degenerativos e eosinéfilos intracelulares nessas re-

gioes.

Fig. 18 — Detalhe da microfotografia anterior observado com grande

aumento. Pode-se ver bem a cicatriz gliosa, os vactuolos deixados pelos

tubos mielinicos desaparecidos ou degenerados e a capilarite e esclerose
dos pequenos vasos. Hemotoxilina-eosina .

Foto J. Piito.

O cerebelo nao apresentou quase lesdes; apenas registramos leves sinais
de intlamacao na substancia branca, constituidos por afluxo leucocitario em
pleno tecido nervoso e na periferia de alguns vasos. A estrutura das células e
a disposicao citoarquitetdnica mostraram-se praticamente normais.

Quanto a medula, o corno anterior direito era a sede de um processo in-
tenso de poliomielite, acompanhada de atrofia. A inflamacao atingiu a quase
totalidade dessa formacao. Em certos cortes é evidente que o corne é muito
menor que o do lado oposto e néle as células nervosas estiao reduzidas a
restos. Verifica-se também que, vindo da linha mediana, penetravam neste
corno vasos com acentuada infiltracao leucocitaria. Os sinais inflamatorios
aumentavam a medida que os vasos penetravam na substancia cinzenta. Este
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fato sugere que o processo inllamatério teve origem hematégena. No outro
cOrno anterior, com sinais minimos de inflamacdo, as células nervosas mos-
fravam boa estrutura e eram abundantes. Os cornos posteriores também
apresentaram infiltracdo leucocitaria, porém muito leve. E evidente que muitos
neurdnios continham produtos degenerativos com afinidade para a eosina.
Nao foram encontradas inclusdes.

No exame do sistema nervoso central de um animal que teve infeccio
aguda depois da inoculacdo intracerebral de virus, observaram-se no cérebro
as mesmas alteracdes ja por ndés descritas e, ainda mais, um grande foco in-
flamatério e hemorragico nas proximidades do ventriculo cerebral. Verificou-

se infiltracdo difusa nas proximidades dos vasos que penetraram na circun-
volu¢do do hipocampo. Alguns capilares que atravessam a substancia cin-
zenta cortical estdo com forte perivascularite. Os capilares da regido do
nicleo da base estdo turgides de sangue. Foi notada neste camundongo a
quase integridade da medula, onde existiam apenas lesdes discretas. Neste
caso houve uma evolucao aguda da doenca e os processos inflamatorios se es-
tabeleceram tao rapidamente que nao deu tempo para lesdes medulares grandes
se instalarem.

Em outro animal que apresentava tetraplegia e proveniente da 12.2 passa-
gem, observamos, além das lesdes ja descritas, as seguintes alteracdes histo-
patoldgicas: no cerebelo véem-se zonas de hiperemia e infiltracdo leucocitaria
da pia-mater. As camadas celulares da cortica cerebelar estio sensivelmente
conservadas. Nenhuma alteracao evidente das células de Purkinje nem dos
granulécitos. Em plena substancia branca podemos ver muitos vasos de pe-
queno calibre targidos de sangue e cercados por manguito inflamatério. Nos
cortes que secionam transversalmente ésses vasos pode-se observar a locali-
zagao dos linfécitos no espago perivascular. De modo geral os vasos da subs-
tancia branca apresentam-se congestos. Em alguns pontos da substancia branca
cerebelar vemos os niucleos de neuroglia proliferada formando agrupamentos
(grupos isogénicos de CAJAL).

Nos cortes que atingem a protuberancia pode-se observar na regido do
quarto ventriculo extenso rastilho inflamatério no meio do qual aparecem ca-
pilares dilatados por actimulo de sangue.

Quanto & medula, no corno anterior as celulas motoras estao nitidamente
atrofiadas com graves sinais de degeneracdo. Em muitos pontos faltam mesmo
numerosos neurdnios. Em alguns cortes podem ver-se capilares repletos de
sangue e com sinais de pericapilarite. Os fenémenos de capilarite sdo mais
evidentes na parte lateral do c6rno anterior. Em certas regides, ao nivel do
corno anterior, observamos nédulos inflamatérios com abundancia de nitcleos
alongados, pequeninos, precisamente na zona de transicdo entre a substdncia
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cinzenta e a branca. Essas células de niicleos pequeninos e alongados sao
certamente elementos microgliais e assinalam pontos do tecido em desintegra-
c¢ao nervosa (zonas de fagocitose).

Por fim, ainda foram constatadas as seguintes lesdes em outro camun-
dongo oriundo da 15.2 passagem. Na profundidade da massa cerebral, préo-
ximo ao ventriculo lateral foram vistas zonas de infiltracio linfocitaria de for-
mato coronal. No cerebelo véem~se zonas de hiperemia principalmente na
substancia branca. Observamos no corddo lateral da medula uma zona de
esclerose neuréglica em que as fibras mielinicas foram despojadas de sua
bainha de lipéides (degeneracdo com esclerose fascicular). Nas proximidades
déste feixe degenerado, porém dentro da substincia cinzenta, pode ver se um
capilar cujo endotélio estd entumecido e proliferado (capilarite). Na zona de
transicao entre a substancia cinzenta e a branca, adiante do corno anterior
de um dos lados, observa-se intensa capilarite com infiltrado perivascular.

Outros exames do sistema nervoso central ndo mostraram diferencas com
as lesdes ja descritas.
DISCUSSAO

A encefalomielite dos camundongos tem sido atualmente motivo de acura-
dos estudos. Parece ndo haver divida que a moléstia infecciosa encontrada
por nds em animais de criacdo e causada por um virus filtravel é idéntica a
que foi descrita por THEILER. Recentemente YounG e CUMBERLAND (36)
isolaram do intestino de camundongos normais um agente filtravel, que pensam
ser o virus da encefalomielite; verificaram que o quadro clinico produzido por
inoculagao intracerebral déste virus é em muitos casos distinto do produzido
pela amostra Lansing da poliomielite, ndo sendo evidenciada relacio imuno-
légica entre os dois virus. Também MELNIck (22) isolou do intestino de
ratos (Dipodomys merriami) normais, um virus que, por meio de testes de
imunidade cruzada e de reacdo de fixacao de complemento, mostrou-se imu-

nologicamente idéntico ao de THEILER.

-

O problema magno é ¢ estudo das relacdes entre o virus da encefalo-
mielite dos camundongos e da poliomielite humana. A principio THEILER
(32), ap6és uma série de pesquisas, concluiu que provavelmente nao havia
qualquer relacdo entre os dois agentes. Esta opinido foi confirmada por
OvLiTsky (23), que verificou ndo ser o virus de THEILER inativado pelo soro
antipoliomielitico, assim como o soro de camundongo com encefalomielite nio
neutralizou o virus da poliomielite.

Aos poucos se foi verificando a semelhanca em muitos caracteres entre
a doenca de THEILER e a de HEINE-MEDIN. IcucH1 (15) foi o primeiro que
disse serem os sintomas, o curso da doenca, as modificagdes patolégicas do
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cérebro e da medula dos camundongos e sua localizacdo muito semelhantes
aos da infeccdo humana; denominou mesmo a enfermidade, de poliemielite
dos camundongos (14). Em ambas as infec¢des observa-se paralisia tlacida
"das extremidades e rapida atrofia muscular seguida de contraturas e defor-
midades. A inflamacdo do cérno anterior, seguida de atrofia dessa regiao
medular, muita semelhanca tem com a doenca de HEINE-MEDIN.

Por outro lado, quando se estudam as doencas do ponto de vista epide-
miolégico, o interésse torna-se maior. A distribuicido geogratica é em ambas
ubiqiiitaria; a encefalomielite ja foi assinalada na Alemanha por GILDEMEIS-
TER e AHLFELD (13), no Japao por IcucHi (14), na Palestina por KLINGER
(18) e agora no Brasil por nds, sendo esta a primeira verificacao feita na
América do Sul. Aos poucos foram surgindo novas semelhancas clinicas e
epidemioldgicas; assim, em ambas os jovens sdo atacados de preferéncia e a
resisténcia a infeccdo aumenta com a idade. Tanto na encefalite dos camun-
dongos como na poliomielite humana, a infeccao por contato nao perece pro-
vavel.

E interesante o fato de a presenga de virus ser muito freqiiente no intes-
tino dos camundongos, sendo excretado pelas fezes durante longo periodo; o
mesmo fato tem-se assinalado no homem.

O estudo comparativo entre as duas doencas tornou-se mais facil depois
que Armstrong (1) consegquiu infetar certos ratos (Sigmodon hispidus his-~
pidus) e em seguida camundongos (2) com uma amostra de virus da poliomie-
lite humana. Esta produz uma polioencefalomielite (19 e 20) e as duas doencas
no camundongo sdo clinicamente indistinguiveis.

Theiler (33) reviu cuidadosamente as relacbes entre os dois virus e
observou que o da encefalomielite ndo é patogénico para o macaco, o qual nao
se torna imune para a poliomielite; nao havia, ou era muito ligeira, a neutra-
lizagdo do virus de Theiler pelo s6ro de macaco imune para a poliomielite, ou
pelo s6ro de rato ou macaco imunizado com a amostra Lansing; ademais, o
soro de camundongo imune para encefalomielite e que contém anti-corpos,
ndo neutraliza o virus de Lansing. Nao ha imunidade cruzada. Em oposicao
a éstes resultados negativos éle demonstrou que as amostras mais virulentas
de encetalomielite produzem uma doenca com paralisia em certos ratos, que
é praticamente indistinguivel da causada pela amostra Lansing da poliomie-
lite. Os ratos e camundongos que ficam paraliticos, mas sobrevivem & ino-
culagdo intracerebral do virus de camundongo, sdao resistentes a poliomielite,
porém esta resisténcia nao parece ser especiltica, porque depende da presenca
de paralisias. Além disso, as passagens sucessivas da amostra Lansing em

camundongos produzem uma amostra de virus que é patogénica para o ca-
mundongo, levemente patogénica para o rato e nao patogénica para o macaco,
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assemelhando-se agora éste virus atenuado da poliomielite humana ao da
encefalomielite de Theiler. A mesma espécie de ratos que foi usada para pol:-
omielite, mostrou-se suscetivel ao virus de Theiler e os animais sobreviventes
a esta inoculagao feita por via intracerebral, resistem & inoculag¢do com a amos-
tra Lansing.

JunGeEBLUT (16) conseguiu também infetar ratos (Sigmodon hispidus)
com o virus de THEILER, fazendo muitas passagens, tendo verificado que o
virus se torna fixo para éste novo hospedador e adquire outras propriedades
biolégicas, sendo possivel entdo infetar cobaias e macacos rhesus. Ele pensa
que tanto o virus da poliomielite humana, como o da encefalomielite dos ca-
mundongos, originam-se de um tronco primitivo comum de virus. Propée o
térmo de “grupo poliomielitico” para designar as amostras humana e dos
rcedores. J& anteriormente JUNGEBLUT, SANDERS e FEINER (17) assinalaram
relacdes sorolégicas entre o virus murino SK da poliomielite e o virus de
THEILER devido & capacidade do soro antimurino e do soro antipoliomielitico
de cavalo neutralizar o virus da encefalomielite espontanea. Verificaram tam-
bém que a infec¢do prévia com o virus de THEILER deixa os sobreviventes com
uma relativa ou absoluta resisténcia a reinfeccdo com o mesmo virus, mas nao
com outras amostras de virus da poliomielite.

Assim como na poliomielite humana, se bem que ainda nao se possa dizer
com precisao qual a via de penetracdo do virus, tudo leva a crer que ela se
dé nao sé por via nasal como, e principalmente, por via gastrintestinal.

4

O virus é encontrado com freqiiéncia nas fezes e nas paredes do intes-
tino de camundongos sadios, mas o mecanismo pelo qual éle consegue atingir
o sistema nervoso € ainda obscuro. A presenca ai do virus mostra apenas que
o tubo digestivo é um local de proliferacio, mas nao que seja obrigatoria-
mente uma porta de entrada. E possivel que traumatismos ou outros pro-
cessos lesivos da mucosa gastrintestinal de camundongos jovens facilitem a
disseminacido do virus, que alcanga o sistema nervoso através, por exemplo,
dos nervos simpaticos. THEILER (33) ndo conseguiu demonstrar a presenca
de virus na mucosa nasal; éle pensa que a infeccdo do SNC nio seja devide a
uma menor ou maior viruléncia, mas a um acidente ocorrido cedo na infeccao

do intestino delgado.

Apesar de se ter nestes ultimos anos indicado a via nasal como a mais
comum para penetragao do virus da poliomielite no homem, na verdade nao
hcuve uma prova concludente desta afirmativa. Estudos de SABIN (30) feitos
em 13 casos de poliomielite humana n3o mostraram as alteracées patolégicas
que foram observadas no bulbo olfativo de macacos que morreram apds insti-
lacdo nasal do virus; além disso, ndo se conseguiu isolar virus do bulbo olfa-
tivo de 5 casos humanos nos quais éle foi isolado de outros tecidos, o que se
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torna uma séria evidéncia contra a teoria de que a via oltativa é a porta de
entrada comum. Na verdade até o momento nao ha um prova conclusiva pré
ou contra uma determinada via de acesso, seja a respiratdria, seja a digestiva.
tanto para a poliomielite humana como para a encetalomielite dos camundon-

gos.
Se bem que os bulbos olfativos sejam suscetiveis ao virus, nio nos pa-

rece ser esta a via mais freqiiente de penetracdo. Na poliomielite o taringe é,
fora do sistema nervoso, um dos principais locais onde o virus pode ser en-
contrado; se bem que na encefalomielite o virus ja tenha sido evidenciado nc

-~

taringe, nao é entretanto tao constante a sua presenga como no intestino.

THEILER ¢ GARD (35) pensam que a producgao de anticorpos devido &
infeccao do intestino possa ser responsavel pelo aumento de resisténcia que
se verifica nos camundongos velhos. Assim, também a poliomielite humana é
uma doenca tdao mais freqgiiente entre as pessoas jovens que se denomina
mesmo de paralisia infantil. Este aumento de resisténcia pode ser devido a
uma prévia infeccdo inaparente, capaz de produzir imunidade ou entdo a um
completo desenvolvimento das barreiras fisiolégicas, as quais servem para
deter uma progressao centripeta do virus de um ponto periférico.

Na doenca de THEILER o mecanismo protetor contra o virus, o aumento
de resisténcia com a idade, deve ser sempre uma forma especifica de imuni-
dade latente que é adquirida por contato prévio com o virus. Como desde
muito jovens ja os camundongos podem ser portadores de virus no intestino,
deve se produzir aos poucos uma imunidade que é suficientemente forte para
proteger camundongos velhos, permitindo porém que os animais jovens ainda
sejam de uma maneira mais ou menos uniforme suscetiveis a infeccao. Este
mecanismo protetor local é também averiguado pela incapacidade de se pro-
duzir infeccao por administracdo de virus por via gastrica mesmo em animais
recém-desmamados. Se bem que camundongos velhos possam ser infetados
particularmente com amostras muito virulentas, sao necessarias doses macicas

de virus diretamente no sistema nervoso central.

O virus poderia invadir o corpo partindo do intestino, pelcs vasos lin-
faticos, indo aos ganglios mesentéricos; THEILER (33) pensa que tal fatc
mostra, pelo menos durante um periodo de infecg¢do, que o virus é capaz de
invadir o organismo animal e provavelmente agir como um antigeno para a
producao de anticorpos.

Os processos de penetracido do virus e certas propriedades devem ser
semelhantes ainda as observadas na poliomielite humana. Nesta ja se averi-
guou que o virus penetra ao longo das fibras nervosas para o sistema nervosoc
central e que o cilindro-eixo e nao as bainhas ou "os espacgos lintaticos peri-
neurais’’ jogam o maior papel neste processo de disseminacdo. Experiéncias
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de HowE e BobiAN (13) com o virus da poliomielite mostraram que éle nio
é apenas neurotropico, isto é, possuidor de uma predilecido para os tecidos
nervosos, mas altamente neurocitotréopico ou neuronotrépico, tendo afinidades
seletivas para o préprio neurénio. O principal papel na disseminacdo do virus
é jogado pela via neurdnica e uma vez alcancado o sistema nervoso central a
progressdao se da do ponto de entrada para as regides suscetiveis, especial-
mente os centros motores do metencéfalo e da medula, onde se véem os maio-

res efeitos da reacdo entre o virus e o hospedador.

A relacdo entre a gravidade das alteracdes histolégicas e a concentracio
do virus nao é estritamente proporcional, mas geralmente ha uma correspon-
déncia entre a distribuicdo de lesdes no sistema nerveso e a distribuicio do
virus, o que permite uma boa analise das vias de disseminacdo por meic de
pesquisas histolégicas. Na progressao de centro a centro o virus parece pre-
ferir as cadeias curtas de neurdnios como sendo melhor via do que o sistema
de fibras nervosas longas.

A semelhanca dos processos histopatoldgicos, verificada na medula e no
cérebro de nossos camundongos, com a poliomielite humana é muito grande.
A denominagdo de poliomielencefalite murina nos parece a mais precisa. Di-
ferengas nas distribuicées de lesdes dependem da porta de entrada, se bem
que o quadro patoldgico no final da maioria dos casos seja idéntico.

HowEe e BobiaN (13) em estudos feitos em macacos com o virus da po-
liomielite, mostraram que a suscetibilidade de varias partes do sistema ner-
voso é geralmente independente da porta de entrada. A disseminacao do virus
no cérebro, mesmo em casos fulminantes foi limitada pela resisténcia de certos
centros como a cortex estriada e o corpo geniculado lateral e também pela ira-
cessibilidade de dados centros, os quais nio sdo necessariamente imunes mas
geralmente ndo sdao atingidos por concentragdes efetivas de virus.

Os virus isolados por nés do cérebro e medula de dois camundongos pa-
raliticos e dos intestinos e fezes de camundongos normais, mostraram nos
testes de imunidade cruzada serem idénticos. Ademais, produzem uma ence-
falomielite em tudo semelhante & descrita por THEILER. Assim, fora da ino-
culacdo intracerebral em animais adultos, apenas a via nasal produz uma in-
feccao regular, sendo que a via intraperitoneal da resultados variados e in-
constantes. As lesdes histopatoldgicas sdo semelhantes; a inoculag¢do em co-
baia, coelho, macaco e em rato branco de laboratério, ndo produz infecgio.
As leves dissemelhangas existentes podem ser explicadas por diversidade nas
amostras de virus.

O quadro clinico e a marcha da infec¢dao produzida por inoculagao intra-
cerebral do virus da encefalomielite permite diferenca-lo de outros micror-
ganismos capazes de produzir processos de encefalite, como o causador da
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encefalomielite eqiiinea e da coriomeningite linfocitica; éle se distingue tam-
bém do virus da meningopneumonite aguda (8) nao s6 por que éste é muitc
maior mas também pelas diferencas dos processos patolégicos em camundon-

gos, assim como sua patogenicidade para o macaco.

SUMARIO E CONCLUSOES

1) — Duas amostras de virus capazes de produzir uma mielencefalite
foram isoladas de dois camundongos brancos suicos, de criagdo, espontanea-
mente infetados, em um total de 7.000 animais examinados; uma terceira
amostra foi obtida por trituracao e filtracao dos intestinos de camundongos

aparentemente normais.

2) — Foram feitas separadamente dez passagens por inoculacio intra-
cerebral em camundongos jovens e adultos. Verificou-se por testes de imu-
nidade cruzada que as trés amostras eram idénticas. Prossegiu-se entdo nas

passagens com apenas uma das amostras.

3) — O poder infetante aumenta com o numero de passagens: o perio-
do médio de incubacdo diminui e aumenta a letalidade.

4) — A infeccdo espontianea e experimental é descrita. A doenca pa-
rece ser mais comum em animais jovens. O periodo de incubacado varia de 5
a 30 dias. As vézes observa-se uma fase prodrémica: fraqueza, menor ativi-
dade, dificuldade em andar; geralmente surge a paralisia flacida sem sinto-
mas prévios, na grande maioria das vézes, nos membros posteriores. Trés
formas clinicas foram observadas: super-aguda, aguda e crénica.

5) — Em camundongos normais o virus pode ser demonstrado nas fezes
e nos intestinos. ‘Ele é comum no tubo digestivo e s ocasionalmente invade

o sistema nervoso central, ou melhor, a encefalomielite é primariamente uma
doenca do trato digestivo no qual a invasao do SNC é um acidente.

6) — O virus passa através de velas de CHAMBERLAND .3 e L5, em BEr-
KEFED V, N e W e em liltro Seitz EK, a suspensido sendo tdo ativa como
antes da filtracao. Conserva-se bem em glicerina a 50% pelo menos 60 dias,
se quardado na geladeira. Suspensdo de cérebro e medula aquecida em ba-
nho-maria a 56°C por 30 minutos perde a atividade.

7) — O titulo variou entre 4.000 e 20.000 dmm.

8) — Obteve-se infeccdo por inoculagdo intracerebral, por instilagao
nasal e, com menos regularidade, por inoculacao intraperitoneal; a via gas-
trica deu sempre resultados negativos. Camundongos muito jovens sido mais
suscetiveis do que os adultos.
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9) — O virus foi sempre isolado até 90 dias poés-inoculacdo, do cérebro
e da medula de camundongos com paralisia. Animais inoculados por via i.c.,
que permaneceram aparentemente normais, albergam o virus no cérebro pelo
menos durante 30 dias.

10) — Nao foi possivel isolar virus do figado, pulmao, baco, rim e san-
gue de camundongos infetados por via intracerebral.

11) — Camundongos que foram inoculados por via i.c. e nao apresen-
taram sintomas de infecg¢do, mostraram-se em geral imunes a uma posterior
inoculagdo de virus. Os soros de animais convalescentes apresentam anti-
corpos neutralizantes verificados por provas de protecio.

12) — A inoculacio intracerebral do virus em macaco, coelho, cobaia e
rato, todos jovens, ndo produziu infeccio.

13) — As lesdes encontradas foram de poliomielencefalite aguda, com
atrofia do corno anterior da medula. Ao nivel da substancia cinzenta me-
dular e czerebral encontram-se abundantes focos inflamatérics, com predomi-
nancia de mononucleares, bem como em tdérno de numerosos vasos. Em certos
pontos do cérebro, sobretudo no rinencéfalo, foram vistos focos extensos de
encefalite hemorragica. E evidente que em térno do foco e participando das
infiltracdes celulares, muitos elementos microgliais puderam ser reconhecidos.
As meninges, especialmente a pia-mater, mostraram-se levemente alteradas e

assim mesmo em focos esparsos.

14) — O cerebelo foi o 6rgdo nervosc que se mostrou menos afetado.
LesGes naturalmente na dependéncia da toxi-infecgcio, foram observadas ai.
A pia-mater e a substincia branca déste 6rgido também foram sede de lesdes
congestivo-inflamatérias, bem como a substancia que forma o soalhe do quarto
ventriculo.

15) — LesGes degenerativas foram encontradas nos neurdnios da cor-
tica cerebral, mas é fora de davida que as células nervosas da ponta anterior
da medula apresentaram as mais graves alter¢des regressivas. As alteracdes
intlamatoérias focais e as degenerativas da ponta anterior lembravam as en-
contradas na poliomielite anterior aguda ou enfermidade de HEINE MEDIN.
Esta semelhancga era ainda reforcada pelo fato de o cdrno anterior da medula
murina apresentar-se evidentemente atrofiado em conseqiiéncia do processo
inflamatério e do desaparecimento de numerosos neurdnios radiculares. E
preciso realgar também que num animal encontramos a degeneracio de um
feixe do cordao lateral, o qual se achava esclerosado e que pela sua sede deve
ser o feixe piramidal cruzado. A degeragdo déste feixe pode ser explicada

seja pela lesdo traumatica da inoculagdo, o que é mais provavel, seja pela in-
flamacao cerebral.
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16) — Parece que o virus encontrado em nossos camundongos é perfei-
tamente idéntico ao descrito por THEILER na encefalomielite espontinea déstes
rcedores.

SUMMARY AND CONCLUSICNS

1) — Two strains of virus which produce myeloencephalitis were isolated
from two white swiss mice, from breeding, spontaneously infected, among
7000 mice examined; ancther strain was obtained by trituration and filtration
of the intestines of normal mice.

2) ~ There were made separately ten serial passages in young and adult
mice by intracerebral route. By crossed immunological test it was verified that
the three strains were identical, and so only one was continued.

3) — The infective power grows with the number of passages: the
average incubation period diminishes and the mortality ratio increases highly .

4) — The spontaneous and experimental disease is described. The infec-
tion is more commonly among young mice. The average incubation period
varies from 5 to 30 days. Sometimes it is possible to observe a prodromal
period: weakness, smaller activity, difficulty of locomction; generally there
appears a flacid paralysis without previous symptoms, most commonly on the
hind legs. Cliinical forms: superacute, acute and chronic.

5) — In normal mice virus can be demonstrated in the feces and also in
the walls of the intestine. The virus appears to be a common inhabitant of the
alimentary tract and only cccasional invader of the central nervous system, in
cther words, the encephalomyelitis is primarily an alimentary tract disease in
which invasion of the nervous system is only an occasional incident.

6) — The virus is filtrable by Chamberland L3 and L5, Berkefeld V, N

and W and Seitz EK; the suspension is as active as before filtration. It will
keep well at frigo at least during 60 days in glycerine at 50%. Brain and
cord suspensions when heated in hot bath at 56°C by 30 minutes. lost their
activity .

7) — The title has varied between 4.000 to 20.000 M. L. D.

8) — Infection was obtained by intracerebral inoculation, nasal instilla-
tion and, with less regularity, by intraperitoneal inoculation; the gastric route
was always negative. Very young mice are more susceptible than adult ones.

9) — Virus was always isolated up to 90 days post-inoculation from
brain and spinal cord of mice with paralysis. Animals inoculated through in-
tracerebral route, which remain apparently normal, keep the virus in the brain
at least during 30 days.

123.532 F. 6
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10) — It was not possible to find virus in the lungs, liver, spleen, kidneys
and blood of mice inoculated intracerebrally.

11) — Mice which received virus by intracerebral route and did not
show symptoms of infection, generally were immune to another administration
of virus. The convalescent mice sera showed positive protection test.

12) — Young rhesus, rabbit, guinea pigs and rats, inoculated intrace-
rebrally with relatively large doses of encephalomyelitis virus failed to show

symptoms referable to the virus.

13) — Lesions of acute poliomyeloencephalitis, with atrophy of the
anterior horn of cord, were found. At the level of grey substance of the spinal

cord and brain we found a considerable number of inflammatory foci, at all
times mononuclears predominate in the infiltration and around the numerous

vessels. In certain parts of the cerebrum, especially in the rinencephalus, ex-
tensive foci of hemorragic encephalitis were found. It is evident that around
the focus and affected by cellulars infiltration many microglials elements
could be traced. The meninges, especially the piamater, showed a slight alte-
ration, and even so in separate foci.

14) — The cerebelum was the nervous organ which showed to be the
least affected. Insignificant lesions, resulting from the toxi-infection, were
observed in this point. The piamater and the white substance of this organ
also presented inflammatory and congestive lesions, as well as the substance
of the floor of fourth ventricle.

15) — Degenerative changes were found in the nervous cells of the cere-
bral cortex, but there is no doubt that the nervous cells in the anterior horns
of the spinal cord showed the most serious regressive alterations. The focal
inflammatory changes and the degenerative alterations of the anterior horns
resemble those found in the human acute anterior poliomyelites or Heine-Medin
disease. This resemblance is still increased by the fact that anterior horn of
the cord of the mouse is shown to be evidently atrophied in consequence of
the inflammatory process and the disappearance of numerous radicular
neurons. It most be pointed out that we found in one animal degeneration of
the lateral funiculus, which was esclerosed and, by its localization must be
the crossed pyramidal tract. The degeneration of this tract can be explained
either by traumatic lesion caused by the inoculation which is more probable,
or by the central inflammation.

16) — It seems that the virus, found in our mice is exactly identical to
the one described by Theiler in the spontaneous encephalomyelitis of these
rodents.
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