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RESUMO

Um estudo ultra-estrutural de casos de doencas
congénitas foi realizado em trés 6rgaos (baco,
pulmao e cérebro). Particulas herpéticas foram ob-
servadas tanto no nicleo como no citoplasma dos
orgaos estudados. Os aspectos ultra-estruturais fo-
ram destacados por seu carater de importancia no
diagnéstico da infecgao viral.

INTRODUCAQ

O exame pos-morte de criangas congenitamente
infectadas torna-se necessario a fim de se estabe-
lecer a etiologia clinica do caso. O assunto, hoje
em voga na literatura internacional, € de extrema
importancia, visto as sérias consegléncias que
uma infecgdo intra-uterina pode acarretar para o
feto, fazendo que as doengas congénitas se tor-
nem um Onus para a Salde Pdblica e, conseqlien-
temente, para a sociedade. Este estudo vem
mesmo tornando-se prioritario nagueles paises em
gue ja& houve controle da mortalidade infantil cau-
sada por doengas infecciosas.

Entre os virus gue acometem o feto esta o cito-
megalovirus (CMV). Ele é responsavel por uma sé-
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rie de infecgbes severas, particularmente em re-
cém-nascidos. As vérias manifestagées clinicas da
doenca de inclusdo citomegalica (CID) compreen-
dem: hepatoesplenomegalia, ictericia, anemia he-
molitica, plrpura trombocitopénica, pneumonite,
corio-retinite, doengas do sistema nervoso central,
entre outras (Weller & Hanshaw, 1962; Medearis,
1964; Hanshaw & Dudgeon, 1978).

O meétodo laboratorial para o diagnoéstico da in-
feccdo congénita citomegélica € o da histopatolo-
gia pés-morte e a citologia esfoliativa de urinas
(Fetterman, 1952). O isolamento do CMV em célu-
las de fibroblasto humano (Smith, 1956; Rowe,
19586) e a titulagdo de anticorpos neutralizantes ou
fixadores do complemento (Weller et al., 1960;
Sever et al., 1963) sdc métodos de rotina usados
para o diagnéstico. Outros dois métodos podem
ser utilizados: o de imunofiuorescéncia (Hanshaw
et al., 1968) e o da imunoperoxidase (Kurstak &
Kurstak, 1974). Durante os ultimos anos, a detec-
¢ao por microscopia eletronica de particulas virais
em espécimens clinicos tornou-se um método la-
boratorial excelente para o diagnéstico rapido de
um grande ndmero de viroses, entre elas a cito-
megalovirose.

No presente trabalho, descrevemos uma técnica
de microscopia eletrdnica utilizada na verificagdo
do agente causal de infecgbes congénitas, em trés
casos examinados, e destacamos as particularida-
des morfolégicas encontradas nos tecidos huma-
nos congenitamente infectados, estabelecendo um
padrdo de lesdes ultramicroscopicas que pedem
facilitar o diagnéstico de infecgao citomegalia.
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MATERIAL E METODOS

Casos clinicos

Trés casos foram examinados; os érgaos fetais
foram estudados histologicamente. Foram doados
pela Dra. Aparecida Garcia e fazem parte da cole-
cao do setor de Patologia do Instituto Fernandes

Figueira. Na Tabela | tém-se detalhes destes ca-
sos.

TABELA |

DADOS CLINICOS DOS PACIENTES ESTUDADOS

€aso Orgao Idade
estudado

Quadros clinicos
e histopatolégico

1 Baco 5meses Infecgdo sistémica: pneumo-
nite, hepatite, hipoplasia ti-
mica, diplasia renal, fibrose
pancreatica, lesoes do SNC e
miocardite
2 Pulmao  3meses Infecgdo sistémica: pneurno-
nia, pancreatite, hepatite, hi-
poplasia timica, meningoence-
falite; nefrite
3 Cérebro 4 meses Septicemia, nefrose vascular,
pancreatite aguda, hepatoes-
plenomegalia, meningoence-

falite, pneumonite

Processamente do material para microscopia ele-
tronica

Utilizou-se a técnica descrita por Yunis et al.
(1978), que consistiu em se usar material parafini-
zado para a microscopia eletrénica. Observamos
gue aqgui, neste caso, as alteragoes citologicas vis-
tas ao microscopio eletronico ndo podem ser des-
critas como tendo por causa o agente infeccioso;
porém, as particulas virais ficam integras neste
material, sendo observados a sua presenca e 0s
seus diversos aspectos morfologicos. A técnica
consiste de dois processos: o primeiro, de despa-
rafinizacdo e hidratagdo do tecido; o segundo, de
emblocamento para microscopia eletronica.

Desparafinizagdo e hidratagéo

Um pedago do material parafinizado foi obtido no
microtomo. Os materiais foram desparafinizados
em xilol, por 20 minutos, lavados em solugéo salina
fosfatada (PBS) e hidratados numa série de élcoois
de 100 a 35%. durante cinco minutos cada.
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O citomegalovirus é responsdivel por
uma série de infecgoes severas,
particularmente em recém-nascidos.

Emblocamento para microscopia eletrénica

Os materiais ja desparafinizados e hidratados fo-
ram cortados em tamanho de 1 mm 2 e fixados em
glutaraldeido a 2,5%, em solugdo de cacodilato de
sodio 0,2M, por 18 horas, a 4°C. No dia seguinte,
foram lavades em solugdo de lavagem, consistindo
de uma mistura, volume a volume, de sacarose
0,2M e tampao cacodilato de soédio 0,2M, pH 7,2.
Apos dez minutos, os materiais foram poés-fixados
em tetroxido de dsmio 1%, durante dez minutos, a
temperatura ambiente, lavados em solugao de la-
vagem por dez minutos e corados com solugao sa-
turada de acetato de uranila diluida em etanol.
Apés dez minutos, lavou-se o material com solu-
gao de lavagem e processou-se a desidratagao do
mesmo com uma série de alcoois de 35 a 100%,
20 minutos em cada; tratou-se com acetona por
cinco minutos e, finalmente, embebeu-se ¢ mate-
rial em resina polylite 50% (em acetona), por 18
horas, a 4°C. No dia seguinte, embebeu-se 0 mate-
rial por pelo menos duas horas em resina 100%. A
seguir, foram emblocados e deixados a 60°C, por
48 horas. Finalmente, os blocos obtidos foram cor-
tados em ultramicrétomo da LKB e corades com
acetado de uranila, por uma hora, e em citrato de
chumbo, per dez minutes. As seccoes ultrafinas
foram observadas ao microscopio eletronico.

RESULTADOS

Corpusculos de inclusao intranucleares, como o
observado na Figura 1, foram encontrados na
grande maioria dos orgaos fetais estudados. De
cada caso selecionamos para o estudo um 6rgao
apenas. Estes corplsculos de inclusao sao comu-
mente encontrados em casos de citomegalovirose.

O corte ultrafino dos 6rgaos estudados revelou a
presenca de particulas herpéticas no citoplasma
(Figuras 2 e 7) e no nicleo (Figura 9). Os virus no
citoplasma encontram-se isolados (Figura 7) ou
agrupados (Figura 2), com um tamanho aproxi-
mado de 145nm. As particulas encontradas no nu-
cleo de uma célula-do cérebro (Figura 9), isoladas
umas das outras, tém 75nm de didmetro. A croma-
tina esta toda alterada e dispersa.

As particulas virais encontradas no citoplasma
sao maduras e contém um nucleodide central, cir-
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Figura 1 — Corpusculo de inclusdo intranuclear, tipico de cito-

Figura 3 — Bago. Granulos de pericromatinz e estagios iniciais
megalovirus. Aumento: 450 vezes.

de formagdo de virus (setas), com um arranfo paracristaling
{seta maior) no nucleo da célula. Aumento: 10200 vezes.

Figura 4 — Bago. Nucleos alterados. Notar corpusculo de in-
olu;éo perinuclear constituido de material amorfo. Muitas dreas
vazias sao vistas na incluséo e parecemn ser de particulas virais
desaparecidas. Seta menor: estagios (niciais de replicagao viral
no nicleo. Aumento: 13000 vezes.

cundado por uma zona vazia e embebida em mate-
rial amorfo denso (Figuras 2, 7 e 8).

Algumas alteragdes intranucleares com caracte-
risticas de replicagao viral foram também observa-
das (Figuras 3, 4, 5 e 6). Os nucléolos geralmente
sao bem demarcados, a cromatina mostra alguma
marginagao e, freqlientemente, notam-se interes-
pagados nela grupamentos de particulas redondas
ou alongadas, possivelmente estagios iniciais de
formagao de virus (Figuras 3, 4, 5 e 6). Nenhuma
particula viral completa foi detectada nestes casos.

Figura 2 — Bago. Presenca de particulas herpéticas maduras As Figuras 5 e 6 mOStr.am parte de um TUdeO
no debris celulsr, com 145nm de didmetro. Aumento: 27000 com agregados de cromatina, bem como granulos
vezes pequenos e densos e, as vezes, filamentosos, que
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variam em espessura. Os granulos tém aproxima-
damente 20nm de didmetro.

As mesmas alteragoes nucleares descritas
acima foram observadas na Figura 4. Mas o gue
mais se destaca neste érgao (bago) € a presenca
de um corpusculo de inclusdo perinuclear. As par-
ticulas virais na inclusdo consistem de um espago
vazio, embebido de um material amorfo denso. Es-
tas porcoes vazias parecem ser de virus que desa-
pareceram.

Figura 5 — Pulmao. Nucleo com grupamento de granulos den-
s0s (seta) e formeas filamentosas. Aumento: 50000 vezes.

DISCUSSAQ

Como a microscopia do herpesvirus em casos
clinices & incomum (Bridges & Martin, 1974; For-
nasier, 1974; Johannensen et al., 1976), sendo a
maioria dos trabalhos encontrados baseados em
estudos feitos em culturas de células inoculadas
pelo virus (Morgan et al.,, 1959; Ruebner et al.,
1965; Montplaisir et al., 1972; Sarov and Abady,
1975) e em orgaos de animais infectados (Ruebner
et al., 1964), resolvemos destacar as particularida-
des maorfolégicas encontradas nos tecides huma-
nos congenitamente infectados, estabelecende um
padrao ultramicroscépico gue possa facilitar o seu
diagnostico. Apesar de a técnica de microscopia
eletronica ser cara, ela & rapida e nos da um resul-
tado seguro.

Como bem demonstrado por Morgan et al.
(1959), o nucleo das células infectadas com um vi-
rus herpético sofre uma série de alteragbes, a
maioria correspondendo a focos de replicagao viral,
como também pudemos observar nas Figuras 3, 5
e 6 notando, porém a auséncia de particulas virais.
Os autores anteriormente citados sugerem gue
isto se deve unicamente a maneira de como as
secgdes ultrafinas foram obtidas, sugerindo que as
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A microscopia eletronica de particulas
virais em espécimens tornou-se um
método laboratorial excelente.

Figura 6 — Pulm&o. Embora ndo existam particulas maduras,
um foco inicial de formagdo de virus aparece sob a forma de
grénulos eléctron-densos. Aumento: 30000 vezes.

estruturas encontradas a um determinado nivel do
corte necessariamente nao refletem o estado real
do nlcleo inteiro. A despeito do problema de inter-
pretacao, a orientagdo espacial do virus, com res-
peito a certos componentes da arquitetura celular,
ocorre com fregléncia suficiente para ser signifi-
cante. Os agregados de granulos relativamente
uniformes de 20nm de didmetro (Figuras 5 e 6),
que sao facilmente distinguiveis da cromatina mar-
ginada, reticular, estdo geralmente associados a
presenga de virus e foram descritos anteriormente
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Figurs 7 — Pulmao. Particulas virais meduras, intracitoplasméa-
Icas e circundadas por material denso. Aumento. 38000 vezes.

Figura 8 — Pulmdo. Particula viral Unica, encontrads préxima a
restos de membrana celular (sets). Aumento: 75000 vezes.

Figura 8 — Cérebro. Diversas particulas virais incompletas
(76nm} no ntcleo de uma célula do SNC. Auments: 22000 ve-
zes.
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Corpiisculos de inclusio
intranucleares foram enconfrados na
grande maioria dos 6rgaos fetais
estudados.

Figura 10 — Crizanga (Case 3) que apresentava pancreatite
aguda, hepatoesplenomegalia, rmeningoencefalite e pneumo-
nite, entre outras.

por Morgan et al. (1959) e Ruebner et al. (1965).
Segundo estes autores, tais grénulos representam
0 local de template para a replicag3o viral. Eles se-
riam, na realidade, o foco no qual os varios COmMpo-
nentes da particula viral se tornam espacialmente
arranjados.

Os filamentos observados nas Figuras 4 e 5 fo-
ram deseritos anteriormente por Morgan et al.
(1959) e segundo estes autores representam ape-
nas uma reacao da célula a infecgdo viral.

Pelo observado nas Figuras, notam-se diversas
etapas diferentes na replicagio do virus nas células
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de um mesmo tecido. Isto representa para nés um
exemplo de replicacado lenta do virus nestes teci-
dos estudados, lentiddo esta possivelmente in-
fluenciada pela defesa celular. No entanto, j& nos
primeiros estagios de replicagao viral, o nicleo é
alterado e parece-nos que de maneira irreversivel,
levando consegilientemente & morte celular.

A formacgao de uma rede eléctron-densa, relativa
a0 que se poderia chamar de inclusao intranuclear,
€ observada em diversos nlcleos (Figuras 3 e 4), e
estes, segundo Montplaisir et al. (1972), seriam
compostos de DNA viral e antigenos virais.

As inclusoes citoplasmaéticas comumente encon-
tradas na citomegalovirose foram por nés observa-
das (Figura 4). Segundo Ruebner et al. (1965), tais
particulas estdo contidas numa regido do Golgi,
gue secreta lisozimas; a melhor explicagdo para a
génese da inclusao citoplasmatica parece ser a de
que esta matriz densa seja produzida no aparelho
de Golgi hipertrofiado.

As particulas virais encontradas no citoplasma
sao bem maiores (145nm) do que as do nlcleo
(75nm), devido & presenga do segundo envelope
que elas adquirem. No entanto, a presenga deste
segundo envelope & freqlientemente dificil de re-
solver, porque em geral o espago entre elas esta
obliterado por um material denso e amorfo (Figuras
2 e 7). A deposigao deste material eléctron-denso
altera também o tamanho das particulas observa-
das num mesmo tecido (Figura 7).

A técnica da desparafinizagdo de material pre-
viamente emblocado para histologia serviu-nos
perfeitamente para a realizagédo de um estudo re-
trospectivo e confirmativo de infeccdes congénitas
causadas por citomegalovirus. Ressaltamos aqui

ARTIGO

Maior riqueza de informagoes sobre a
replicacio de um virus do grupo
herpes em tecido humano foi
enconfrada no bago.

gue, exceto as alteragbes nucleares observadas
nos casos estudados e que foram compativeis
com aguelas encontradas por diversos autores ja
citados, ndo podemos salientar mais nenhuma al-
teracdo observada nas células infectadas, visto o
tratamento drastico sofrido por estes tecidos. Po-
rém as particulas virais ficam integras e estao
sempre presentes nas células infectadas pelo vi-
rus, constituindo, assim, a microscopia eletrénica
um instrumento de confirmagao de diagnostico.

Nao observou-se nenhum comportamento dife-
rente dos orgdos estudados frente a infecgao viral.
No entanto, ressaltamos que entre o bago, o pul-
mao e o cérebro o primeiro foi 0 que apresentou
maior riqueza de informagoes sobre a replicagdo de
um virus do grupo herpes em tecido humano.
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