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ALTERACOES ULTRA-ESTRUTURAIS DO FIGADO DE CAMUNDONGOS
ALBINOS AP6S INOCULACAO EXPERIMENTAL COM ARBOVIRUS
MUCAMBO (Tipo BeAn 10967)

Ronaldo de ARAUJO (1), Ledonidas BRAGA DIAS (2) e Friedhelm HUTH (3)

RESUMO

A inoculagio experimental do.arbovirus Mucambo (tipo BeAn 10967) induz
em camundongos albinos adultos uma hepatite aguda com necrose hepatocitaria e
hipertrofia e hiperplasia reativas das células de Kupffer, além de infiltrados leuco-
citirios entre as traves de Remak. No 4.° e 5.° dias apds a inoculagio tanto
intra-peritoneal como intra-cerebral ou subcutinea foram encontradas particulas
semelhantes a virus, limitadas quase exclusivamente ao nticleo dos hepatécitos. As
alterages ultra-estruturais sfo distintas das induzidas por outros virus hepatotrdpicos
e poderiam ser tomadas como modelo para uma eventual hepatite humana de origem

viral.

INTRODUCZXKO

N&o sfo numerosas as analises ultra-estru-
turais das modificagbes induzidas por arbo-
virus, sendo as mais estudadas as presentes
nas encefalites (Morcan & col. 23, Musscay
& WEeIBeL *%, ErLanpsoN & col. ¥, JoHNsON
& Jomnson *7).. Da febre amarela hi estu-
dos das alteragdes hepaticas e das particulas
virticas (BEarcrorT " #): Trabalhos seme-
lhantes ji foram efetuados em carneiros, ca-
mundongos e “hamsters” apéds ' inoculagio
com virus RFV (Rift Valley Fever) (Mcca-
" VRAN & EASTERDAY 2°),

Estudos em microscopia 6tica demonstraram
que os seguintes tipos de arbovirus oriundos
da. regifio amazdnica induzem experimental-
mente uma hepatite: Apeu, Nepuyo, Mari-
".tuba, Guama, Catd, Moji, Oriboca, Cara-
part, Itaqui e Murutuci (DE Paora *2, La-
cerDA *°). DE Paora ** sugeriu que um tipo
~especial de hepatite encontrada na regifo
amazdnica deveria ter sua causa pesquisada

também entre estes tipos mencionados de vi-
rus. Por isso o estudo das alteragGes ultra-
estruturais da hepatite nos animais de labo-
ratério induzidas apés inoculagdo de arbovi-
rus parece ter interesse para a medicina hu
mana. O presente trabalho analisa "os
achados ultra-estruturais apés inoculagdo com
o arbovirus Mucambo.

Este virus foi isolado em 1959 de um roe-
dor, nas matas do IPEAN, em Belém do Pa-
r4, pelos técnicos do Instituto Evandro Cha-
gas, a partir do figado e do cérebro. Expe-
rimentalmente o virus mata, apés inoculagio
intra-cerebral, tanto o camundongo recém-
nascido como o adulto. Sorologicamente per-
tence ao chamado Grupo A dos arbovirus.

MATERIAL E METODOS

Foram inoculados 15 camundongos albi-
nos adultos pelas vias intra-cerebral, intra-
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peritoneal e subcutinea, usando-se 5 animais
para cada uma delas. O material inoculado
foi uma suspensfio de tecido cerebral de ca-
mundongos recém-nascidos previamente infe-
tados com o virus Mucambo (BeAn 10967},
utilisando-se 0,03 ml para a via intra-cere-
bral e 0,2 ml para as duas outras.

No 2.° dia apés a inoculagdo foi sacrifi-
cado apenas um animal inoculado por via
intra-cerebral; do 3.° ao 5.° dia foram sa-
crificados 3 animais por dia, um de cada uma
das vias utilizadas; no 6.° dia foram sacri-
ficados 2 animais, um inoculado por via in-
tra-peritoneal e outro por via subcutdnea. O
5.° animal inoculado por via intra-cerebral
teve morte espontdnea no 6.° dia, no permi-
tindo fixagdo adequada, motivo pelo qual néo
foi utilizado. Os dois animais restantes so-
breviveram ao 6.° dia e nfo foram utiliza-
dos. Foram estudados, portanto, 12 dos 15
animais inoculados.

Para a microscopia éptica os fragmentos

de tecido hepatico foram fixados em formol -

a 10%, incluidos em parafina e os cortes
corados com hematoxilina e eosina e hema-
toxilina férrica-picrofucsina-resorcina.

Para a microscopia electronica fragmen-

tos de parénquima hepatico de 1 mm foram
fixados em glutaraldeido a 3% em tampéo
fosfato 0,1 M, com pH de 7,2. Durante o
transporte de Belém a Diisseldorf foram eles
conservados nesta solugdo mantida a 4.°C, ou
seja, durante 7 dias para o animal sacrifi-
cado no 2.° dia apés 4 inoculagio e durante
2 dias para aqueles sacrificados no 6.° dia.
Apés abundante lavagem em soluco tam-
pao-fosfato foram entdo pds-fixados em te-
tréxido de 6smio a 1% durante 1 hora e,
ap6s desidratagdo em acetona, incluidos em
Durcupan. Os cortes ultra-finos foram con-
- trastados com hidréxido de chumbo e aceta-
to de uranilo ¢ examinados e fotografados

em microscépio RCA-EMU-E.

RESULTADOS
Microscopia dptica

No animal sacrificado no 2.° dia apés a
inoculagio por via intra-cerebral, a estrutu-
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ra lobular hepética esti conservada e os he-
patocitos apresentam-se levemente thmidos,
com nucleos de tamanhos diferentes, com
predominio dos malores e com a cromatina
representada por grandes grumos. Freqilen-
tes hepatécitos binucleados e células endote-
liais sinusoidais de niicleos tamhém hipertr4-
ficos sdo os outros achados.

Nos dias subseqiientes as alteragbes hepa-
ticas observadas nfo apresentaram diferen-
cas qualitativas e de intensidade relacioné-
veis d via de inoculagdo, motivo pelo qual
serdo descritas conjuntamente, ainda que no
6.° dia nfo esteja representada a via intra-
cerebral.

No 3.° dia apés a inoculagfio, os lébulos
e traves de Remak continuam bem conser-
vados em sua estrutura. A discariose aumen-
tou, bem como o nimero de células binuclea-
das. Pequenos focos de hiperplasia de célu-
las sinusoidais também com nficleos de tama-
nhos diferentes sio bem evidentes (Fig. la).

No 4.° dia cariélise com focos dissemina-
dos de necrose hepatocitiria com pequenos
actimulos leucocitirios e focos de hiperplasia
de células endoteliais constituem o. achado

mais saliente. Nos nficleos sdo mais intensos

-~ a discariose e os grumos cromatinicos gros-

seiros e percebem-se dreas menos intensamen-
te coradas. Em células sinusoidais isoladas
h4 sinais de fagocitose, pequenos grumos de
pigmento bilear sdo visiveis entre os hepaté-
citos.

No 5.° dia as alteracGes regressivas estdo
muito acentuadas. A discariose é intensa e
mais da metade dos ntcleos hepatocitarios
mostra . contornos irregulares, com grandes e

“grosseiros conglomerados cromatinicos que

se coram intensamente; ao lado destes sdo
encontrados outros de aspecto bastante hipo-
cromitico ou em nitida necrose. Os limites
celulares sdo pouco visiveis, A hiperplasia
das células endoteliais sinusoidais e o infil-
trado leucocitirio cresceram a ponto de cons:
tituir pequenos focos isolados nitidamente
identificaveis. Também os espagos de Kier-
nan estdo alargados por infiltragdo leucoci-
taria de neutréfilos, linfécitos e plasmécitos

(Fig. 1b).
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Fig. 1a — Toclido hepitico 3 ding apds inoculagio do virug Mucambo, ¢om nitida disca-

ringe hepatecltdria e inlclo de mobilbacho das células  sinusoidais.

H, & E., 310 x.

Fig, 1b — Tecido hepitico 5 diaz ap’s a inoculacdo do virus Mucambo, com discarfose

mils  intensa,

primelros  focos de necroze hepatoeitaria e denso  Infiitrado de edélulas

mononueleares, bem como proliferacdo de coélulas de Kupffer, H. & E., 310 x.

Mo 6.7 dia nio ha aumento notavel dos
ivfiltrados  celulares  inflamatirios.  Entre-
tanto a necrose hepalocitiria € mais inlen-
sa: niclens exibindo os aspeclos tipicos deste
fenomeno regressive sio [reqiientes.

Corpos de inclusio nucleares ou citoplas-
maticoz pio foram observados em nenhum
dos animais estudados,

Microscapia eleetrénica

No 2.0 dia apos a inoculagio, hepatocitos
isolados mostram  vacuolizagio  citoplasmati-
ca, Goticulas de gordury de médio tamanho
sAn visiveis tanto em hepatocitos como em
células de Kupffer. Fstas dltimas células,
em virias dreas, sio muito salientes, com
nucleoplasma bastante palide (Fig. 2) e de-
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Fig, 2 — Células endoteliais em proliferacio
apas a inoeulacho do wirus Mucambo,

saparecimento das microvilosidades no hor-
do que limita com os hepatdcilos.

No 3.° dia a hipertrofia das eélulas endo-
teliais sinusoidais constitui pequenos conglo-
merados celulares (Fig, 2). Aleumas destas
células mostram  fagocitose de hemicias ¢
outros fragmentos celulares (Fig. 3). Az mo-
dificaces dos hepaticitos siao mais acentua-
das que as do 2" dia.

No 4. dia o achade predominante é a
hipertrofia e hiperplasia das células endo-
teliais sinusoidais. gque tambem apresentam
vacuolizagiio e gotas de gordura oo cito-
plasma. Oz hepatécitos tém nicless nitida-
mente maiores, mais pilidos, com grande nu-
cléolo e cromatina  distribuida  predominan-
temente na periferia.  Entre alguns hepatdci-
toe salienta-se a presenca de canaliculos hi-
leares dilatados contendo  detritos  celulares
parcialmente  lamelares em  aspecto.  Tanto
nas células inlegras como nas que apresen-
tam diversos gravs de dissolucio cariolitica
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. exXibindo miclens hipoeromaticos, 3 dias
M.E.: 1.400; Aumento flnal: 5300,

observam-se nos nicleos parliculas arredon-
dadas semelhantes a virus (“virus-like par-
Heles™ ) 1{"ig_ 4). Sen aspecto ¢ monomorlo.
sao circundadas por um halo claro (conjun-
tamente com ele medem aproximadamente
70 my) e se dispem tanto na periferia como
no centro do picleo, possoindo um centro
constituido de finos grumoes muite electron-
densos,

No 5.2 dia as células sinusoidais hiperpla-
sicas lomam wm aspecto sincicial ¢ Bm ni-
cleos mmite palidos, As particulas semelhan-
tes & virns sdo mals numerosas.
tanlo em hepatocitos como em oélulas endo-
teliais sinusoidaiz. Nestas ultimas. principal-
mente nas que exibem [endmenos regressivos
sao enconlrados. ao lado destas particulas, nu-
merosos filamentos delgados que se entrecru-
zam em rede irregular (Fig, 5a). Tambim
em raras células =80 visivels pequenos no-
velos de delgadas estruturas micro-tubulares
iFig. 5b). Ainda presentes &s proximidades
das particulas semelhantes a virus existem
grinulos maiores, arredondados ou ovais, for-

VSTV s
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Fig: 3 -

moculacio do virus Mucambeo.

temenle  electrondensos.  Por vezez oz nii-
cleos de aspecto palide mostram  estruturas
microvesiculares com um didmetro de cerea
dee 35 mp e delimitadas por delzada mem-
brana.

No 0. dia repetem-=e os achados do dia
anlerior; em alguns poucos nicleos sio vi-

Célulag de Kupffer exibindo diferentes tipos de fagozomas, 3 dias apis A
MNIEC:

T000; Aumento {inal 26,000,

siveis inclusdes dotadas de matriz parcial-
mente homogénea e parcialmente corpuscular
e delimitadas por cipsula incompleta.

Em todos os animais examinados nao fo-
ram encontradas alteragbes do epitélio bilear
tanto & microscopia oplica como a4 electro-
nica,
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Fig. 4 — Naclen hapatocitdrio com particulas semelhantes a virus clrcundadas em halo

clarn, 4 ding apds a inocalacio do virus Mucambo

DISCURSSEA D

A existéncia de lesbes hepaticas e renais
apos a inoculagio do virus Mucambo em ca-
mundongos  foi  determinada  anteriormente
por um de ndés (Dias ™) lante com a amos-
tra BeAn 10967 como com a amosira BeAn
094,768, esta isolada da urina de um rvoedor
silvestre (Oryzemys goeldii).

s elementos mesengquimalosos ¢ parendgui-
matosos comprometidos revelaram & micros-
copia electronica a presenga de particulas vi-
rus-similes mo interior do niclee,  Entretan-
to, taiz particulas nao poedem ser apontadas
COM SEEUrAnGH absoluta como de origem vi-
rotica. Flas se assemelham a particulas des-
critas ¢m estudos sobre oulros arbovirus, co-
mo o Mayaro (Siruryo *), o Chikungunya
(CHAaN & col. '), o da floresta de Semliki
{AcHEsoN & Tamm '), o da encefalite eqiii-
na venezuclana (Byrovsky & eol.') e o
Oriboca (Lacerpa '), Porém, assemelham-
se lambém aos denominados grinulos peri-
cromalinicoz gue tém sido encontrados alte-
rados ndoe 56 em infecgbes virdlicas | SwaNsox
& col. ®}, como em muilas oulras condicoes
(Mivar & BSTeENER®; Avntvany & Ban-
MascH *: Youmc & col®; Arzeuus &

a82

com:” arbovires Mucambo (Fipo BeAn 10967  Keo.
M_E.: 1.500; Aumento final: 5T.0040;
ScroeNtal ¥, Devemos, enlrelanto,  men-

cionar que ja na deserigio original destas
particulas, Warsox * postulava uma possivel
origem virdtica para elas. As particulas por
nos decumentadas #m contorno circular e
san sempre circundadas por um halo claro,
conjuntamente com o qual medem aproxima-
damente 70 mp, ndo possuindo membrana
limitante nitida que possa ser interpretada
como capsides,  Fstudos eletuados ne rim
(Aravgo & col.®) e no cérebro (Aravjo ®)
de animais infetados experimentalmente com
este virus nae foram mais felizes em preci-
sir g nalureza vieotica destas particulas. Fa-
to que fala a favor de tal natureza é o de
serem elas encontradas em wicleos de aspec-
to pilido em sva tolal extensBo ou em areas
delimitadas, conligurando a denominada ve-
sicula nuelear deserita no niacleo de células
nas quais se processa replicagio  virdtica
(SicerT & PFaLkE*).

Estes nicleos hipocromiticos mostram con-
densacio cromalinica em grumos periféricos,
nucléolos muilo salientes, srandes e polimor-
fos, ¢ acumulam grandes golazs de gordura;
ou seja, apreseolam modificacdes regressivas
gque Em side descritas em numerosas oulras
infecgbes  virdlicas (ALMEDA "; SCHEIDEG-
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Alteracde: ultra-estruturais do ligndo de eamun-
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Fig. a — Delgados microfilamentos encontrados no ndcleo de uma célula de Kupffer
que apresenta fendmenos regressivos. MOE.; 15000, Aumento final: 57.000
Fig. 5bh — Estruturas microtubulares o grinuios nucleares no ndcled de edlulas de

Kupffer gque exibe, como

a anterior, fendmenos regressivos. Ambas figuras, apos 5

dias da Inoeulacio do virus Mucambo, M.E.: 15.000; Aumento final: 57000

GER M SieceErT & Fanke®: Rapiv & Jex-
son *': Morcan & col.®*:; Morcaxn &
Huger **; Davio '; Orcer®) e porlanlo
devemn ser interpretadas como ndo palogno-
monicas,

(}s Tilamentos [iliforme: documentadas
nos nicleos de edlulas endoteliais com fend-
menos regressivos (Fig, 5a). sio morfologi-
camente iguais aos deseritos em células apos
infecgao com virus do herpes humano (Mug-
pHY & col.®) e com o Reovirus tipo 111
(Goxatas & col. ). A pequena quantidade
de miuclens exibindo tais filamentos nio per-
mile uma alirmativa sobre sua  nalureza.
Também os novelos de micro-tnbulos cujas

membranas =io bastante electrondensas ¢ que
s¢ encontram nog2 mesmos nicleos, sio com-
paraveis a estruturas micro-tubulares deseri-
tas em eceélulas apés a infeccio com o virus
da influenza ¢ com o adenovirus porcino
(Koestwer & col.™®; Suro & col ) que
sao interpretadas como manifestagio morfo-
légica inicial da sintese das proleinas vird-
ticas,

Quanto 4 morfo-patogenia da hepatite in-
duzida apis inoculagio do virus Mucambo
parece-nos licite supor, a partir dos achados
descritos, que os hepaticitos sio as células
primariamente atingidas e que oz virus de-
vem ter o naclea como local preferencial de
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replicagiio. As hiperplasias e hipertrofias ce-
lulares vistas entre as traves de Remak e o
infiltrado celular inflamatério.encontrade po-
dem ser considerados como reagfes.d infec-
cAo virbtica nos hepatécitos e aos fenémenos
regressivos neles observados. . :

As alteragbes hepaticas encontradas apds
a inoculagio do virus Mucambo sio nitida-
mente diferentes das que vimos apds a infec-
¢io experimental de camundongos com outro
arbovirus da regifio amazbnica (HurH &
ArauJo **) e também das descritas para
outros arbovirus (Mims?'). A importdncia
do estudo deste virus e da hepatite por ele
induzida repousa principalmente em sua
eventual palogenicidade para o homem; as
modificagBes experimentais induzidas podem
por isso, servir de modelo para uma possivel
infecgdo humana, ja que permitem caracte-
rizar, pelo menos em parte, morfologica e
patogenicamente, uma das formas de evolu-
¢do da hepatite aguda para a qual, como se
sabe, sdo tio numerosas tanto a etiologia co-
mo a patogenia.

Uma repeticio deste estude experimental
seria desejavel, j4 que nfo foi possivel ca-

racterizar com precisio a particula virética. -

SUMMARY

Electron microscopic findings in mouse liver
following inoculation of Mucambo-Virus

(Type BeAn 10967)

The intracerebral, intraperitoneal and sub-
cutaneous inoculations of the arbovirus Mu-
cambo (BeAn 10967) in adult mice, induce
an acute hepatitis with primary liver cell inju-
ry and necrosis, proliferation of sinus lining
cells and inflarnmatory infiltrate. Virus-like
particles are found mainly in the liver cell
nuclei; they are about 35 mp wide and con-
sist of a spherical center surrouded by a pale
halo, without a distinct capside. The elec-
tron microscopic picture differs from that of
other virus-induced hepatitis and could be
regarded as a model to a possible virus in-
duced human hepatitis.
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