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RESUMO 

A inoculação experimental do arbovírus Mucambo (tipo BeAn 10967) induz 
em camundongos albinos adultos uma hepatite aguda com necrose hepatocitária e 
hipertrofia e hiperplasia reativas das células de Kupffer, além de infiltrados leuco
citários entre as traves de Remak. No 4. 0 e 5.0 dias após a inoculação tanto 
intra-peritoneal como intra-cerebral ou subcutânea foram encontradas partículas 
semelhantes a vírus, limitadas quase exclusivamente ao núcleo dos hepatócitos. As 
alterações ultra-estruturais são distintas das induzidas por outros vírus hepatotrópicos 
e poderiam ser tomadas como modelo para uma eventual hepatite humana de origem 
virai. 

INTRODUÇÃO 

Não são numerosas as análises ultra-estru
turais das modificações induzidas por arbo
vírus, sendo as mais estudadas as presente:s 
nas encefalites (MORGAN & col. 2 3, MussGAY 
& WEIBEL 27

, ERLANDSON & col. 1
'\ JoHNSON 

& JoHNSON 17
). Da febre amarela há estu

dos das alterações hepáticas e das partículas 
viróticas (BEARCROFT 7

, 
8
). Trabalhos seme

lhantes já foram efetuados em carneiros, ca
mundongos e "hamsters" após inoculação 
com vírus RFV (Rift Valley Fever) (McGA
VRAN & EASTERDA y 2º) . 

Estudos em microscopia ótica demonstraram 
que os seguintes tipos de arbovírus oriundos 
da região amazônica induzem experimental
mente uma hepatite: Apeú, Nepuyo, Mari
tuba, Guamá, Catú, Mojú, Oriboca, Cara
parú, ltaquí e Murutucú (DE PAOLA 1

\ LA
CERDA 19

). DE PAOLA 12 sugeriu que um tipo 
especial de hepatite encontrada na região 
amazônica deveria ter sua causa pesquisada 

também entre estes tipos mencionados de ví
rus. Por isso o estudo das alterações ultra
estruturais da hepatite nos animais de labo
ratório induzidas após inoculação de arboví
rus parece ter interesse para a medicina hu
mana. O presente trabalho analisa os 
achados ultra-estruturais após inoculação com 
o arbovírus Mucambo. 

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

MATERIAL E MÉTODOS 

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

No 2. 0 dia após a inoculação foi sacrifi
cado apenas um animal inoculado por via 
intra-cerebral; do 3.0 ao 5.0 dia foram sa
crificados 3 animais por dia, um de cada uma 
das vias utilizadas; no 6. º dia foram sacri
ficados 2 animais, um inoculado por via in
tra-peritoneal e outro por via subcutânea. O 
5. 0 animal inoculado por via intra-cerebral 
teve morte espontânea no 6. 0 dia, não permi
tindo fixação adequada, motivo pelo qual não 
foi utilizado. Os dois animais restantes so
breviveram ao 6.º dia e não foram utiliza
dos. Foram estudados, portanto, 12 dos 15 
animais inoculados. 

Para a microscopia óptica os fragmentos 
de tecido hepático foram fixados em formo! 
a 10%, incluídos em parafina e os cortes 
corados com hematoxilina e eosina e hema
toxilina férrica-picrofucsina-resorcina. 

Para a microscopia electrônica fragmen
tos de parênquima hepático de 1 mm foram 
fixados em glutaraldeído a 3 % em tampão 
fosfato 0,1 M, com pH de 7,2. Durante o 
transporte de Belém a Düsseldorf foram eles 
conservados nesta solução mantida a 4. ºC, ou 
seja, durante 7 dias para o animal sacrifi
cado no 2. 0 dia após á inoculação e durante 
2 dias para· aqueles sacrificados no 6. 0 dia. 
Após abundante lavagem em solução tam
pão-fosfato foram então pós-fixados em te
tróxido de ósmio a 1 % durante 1 hora e., 
após desidratação em acetona, incluídos em 
Úurcupan. Os cortes ultra-finos foram con-

. trastados com hidróxido de chumbo e aceta
to de uranilo e examinados e fotografados 
em microscópio RCA-EMU-E. 

RESULTADOS 

M icrvscopia óptica 

No animal sacrificado no 2. 0 dia após a 
inoculação por via intra-cerebral, a estrutu-
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ra lobular hepática está conservada e os he
patócitos apresentam-se levemente túmidos, 
com núcleos de tamanhos diferentes, com 
predomínio dos maiores e com a cromatina 
representada por grandes grumos. Freqüen
tes hepatócitos binucleados e células endote
liais sinusoidais de núcleos também hipertró
ficos são os outros achados. 

Nos dias subseqüentes as alterações hepá
ticas observadas não apresentaram diferen
ças qualitativas e de intensidade relacioná
veis à via de inoculação, motivo pelo qual 
serão descritas conjuntamente, ainda que no 
6. 0 dia não esteja representada a via intra
cerebral. 

No 3. 0 dia após a inoculação, os lóbulos 
e traves de Rernak continuam bem conser
vados em sua estrutura. A discariose aumen
tou, bem como o número de células binuclea
das. Pequenos focos de hiperplasia de célu
las sinusoidais também com núcleos de tama
nhos diferentes são bem evidentes (Fig. la). 

No 4. 0 dia cariólise com focos dissemina
dos de necrose hepatocitária com pequenos 
acúmulos leucocitários e focos de hiperplasia 
de células endoteliais constituem o achado 
mais saliente. Nos núcleos são mais intensos 
a discariose e os grumos cromatínicos gros
seiros e percebem-se áreas menos intensamen
te coradas. Em células sinusoidais isoladas 
há sinais de fagocitose, pequenos grumos de 
pigmento bilear são visíveis entre os hepató
citos. 

No 5. 0 dia as alterações regressivas estão 
muito acentuadas. A discariose é intensa e 

mais da metade dos núcleos hepatocitários 
mostra contornos irregulares, com grandes e 
grosseiros conglomerados cromatínicos que 
se coram intensamente; ao lado destes são 
encontrados outros de aspecto bastante hipo
cromático ou em nítida necrose. Os limites 
celulares são pouco visíveis. A hiperplasia 
das células endoteliais sinusoidais e o infil
trado leucocitário cresceram a ponto de cons0 

tituir pequenos focos isolados nitidamente 
identificáveis. Também os espaços de Kier
nan estão alargados por infiltração leucoci
tária de neutrófilos, linfócitos e plasmócitos 
(Fig. lb). 
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FiJt. l a T<-,..ido hep:\tic-o a dl.ns :wis lno<'ula~:ão do v\rut,1: Mu<'amho, <'Om nl ttrla d lsca
rlose hCJlatocllárla C ln\do d(' mol)llllmdo d:l$ ('~lulr,is l'llnUF.Oidai!1. li, &. t-:., 310 ><. 
l •'Jg, li) - Te-<"1(10 l\('l)áUro 5 dias ;lp 'is t\ inO('lll;l('à(I 110 \1 11'1.I.S MU('MY\hO, «:om d lsearto,ie 
tn{tls l ntcnw, prhttOlr'(lS roe~ 1!(' n(..•NM(' hC1>atu<.·i t.ádu (' denso lníllll'fl (IO ílC c('-Julns 

mononu,·IN1r('~. btl'n como 1.m.11iCcr;l<.·ão d(' C'êlul.-s de Ku1>Ucr. EI . & E .. 310 ><. 

~o ó.* dia não liá attnh•ulO nol~h·t•I cloi; 
i,,filtrados celulares inflamatúri~. .I::ntre• 
tanto a nr-t r(l.9." hq,alocitária é mai~ inten. 
sa; nlldt'():-. cxihindo os ,1:-.pt•c.·IOJI. típi"os dC"Ste 
fr·11 ônw110 rt'"gr<'~~ivo ~ o frc-qiienksi.. 

Corpos dr indu'-fio nudc~ar,-s ou cilopla:,;... 
mátito:l- não foram obsl·rnulo:; t•m nc'nhum 
dos animai:! estudados. 

,1/;t,a.sfOJ)fo tlrc1rô11ico 

:\o 2!' dia apQ:,;, a inoc·ulação. lwpalócilo-
isolados 1110:::tnuu vat uoliza.çâo citoplasmáti
("a. Gotícula$ ,lc gordura de mérlio tamauho 
8.âo Yish·t•is tanto em lw patócitos como em 
rélUlas dr KupHer. Estas últimas células. 
t·m , ária:-; árN1~. Mo nmito Ml it·nles, com 
nuc.·lc.·opla~ma l,a~tanlc pálidtl ( Fig . 2 ) e de• 
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Fig. 2 C(•luhJ.$ éndotelini.s em prolirer~eâo. exibindo mkleos h ll)O<'l"O»'l(ltiCOs.. 3 dins 
após ;:i, i nocu loeão do v1rus Mu<'am1>0. )f.E. : 1.400; Aumento Ilnf~I: !'S.aoo. 

saparecimento das m i<.:i:-ovilosicladc-s no bor
do que limi1a <'(Hrl Of. hcpa ródtos.. 

No 3." dia a hipel'Lrofia dn~ células cnclo-
1dia i:; sinusoidais cons titl1i J><'qu<'nos eoug lo~ 
merado:; cdula rl's ( Fig. 2). Algu mas dC'➔-5lu:-; 

célula!:i mos:1 ram fagoci IOS<' de hemácia.;:. (' 
out ros fragmentos cf•lulures I F'ig . 3) . A~ mo
dHicações dos hepatócilos ~o mais acentua
das que as ,lo 2.u c.liil. 

No 4.0 dia o a<·hodo predominanle é a 
hif)-1..•rtr:·oíia e hiperpla.-t.ia datt célu lw; rndo
tf' liai~ s inu~ i1..la i~, q 1..1f' h\mhém aprf•::;<..•nlam 
vacuolização e golas de gor<lura oo tilo
p lasma. Os hepah)<-il~ tê m nllcl,~os nitida
menle maiores. mais pálidM. coo, grande nu· 
déoJo e cromalina distr ihui<la predomi11a11-
INr1t:'rllt· 1rn periíeria . Entre alguns hepatôri
tos salic.~1Ha-se n pr1..·&:nça de <:a nalículos, bi
leares dilatados contendo detritos celulan .·s 
parclalmenle lamelares cm aspecto. Ta nto 
nas célula:; Íntegrns como nas qu(• apresen
tam d i\1er~os graus ele d issolução cal'iolítica 
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ob~t~rvam•se nos núclf•O.$ partículas a rrt:'don
clndus semelhantes a \' Í l'll~ ( ··" irus-1ikt> par
t id1•:;·') (Fi~. -1 L Seu a~p<'t'IO é rnonomorfo. 
são drcundaclas po r um halo claro (c.:onju n• 
lani,~nle com el<" medem aproxi1l1adinn1..·nte 
70 mµ.) e se dispõem lanto ua fH'•riít~l'ia t•umo 
110 ('-t•ntro do 11úcl1·0, possu inclo um ('t' nt ro 
<"·onstituído dt• fotos ~rumos muito f'l<'<"lron
de,nsos. 

Ko 5.(1 dia Ul'- «·«.!lu lus sinusoidais hiperplá
sicas lomam u111 aspeclo ~in<'i<-ial e têm nú
cleo$. mu ilo pálido:::. As. parlkulas ~t~melhau
trs à \'Í r u~ tiiío ma is m1mero~a:--.. , Íl--Ín·Íl-
tanlo cm hrpatóc·itOl-- l'OlllO <'m ,.,; lulas <·ndo~ 
ti•liais sinusoidai~. Nt'flal'- última~. priru:ipnl
mcntt.~ nas que rx ih<-m í1·nômt·nos rf'grl·~h t):
são c·rlconlraclos. ao .lado d<·!:-tas p a rlí<:ula~. nu
meroros filamento~ ddgndos que se- e1ll l'<"('l"u• 
za m em rcd<- ir regular (Fig . 5a ) . Tamhl·m 
f'm rar;:H; célulns s,io \'i$hr-i!; pl·quenos no
\'elos de cldgadas estruturai, micro-tubulart>s 
( Fig. 5h) . Ainda presentes à:; pl'Oximicla<les 
das partítulas ~cmd hantes a vírus 4..•xis.lem 
grânulos ma iorc.~~, nrreclondados ou ovais, for-
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Fig, 3 - Célu lns (IC KU))í(Cr ('xlbl n(I0 diferentes tlJ)OS ,1e C:;igo~rn.;;is, 3 <Has UJ)Ó!I (l 
lnOl"lll:'l('áO tio vinu; Mucambo. )t . E . : 7 .0IIO: AUl'l'l(' lll() í1nül 26,000, 

IC-mt>nlc cle<:Lrondc.·11sos. Por vezes os nl1-
.._.l('()s de aspeclo pál ido mostram estruturas 
rHic.:r<>n:siculares <'Oin urn diâmetro de cerca 
de 35 H¼., e delimitadas por dc~lgada nt<.·mM 
hrana. 

No 6. 0 dia rcpeLem-:;:e o:; achoc1os do dio 
anlerior ; cm algun:õ: poucos n(1dc~os são \' iM 

slveis inclnsõe...; tio1adus de matriz parcial• 
m('nte homogênea e parcialmente corp11)!n1lnr 
e delimitadas por cápsula lncon1pl<.· ta. 

Em lodos os animais ~xaminad05 náo fo
ram encontradas alterações do c•pi1éUo bilcar 
lanto à minoscopia óplic:a con10 à elcc1rô--, 
nica . 
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Alterac:1W!!: ultra-e!<truturni!I: <lo ngndo de c:amun 4 

l'Om ~rbovlruR f\!U(•:lmh(l (Ti JlO l~An 10967). R ,•t·. 

Fig. ·1 - Núcleo hapale>citârio <..-om purticula.R semelhante-~ a v1ru$' c ircundadas em halo 
claro. 4 di.1..; a1>ós a l n~ulatão do vlru:s .Muc•:iml)O ) I.F: .: 1.:";()(>: Aumento final: 57.000. 

OISCUSSAO 

A existêuc-ia de lf'sÕe:1; hepálicas <.' renai::; 
após a inoculação do "írus Mucambo c·m cu4 

mundoogos foi de-terminada antniormt·nh' 
por um dt~ nós (Dus ,:1, lanlo çom a an1os
lra HeAu 10967 (·orno com a a.mós1ru BeAn 
94 . 7681 1~s1.a isola,la da u r ina dt~ lllU ronlor 
silves1 n: 1 Ory::,omy.,; go,•ldii). 

Os elc-01ento::i mesenqu imatosos e- pal'rnq11i-
111al M-O~ cornprometlclo~ revelaram à mlcros~ 
t,_'O()ia electrônica a presença dt• pa rtícula::: ví-
1·11s-sírn.iles no inlerior do u(u::11•0. Entretar1-
10, 1ais p~lrtículas não pod<'m i;t'r apontada~ 
com Sf'gurança t1hsol11ta como dt~ origem vi-
rótica . Elas ~ a:-l:=ien1elham a partículas deg... 
nila~ t·lll e~1 11dos $,()hr<" oulros ariJO,•íru:i, co
mo o Mayaro (S\1't:ltNO ;;::L o Clúkungunya 
(CHAtN & col. ,.., ), o da ílorcsta de SemJiki 
( ACHESON & TAMM '), o da t·ncdalik eqüi
na v,,:ne~wclana ( BYKOVSKY & <:oi. 11

) e o 
Oriboca l L ACEROA a!,). Porém, a&wrnt.;lham
sc também aos clcnominados grânulo:; pcri
cromatínicos que têm sido encontrados alte
rados não só em ju(ec~-Oes viróticas lSWANSO~ 

& col. !'l!i). como cm muiLas outras comiitót•s 
( M 1y,11 & Sn1Nen º'; ALnlAN>~ & BA~
.NASCH 4

; Youi\'c & col. M ; AFzEuus & 
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Sc1101t \ T,,1. ' ) . Devemos. t·ntn·Lar110, me u
cionar que Jâ na dt·striçúo ori~i ual de~ta.;; 
partÍf·ulas4 \~1.\1'SOK ~.; poslu lav..-t uma pO.$.."-Íve-1 
o rigf'rn \ iró1ita par<1 d a~. As: partkulas por 
nós dor11 1nf'nl:Hlas; têm c-ontorno ci rcuiar e 
~ão sempre circuudaclas por um halo claro, 
<·oujuntamentc com o qual mctlc)n &p roxima. 4 

damente 70 111µ. não po:;::;ulndo 1o('mhraua 
limi lantc nítida qm~ p<):-..--8 :=ier intn_pretada 
como tap.sídt·o. J::..::;tucloi-- 1•Íf'l11ados 110 rim 
(AR \l JO & eol. • ) ,, no <·ércbro I A«AUJO ' ) 

de ani1nais i11 Ít;La1lcw. experimentalmente com 
1;;-Sk vírus não foram mai~ íelizes <"lll prcci
sur ~ nnlu1'<•Y,H vir(J1ic-a ,lt•stas. parlículas. Fa
to qtu~ fola a íavor de tal natureza é o dt· 
~n·m das enconlracla::: cru 11(1d 1·os de Ml)tô<.•
lo 1>.iliclo em sua total t·xh·nsão ou t" l tl tll'e.:.1s 
ddímitadat½ t·onligurnnclo a d1·nomimu-lo Vé'· 

sícula nurlN1r dt·~rita no ll(u·l,·o de células 
nu:s qua ii; 84~ pr<>t·t~.;a rt•pl i,·ação vir<lt ica 
(S1 ~Ctl\T & 1-'ALKE M) . 

Eslts míclc~ hipocromáticos mostram con
dens.açiío cromalínic.:.1 t'm grumos periíé r-icos. 
nucléolos muito sa1h-ntes, grandE'S e polimor
fos, e acumulam granck~ µ-otas de gordura; 
ou seja. aprC'&-ntum modifkações regn:•s::;ivas 
que têm sido c[e_"(.•ritas tm m1m<·rosa.s outrui; 
inft.."Cções \'i rót irns t A L\JEIOA 1\ Scut 1DEG-
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.\lte,-:,eties ultra•e1uruturais do rig,uh> de (':,mun• 
('()lll arhO\'ll'US ;\IUNHnbo (Ti1,u B('A n 111967). Jt1•t~. 

F i i,c. 5a - Delgados rnkronl:;1mentos enrontrndos no núcleo d<' umu cClula de Ku1>rce1· 
c1ue aprci;enta fenômenos rcgre!SSl\10$. M . F..: 15.000; Aumento CiM.I: 57.0ílO. 

Fig, 5b - Estruturas mlcrotubulares e grltnulc,s nucleares no nUcleO de cêh1la$1 ctc
Ku1>rftr que cxib•\ como a anl.Cr1or, fenômenos regressivos. Ambas { ii;::uras, l'lJ'.IÓ~ 5 

dias da lnoculatão do ,·irus MucambO, M.E. ; 15-000: Aumento rinal: 57,000. 

Ct:n ~3 ; S1t:c1m-r & F',u.,KE ~, : HAmN & JE'-· 
sox 3 .. ; Monc,:AN & col. :.:~. :: • ; MoKCAN & 
H UBER :r.; l>AVIO 11

; ÜKCt:1. : t1) e pôrhmlo 
de\·em ser interprdada.,; oomo não patogno
mônicas. 

Os filal'lleotos íiliíonnes .-locumcntadas 
110s núcleos de cél u lns endoteliais com fenô
menos r('ST"~iv(ftj ( Fig. 5a) . são mor fologi
camente iguais aos descritos cm células apó::. 
infecção com vírus cio hrrpl'S huma110 (MuR
PllY & <:oi. !•1) e 00111 o Hl'OVÍrus 1ipo JI 1 

(GONATAS & col. 1.s). A pequena qua111i-.lade 
de n(1clcos exü,jnclo tais filamcntO$- nâo pn
milc uma a(i rmal iva i:;ofm~ !'-Ua naturM.a. 
Também os novelos dt' mino-t\l hulos cuja;,; 

nlt'mliratlas ~10 hastanle cle<:Lrondensas e· qu(• 
::,e t"nl'OIII ram nos me~mos 11 úcli:'os, são com

pa d.vcis. a t·struturat:: mic ro-tubulart"s dl'tcri
tas em <·élul~.;; após a iníccção tom o \ ín1s 
da in fluenza e c-om o adenodrus 1)()r('ino 
(KoEST~ER & col. 1.s.; SArro & c.-ol. ") que 
são iuterprelacla.s como manifcs~açâo mor fo
lbgica in ic ia l .-la síntest· das JHOh·:Ínas vi ró
ticas. 

Quanto à morío-pa togenia da hepatilt .. in• 
dt1:ó da apó~ inoculação do víru~ t\fucamho 
parece-nos lícito supO•\ a partir dos achados 
de:.c.:ritos,. que os hepatócitos são as cé1ulas 
priumriarucnlc alillgitlas <" que o~ vírut:: ,le
wm t<•r o nlwlN) ('0lll0 local prefC'fencial ,11• 
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replicação. As hiperplasias e hipertrofias ce
lulares vistas entre as traves de Remak e o 
infiltrado celular inflamatório encontrado po
dem ser considerados como reações à infec
ção virótica nos hepatócitos e aos fenômenos 
regressivos neles observados. 

As alterações hepáticas encontradas após 
a inoculação do vírus Mucambo são nitida
mente diferentes das que vimos após a infec
ção experimental de camundongos com outro 
arbovírus da região amazônica (HUTH & 
ARAUJO 16

) e também das descritas para 
outros arbovírus (MIMS 21

). A importância 
do estudo deste vírus e da hepatite por ele 
induzida repousa principalmente em sua 
eventual patogenicidade para o homem; as 
modificações experimentais induzidas podem 
por isso, servir de modelo para uma possível 
infecção humana, já que permitem caracte
rizar, pelo menos em parte, morfológica e 
patogenicamente, uma das formas de evolu
ção da hepatite aguda para a qual, como se 
sabe, são tão numerosas tanto a etiologia co
mo a patogenia. 

Uma repetição deste estudo experimental 
seria desejável, já que não foi possível ca
racterizar com precisão a partícula virótica. · 

SUMMARY 

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

(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 lihing 
cells and inflammatory infiltrate. Virus-like 
particles are found mainly in the liver cell 
nuclei; they are about 35 m,,u wide and con
sist of a spherical center surrouded hy 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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