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RESUMO

A inoculacdo experimental de camundongos albinos recém-nascidos por via intrace-
rebral com o virus Piry determina o desenvolvimento de uma miocardite de tipo seroso

<

gue chega a induzir necrose de fibrocélulas. A modificacdo mais precoce é mitoecondrial,
estabelecendo-se focos de hiperplasia destas organelas nas fibras cardiacas que colnei-
~dem com o locus de aparecimento e reduplicacio das particulas viréiicas 39 horas apos
a inoculacdo. As particulas virdticas, encontradas pela primeira vez em fibras miocdr-
dicas, sho idénticas as ji descritds no cérebro de camundongos, tendo o formato tipico
dos rabdovirus e medindo em média 150 a 160 nm, sempre acompanhados de particulas

esferoidais ou circulares.

INTRODUCGCAO

O virus Piry (BeAn 24232) foi isolado pela
primeira vez no Instituto Evandro Chagas, Be-

- 1&8m, Brasil, do ligado e do baco de.um. Phi-. .

lander opossum. E considerado um rabdovirus
e antigenicamente pertence ao grupo da esto-
“maftite vesicular juntamente com os virus Co-
cal e Chandipura. Inquéritos epidemioldgicos
executados na Regiso Amazdnica pelos técni-
cos do Instituto Evandro Chagas mostram al-
ta prevaléncia de casos humanos em provas
de neutralizacio em camundongos (PINHEI-
RO 22}, Além disso o virus tem-se mostrado
altamente infectante para os técnicos que com

ele frabalham: além de ouiros, dois dos que -

tomam parte na presente pesquisa, em épocas
diferentes, apresentaram infec¢fo virética du-
rante a manipulacdo dos animais infectados
experimentalmente com o citado agente.

Assim o virus Piry tem estabelecida -sua
patogenicidade para a espécie humana e, da-
da sua.alfa prevaléncia na Amazdnia, torha-
se nécessério conhecé-lo melhor. O presente
trabalho € um estudo da miocardite induzida
experimentalmente em camundongos recém-
nascidos.

MATERIAL E METODOS

Foram inoculados 18 camundongos albinos
recém-nascidos, por via intracerebral, com
0,62 ml de uma suspensio de tecidos cerebral
de camundongos previamente inoculados com
o virus Piry (BeAn 24232) do estoque do Ins-
tituto Evandro Chagas, Belém. Os animais fo-
ram sacrificados por decapitacio 14, 24 e 39
horas apés a inoculacdo, utilizando-se trés
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animais de cada vez A seqgiiénela fol enecerra-
da ecom 39 horas porque a partir desla coleta
0s animals morreram espontaneamente,

Fara a microscopia optica os fragmentos
de coracio foram fixados em formol a 107,
ineluidos em parafing e oz cortes corados com
hematoxilina e eosina, analisando-se um to-
tal de 9 animais,

Para a microscopia eletronica {ragmentos
de tecido cardiaco de 1 mm foram fixados em
aldeido glutdrico a 2% em tampfo cacodilato
com pH 7.2. Apds lavagem no tampao foram
pas-fixados em tetraoxido de ésmio por 1 ho-
ra e, apos desidratacio com aleool, incluidos
em Epon. Os cortes ultra-finos foram contras-
tados com hidroxido de chumbo e acetato de

uranila é examinados e fotografados em mi-
croseopio Siemens Elmiskop 101, Foram ubi-
lizados fragmentos de ventriculo de dois ani-
mais de cada coleta, desprezando-se todos o0s
animais gue tiveram morte espontanea: estu-
daram-se, portanto, § animais,

RESULTADROS
MICROSCOPIA OPTICA

Ao exame histologico chama a atencio a
presenga de uma miocardite serosa represen-
tada por areas de desagregacio dos [eixes, por
acantfuado edema intersticial e por pequenas
areas de tumefacdo segmentar ds fibras car-
diacas assocladas ou nioc aos focos edemato-

Fig, 1
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sos (Fig. 1}. Nas dreas edematosas as Ilbras,
além de dissoclagio de seus feixes, mostram,
individualmente, sarcoplasma claro, finamen-
te grumoso, particularmente em posicio pa-
ranuclear; nestas fibrocélulas os nucleos apre-
sentam-se llgeiramente vesiculosos, com rare-
facio cromatinica. WNao hi uma nitida iden-
lificacio dos capilares cujos elementos endo-

A1 Dilagaciants das fibsas

wia o fibras

el lieas por aeentusdo edema, al-

enbar do sareoplnama, I & B,
pobvaddaz o gom perda da estriago,

elta nuel e com eariorexiz o cariopicno-
& B, Ml X,

teliais mostram-se desagregados e com alte-
ragoes degenerativas. Raramente sio encon-
tradas células mononucleares acumuladas em
pequenos focos nas areas de injuria miocardi-
ca,

Nas pequenas dreas de tumefacio segmen-
tar das fibras cardiacas ha malior afinidade
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pelos corantes acidos, as fibrocélulas apresen-
tam perda de estriacio, citoplasma de aspecto
fosco e denso e nieleos retraidoz, Intensamen-
te corados, de aparéncia cariopiendotica.

MICROSCOPIA ELETRONICA

Tanto no material colhido 14 como 24 ho-
ras apds a inoculacio os achados sAio seme-
Ilhantes, com discreta malor Intensidade no
segundo e sio descritos conjuntamente,

As fibras cardiacas apresentam frés gru-
pos de lesdes bem distintos entre sl, por vezes
concomitantes no mesmo corte em areas di-
versas. O primeiro grupo lesional esta repre-
sentado basicamente por alteractes exelusiva-

mente mitocondriais: tumefacio, cristolise in.
tensa e rarefacio da matriz. Embora estas mi
tocondrias alteradas possam ser encontrada
em toda a extensio das fibrocélulas, a lesfio
predominante nas de posicio para-nuclear
ocasionam distorcio do contorno nuclear g
apresenta chanfraduras nas areas correspon
dentes s mitocondrias mais tumefeitas e vizl
nhaz, NWNestas célulaz a estrutura nuclear |
conservada e as miofibrilas estio intactas; ra
ros e muito pegquenos sao os focos onde o sar
coplasma apresenta algumas peguenas vesicu
las de reticulo endoplasmatico dilatado, O ze
gundo grupo lesional € constituide por fibro
células nas guals a modificacio mals salient
€ a acentuada palidez nuclear por grande di
minuicao dos grumos cromatinicos centrals

Fig, 2 — Fibrocdlula cardiaca com acentuada diminelcio dos grumos cro-
mutinicos nucleares ¢ aarcoplasma pecl-nuclear ampliado ¢ deapojado de
mltoedndring,  Awmsento e, elebr, s 4000, Awmento Tinal: 8O,

periféricos (Fig. 2), B uma constante que em
volta destes nicleos o sarcoplasma esteja am-
pliado e 0 namero de mitocondrias acentuada-
mente reduzido, O terceiro grupo lesional esta
hasicamente representado por dreas focals de
tumefacio das [broeélulas, Esta ampliacio do
difimetro transversal das fibras é produzido
por duas modificactes distintas; a primelra ¢
uma hiperplasia focal de mitocondrias com
modificagdes similares 4s do primeiro grupo
lesional embora de menor intensidade (Fig.
3AB) e situadas em sarcoplasma bastante cla-
ro; a segunda também é uma hiperplasia fo-

L4

cal de mitoedndrias, porém com a peculiarida
de de apresentar cristas conservadas ¢ a ma
triz mais eletrondensa gue o habitual e si
tuadas em sarcoplasma denso com aument
dos ribosomas e dos grénulos glicogénicos e al
gumas pequenas vesiculas (Fig, 3C).

As modificagies intersticiais estio repre
sentadas por edema e numerosas vesiculas o
“flguras de mielina". Os capilares mostram cé
lulas endotelials com grande aumento nume
rico das vesiculas de pinocitose e por wveze
com separacio da superficle de contato cor
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Fig. 3

- Bonas de hiperplasla mitocondreial.

Em A com tumelacio, oris-

télige o rarefacho da matelz om zona Ao saccoplasma elaro com diminuicio

dog ribosomag e greinulog  de o glicogdnio,

Aunmento mmie, eletr.: G, Au-

mento final: 12000, Hm B detalhe das alteragies anteriores  com aurmento

Cloval e 24, 00D,

Km © mitoedodriss oon estrubura conservada. o matriz com

muior cletrondensidade om sarcoplasma denso, oo aumento de elbosomag

o glieoginio o oseaslonals veaivulas.,

Auments de omle. ebete,: 4000, Aurmento

final s =000,

as células visinhas que mostram interrupgao
das zonas de mailor eletrondensidade. Outras
vezes as células endoteliais estio tumefeitas,
com nhcleos alargados e com aspecto palido
na porcio central.

A0 Horas apos o inoeunlocao as modifiea-
coes ja descritas estio presentes e, de regra,

ampliadas e acrescidas de novos achados. As
fibras musculares mostram as modificactes
mitocondrials ja descritas acrescidas de for-
magio de vesiculas e numerosas figuras de
mielina. Algumas fibrocélulas mostram gran-
des eitosomas (Fig. 4) arredondados, de estru-
turs complexa, delimitados por membrans
unica e constituidos por reticulo endoplasma-

1058



ARAGIO, R, de; DIAS L. B.; ARATCIO, M, T. F,; PINHEIRO, F. & MOUTINHGO, E. R C. — Miccardite
experimental em o camundongo: albinos por virgs Piry (BeAn M232), Estudo andtsmo-patoldgiles em mi-
croacopia Optica ¢ em microacopla eletrdnica com  demonstraciio da particala viral, Rev, Inst, Med, trop, Sdo

Panle  20:102-111. 1978

Fig, 4 — Grande citosoma de estruturs complexa em fibra mascalne oardinci,

Aumento deomic, eletr, : 6.000,

tico dilatado, vesiculas de dimensdes wvarif-
vels e corpos densos irregulares, unidos por
matrlz granulosa e eletrondensa. Por vezss as
células Intersticlails vizinhas exibem idénticas
formagdes. As fibrocélulas estdo modificadas
nestas dreas, apresentando esgarcamento de
miofibrilas e irregularidade dos discos inter-
calares e franca ruptura com separacio dos
miofilamentos. A alteracho mais saliente das
fibrocélulas e sem divida a necrose que fol en-
contrada apenas em fibras com particulas vi-
rais ou em outras em sua vizinhanga. A le-
540 parece iniciar nas zonas de tumefacao an-
terformente descriias nas guais ha anmento
progressivo da formacio de vesiculas e com-
pactacio das mitocondrias e fragmentacio e
dissoluciio posterior das miofierilas gue sio
substituidas por material irregular ¢ flnalmen-
te granuloso; cria-se assim (Fig. 5,AB! um
aspecto de vacuolizacho e dissolugio e esface-
lo das fibras.

A replicagio virdtica efetua-se nas fibro-
células cardiacas, particularmente no reticu-
lo endoplasmatico das zonas de hiperplasia
mitocondrial (Fig, 5A.6), O reticulo gue con-
tém as particulas esta dilatado ou transfor-
mado em vesiculas de contorno eircular e de
tamanho variivel e de cuja membrana o vi-
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rus emerge com o aspecto de “brotamento”
(“budding”) (Fig. 6). Sio pouco NUMErosas
as particulas formadas a partir do sarcole-
ma.

A particula virdtlica tem a forma de bas-
tao (“bullet shape”) tipico dos rabdovirus (Fig.
6) aparecendo &s veges como circular, Quan-
do se mede numerosos bastoes e se caleula o
tamanho meédio obtém-se uwm valor entre 150
e 160 nm; a particula de malor comprimen-
to mede 380 nm.

As modificagoes intersticiais estio repre-
sentadas por edema com grande aumento nu-
mérico das vesiculas ja descritas e aumento
da populacio celular, discreto e focal. Estas
células intersticlals mostram escassa ou ne-
nhuma alteracao morfologiea, porém por vezes
540 encontrados citosormas idénticos aos des-
eritos nas fibras cardiacas (Fig. 4).

Nos capilares, além das alteragoes ja des-
gritas ha alguns poucos ¢ pequenos fagosomas
e alguns nicleos mostram vesiculas claras, por
vezes 4 ou 5 deles, em um 58 nicleo,

COMENTARIOS

As modificacoes mitocondriais parecem
ser as mais freglientes e as mais precoces uma
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Fig. & — Necrose de fibrocélulas cardiacas.
e dizsolucio de fibra com numerozas particulas virals, Aumento de mie.
eletr, o 6000, Auwmento (inal: 24000 Em B fase final com csfacelo ¢ dissoe

uedo da flbra.  Awmento de mibe.

vez que sAo0 as Gnleas gque aparecem isolada-
mente nos primeiros animals sacrificados.

A tumefacio e a cristolise das mitocdn-
drias sfio conhecidas modificagoes inespecifi-
cas presentes em condicdes capazes de produ-
gir hipixia e isquemia do miocardio (LIND-
NER 13, MOLBERT 13, HAUSAMEN & PO-
CHE &), Porém existem outras condicoes gera-
doras des mesmas modificagoes, tais como al-
teracoes enzimaticas (ITO9 LUSE & col. 14),
deficiéncias proteicas (SVOBODA & col. 27),
deficléncias vitaminicas (SUZUKI 26) e, tam-

eletr.: 2,500,

Em A fase inicial de raptura
Aumento Tinal: B0,

bém, infecghes por numerosos virus como o
da hepatite do camundongo (MIYAI & col.l7,
VETTERLEIN & HESSE #, RUEBNER & col. 24,
o Coxsackie B, (RABIN & col.23), os reovirus
(JENSON & col. 12), Parece logico supor, da-
da a multiplicidade de causas citadas, que es-
tas alteracoes sio induzidas por modificacbes
ploguimicas comuns, presentes nas infeccoes
pelos virus citados e pelo que agora descre-
VRIS,

Tgualmente numerosas sio as condigies
que produzem aumento do mimero das mito-
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Fig., & — Particulas do vires Piry em vegiculas & retieulo endoplasmético

dilatade de flbra cardisca, nas dreas de hiperplazia de mitoedndeias,

Bre-

domindncia de particulas em bastdo com tamanho mdédio de 150 A 160 om;

algumps  particulo:  tém Tormabo  cirealar,

Aumento ode mic, elebr,: 13,006,

Ammento finwl: 55000,

condrias: ne coracio, a causa mails comumen-
te descrita ¢ a hipertrofia (MEESSEN 16,
CAULFIELD 5, KELEITEE #& col. 11 & ARCOS &
ecol. 2y, TAFURI # descreve o achado desta
mitocondriose também na infeccio com ‘T
cruzi. 05 focos de mitocondriose (ém dols as-
pectos distintos: em um deles as organelas es-
tio tumefeitas, claras, com destrulcio das
cristas (ou seja, uma superposicio lesional)
em outro ha completa conservacio estrutural,
ecom moderado aumento da eletrondensidade
da matriz. A mitocondriose deserita é portan-
to do tipo focal, isto &, presente apenas em al-
gumas partes das células e por vezes € acom-
panhada de fendmenos degenerativos, Da-
da a relativa freqgiéneis com gue estes actimu-
lps mitocondriaiz estdo situados em Zonas com
ruptura de miofibrilas é possivel supor que pe-
lo menos em parte o aumento numérico seja
um acumulo devido a blogueio de sua movi-
mentacio normal (WEBSTER #) . O vazlo sar-
coplasmatico documentado na Fig., 2 é outro
achado que corrobora a possibilidade do des-
locamento mitocondrial perinuclear,

Apenas WILLS ¥ na bibliogralia por nds
compulsada relata achado de mitocondriose

108

em infeccio virdtica. & depressio na formacgd
de ATP seria um dos mecanismos da produci
da alteracio (SCARPELLI 25}, Nao fol possive
identificar conglomersdos de corpos densos
vesiculas em relagio com focos de mitocon
driose como é descrito para focos de degene
ragao Walleriana (WEBSTER 32, WETTSTEL
& SOTELO 33, TANI2® e ZELENA & col. 38
Apenas nas proprias mitocindrias ha forms
cin de pequenas vesiculas no éspacgo intern
ou formacao das chamadas “flguras de mie
lina",

Os citosomas descritos embora em par
possam lembrar formacdes relacionadas ool
0 “locus” de multiplicagio wvirdtica, no nos:
material parecem representar exclusivamer
te focos de degeneracio citoplasmaticn de v
gue ¢ muito nitida a relagho das particuls
virais com as zonas de hiperplasia mitocor
drial e o sarcolema.

A necrose das flbrocélulas cardiacas pare
ce diretamente relacionads com a multiplics
cho virdtica uma ver gue s0 fol encontrada e
células parasitadas ou em sua imediata vie
nhanga, As fibras mostram dissociagio di
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discos intercalares, afastamento das miofibri-
las e dos miofilamentos com dissolucdo pro-
gressiva dos elementos estruturais sem que
se formem membranas delimitantes. Trata-se
portanto da necrose que & microscopia optica
é denominada de necrose de coligquac¢io (COS-
SEL 6). Este tipo de desenvolvimento da ne-
crose explica porque & microscopia 6ptica em
certas areas tem-se a impressdo de que o pro-
cesso inflamatoério induz exclusivamente a mo-
dificacoes intersticials, por si j4 ndo muito in-
tensas: torna-se muito dificil distinguir a co-
liquacgdo das miofibrilas das extremidades de-
terminadas pela incidéncia do corte, prinecipal-
mente na vizinhanca das areas de edema in-
tersticial mais intenso. Nos focos de necrose as
modificacbes nucleares estdo representadas
por ruptura da membrana, condensacio cro-
matinica e presenca de fragmentos nucleares
muito eletrondensos. Em algumas Areas estas
alteracoes nucleares precedem a dissolugio das
"miofibrilas,

A palidez dos nucleos (demonstrada na
Fig. 2) pode ser interpretada como alteracao
celular do tipo reversivel mas que pode se
acentuar e chegar & necrose, tal como é ja co-
nhecido na evolucdo de outros processos. lesi-
vos (MULLER 19, BESSIS 4, MAJNO15), nio
“guardando relagio com a multiplicacio viré-

As alteracoes intersticiais sdo representa-
das predominantemente por tumefagio ede-
matosa. Os poucos pequenos focos de células
mononucleares nio foram encontrados nos
cortes ultra-finos. Entretanto, varias células
intersticials mostram modifica¢des inespecifi-
cas que 830, porém, frequentemente encontra-
das nas infec¢bes a virus (DAVID7), inclusi-
ve a constituicdo de’ citosomas, o que parece
indicar sua participagio no processo infeceio-
so. Nossos achados, entretanto, sio muito es-
Cassos para uma sugestido sobre o papel repre-
sentado por estas células. J4 nas células en-
doteliais dos capilares as modificagbes foram
sempre Ireqilentes e relativamente intensas. A
hipertrofia do citoplasma com aumento das
vesiculas de pinocitose é sinal certo de hipe-

ratividade celular. O afrouxamento da. unido

entre estas células sugere a possibilidade da
passagem de componentes virdticos para o in-
tersticio, papel que elas obrigatoriamente de-
sempenham dada a existéncia da viremia ja
comprovada (PINHEIRO 22, QLIVAZ2l) e o
aparecimento das particulas virais nas fibro-
células. Finalmente, o desenvolvimento de ci-
tosomas e a vacuolizagfo nuclear indicam que
a participacio das células endoteliais no de-.
senvolvimento da miocardite se faz sempre-
com dano celular.

SUMMARY

tica como fol deserito para certos arbovirus

"(ARAUJO & BULLON 1),

.

A particula virética documentada é idén-
‘tiea & descrita no cérebro do camundongo
(BERGOLD & MUNZ3), sendo, entretanto, este
o0 primeiro relato de sua localizacio no mio-

- cardio. Sdo predominantes as particulas com

formato de bastdo, nio tendo sido visualizada
_-darea alguma que sugira que as parficulas es-
. féricas podem reunir-se para constituir-as em
‘bastio, como proposto por BERGOLD &
MUNZ 3. Um bom nimero das particulas esfe-
roidais parece diferenciar-se dos cortes trans-
versais das particulas em bastdo por possuir
o envelope mais eletrondenso. As particulas em
bastfo, além do envelope com pequenas pro-
. trusées filamentares, mostram -capSidio" mais
palido com coluna cenfral malis escura; nao
pudemos identificar estriacbes transversais.
Tampouco foram encontradas modificagdes ci-
toplasmiticas interpretdveis como matriz vi-
ral como a descrita por MURPHY & col. 20,

Electron microscopic findings in mouse heart
following experimental inoculation of Piry-Vi-
rus (Type BeAn 24232) '

The intracerebral inoculation of Piry-Vi-
rus in newborn mice induce a type of serous
miocarditis with focal tumefaction of muscle
fibers and necrosis. Virus particles are found

- majnly-in .vesieles-and dilated endoplasmatic

reticulum of heart muscle cells 39 hours after

inoculation. They have the typical bullet

shape of rhabdoviruses, with 150 fo 160 nm

of mean length but spherical particles are-
also seen. Focal hyperplasia of muscle cell mi-

tochondria with or without tumefaction seems

to be the earliest cellular modification and are .
coincident with virus replication loci.
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