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LESOES ULTRA-ESTRUTURAIS DO CEREBRO DE CAMUNDONGOS ALBINOS
INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE COM O VIRUS PIRY (BeAn 24232)

Ermelinda R. M. da CRUZ (1)

RESUMO

A inoculacdo experimental do virus Piry (Be An 24232) em camundongos al-
binos recém-nascidos induz & formacio de uma encefalite com lesGes graves, de
células isoladas ou focais, que evoluem para necrose € na qual a reacdo inflama-
toria € discreta e s6 aparece na fase final da evolucdo. A modificacdo mais precoce
é a diminuicdo da eletrondensidade e a marginacio da cromatina nuclear. Se-
guem-se modificacOes de organelas, mais intensas nas mitocondrias e no Golgi,
com reagrupamento delas. Os citolisosomas surgem no citoplasma celular e, em
major quantidade nas células produtoras de virions. Os GERL s30 muito proe-
minentes e guardam relacdo direta com a presenca de maior numero de particu-
las. O virion é montado na membrana citoplasmética de neurdnios e acumula-
do no intersticio, com raras vesiculas virus-similes no citoplasma, vizinhas 2as
areas de sintese virdtica.

INTRODUCAO

CDU 616.988

O virus Piry foi isolado pela primeira vez
em 1960, de amostras de figado e baco de um
marsupial (Philander opossum) capturado pelo
grupo do Instituto Evandro Chagas na Floresta
do Utinga em Belém, Pard, Brasil (WOO-
DALL?). Faz parte do grupo antigénico da Es-
tomatite Vesicular dos Arbovirus. Sobre este vi-
rus ja foram feitos estudos soroldgicos (PI-
NHEIRO & col.25) para observar a taxa de
imunidade nos habitantes de vérias dreas da
regido Amazonica, e ocorréncia de casos huma-
nos (PINHEIRO?) e estudos da patologia expe-
rimental a nivel de microscopia Sptica (DIASY).
Estudos de microscopia eletronica porém, fo-
ram feitos, no sistema nervoso central, por
BERGOLD & MUNZS$, apenas para identifica-
¢80 da particula virética. Também nas fibras do

miocdrdio ARAUJO & col.?, demonstraram pe-
la primeira vez o aparecimento e a reduplica-
¢do do virus, assim como as alteracdes ultra-
estruturais precoces.

O estudo do virus Piry ¢ de grande interesse
nao s6 por ser um arbovirus da regifio Amazd-
nica, mas também por ser patégeno para a es-
pécie humana. Experimentalmente o quadro
mais grave observado até agora é o da ence-
falite, que no entanto ainda nfo foi estudada
completamente. Este trabalho procura preen-
cher essa lacuna, analisando as lesBes ultra-es-
truturais do cérebro produzidas pelo virus Piry
no modelo mais classico: em camundongos al-
binos recém-nascidos infectados experimental-
mente.
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MATERIAL E METODOS

Foi usadaa amostra BeAn 24232 do virus
Piry, fornecida pelo Instituto Evandro Chagas
para duas séries de inoculacdes.

Foram inoculados por via intra-cerebral 3
lotes com 6 animais em cada, de camundongos
albinos suicos recémmascidos com 2 dias de
idade. O inoculum para cada animal foi 0,02 ml
de uma suspensdao em solugdo de albumina bo-
vina, de tecido cerebral de camundongos recém-
nascidos infectados previamente com o virus Pi-
ry. Idéntico ntmero de animais usou-se para
controle, tendo recebido cada um, também por
via intra-cerebral, 0,02 ml apenas da solucéo de
albumina bovina. Tanto os animais contréle
como os inoculados com suspensdo do virus
Piry foram sacrificados 12, 24 e 36 horas apds
a inoculacdo sendo utilizados em cada etapa
dois animais para exame em microscopia ele-
tronica, um para microscopia éptica e um para
controle. Posteriormente, foi feita outra série
de inoculacao, idéntica & acima referida.

A partir das 24 horas de inoculados com a
suspensio de virus, os animais comecaram a
ter morte espontanea e ndo sobreviveram as 39
horas. Os animais controle restantes sobrevive-
ram a este periodo e foram desprezados.

Apenas os animais sacrificados foram utili-
zados para coleta de material para estudo. Os
animais eram sacrificados por decapitacio sendo
retirados fragmentos de 1 mm?3 da porcio cen-
tral e posterior do cérebro, que foram fixados
por imersdo em solucéo de aldeido glutdrico a
25% em tampdo fosfato 0,1, pH 72 (GLAU-
ERT 12) os da primeira inocula¢io e em para-
formaldeido a 4% em tamp#o fosfato (KAR-
NOVSKY 16) com pH 7,2 os da segunda inocu-
lacdo.

Apés lavagem em tampfo fosfato os frag-
mentos foram processados pela técnica de roti-
na, com pos-fixacdo em dcido 6smico a 1% e
desidratados em alcoois de concentracfo cres-
cente e incluidos em Epon 812, férmula de
LUFT Y, com pequenas modificacdes (ARAUJO
& col3).

Os cortes ultrafinos foram contrastados
com acetato de uranila e citrato de chumbo
(KARNOVSKY!®) e examinados em microsco-
pios Zeiss Em — 952 e Siemens Elmiskop 101.

RESULTADOS
Microscopia doptica

12 horas ap6s a inoculacio as lesOes sfo dis-
cretas e consistem em alteragdes degenerativas
de neurdnios isolados, distribuidos irregular-
mente. Os neurdnios assim comprometidos moes-
tram ntcleos retraidos, com marginacio cro-
matinica, citoplasma levemente eosindéfilo (Fig.
1A e 1B) e aparente reducdo do volume celular;
alguns deles, pela maior retracfo citoplasmadti-
ca, configuram corpusculos eosinofilicos com
nﬁéleo‘s picnéticos na periferia. Mais numerosas
550 as células de citoplasma e nucleo de aspecto
vesiculoso e Iobulado, de cromatina rarefeita. O
intersticio € alargado e esponjoso (Fig. 1A). Pe-
quenos focos com grumos de cromatina sio en-
contrados, ainda, em varias dreas (Fig. 1B, se-
tas).

24 horas apds a inoculacio estdo presentes
as lesOes descritas acima porém com distribui-
¢io focal e em maiorsintensidade. Estabelecem-
se nesta fase lesOes vasculares, constantes de tu-
mefacdo endotelial com diminuic¢do do lume, ex-
sudacdo celular incipiente e edema perivascular
(Fig. 10).

36 horas apos a inoculagio a necrose focal
€ mais evidente; fragmentos e granulos de cro-
matina sfo bem identificdveis dentro de espa-
¢os claros. A disposicao linear destes focos su-
gere que os mesmos formam ao longo do tra-
jeto de capilares.

A tumefacio celular, citoplasmdtica e nu-
clear, € intensa, assim como o edema. Coexis-
tem focos hemorrdagicos perivasculares (Fig.
1D).

Vasos com hiperemia e intensa exsudacgio
neutrofilica s2o ainda encontrados. S&o raros
os leucdcitos no intersticio, mesmo nos focos
de necrose. O edema perivascular persiste e, em
algumas dreas, € mais intenso (Fig. 1D).

RESULTADOS
Microscopia eletrdonica
Com 12 horas apés a inoculacio a distribui-
cdo das lesGes € irregular, sem predilecdo por

areas ou células. Sdo. atingidas tanto as células
gliais como as neuronais e seus prolongamentos.
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Fig. 1

de luz wvirtual e o edema perivascular. H.E:, 400

B) Granulos cromatinicos e miclecs picndbicos dispostos linearmente (setas).

Cérebro de camundonge albine inoculado com o virus Piry.
claro e lumefeito ¢ miclen vesiculosos, lobulados, com rarefacho da cromatina.

Ad Neurdnios com eitoplasma
Notar dois capilares

No cantg inferlor di-

reito edema intersticial intenso com dissociagho de células e fibras nervosas. HUE,, 1006,

) Capilar com intenss tumefagio de eélulas endotelials, com obstrugdo da luz.

com presenga e alguns granuldeibos neutrofilos,
H.E., 400

Edema perivascular

Hii, ninda, alguns niclens piendtiecs junto ao capilar,

D) Dois focos de hemorragia recente (setas) ao lado de capilar intensamente alterado. HE., 100

As lesdes celulares localizam-se tanto no ndecleo
como no citoplasma. No micleo as alteragoes
mais evidentes consistern em diminuigéo da ele-
trondensidade da heterocromatina e retragio e/
ou marginacio da cromatina (Fig. 2A).

Mo citoplasma sio as seguintes as princi-
pais alteragdes: As mitocindrias sio tumefeitas,
com dilatagio das eristas, cristolise, rarefacio e
vactuolos na matriz (Fig. 2A'. O Complexo de
Golgi apresenta hipertrofia e hiperplasia muito
salientes, com grande aumento numérico de ve-
siculas “coated”, habitualmente acumuladas ir-
regularmente em uma das extremidades com
complexo (Fig. 2A), Essas alteragbes sio mais
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evidentes nas Areas perinucleares e ha continui-
dade da membrana nuclear com a do comple-
x0 de Golgi e a do reticulo endoplasmatico (Fig.
2A) .

Com 24 horas apis a inoculagio hi progres-
s80 das alteracoes celulares com dreas de ede-
ma intracelular e focos de reagrupamento de
organelas em torno do complexo de Golgi, com
vesiculas do reticulo em posicao periférica e,
mais externamente ainda, reticulo endoplasmati-
co dilatado e algumas mitocondrias gue, nesta
fase, apresentam-se bem distendidas, tumefeitas
e edematosas (Fig. 2B).
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Dg citolisosomas estao grandemente aumen-
tados em nimero, em relacio acs cérebros exa-
minados 12 horas apds a inoculagio e sio mui-
to eletrondensos. Na maioria das veszes estio

As particulas virdticas brotam na superficie
da membrana celular de neurdnios (Fig., 3A)l e
acumulam-s¢ entre as células, em verdadeiros
espacos intersticiais (Fig. 3B), Os virions apre-
sentam-se em forma de bala ou circulares, tem
porcio central mais eletrondensa, separada do
capsidio por hale claro; por fora do capsidio
o envelope viral mostra algumas projecdes fili-
formes delicadas, A média das medidas para as
particulas completas em forma de bala foi de

agrupados; entre eles destacam-se nitidamente
corpos densos, em tHrno dos quais é evidente a
presenca de organelas (Fig. 2B).

Fig. ¥ — Cérebro de camundengo al-
bino inoculado com o virus Piry, A)
Weuronio com ndeleo (M) de aspecto
palido pela seentuada diminuicio dos
grupos crometinicos, com  membrana
nuelear pouco avidente ¢ em aparente
continuidade (setas delgados) com as
do complexo de Golgi (G) e do re-
ticuly endoplasmatico (RE),  Mito.
chidrias IM) com tumefagio, crista-
lise & pegquencs vacdolos na maetriz.
Hi sumento das chamadas vesiculas
“coated" do Golgi (sela  eapessal.
31,0003 : o

B) Iniclo de reagrupamento de orgs-
nelas o citolpasma de neurdnios: em
wolta do complexoe de Golgi (G), ha
numerosas pequenas  vesiculns (V)
mitoodndrias (M) distendidas e fume-
feitas, reticulo endoplasmatico (RE)
com esbogo de dilatagio e corpos den-
so {Ch, 8000

143 nm X 33 nm e para as particulas circulares
27,8 nm,

Com 36 horas apés a inoculagio sio ainda
as modificactes ultra-estruturais ja descritas
mais intensas, principalmente o edema celular
e a presenca de vesiculas intracitoplasmditicas.
As mitocindrias, mostram, ainda, cristas com
disposicio lamelar e empilhamento, formando
figuras de mielina (Fig. 4) e matriz com aumen-
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to de densidade. No reticulo endoplasmaitico a
tumefaciioc aumenta e formam-se DUMerocsas
dreas claras, a custa da dilatacio das cisternas
{Fig. 4}. Em apenas uma das células foi obser
vada a presenca de algumas particulas virdticas
em cisternas dilatadas do reticulo.

530 ainda encontradas células isoladas em
necrose (Fig. A,

As vesiculas adguirem trés tipos principals:
Tipe 1 (Fig. 54); grandes e grosseiras, localiza-
dag nos citolisosomas ou no citoplasma de célu-
las em necrose; Tipo 2 (Fig. 4): grandes, isola-
das, com membrana nitida, situadas em orga-
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Fig. 3 — Cérebro de camundongo al-
bino inoculado com o virus Piry, A
Fase inlcial do brotamento de parti-
culas do virus Piry na membrana e
toplasmiitics de neurdnio, 1070000,
E) Pase posterior, com virions aou-
mulados em grande gquantidade entre
fx oélulas.  Particulas em forms de
bila de revdlver, com porgho ocentral
mais eletrondensa, separads do capsi-
dio por helo claro; envelope virdgtico
com peguenas projegoes filiformes de-
leadaz. 1000000

nelas; Tipo 3 (Fig, 5B): virus-similes, pequenas,
com halo eletrotransparente entre o “core” e a
membrana vesicular. Estas vesiculas, mais nu-
merosas que as demais, localizam-se frequen-
temente entre o complexo de Golgi e o reticulo
endoplasmatico.

COMENTARIOS

Uma das caracteristicas bdsicas das lesbes
induzidas pelo virus Piry consiste no fato de
atingirem apenas células isoladas ou pequenos
foros de tecido nervoso, bem circunscritos; es-
gds lesdes sio representadas por degeneracies,
gue evoluem afé a necrose. A cariorrexe € a
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expressio morfoligica mais saliente dessa Glti-
ma. Resulta disso a presenca de fragmentos nu-
cleares conglomerados em pequencs focos sepa-
rados por ampla zona de tecido normal, e tal
aspecto constitui wm padrio morfoldgico rela-
tivamente constante. O mesmo alids € encon-
trado nos demals drgaos infectados com o mes-
mo virus (DIAS & eo0l)”), Resposta inflamatdria,
disereta, aparece na fase final, marcada predo-
minantemente, por hiperemia e marginacio dos
leucdcitos. Nao foram encontrados corpos de
inclusio.

O wirus Piry, portanto, parece indusir rea-
cido inframatdria apenas secundariamente, co-
mo conseqiiéncia das alteracies celulares dege-
nerativo-necrofticas.

As alteracbes mais precoces causadas pelo
virus Piry sfo, aparentemente, as nucleares, O
micleo torna-se péalido e sua cromatina se mar:
ginaliza. Essa modificacio € nitida ja 12 horas
apds a inoculacio, em células neuronais e gliais,
predominando nas primeiras. E impossivel afir-
mar apenas pelo exame morfoldgico (MINS U,

Fig. 4 — Cérebro de cemundongo al-
bing inooulado com o virue Plry. Na
vizinhanga do micleg (N} @ em torno
do compleso de Golgi (G) hd vesiou-
las grandes leoladss (W), reticulo en-
doplasmitico (RE) discretamente di-
latpde e mitocindrias  eletrondensas
intclando formagio de figuras de mie
ling (setas curtaz). Toda a extensfio
da membrana cltoplasmitice mostia
particulas  virdlicas em  brotamento
(estrelss).  Notar o intensa tumefs-
o doa dendritos vizinhos, na parte
inferlor da eletromicrografia, ahalzo
dis eatrelas. 36600,

ARATIION se essa modificacio nuclear repre
senta o primeira reagio das proteinas ou do
cerne virdtico com a célula infectada.

Mas mitocindrias as modificagbes sio le-
ves & aparentemente reversiveis na fase inicial,
enguanto que na fase final sio mais graves e
se enguadram no tipo das encontradas em ce-
lulas em necrose ol com lesdes tdxicas intensas
(PEREZ TAMAYO2), A concomitancia destas
alteracies com aumento do ndimero dos citoli-
sosomas e o desenvolvimento da necrose celu-
lar parecem confirmar essa aflirmativa,

No complexo de Golgl a modificagio inicial
consiste em hipertrofia e hiperplasia, em algu-
mas células, ambas avaliadas por comparacio
com células vizinhas da mesma natureza. A exis-
téneia de contactos dos sdculos do complexo de
Golgi com a membrana nuclear, jé alterada pela
infeceAo virdtica, pode sugerir a participacao
dessa estrutura na sintese posteriror dos vi
rions. A modificacdo que parece realmente ter
relacio com o aumento da atividade de sintese
nestas células estd representada pelo grands ni-
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mero das vesiculas “'coa

" originadas do com-
plexo de Golgi as guais, sepunde MOLLE-
NHAUER & WHALEY ", sio responsdveis pelo
aporte de material sintetizado nas células,

No reticule endoplasmaitico as alleracies
zfio diseretaz e localizadas, consistindo gquase
exclusivamente, em pequena dilatagio de algu-
mas cisternas isoladas, A modéstia dessas alte-
raches contrasta com a abundineia das particu-
las virdticas, cuja presenca indica a ocorréncia
de sintese proteica ativa, o gue deveria produ-
zir hiperplasia de reticulo. Mesmo nas zonas do
citoplasma com reagrupamento das organelas
o reticulo endoplasmético pouco se modifica.
Esse rearranjo das organelas pode ser interpre-
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Fig, 6 — Cérebiro de camundongo ino.
culado com o virus Piry, A} Células
com alteragbes iniciails de necrose.
Mucleo (M) com alberagies da lextu.
ra gromatinion o dilatagio do espago
peri-nuclear (E). O cltoplasma mos-
tra grande tumefigio em zones va-
sins de organelas (C) e constitudglo
citolisosomas (L) complexos,  oom
corpas dersos, vesieulas e virias or
ganelas ainda identificiiveis, 45000,
B} Neurimios com nicleo () de as-
peeto pdlido e pericirion com  vesl-
culas grandes (VG isoladas, vesiou-
las  wirus-similes (W5) & particulas
wirdticas ©m  brotamento (VB1  na
membrana citoplasmatica. 27000,

tado como & expressiao morfoldgica de sua par-
ticipagio na sintese do virus. A auséncla de hi-
perplasia do reticulo endoplasmédtico em nosso
material experimental teria entfo, uma inter-
pretacio logica: as eletromicrofotografias so do-
cumentam as fases posteriores As da sintese
proteica.

Utilizamos a classificacio de GORDON &
col. ¥ para caracterizar os tipos de citoliscso-
mas encontrados em nosso material. Estes, de-
fectados ja 12 horas apos a inoculagio, aumen-
tam nitidamente de tamanho e nimero apods 24
e 36 horas. S8o0 numerosos os citolisosomas C,
e zeu aumento acompanha o progredir da inten-
sidade das outras alteracbes celulares. Sio espe-
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cialmente fregiientes nas fotografias que docu-
mentam acimulo virético no intersticio. Talvez
indiquem células que sintetizam mais proteinas
virGticas, ou seja, aquelas que sdo mais agredi-
das pelo virus e, portanto, mais necessitadas de
“turnover” mais rapido. Provavelmente a presen-
c¢a precoce dos citolisosomas representa a ex-
pressdo morfolégica dessa condicdo, uma vez
que em animais jovens a quantidade desse liso-
somas & constante (PETERS & col. ).

Um achado muito freqiiente foi a presenca
dos chamados GERL (associacdo entre Golgi,
Reticulo Endoplasmatico e Lisosomas) (NOVI-
KOFF 22), particularmente nos animais sacrifi-
cados 36 horas apds a inoculagdo. Entre as in-
feccbes por arbovirus amazdnicos analisadas
com a microscopia eletronica, é esta a primei-
ra em que os GERL aparecem tdo frequente-
mente. Como a infeccdo com o virus Piry € a
que produz maijor abundéancia de particulas vi-
réticas hd portanto, aparentemente, relagdo di-
reta entre o nimero dessas particulas e a abun-
dancia de GERL. Um achado que reforga essa
interpretacio € o de que, na lesfo miocdardica
pelo mesmo virus, onde o nimero de particulas
é muito menor, a ocorréncia do GERL nfo foi
documentada (ARAUJO & col.2).

~ Os citolisosomas maiores, com aspecto de
fagolisomas, sio mais raros; encontrados ape-
nas 36 horas apés a inoculagdo. Isso parece re-
lacionar-se com a maior extensfo, nesta fase,
dos fenbmenos necroticos.

E de ressaltar que os citolisosomas néo fo-
ram encontrados em células endoteliais: isto le-
va a supor que essas células ndo participam
ativamente na disseminacio da particula virdti-
ca.

As vesiculas do tipo 1 sdo de interpretacio
facil, pela sua relagdo com outras estruturas que
marcam os fendmenos regressivos celulares. As
vesiculas tipo 2, derivadas de vacuolizagdo de
organelas, guardam relacdo com as estruturas
das quais derivam. As vesiculas tipo 3 sdo seme-
lhantes as vesiculas granulares de (BURNS-
TOCK 7), porém delas se diferenciam por néo
guardarem relacfo direta com sindpses. Acumu-
lam-se em maior numero as proximidades das
zonas de formacdo dos virions na membrana e
seu aspecto morfolégico sugere a possibilidade
de que se tratem de vesiculas contendo mate-
rial virético, ou seja, de locus intra-citoplasma-

tico de sintese virdtica. A disposicdo destas ve-
siculas em dreas especificas; certo arranjo, em-
bora pouco visivel, em fileiras irregulares; sua
proximidade com a membrana celular onde
ocorre a montagem do virus e o fato de néo te-
rem sido encontrados fora desta localizacao,
sdo argumentos a favor dessa interpretacio.

Os resultados de estudos anteriores (BER-~
GOLD & MUNZ¢; ARAUJO & col.?) e a docu-
mentacio do presente trabalho permitem afir-
mar que a membrana citoplasmaética é o lecus
principal de montagem dos virions. A sintese
virética foi documentada em neurdnios prati-
camente apenas na membrana citoplasmadtica.
Outro ponto de formacéo virética foi encontra-
do em apenas uma c€lula, onde o virus foi vis-
to em cisterna dilatada do reticulo endoplas-
madtico. Isto parece indicar que documentamos
apenas a fase inicial da multiplicagio virdtica
(MUSSGAY & WEIBEL2; CHAIN & col.$;
ACHESON & TAMM4) pois na fase tardia esta
multiplicacdo efetua-se em vesiculas citoplas-
mdticas (MORGAN & col.?; ERLANDSON &
col.1l; HIGASHI & col. ##; ARTSOB & SPEN-
CE53). Os virions completcs formam grandes
actimulos entre as células. ’ - :

O virion tem a forma cldssica dos Rhabdo-
virus, em forma de bala, com limites externos
paralelos. As medidas por nods efetuadas, em
relagio as de BERGOLD & MUNZ$, mostram
virion discretamente menor quanto ao compri-
mento, enquanto que a variacdo do didmetro
transversal foi bem maior. Também as medidas
efetuadas por SHOPE & MURPHY citados por
KARABATSOS & col. 15, sio .maiores que as nos-
sas. Estas diferencas podem estar relacionadas .
com o tipo de técnicas utilizadas para o exame
das particulas.

O aspecto de edema intersticial observado
na microscopia Gptica corresponde, na micros-
copia eletrdnica, a uma tumefacdo grande de
dendritos isolados e dos pés vasculares dos as-
trécitos e ndo hd acumulo de liquido entre as
células.

Os vasos sangilineos mais alterados s&o oS
capilares. O lume de alguns deles € obstruidos
em conseqiiéncia do aumento de tamanho das
células endoteliais. Essa lesdo é importante por-
que pode contribuir, pela isquemia que produz,
para a necrose de neurdnios. Embora estes
achados sejam referendados pelos exames dos
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animais controle, é ainda muito discutido o real
significado dos achados morfolégicos da patolo-
gia vascular na génese lesional do sistema ner-
VOso central.

SUMMARY

Electron microscopic findings in swiss albino
mice brain following experimental inoculation
of Piry Virus (Type BeAn 24232)

The experimental inoculation of Piry Virus
(BeAn 24232) in newborn albino mice induce an
encephalitis with severe lesions of isolated cells
or focal distribution, progressing to necrosis;
the inflammatory reaction is very meager and
to be found only in the final stage of injury
evolution. A weaker nuclear electron-density with
chromatin marginalisation are the earliest mo-
difications. It follows organelle alterations,
more intense in mitochondria and Golgi com-
plex, with topographical rearrangments. Cyto-
plasmic citolisomes appear and are more proe-
minent in virus-producing cells. The so called
GERL are very conspicuous and show a direct
relationship to the amount of virus particles
produced in the cells. The cytoplasmic membra-
ne is the locus of virion assembly and the com-
plete particles are accumulated between the
cells. Rare small virus-like vesicles were also
detected in neuron cytoplasm.
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