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SILVESTRE (*)

DR. LUCAS DE ASSUMPCAO
1.0 Assistente

E’ idéa classica e ja mais que secular que um ataque de
febre amarella produz immunidade permanente.

O soro dos doentes que se curam de febre amarella
adquire propriedades preventivas.

Um processo de laboratorio para evidenciar esta im-
munidade pelas propriedades preventivas que adquire o séro
desses doentes, permitte que se faca o diagnostico retrospe-
ctivo do mal amarillico.

Verificacio nesse sentido foi feita por STOKES, BAUER
e HUDSON (1928) (1) que mostraram poder o Macacus rhe-
sus ser protegido contra a innoculagdo do virus pela injec-
cdo mesmo de 0,1c.c. de séro de convalescente.

Esta neutralizacio do virus com sdro de convalescente
¢ conhecida por “prova de proteccdo” e foi iniciada, por-
tanto, em Macacus rhesus, primeiro animal descoberto como
bem sensivel ao virus amarillico.

Com a prova de proteccdo ¢é possivel determinar se
houve ou ndo febre amarella em uma regido durante a vida
da geracdo actual. Ha, a respeito, a verificacio de SAWYER
(1931), mostrando que a soéroproteccio se manifesta até 80
annos apos a molestia. Pode-se com ella determinar o tempo
¢ a extensio dessa infeccfio, assim como solucionar um caso
de duvida entre febre amarella e outra molestia de syntoma-

(*) Trabalho apresentado 4 Sociedade de Biologia de S&o Paulo. Sessio
de 8 de maio de 1937.
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tologia semelhante; tambem verificar se as pessoas vacci-
nadas pelos diversos methodos propostos ficam ou nio im-
munizadas; serve ainda para as provas de immunidade cru-
zada, indispensaveis na identificacdo do virus e pelas quaes
poude ser confirmada a identidade entre os virus africano
e americano dg febre amarella.

A descoberta, em 1930, por M. THEILER (2), da Uni-
versidade de Harvard, demonstrando a susceptibilidade do
camondongo branco ao virus da febre amarella, concorreu
de maneira notavel para o desenvolvimento do estudo expe-
rimental dessa molestia.

Antes de THEILER, foram feitas pesquizas para veri-
{icar se o camondongo branco era susceptivel ao virus ama-
rillico, dando resultados negativos as innoculagGes subcu-
taneas, intramusculares e intraperitoneaes. THEILER veri-
ficou que a “racga franceza” do virus amarillico africano
pode infectar o camondongo em innoculacdo intracerebral,
0 que se nio observa quando a innoculacdo é feita por ou-
tras vias; e que essa innoculacdo intracerebral produzia
uma encephalite especifica transmissivel em serie nesse
animal.

Observou THELIER que a febre amarella no camon-
dongo ¢ differente da do macaco. No camondongo o virus
¢ neurotropico, apresentando uma encephalite com as res-
pectivas lesdes e principalmente inclusdes intramusculares
das cellulas ganglionares; no macaco elle é viscerotropico.

SELLARDS (1931) e ainda LLOYD e PENNA (1933)
{3) mostraram que este virus adaptado ao cerebro de ca-
mondongos, quando innoculado em Macacus rhesus por via
cerebral produzia tambem uma encephalite nesses animaes;
o que se ndo observava quando pela mesma via era innocu-
lado o virus neurotropico. Comtudo, PENNA (4), recente-
mente, conseguiu produzir encephalite em Macacus rhesus
com o virus viscerotropico da febre amarella, innoculando-
o no cerebro desses animaes previamente injectados no peri-
toneo com sbéro amarillico imune.

THEILER, no seu trabalho original, apresentado em
1930, revelou a um sé tempo a sensibilidade do camon-
dongo ao virus amarillico e a possibilidade de ser feita pro-
va de proteccdo nesse animal: misturando séro imune e
virus em partes iguaes e injectando a mistura no cerebro
de camondongos, notou neutralisagdo parcial ou completa
desse virus tanto pelo séro de macacos imunes & febre ama-
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rella, como pelo sdoro humano de pessoas naturalmente
infectadas, sOros estes provindes do Brasil,, Africa e
Colombia.

Esses resultados, comtudo, nao foram muito claros,
principalmente devido & grande quantidade de virus usada
nas provas.

Em trabalho publicado em 1931, THEILER (5) procura
melhorar a sua prova de proteccao intracerebral. Experi-
menta 13 soros de convalescentes de febre amarella com o
virus diluido a 1/10 e 1/100, empregando ainda como di-
luente apenas a agua physiologica. Misturas em partes iguaes
de soro e diluicao do virus eram injectadas no cerebro de
camondongos, em grupos de 6. Embora ainda um pouco
irregulares, o melhor resultado foi obtido nas misturas com
o virus a 1/100.

J. E. DINGER (1931) confirmou esta verificacio de
THEILER, mas em lugar de usar a suspensiio de virus ape-
nas centrifugada, mostrou a importancia da sua filtracio
previa.

Em 1933 THEILER (6), corrigindo os defeitos das suas
technicas antcriores, obteve melhores e mais regulares
resultados.

Em primeiro lugar empregou como diluente do virus
agua physiologica com 10% de s6ro humano normal, isto
de accordo com as experiencias de BAUER e MAHAFFY (7)
que ja haviam averiguado que o virus morria rapidamente
quando suspenso em agua physiologica, resistindo muito
mais quando ao diluente juntava-se, no minimo, essa quan-
tidade de soro.

Como um cerebro pode ter mais virus que um outro,
empregou no preparo do virus diversos cerebros de camon-
dongos nitidamente doentes do quarto ao quinto dia apds
a injeccio intracerebral. Esses cerebros eram bem tritura-
dos com o diluente e a suspensido centrifugada durante
meia hora a 2.500 rotagGes por minuto. Em seguida fazia
diluicoes desse virus a 1/100, 1/1000, 1/10000 e 1/100000 as
quaes juntava partes iguaes dos sOros a examinar, puros ou
diluidos, injectando as misturas no cerebro de camondon-
gos, na quantidade de 0,03c.c., empregando para cada di-
luicdo de virus ou de sdéro um grupo de seis camondongos.

THEILER sé conta como mortos por infeccdo amarillica
os camondongos que morrem do quarto ao decimo dia, nunca
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tendo observado morte antes do quarto dia mesmo com as
mais virulentas fontes de virus amarillico.

Nesse scu trabalho, THEILER considera como dose mi-
nima mortal do virus, a menor quantidade que injectada
nessas condicdes no cerebro de camondongos mata a meta-
de delles do quarto ao decimo dia, tendo observado que
geralmente essa minima mortal varia de 1/100.000 a
1/200.000. Na maioria dos casos essa minima mortal foi de
1/200.000.

Nota-se, nos seus quadros, que nas provas de proteccio
com o virus diluido a 1/1000 e 1710000 os resultados foram
bons, com uwma partida de virus cuja dose minima mortal
foi de 1/100.000. Aconselha como boa quantidade de virus
para a prova, que nos 0,03c.c. da mistura séro mais virus
a injectar no cerebro dos camondongos cada um receba
mais cu menos trinta e duas doses minimas mortaes.

x

No vale do Canaan, Estado do Espirito Santo, Brasil,
em marco de 1932, SOPER (8) e seus collaboradores da
Fundacido Rockefeller observaram e estudaram um surto
epidemico produzido por um novo typo de febre amarella,
que descreveram como “febre amarella rural sem Aedes
aegypti”. A identificacdo dessa epidemia foi por elles feita
pelas observacdes clinicas, autopsias, provas de protecciao e
isolamento do virus.

Em nota previa apresentada a Sociedade de Biologia
de Sio Paulo (9), em abril deste anno, tivemos occasido de
discutir os resultados dos exames por nos feitos dos san-
gues que nos tinham sido enviados de casos suspeitos de
febre amarella sylvestre em surto epidemico irrompido em
diversas localidades do Estado.

A pedido da Directoria do Servico Sanitario do Estado
e para esclarecimento do surto epidemico entdo observado,
cujos doentes eram encontrados entre os que trabalhavam
no interior das mattas ou na sua derrubada ou que mora-
vam na sua proximidade, procuramos isolar o virus do san-
gue desses doentes, o que conseguimos, e iniciamos os estu-
dos para a sua identificacdo ao da febre amarella, identi-
ficacdo esta até entdo sé feita pela Fundacdo Rockefeller.

Tendo isolado diversas fontes de virus e ndo dispondo
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na occasiio de Macacus rhesus, seccamos algumas fontes e
continuamos a fazer passagens intra-cerebraes, no camon-
dongo, de uma dellas.

Tentamos verificar se um dos virus por nés isolado (o
do doente P. B., n.° 2), que se encontrava em 6. passagem
no cerebro de camondongos, matando-os uniformemente,
seria neutralisado por um soro amarillico imune de ma-
neira identica ao virus amarillico neurotropico, fazendo a
experiencia em uma prova de protec¢ido intra-peritoneal.

A prova de proteccdo intra-peritoneal proposta por
SAWYER e LLOYD (10) (que apenas soffreu pequenas
modificacées) é a prova hoje universalmente adoptada, cu-
jos resultados sio uniformes e claros, como demonstraram
milhares de séros ja examinados por essa technica.

Como estudo preliminar fizemos seguindo a technica de
SAWYER e LLOYD, duas provas em dois grupos de seis
camondongos: uma, com a emulsdo do virusdo doente n.° 2
(6.* passagem) mais sdro normal; outra, com o virus neuro-
tropico da febre amarella F 503 (*) mais o mesmo soro
normal. Irritamos o cerebro dos comondongos com a solucio
de amido e innoculamos essas misturas de sOro-virus no
peritoneo. Resultado: morreram todos os camondongos da
prova com o virus neurotropico F 503, e, nenhum do grupo
com o virus do doente n.° 2,

Esse facto é perfeitamente explicavel. O nosso virus, en-
tdo em 6. passagem intra-cerebral, ainda ndo tinha accen-
tuado o seu neurotropismo. Injectado no peritoneo e irritado
o cerebro, nelle ainda nio se fixava como o virus neuro-
tropico (com 503 passagens) que, com o seu neurotropismo
exaltado por um grande numero de passagens intracere-
braes vae fixavr-se no cerebro irritado, onde produz a ence-
phalite mortal.

Nao sendo o virus da febre amarella pathogenico para
o camondongo adulto na innoculacdo intra-peritoneal, se o
seu neurotropismo néo estiver exaltado por diversas passa-
gens intra-cerebraes elle ndo matara os camondongos, mes-
nio nas condi¢oes da irritacdo prévia do cerebro.

(*) Este virus nos fol fornecido em estado seco pela Fundacio Rockefel-
ler com a indicacdo F 503. A secagem fol feita no seu laboratorio da
Bahia, em 4 de dezembro de 1936. Foi por noés aberto um tubo desse
virus em 5-V-937. Os cerebros dos camondongos doentes da 4.2 pas-
sagem intra-cerebral desse virus serviram para a prova.
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Teriamos que esperar algum tempo ainda fazendo mais
passagens do nosso virus no cerebro de camondongos.

Lembramo-nos, entao, de fazer a prova por via intra-
cerebral, pois o virus por nds isolado ja matava uniforme-
mente todos os camondongos innoculados por essa via.

Para esse fim servimo-nos da ultima technica de MAX
THEILER, acima resumida.

Fizemos provas parallelas com o virus por nos isolado
e com o virus africano neurotropico da febre amarella, F 503.

Empregamos os seguintes soros nas provas: 1.P.113,
sO6ro imune amarillico; N.P.110, séro normal. Estes soros,
com as respectivas indicacdes, nos os recebemos da Funda-
¢do Rockefeller, que os usa em suas provas de proteccdo,
como testemunhas do seu bom funccionamento.

As provas foram feitas no mesmo dia, com as mesmas
partidas de virus e em tudo seguindo a ultima technica
proposta por THEILER.

Como néao sabiamos qual a minima mortal do nosso vi-
rus, para tomal-a como base na prova, resolvemos na mes-
ma experiencia medir a sua virulencia em confronto com o
virus neurotropico, diluindo ambos os virus a 1/100, 1/1000,
1/10.000 e 1/100.000.

As diluicdes de cada um desses virus foram misturadas
com partes iguacs dos s6ros imune e normal que acabamos
de citar e incontinente enjectadas na quantidade de 0,03c.c.,
nos cerebros dos camondongos (grupos de cinco).

Vemos a seguir o comportamento da prova com o virus
por nos isolado de um caso de febre amarella sylvestre.
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Provas de proteccao intra-cerebral
Virus silvestre (S. Paulo) diluido a 1/10C

Grupo de camondongos
17

Soro normal (N. P. 110)

Data: 19-V-937
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Provas de proteccao intra-cerebral
Virus silvestre {(S. Paulo) diluido a 1/1.000
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Prova de proteccao intra-cerebral
Virus silvestre (S. Paulo) diluido a 1/10.000
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Prova de proteccao intra-cerebral
Virus silvestre (S. Paulo) diluido a 1/10.000
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Prova de proteccao intra-cerebral
Virus silvestre (S. Paulo! diluido a 1/100
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Nas fichas acima pode-se observar o seguintc: na prova
com soro normal, a morte de todos os camondongos até a
ultima diluicao do virus a 1/100.000, onde apenas um esca-
pou; na com soro amarillico imune, feila com o virus nas
dilui¢oes de 1/100, 1/1.000 e 1/10.000, ncutralizacio compic-
ta do virus, sobrevivendo todos os camondongos. Verifica-se
ainda um periodo de incubaciao maior nas innoculacoes com
menos virus: maioria de camondonges doentes no 5. dia
com o virus a 1/100, no 6.° dia a 1/1.000, no sctimo a 1/10.000
¢ no 8.° a 1/100.000. Em sua quasi totalidade os camondongos
morrceram do quinto ao decimo dia, (melhor espaco de tem-
po estabelecido para morrerem os camondongos innoculados
com o virus amarillico) ¢ apos um a quatro dias de doenca,
apresceniando diversos entre clles paralysia das patas posle-
riores.

A dose minima mortal desse virus deve ser um pouco
maior de 1/100.000, se a quizermos dcterminar pela technica
de TIIEILER, como vimos acima.

Para controle fizemos na mesma occasiio prova identica
com o0s mesmos sOros, mas com o virus neurotropico da febre
amarella F 503, isolado em Dakar, conhecido pela denomi-
nacao de “raca franceza”.

Damos a seguir as fichas dessas provas:
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Prova de proteccao intra-cerebral
Virus africano diluido a 1/100
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Prova de proteccao intra-cerebral
Virus africano diluido a 1/10.000
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Prova de proteccao intra-cerebral

Virus africano diluido a 1/100
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O resultado foi praticamente identico ao obtido com o
virus sylvestre.

Nas misturas com séro normal morreram todos os ca-
mondongos innoculados mesmo na ultima diluicdo do virus,
a 1/100.000. O periodo de incubacio foi menor apenas um
dia. Os camondongos morreram apos um a dois dias de
doenca apresentando maior numero com paralysia dos mem-
bros posteriores. Os camondongos innoculados com menores
cquantidades de virus morreram apos menos dias de doenca,
geralmente ficavam doentes num dia e amanheciam mortos
no outro.

Nas misturas com séro imune amarillico houve neutra-~
lizacdo completa do virus em todas as suas diluicGes, ape-
nas tendo amanhecido um camondongo morto no decimo
primeiro dia com o virus diluido a 1/100.

Portanto, nas provas que acabamos de fazer, o virus por
nos isolado de um caso de febre amarella sylvestre e o virus
neurotropico da febre amarella ou “raca franceza”, isolada
em Dakar (F 503), portaram-se de maneira identica, sendo
ambos neutralisados pelo mesmo soéro imune amarillico.



RESUMO E CONCLUSOES

O A. fez duas series de provas de proteccido intra-cere-
braes, e camondongos, seguindo a technica apresentada por
MAX THEILER em 1933: Uma, empregando o “virus neuro-
fropico” dcnominado “raca franceza” (F 503), isolado em
Dakar; outra, com o virus isolado pelo A. em Sdo Paulo,
de um caso de febre amarella sylvestre da ultima epidemia.

As duas provas foram feitas com os mesmos soros, for-
necidos pela FFundacdo Rockefeller: I.P. 113-s6ro imune
amarillico verificado positivo em prova de protec¢do intra-
peritoneal; N. P. 110-s6ro normal verificado negativo.

Cada série de provas foi feita com sete grupos de 5
camondongos.

O virus neurotropico da febre amarella foi fornecido ao
A. em estado secco pela Fundacido Rockefeller, com a indi-
cacao F 503.

A outra serie de provas foi feita com o virus isolado pelo
A., na occasido na 15.* passagem intra-cerebral em camon-
dongos.

As provas deram resultados iguaes com os dois virus.

Nas provas com séro normal, o resultado foi o seguinte:
com a raca neurotropica da febre amarella morreram todos
os camondongos innoculados com o virus nas diluicGes fei-
tas (1/100, 1/1.000, 1/10.000 e 1/100.000); com o virus syl-
vestre, isolado em Sdo Paulo, o resultado praticamente foi
0 mesmo, pois s0 no grupo innoculado com a diluicdo do
virus a 1/100.000 escapou um camondongo dos cinco inno-
culados.

As provas com séro imune amarillico foram feitas com
os virus nas dilui¢Ges de 1/100, 1/1.000 e 1/10.000. Em todas
estas dilui¢Ges, tanto com o virus neurotropico como com o
sylvestre, houve neutralizacdo de ambos, sendo as provas
de proteccdo igualmente positivas.
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Os dois virus até a diluicdo de 1/100.000, ultima expe-
rimentada, mostraram-se de virulencia approximadamente
igual. '

Os camondongos, nas provas com soro normal, morre-
ram do 5.° ao 10.° dia, em sua quasi totalidade, portanto, no
melhor espaco de tempo estabelecido para essas provas.

Nessas provas ainda poude o A. observar o seguinte:
a) com o virus sylvestre (15.* passagem) foi maior o pe-
riodo de incubacéo, apresentando-se os camondongos doen-
tes no 5.° dia com o virus diluido a 1/100, ao passo que, com
o virus africano neurotropico (503 passagens) em dilui¢do
identica, ja se apresentavam dois camondongos suspeitos no
lerceiro e quatro doentes no 4.° dia; b) quanto mais diluidos
os virus, maior o periodo de incubacdo; ¢) com o virus
africano os camondongos morreram apos um a dois dias de
doenca, sendo que, com o virus sylvestre, alguns apds tres
a quatro dias;d) com a raca neurotropica os camondongos
innoculados com menores quantidades de virus morreram
apo6s menos dias de doenca; com o virus sylvestre, em sua
15.2 passagem, este ultimo facto ndo poude ser observado.

As pequenas differencas no comportamento desses virus
nos camondongos, segundo o A., devem correr por conta
principalmente do numero desigual de passagens entre esses
dois virus no cerebro de camondongos.

O virus neurotropico da febre amarella “raca franceza”
(F 503), e o virus isolado em S. Paulo, pelo A., de um caso
de febre amarella sylvestre, mostraram, nas provas apresen-
tadas, identidade immunologica, sendo ambos igualmente
neutralizados pelo mesmo so6ro amarillico imune.



SUMMARY AND CONCLUSIONS

The A. made two series of intracerebral protection tests
on mice, using the technique described by MAX THEILER
in 1933: one with the neurotropic virus called “French
strain (F 503) isolated at Dakar; the other with virus iso-
lated in S. Paulo, by the Author, from a case of jungle
vellow fever, from last epidemy.

Both tecsts were made with the same serum furnished
by the Rockefeller Foundation: I.P.113 — yellow fever im-
mune serum, proved positive by intraperitoneal protection
test; N.P.110 — negativé tested normal serum.

Each series of tests was made on seven groups of five
mice.

The neurotropic yellow fever virus was given to the
A. by the Rockefeller Foundation under dried form, as F.
503.

The other series of tests was made with virus isolated
by the author, on its 15th. intracerebral transfer on mice.

The tests gave identical results with both viruses.

In tests with normal serum the result was as follows:
with the neurotropic yellow fever strain all the inoculated
mice died, when the following dilutions were used (1/100,
1/1.000, 1/10.000 and 1/100.000) : with the jungle virus iso-
lated in S. Paulo the results were practically the same, for
only in the groups inoculated with a virus dilution of
1/100.000 did one mouse escape death.

The tests with immune yellow fever serum was made
with virus in the following dilutions 1/100, 1/1.000, 1/10.000.
There was neutralization in all these dilutions, both with
the neurotropic and the jungle virus, and the protection
tests were also positive.

In these tests the A. observed also: a) the period of
incubation was longer with the jungle virus (15th. tranfer)
since the mice became sick on the 5th. day with virus dilu-



—_ 20 —

ted to 1/100, while with the neurotropic African virus in
identical dilution, 2 mice looked suspicious on the 3rd., and
4 mice were sick on the 4th. day; b) the more diluted the
virus, the longer the period of incubation; ¢) with the Afri-
can virus the mice died after one or two days of sickness,
whille with the jungle virus some died after three to four
days; d) with the neurotropic strain the mice inoculated
with smaller amounts of virus died after fewer days of sick-
ness; this last fact coult not be observed with the jungle
virus in its 15th. transfer.

The A. believes that the small differences noted in the
behaviour of these viruses on mice, should depend princi-
pally on the unequal number of transfers of these viruses
in the brain of mice.

The yellow fever neurotropic virus “French strain (F
503) and the virus isolated in S. Paulo by the A. from a
case of jungle yellow fever revealed in the aests used im-
munological identity, both being equally neutralized by the
same immune yellow fever serum.
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