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MYXOMATOSE EXPERIMENTAL EM ORYCTOLAGUS SP. E SYLVILAGUS SP.
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A myxomatose, infecciao grave, especifica dos coelhos, foi reconhecida numa
epizootia em laboratorio. no Uruguai e descrita pela primeira vez por Sanarelli (1)
em 1898. KEpizootias ocorrem nas Ameéricas do Sul, Central e Oeste da América
do Norte.

Sanarelli reproduziu experimentalmente a doenca e estudou os tumores sub-
cutaneos caracteristicos, afirmando serem éles devidos a proliferacio de células
de formas dendriticas que denominou “células myxomatosas”. Incluiu a myxo-
malose entre as doencgas causadas por virus, em virtude de ter mostrado sua na-
tureza infecciosa. nao encontrando formas bacterianas nas preparacoes feitas com
aquéle material; denominou o agente infectante de “‘virus myxomalogénico”. E
um virus classificado entre os do grupo pox (2). embora se comporte quan-
to a algumas propriedades adotadas como critérios taxonémicos, de modo diverso
em relacio aos demais componentes do grupo.

Splendore (3) descreveu inclusées em tecido tumoral corado pelo Giemsa e
comparou-as com o0s corpos de inclusio descritos por Halberstaedter e Prowazek
nas lesoes tracomatosas. Moses (4) nao confirmou a presenca de inclusbes ci-
toplasmaticas, mas demonstrou que o agente infectante atravessa as velas esteri-
lizantes Berkefeld. comprovando, assim. tratar-se de um virus filtravel. Aragio (5)
também nio evidenciou corpos de inclusio no citoplasma, mas descreveu inclustes
intranucleares, reconhecendo, posteriormente, tratar-se de acumulos de cromatina (6).
Torres e Almeida Cardoso (7) desereveram inclusdes intranucleares em células nao
caracterizadas admitindo, porém, a possibilidade de contaminacio dos animais por
um virus intranuclear,

Foi Aragiao (5) quem primeiramente reconheceu particulas intracitoplasma-
ticas, identificando-as como sendo o virus do myxoma. muito semelhante ao virus
da variola e do molluscum contagiosum. Lipschiitz (8) e Findlay (9) constataram
também a presenca de corpusculos no citoplasma das células myxomatosas, as vézes
agrupados, formando massas mais ou menos extensas.

O tecido tumoral subcutineo, é de natureza edematosa, nao proliferativa, se-
gundo Findlay (9). Rivers (10), todavia, observou um processo proliferativo, se-
guido da destruiciio dos elementos celulares,

Alteracoes no epitélio foram descritas por Rivers (11). com ocorréncia de hi-
pertrofia das células seguida da formagio de uma inclusio eosindfila que pode ocupar
erande parte do citoplasma. Verificou também incluses azuréfilas e, concomitan-
temente, uma rarefacdo do nucleo. disposto excéntricamente. |

Recebido para publicacdo em 2 de fevereiro de 1968.
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Além de particulas azuréfilas intracitoplasmaticas, foram descritos também cor-
pos esféricos basofilos, de 2 a 3 p de diametro, que por vézes davam reaciio positiva
ao Feulgen (12).

Van Rooyen e Rhodes (13) observaram pelo método de Paschen, corpusculos
elementares em sedimentos obtidos por centrifugactes da suspensio do material co-

lhido de lavagens da conjuntiva de coelhos infectados; as primeiras eletromicro-
erafias do virus parcialmente purificado foram obtidas por Borries e col. (14).

Este trabalho tem por objetivo mostrar aspectos decorrentes da infeccio pelo
virus do myxoma em coelhos domésticos e silvestres nos tecidos epitelial e conjun-
tivo da pele.

MATERIAL E METODOS

Inoculo — A amostra do virus do myxoma foi fornecida pelo Dr. Paulo Mello
Ireire, do Instituto Biologico de Siao Paulo, isolada em 1954 de coelho doméstico
(Oryctolagus), em Itaquaquecetuba. Foram feitas duas passagens em coelho e os
lumores mantidos a -20°C, em glicerina a 50%.

Os tumores cutaneos eram triturados com areia e as particulas suspensas em
salina com tampao fosfato de pH 7.2 — 7.4. As inoculagbes eram feitas por via
intradérmica ou subcutanea, com 0,1 a 1.0 ml da suspensido. Diariamente, em dois
periodo, eram verificadas as temperaturas dos animais (Oryctolagus sp e Sylvila-
gus €p.).

O coelho doméstico apresentava febre no 2.° ou 3.° dia apdés a inoculacao, que
regredia no 7.° ou 8.° dia e a morte sobrevinha geralmente no 10.° dia apresentando
o animal todos os sintomas caracteristicos da doenca.

As biopsias dos tumores cutaneos, eram feitas de 3 a 10 dias e a pele do local
da inoculagiio, de 4 a 24 horas apds a infeccio.

O coelho silvestre apresentava temperaturas variaveis e o animal se recuperava
em torno de 60 dias. O material era colhido de 7 a 48 dias ap6s a inoculacao.

Microscopia Eletronica — Fragmentos de pele, de 1-2 mm® aproximadamente,
foram fixados em acido 6smico a 19 em tampao veronal-acetato, isotonico, de pH
7.4 ou em subtosan, durante 1-2 horas, desidratados na série alcodlica e incluidos
em metil-butil metacrilatos misturados na proporyao de 3:7, contendo 1% de pe-
roxido de benzoila. A polimerizagido se processou a 54°C, durante 12 a 24 horas.

O sangue foi colhido da veia marginal da orelha, no 3.° ou 5.° dia e no pe-
riodo agdnico, fixando-se e incluindo 2 ou 3 gotas nas mesmas condi¢bes que os
fragmentos de tecido, por centrifugactes e decantagbes sucessivas.

Os cortes foram obtidos num micrétomo Porter-Blum e fotografados no mi-
croscopio Siemens UM100b com aumentos de x1300 a x15000.

ResurTAnpos £ CONCLUSOES

Sylvilagus — Nos coelhos silvestres observamos uma tumoragio apenas no local
da inoculac¢do do virus, ocorrendo uma recuperacao dos animais ao redor de 60 dias,
os quais adquiriram inclusive imunidade. Quanto ao aspecto ultramicroscopico do
epitélio, podem-se salientar as alteragoes que ocorrem no tecido, devidos a intensa in-
festacdo pelo virus, como se observa na fig. 1. E uma regido préxima a camada
basal, em que as células se apresentam com distribuicio e contornos irregulares. Os
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nicleos, excéntricos e também irregulares, apresentam com freqiiéncia uma rarefa-
o possivelmente correlacionada com o processo de desenvolvimento dos corplisculos
clementares no citoplasma. Nos nucleos e no citoplasma observam-se membranas
cujas seccoes, aproximadamente circulares, envolvem material de menor ou igual
densidade que a zona circunvizinha., Ha poucos desmosomas, estando as células,
em extensas regioes, apenas apostas umas as outras. A fig. 2 corresponde a
uma ceélula epitelial, com o citoplasma totalmente ocupado por particulas de virus.
Ha regides pouco densas aos eletrons, limitadas por membranas simples ou milti-
plas, de contornos irregulares. Observa-se, aproximadamente no centro do citoplas-
ma, uma regido granular, homogéneamente densa, ja descrita em outras infecces
por virus do grupo pox, como o vacinico (15, 16, 17, 18, 19) e o molluscum con-
tagiosum (20). No centro dessa regiao granular ha uma massa compacta e densa
de aproximadamente 1200 x 400 mp. Nao se observam mitocéndrias e reticulo
endoplasmatico, que estdo presentes nas fases iniciais do desenvolvimento do virus,
diminuindo aquéles em nimere e ésle em extensio, até o total desaparecimento, a
medida em que aumenta o nimero de particulas, o que pode ser considerado como
uma conseqiiéncia da infecgdo. ) nucleo, alongado e excéntrico, apresenta uma
rarefacio contendo no seu limite uma formacio eliptica, densa aos electrons. Junto
a membrana ha duas vesiculas, contendo uma delas uma particula da mesma den-
sidade e dimensées que as de um corpisculo elementar. Este aspecto pode corres-
ponder a uma invaginacio nuclear coincidente com a presenga de uma particula
naquela regiao do citoplasma.

Algumas células apresentam, além de particulas livres, aglomerados de corpus-
culos, bem delimitados, semelhantes aos corpos de Bollinger da variola aviaria, quan-
to a densidade e compacticidade, descritos por Eaves e Flewet (21). Uma das
células da fig. 3 contém duas inclusdes désse tipo. A maior contém regides mais
ou menos circulares pouco densas, em cujos limites se dispoem aglomerados de par-
ticulas de virus.

Na fig. 4 observa-se uma formacio de seccio circular, eonstituida na sua peri-
feria por uma massa granular, densa aos eletrons. A maior parte dessa formacao
¢ conslituida por regioes circulares pouco densas, delimitadas umas com as outras
por finos corddes de citoplasma nos quais se dispoem as particulas. E, possivel-
mente, o citoplasma de outra célula, invaginado numa célula ndo infectada.

Numa fase, ao que se supde, mais adiantada do parasitismo, o citoplasma se
desintegra apresentando apenas vesiculas em cujos limites se observam os corpus-
culos elementares (fig. 5). E inleressante observar que em algumas regides do
epitélio, as células apresentam diferentes graus de intensidade de parasitismo, ha-
vendo mesmo algumas, apostas a células de aspectos semelhante a da fig. 5, cujas
seccoes niao apresentam particulas.

Com a regressio do tumor, o epitélio sofre descamagdo, seguida da completa
destruicio do tecido. As células se desintegram e as particulas de virus s@o libe-
radas (fig. 6), o que pode explicar, em parte, a disseminacdo do virus no campo
e a consequente aquisicio de imunidade pelos coelhos silvestres. O epitélio se re-
senera, a partir da camada basal, tomando as caracteristicas normais do tecido.

As particulas aparentemente livres das estruturas citoplasmaticas apresentam-se
menos densas na regiio central, com secciio circular, enquanto que as incluidas no
citoplasma, ou mesmo no tecido ji desintegrado, porém, proximas a vestigios de
estrutura celular, apresentam secgio eliptica e sdo mais densas aos eletrons.
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Fig. 1 a 6 — Cortes do epitélio cutineo de Sylvilagus inoculado com o virus do myxoma.

1) Células de forma e distribuicdo irregulares, com nucleos (N) excéntricos e geralmen-
te rarefeitos (r). No citoplasma observam-se numerosas particulas de virus V.

2) Célula com o0 nicleo N excéntrico e rarefeito (r). O citoplasma contém numerosos
corpusculos elementares V, membranas me simples ou duplas, irregulares, e uma re-
giio G contendo uma mossa densa aos eletrons. Observam-se alguns mitocdndrios m
dispostos no citoplasma periférico; nido ha mais reticulo endoplasmético,

b A §
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1)

2)

Célula com duas inclusdes i, densas aos eletrons, constituidas por aglomerados com-
pactos de particulas de virus. A inclusdo de seccio mailor, contém algumas vesi-
culas pouco densas aos eletrons, e, proximas a essa inclusio, observam-se particulas
de virus V livres.

No centro da figura, observa-se uma formacio aproximadamente circular, limitada
por uma massa granular . Esta formaciao contém wesiculas delimitadas por finos
corddes citoplasméiticos nos quais se dispiem particulas de virus.

Célula com o citoplasma vesiculado, contendo particulas de virus dispostas em cor-
ddes citoplasmaticos que delimitam as wvesiculas. Esta parece constituir uma fase
adlantada de degeneragiio celular devida & infeccio,
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6) Células totalmente degeneradas, apresentando apenas vestigios de delimitacfic e con-
tendo praticamente g6 particulas de wvirus maturo.

Fig. T — Célula com caracteristicas de mastécito, encontrada sdmente no tecide conjun-
tivo de Sylvilagus, contendo grios de forma varidavel, densos aos eletrons.

Fig. 8 a 12 — Corte de células de coelho Oryctolagus inoculado com o virus do myxoma.
8) Epitélio cutineo de Oryctolagus. As alteracdes do tecido sdo menores do que no
Sylvilagus, quanto & forma e disposicio das células.
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9)

10)

11) -

12)

Fig.

1)

2)

3)

4)

)

Célula do tecido conjuntivo, nio identificada, com o ntcleo N, contendo subunida-
des 8U das quais se originam as particulas de virus;, m — mitocOndrios; I — inclu-
sfiio lipidica.

Célula myxomatosa com numerosas vesiculas VS8 associadas aos graos de ribonu-
cleoproteinas; N — nicleo; ¢ — zona de Golgi; m — mitocondrios.

Capilar obliterado pela proliferacio de células endotelials ed, segundo alguns au-
tores (12).

Hemdcia h de sangue de coelho no periodo agdnico da infeecio, contendo uma
particula V adsorvida & membrana.

1 to B8 — Sections of cutaneous epithelial cells of the wild rabbit Sylvilagus, Infected
by myxoma virus.

Cells with irregular forms and distribution with excentric and generally rarefacted
(r) nucleus N. Numerous viruses particles V are seen in the cytoplasm,.

A cell with an excentric and rarefacted (r) nucleus N. The cytoplasm contains
numerous elementary corpuscules V, simple or double irregular membranes me and
a granular region G with an electron dense mass. Some mitochondria m are disposed
in the periphery of the cytoplasm. There is not endoplasmic reticulum.

A cell with two electron dense inclusions i, constituted of agglomerated virus
particles. The greater section contains some vesicles of low electron density and
near to this inclusion free virus particles V are seen.

In the center of this figure, an approximately circular formation limited by a gra-
nular mass G, is seen. This formation contains vesicles limited by fine citoplasmic
cords in which virus particles dispose themselves.

A vesiculated cell with wirus particles disposed in the cytoplasmiec cords. This
seems an advanced phase of cellular degeneration due to the viral infection.
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6) Totally degenerated cells with debries of cellular membranes, containing practi-
cally only mature virus particles.

Fig. T — A cell with characteristics of mast-cell, observed only in the Sylvilagus con-
junctive tissue. It contains electron dense grailns of wvariable forms.

Fig. 8 to 12 — Sections of cutaneous tissues and cells of the domestic rabbit Oryctolagus,
Inoculated with the myxoma virus.

8) Cutaneous epithelium in which alterations are not so evident as In Sylvllagus,
concerning the form and disposition of the cells.

9) A not identified conjunctival cell, with the nucleous N, containing subunits SU
from which virus particles are originated; m — mitochondria; ! — lipidic inclusion.

10) Myxomatous cell with numerous vesicles VS8, associated to ribonucleoprotein grains;
N — nucleous; G — Golgl zone; m -— mitochondria.

11) A blood capilar obliterated by the proliferation of endothelial cells ed, accordingly
to some authors (12).

12) A red blood cell & of rabbit in the agonie period of the infection, contalning on
the membrane an adsorbed particle V.

No tecido conjuntivo ndo observamos inclusGes a virus nos varios tipos de
células. Epstein e col. (22) mostraram particulas de dimensbes e formas irregu-
lares, o que niio convence quanto a sua natureza viral, no citoplasma de células
identificadas como sendo myxomaltosas.

Encontramos com freqiiéncia, células contendo numerosos grios de forma e di-
mensdes caracteristicas que poderiam ser identificadas como mastocitos (fig. 7).

Oryctolagus — O epitélio cutineo désses animais, se apresenta menos infestado
por particulas de virus do que o do coelho silvestre.

As células sofrem alteracoes em menor grau, quanto a forma, disposi¢io no
tecido e quanto a posi¢io dos niicleos que se situam normalmente (fig. 8). Como
no coelho silvestre, mitocondrios e reticulo endoplasmatico diminuem em nimero e
extensdo, respectivamente, até o seu desaparecimento quando a célula esta total-
mente infectada.

Nestas células surpreendemos diferentes fases de desenvolvimento das parti-
culas semelhantes as dos virus integrantes do grupo pox, ja descritas por varios au-
lores, acima citados. Fstas fases nio sio observadas com freqiiéncia nas células
epiteliais da pele de Sylvilagus, provavelmente por ser mais rapido o processo de
desenvolvimento do virus néstes animais. Verificamos entre particulas maturas,
mais densas na periferia, e, medindo 195x420 mp, corpisculos imaturos de
220 x 265 mp. As particulas, & medida que se desenvolvem, diminuem em di-
mensoes, e aumentam em densidade aos electrons. A fase inicial da evolucdo é
semelhante a do virus vacinico, ja descrita por Vallejo-Freire e col. (16), surpreen-
dida numa célula do tecido conjuntivo, nao identificada. Os corpisculos elemen-
tares se originam de regites densas, denominadas subunidades, por um processo se-
melhante ao de um brotamento. As particulas se individualizam durante o desen-
volvimento até se tornarem livres no citoplasma. As subunidades medem, aproxi-
madamente, em seccoes, 800 x 460 mp (fig. 9). :

O tecido conjuntivo apresenta, com [regiiéncia, células alongadas, as vézes de
forma dendritica, que seriam responsaveis pelo desenvolvimento da tumoragdo. Sao,
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por éstes aspectos, consideradas como sendo as células chamadas myxomatosas
(fig. 10). Além de mitocondrios, aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico,
estas celulas contém, mantendo continuidade com esta ultima estrutura e distri-
buidas por todo o citoplasma, vesiculas delimitadas por membranas associadas a
odos provavelmente de ribonucleoproteinas, dadas as dimensbes que apresentam

(150-200 ﬁ] Nédo observamos no tecido conjuntivo de Oryctolagus, células com
caracteristicas de mastocitos. E comum surpreender capilares parcial ou totalmen-
te obliterados. FEsta obstrucao é devida a proliferacao das células endoteliais, fe-
nomeno ja observado por Hurst (12). Ha destruicio dos demais elementos dos
vasos, podendo ocorrer um extravazamento de hemacias, que se dispdéem nas pro-
ximidades dos mesmos (Fig. 11).

A infectividade do sangue foi constatada por Splendore (2) e Sanarelli (1)
48 horas apds inoculagiio subcutinea e 24 horas quando a inoculagio era endove-
nosa. A infectividade do sangue se inicia no segundo dia e perdura até o periodo
agonico (6), tendo Moses (4) obtido um maior titulo nesta tltima fase da molés-
tia, Na fig. 12, observa-se a sec¢do de uma hemaicia, de sangue de Oryctolagus
no periodo agonico, tendo adsorvida a sua membrana, uma particula de seccio
elipsoidica, de dimensoes (250 x 180 mp) e densidade aos electrons que se apro-
ximam das do virus do myxoma. FEste seria o meio de disseminacio do virus no
organismo do animal, resultando na generalizacio da tumoracio.

Surpreendemos aspectos da myxomatose visando ndo somente a observacio das
alteracoes celulares mas também acompanhar as diferentes fases do ciclo evolutivo
do virus, o que oferece dificuldades, pois quando a tumoragiio se manifesta, as par-
liculas encontram-se ja numa fase adiantada de desenvolvimento. Fazendo-se a
biopsia do local da inoculagiio, encontramos alteragbes que podem ser atribuidas
também a ac¢io mecinica exercida pela agulha, além das devidas a atividade do
virus. Afim de contornar estas dificuldades, estamos estudando o ciclo evolutivo do
virus utilizando a técnica de cultura de tecido epitelial de rim de coelho, o que
constitui um sistema simples de trabalho para esta investigacao.

SUMARIO

Tumores cutineos de coelhos domésticos (Oryetolagus sp.) e Silvestres (Syl-
vilagus sp.). com myxomatose, foram estudados por meio de cortes ultra-finos ao
microscopio eletronico.

Sio analizadas nio somente as alteragoes celulares devidas a infeccdo pelo
virus, mas também os diferentes aspectos correspondentes as varias fases do desen-
volvimento das particulas, nos tecidos epitelial e conjuntivo da pele de ambos os
géneros, A viremia em alguns animais foi igualmente observada.

SUMMARY

Tumors of domestic (Oryctolagus) and wild (Sylvilagus) rabbits with myxo-
matosis, obtained by biopsy with the skin were studied through the electron micros-
copy of thin sections of the tissues.

Not only the cellular alterations, due to the viral parasitism, but also the
different aspects of the corresponding phases of particles development in the epitelial
and connective skin tissues of both genus were analysed. The viremia was also
observed in some domestic animals.
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