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As memoraveis pesquizas de Stokes, Bauer e Hudson dando a co-
nhecer a maneira segura de reproduzir a febre amarella em animaes de
laboratorio, iniciaram uma phase verdadeiramente decisiva no estudo da-
quella molestia. Reaffirmaram ellas, em primeiro lugar, com abundancia
de provas e contraprovas nunca dantes conseguidas, a doutrina segundo a
qual o agente etiologico daquella affeccdio seria um virus filtravel e ultra-
IMICroscopico.

A rapida confirmacdo da descoberta dos autores americanos asse-
gurou-lhe logo os féros de verdade adquirida.

Ndo € nosso objectivo entrar no historico das pesquizas scbre 2
ctiologia da febre amarella posteriores 4 descoberta de Stokes, Bauer ¢
Hudson, mencionando apenas entre os mais proeminentes nessa primeira
linha de estudos, os nomes de Aragio, Sellards e Hindle, Cunha e Muniz,
Petit, Stefanopoulo e Irasey, Davis, Sawyer, Lloyd, Kitchen, Frobisher,
ete. |

Restabelecida em novas bases a doulrina etiologica da febrc ama-
rella, um problema magno se apresentava entfio, no dominio morpholo-

gico. Era elle: saber se, no grupo das doencas de virus filtravel, seria ou
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ndo a febre amarella uma affeccio capaz de occasionar alteracdes pe-
culiares e especificas da natureza das reconhecidas na raiva, vaccina, her-
pes, variola, epithelioma contagioso das aves, elc.

Tendo elle em vista, foi com grande interesse que iniciamos 0O es-
rudo dos tecidos de Macacus rhesus infectados pelo virus da febre amarella
isolado por H. de Beaurepaire Aragio de casos humanos da epidemia oc-
corrida em 1928 no Rio de Janeiro, Brasil.

Assim, em communicacoes apresentadas a Sociét¢ Breésilienne de
Biologie, nas sessdes de 24 de Junho ¢ de 29 de Julho de 1928 assignala-
vamos em um macaco morto cinco dias depois de inoculado com sangue
de um doente de febre amarella a descoberta de inclusdes intranucleares
caracteristicas. Na primeira nola publicada nos Comptes Rendus de la
Sociéte de Biologie, referimos:

«La présence, dans l¢ novau des cellules du foie, d’inclusions acidophiles
de méme nature que celles qui ont été signalées dans 'herpeés simplex, I'herpes
symptomatique. la varicellc et le virus 11T du lapin. et décrites, parfois, sous le
nom de dégénérescence oxychromaliquer. (Torres, 1928a).

Em notas apresentadas & Société Brésilienne de Biologie, nas sessoes
de 15 e 29 de Agosto, 14 e 26 de Setembro. assignalamos a hyperplasia dos
nucleos attingidos pela degeneraciio oxychromatica e a conveniencia della
distinguir estadios precoces de necrobiose das cellulas do figado encontra-
dos quer em macacos inoculados, quer nos nio inoculados (Torres, 1928 b),
a occurrencia da degeneracdo oxychromatica em M. cynomolgus, a sua
ausencia em macacos niao inoculados (Torres, 1928 c¢), a abundancia de
cellulas hepaticas com degeneracio oxychromalica em animaes injecta-
dos com amostras brasileiras e examinados entre o 6° ¢ o 10° dia de ino-
culacio ¢ a sua desapparicio gradual posterior (Torres, 1928 d), e, fi-
nalmente a importancia das inclusdes intranucleares no diagnostico histo-
pathologico da febre amarella em macacos inoculados com o virus brasi-
leiro e nos quaes a nao existencia das lesdes descriptas como typicas por
Stokes, Bauer e Hudson teria levado a rejeitar esses animaes como infec-
lados pelo virus (Torres, 1928 h).

No Brasil Medico de 8 de Setembro de 1928 dizemos:

«Our results suggest the believe that yellow fever is a filterable virus di-
scase in which typical inclusjons are found only inside the nucleus (acidophilic
intranuclear inclusions) as is the case with herpés zoster. svmplomatic herpes,
varicella and virus IIl infection of rabbits». (Torres, 1928f).

As conclusoes dessas notas sio reunidas em artigos publicados em
Setembro de 1928 na Sciencia Mcedica (Torres, 1928 ¢ e em Outubro de
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1928 no Supplemento das Memorias do Instituto Oswaldo Cruz (Torres,

1928 1).
Em 3 artigos publicados em Outubro de 1928, Hudson expde a pa-

thologia macroscopica, microscopica e comparada da febre amarella ex-
perimental baseando-a no estudo de sessenta e oito Macacus rhesus ino-
culados com a amostra alricana « Asibi». Trancrevemos o que diz sobre as
alteracdes do nucleo das cellulas do figado:

«Nuclear changes coincide with the changes of the cytoplasm. L.arge,
poorly stained, vesicular nuclei with promijnent nucleoli are found in the necro-
biotic liver cells. In such nuclei, minute, dull red granules are often found. They
were present in half the thirty specimens studied: in an additional six specimens,
this type of nuclear change is less often present. Occurring in half the livers of
this group, variable numbers of nuclei appear as small, round, intensely acidor
philic dots. This form ol degeneralion js usually seen in the comparatwelv rare,
small liver cell having smooth, intensely stained cytoplasm. The nucleus finally
disappears in advanccd necrotic cells either by lysis or karyorrhexis. In eleven
specimens, karyorrhexis is common or marked, while in five others it occurs
relatively infrequently. When karyorrhexjs is marked, scattered nuclear débris is
conspicuous in the hepatic cells throughout the section. Mitosis is not founds.
(Hudson, 1928b).

Esta descripcio nédo differe, de modo essencial, do que se encontra
no trabalho inicial de Stokes, Bauer e Hudson a proposito das alteracoes
nucleares das cellulas do figado em macacos infectados, conforme se vé
|*ela transcripcio que fazemos:

«The exlent of necrosis varied from a definitely limited midzone to a wide
band of altered cells leaving only a fringe of non-necrotic cells about the portal
area and cenftral vein; sometimes even the central cells were acidophilic and gra-
nular. Necrosis of either the periportal or central areas alone was found in no
specimen. lhe nuclel of the degenerated cells varied from being completely absent.
Karyorrhexis was a common finding, and often the nuclei were small, round, and
intensely eosinophilic. In some specimens the nuclei of altered cells contained
peculiar small acidophilic granules. Mitolic figures were not seen». (Stokes, Bauer
e ‘Hudson, 1928).

Em nota apresentada 4 Société Brésilienne de Biologie na sessio de
26 de Dezembro de 1928 dizemos que a reac¢do nuclear de Feulgen ne-
galiva mostra que as inclusdes nucleares possuem composicio diversa da
chromatina; notamos, além disso, o aspecto nitidamente diverso que apre-
sentam nos preparados pelo methodo de Goodpasture, os nucleolos que
se coram em vermelho e as inclusées nucleares, em azul violeta:

«Dans les noyaux ou celles-ci sont peu abondantes el divisées en deux ou
trois corpuscules (stades initiaux), cette méthode révéle une structure réticulaire
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res mette de ces corpuscules (inclusions nucléaires). Lorsque, dans la méme pré-
paration, on examine aussi les novaux sans inclusjons, on est tenté d’interpréter
ces formations comme résultant d’'une coagulation ou précipitation du nucleoplas-
me, l'acidophilie et la structure réticulaire des inclusions étant plutét des argu-
menls favorables a cette interprélation». (Torres, 1928 j).

Em artigo publicado em Marco de 1929 no Supplemento ne 6 das
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, assignalamos differencas no aspecto
das inclusdes nucleares nos animaes inoculados com amostras brasileiras
e alricanas explicaveis por differencas na virulencia e adaptacio ao ma-
caco. Em uma estampa colorida representamos o nucleolo distinctamente
conservado ao lado das inclusdes intranucleares e dellas topographica-
mente distincto mesmo nas phases {erminaes da degeneracio oxychroma-
tica (Torres, 1929a).

Cowdry e Kitchen, em 1 de Marco de 1929, assignalam a presenca
de inclusdes infranucleares :

«Which bear a striking resemblance to those of Torres, in the liver cells
of cight Macacus rhesus monkeys infected with the West African virus of yellow
fever. They also occur, though less abundantly, in the suprarenal gland». Verifica~
ram quec «the inclusions are present as such in the living animal and do not In
any sense represent the coagulating action of the fixatives.

Assignalam ainda mais, o seguinte facto importante:

«Intranuclear inclusions like those seen in the monkey tissues were found
in 22 of the total of 25» casos humanos de febre amarella examinados. (Cowdry

e Kitchen, 1929).
Hindle, em artigo publicado a 9 de Marco de 1929, diz:

«The oxychromatic changes In the nucleus result in the formation of aci-
dophilic intranuclear bodies which Torres (1928) considers to be equivalent of
lhose occurring in other diseases caused by [filterable viruses, such as herpes,
Virus III, etc.». (Hindle, 1929a).

Em 27 de Marco de 1929 assignalamos a influencia do factor tempo
¢ a da amostra de virus empregado sobre a appariciao das inclusdes nu-
cleares: ao passo que ellas eram ausentes em macacos inoculados com a
amostra brasileira mortos no 3°, por vezes no 5° e 6° dias de inoculacio,
cram constantemente presenles ¢ ordinariamente abundantes em ma-
cacos rhesus infectados com a amostra africana, mortos no 3¢, 4°, ao, 69,

7° ¢ 9° dias (Torres, 1929 b).
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No Brasil-Medico de 6 de Abril de 1929 assignalamos as inclusdes
especiiicas que anteriormente verificaramos no macaco, em um caso hu-
mano de febre amarella fallecido 40 horas apo0s os primeiros symptomas:

«As recentes verificacoes véem estabelecer de modo definitivo que a febre
amarella, sendo uma doenca produzida por um virus filtravel deve ser collocada
no c«karyo-oikon group» da classificacdo de Lipschiitz». (Torres, 1929c).

Em 1929, Holfmann escreve no volume III do tratado de Kolle,
Kraus e Uhlenhuth:

«Magarinos Torres hat vor kurzem in Rio in der Leber gelbfieberkranker
Affen Verinderungen an den Zellkernen gefunden, die denen ahnlich sind, die bei
Herpées zoster, Varizellen und verwandten Krankheiten auftreten und unter dem
Namen der c<acidophilen jntranuclearen Inklusionen» oder auch als <oxychroma-
tische Degeneration» beschrieben sind»... «Uber das Vorkommen solcher Eins-
chliisse in der Leber des Gelbfieberkranken Menschen ist noch nichts veréffen-
tlicht. Ich habe meine sehr gut Gefiarbten Schnitte von zahlreichen Gelbficberfillen
daraufhin genau durchgemustert, aber nur in einem Fall offenbar die gleichen
fremden Einschliisse in den Kernen der Leberzellen feststellen konnen». (Hoff-
mann, 1929a).

Em abril ¢ em junho de 1929 publicamos figuras das inclusdes in-
lranucleares em macacos inoculados com as amostras brasileira e africana

“Torres, 1929 d) e em um caso humano de febre amarella (Torres,
1929 e). |

Hindle, em Maio de 1929, em uma discussiio sobre virus filiravel,
diz: |

«It may be argued that yellow fever is not due to a filterable virus, but il
falls into line with most of the others. You get the same eosinophilic inclusions:
and also it is filterable...» (Hindle, 1929b ).

Reproduzimos em Junho de 1929 uma figura com alteracdes do nu-
cleolo da cellula hepatica na febre amarella do homem. Percebe-se cla-
ramente, quer pelas [iguras, quer pela descrip¢cio que as acompanha, que
granulos intranucleares corados pela phloxina originarios do nucleolo po-
dem simular os corpusculos intranucleares especificos. Essas alteracoes

constituem causa de erro na identificacio das inclusdes intranucleares no
homem. (Torres, 1929 1).

Hindle e Stevenson em nota publicada em 25 de Junho de 1929,
reierem a demonstracido de inclusdes nucleares oxychromaticas em cortes
de figado de um caso humano de febre amarella e de um M. rhesus in-
fectado (Hindle e Stevenson, 1929).
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Penna e Figueiredo, em 15 de Julho de 1929, assignalam as inclu-
s0es nucleares acidophilas em 12 figados de macacos inoculados com virus
da febre amarella (Penna e Figueiredo, 1929).

Hoffmann, em Agosto de 1929, publica um artigo sobre «Einchliisse
in den Leberkernen beim menschlichen Gelbfieber», cujo resumo é o se-

guinte :

«In einem menschlichen Gelbfieberfall aus Westafrika wurden dije Ein-
chliusse in den Keinen der Leberzellen nachgewilesen, die von M. Torres bei Gelb-
fieber affen beschrieben sind. Wahrscheinlich handelt es sich bei diesen Einsch-
lissen um einen Enlartungsvorgang des Kernes, aber es bleibt noch zu erforschen,
ob der Ereger des Gelbfiebers [lir ihre Enlstehung mil verantwortlich, vielleichl
auch in i1hnen versleckt ist». (Hoffmann, 1929b).

Pettit, em Outubro de 1929, escreve:

«Ces faits de structure se retrouvent dans les préparations de foies prélevés
sur les Macacqus rhesus morts de fiévre jaune et je ne puis que confirmer la par-
faite exactitude des constatations de C. Torres. Toutefois, on nolera que le pro-
cessus, actuellement désigné sous le nom de dégeénérescence oxychromatique, a
¢lé observe sous d'autres appellations par les histo-pathologistes en de nombreu-
ses conditions pathologiques. Je l'ai signalé dans le foie d’animaux morts de try-
panosomiasis . ..» (Petit, 1929).

Hoffmann, em Marco de 1930:

«Last year C. Magarinos Torres of the Oswaldo Cruz Instilule in Rio found
certain inclusion bodies in the nuclei of the liver cells af Rhesus monkeys ex-
perimentally infected with yellow fever. Through his kindness 1 had the oppor-
tunily to see his preparations and when I siudied the sectjons which I have of
numerous human cases, I shaw the same inclusions, though only in a few cases
and in small numbers. But in one of them, a case from West Africa, they were'
as numerous as they are found in the liver of the monkeys, or in almost all thie
cells which are not attacked by the typical fatly or necrotic degeneration» (Hoff-

mann, 1930).

Cowdry e Kitchen publicam, em Marco de 1930, extenso e deta-
lhado estudo sobre as inclusdes intranucleares na febre amarella. A com-
paracdo directa entre ellas e as do virus herpetico inoculado no figado
de Cebus hypoleucus, a comparacio indirecta com as inclusdes no virus
I1I, no virus submaxillar, na stomatite vesiculosa, na varicella e na doenca
de Borna, as reaccdes de coloracio do nucleo nas cellulas hepaticas de ma-
cacos infectados, a descripcdo e o estudo microchimico das inclusdes exa-
minadas a fresco [sdo alguns dos pontos mais interessantes referidos nesse
importante artigo (Cowdry e Kitchen, 1930).

..-_i_lI
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Finalmente, Theiler, descobrindo a receptividade do cammondongo
ao virus da febre amarella, assignala nas cellulas nervosas, inclusdoes nu-
cleares acidophilas semelhantes as vistas na cellula hepatica (Theiler,

1930).
MATERIAL E TECHNICA

O material examinado ¢ constituido:

1o—pelos tecidos, em muitos casos apenas o figado, de cento e de-
zoito Macacus rhesus, de tres M. cynomolgus e de um M. speciosus infecta-
dos com o virus da febre amarella. Oitenta e dois M. rhesus receberam a
amostra africana Asibi. Trinta ¢ seis M. rhesus, tres M. cynomolgus e um
M. speciosus foram injectados com amostras sul-americanas; dentre estes.
dezenove M. rhesus e dois M. cynomolgus receberam a amostra brasileira
F. W. A origem da amostra africana ¢ descripta no artigo de Sawyer,
LLloyd e Kitchen (1929) e a da amostra sul-americana no de Davis e
Burke (1929).

20—pelos tecidos de dezesete casos humanos de febre amarella au-
lopsiados no Rio de Janeiro, Brasil, durante a epidemia de 1928.

3o—pelos tecidos, especialmente o figado, de sete M. rhesus nao
inoculados.

40—pelos tecidos, especialmente o figado, de treze M. rhesus injec-
lados com material variado, como seja figado de doente de febre amarella,
meios de Noguchi semeados (muitas passagens) com virus, cultura de Ba-
ctllus typosus, material de thrombo-endocardite parietal, elc.

do—pelo figado de sete Saimiri sciureus injectados com virus da
febre amarella.

be—pelo figado de um cdo intoxicado pelo phosphoro, de diversos
cdes inoculados com Shizolrypanum cruzi ¢ de uma cobaya intoxicada
pelo tetrachlorureto de carbono.

7°—pelos tecidos de quatro Pseudocebus azarae e de cinco coelhos
inoculados com virus da febre amarella.

Obtivemos grande parte do malerial experimental por gentileza dos
Drs. Carlos Chagas, H. de Beaurepaire Aragio, A. Marques da Cunha, J.
Muniz, J. da Costa Cruz e J. Teixeira.

As autopsias foram realisadas por nos, pessoalmente, ¢, em alguns
casos, em circumstancias especialmente favoraveis ao estudo histo-patho-
logico. Com effeito, em quatro casos, a autopsia foi iniciada vinte e tres,
trinta, quarenta minutos e uma hora e dez minutos depois da morte. Ioi
possivel obter, na maioria dos casos, detalhadas informacoes sobre os sym-
ptomas clinicos e 0o periodo da molestia em que occorreu o obito. Ao corpo
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clinico do Hospital Oswaldo Cruz, Drs. E. Chagas, A. Lobo e J. Teixeira,
somos gratos pela collaboracio prestada.

Foram usados os fixadores habituaes: liquido de Zenker com 5 por
cenlto de acido acetico, Zenker-formol, fixador de Regaud, sublimado al-
cool de Schaudinn e formol a 10 por cento. Ndo notamos modificactes ni-
tidas no aspecto das inclusdes attribuiveis ao fixador empregado. No ma-
terial fixado em formol nfdo obtivemos uma boda coloraciio pela eosina e
pela phloxine quer das inclusdes, quer de outros componentes cellulares
acidophilos, como geralmente acontece quando os tecidos permanecem
muito tempo no formol. O inconveniente é diminuido quando a permanen-
cia no formol é apenas de algumas horas.

Na maior parte dos tecidos estudados, o fixador usado foi o Helly
ou o Zenker e o formol, sendo constantemente empregados dois fixadores
como processo rotineiro.

O material foi incluido na parafina, sendo os cortes corados pela
hematoxylina de Delafield e eosina, Bordeaux e hemalaun, azul polychromico
de Unna, «Nuclealfarbung» segundo Feulgen, verde de methyla e pyro-
nina de Pappenheim-Unna, phloxina, azul de methyleno alcalino de Unna,
phloxina e azul de toluidina, fuchsina basica e azul de methyleno de Lof-
fler ¢ pelo methodo de Giemsa.

Reproduzimos o protocollo dos M. rhesus que serviram de contra-
prova. Ndo foram injectados no Instituto Oswaldo Cruz, nem com virus
da febre amarella, nem com qualquer outro material. Os exemplares eram
convenientemente alojados e alimentados desde que chegavam ao Insti-
tuto. Entretanto a mortalidade em alguns lotes recebidos foi, por vezes,
elevada, os animaes mostrando signaes evidente de mau tratamento.

Apresentam interesse os protocollos reproduzidos porque em alguns
delles, observamos certas alteracdes nucleares (figs. 42, 43, 44, 45, 46 e
47) que consideramos como «necrobiotic (non specific) nuclear changes»
e como c«early stages in necrobiosis of liver cells».

«Which were observed in injected, as well as in unjnoculated animals.
Special reference to them is made here on account of the presence inside the nw-
cleus of eosin-staining substances». (Torres, 1929a).

Ellas sido encontradas com facilidade no rhesus 2618, existindo

tambem no rhesus 2655.
Mais tarde Cowdry e Kitchen acharam as mesmas alteracdes em

um caso de avitaminose. Dizem a proposito:

«It is possible that the changes in some of Torres animals resulted in some
way from the.action of the yellow fever virus, for he does not make clear, which
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of the experimental procedures mentioned called them forth» (Cowdry and Kit-
chen, 1930).

Os documentos que agora apresentamos permittem a conclusio de
que taes alteracdes nucleares nio tem relacio directa com o virus da fe-
bre amarella. Todos os macacos, importados do extrangeiro, eram collo-
cados em. gaiolas a prova de mosquilo, dentro de um compartimento com
portas e janellas teladas e provido de porta-tambor (installacdes do Dr.
Aragio ¢ dos Drs. Cunha e Muniz).

De facto encontramos tambem as referidas alteracdes nucleares em
M. rhesus infectados, quaes o n° 24 (. Mn. (quadro VII, figs. 42, 46 e
47) morle precocemente sem symplomas, o n° 8 C. Mn. {(quadro V, figs.
14 ¢ 45) e o M. rhesus Ar. Tx. (quadro VII, fig. 43).

M. rhesus 2504 (28 de Junho de 1928). Importado pela Fundacio
Rockeleller no Brasil. Morto antes de inoculado (laboratorio do Dr. Ara-
gd0). A necropsia mosira um exemplar femea, adulto (velho ?), pesando
2250 grs., medindo 46 cms., da cabeca 4 base da cauda e 62 cms. da
cabeca a exiremidade da cauda.

Pesos ¢ dimensoes :

Figado 105 grs.

Baco 4 grs.. medindo 4 < 2 X 1,5 mms.
Rim direito 12,5 grs., medindo 4 X 2,7 X 2 mms.
Rim esquerdo 11 grs., medindo 4 X 2,5 X 2 mms.

O figado excede o rebordo costal de 5 mms.. No peritoneo, 13 c.c.
de liquido amarello claro, limpido. No pericardio, cerca de 5 c.c. de li-
quido claro. Ganglio lymphatico axillar esquerdo medindo 12 mms. no
maior diametro.

Diagnostico anatomico: Tuberculose ulceraliva chronica do pulmao
esquerdo. Pleurite tuberculosa esquerda. L.ymphadenite caseosa peribron-
chica. Tuberculose miliar aguda do pulmio direito, do figado, do baco,
dos rins e da medulla ossea. Exemplares de Oesophagostomum (segundo
o Prof. I.. Travassos) no intestino grosso. Material fixado em Zenker

acetico.
Exame microscopico: Os corles de figado mostram congestido, leve

degeneracio gordurosa, ¢ f0cos de necrose de caseificacdo com intensa ex-
sudacdo cellular. Nao ha folliculos tuberculosos typicos. A ndo ser nas
areas de necrose, os nucleos das cellulas hepaticas sio normaes e nio mos-
tram degeneracido oxychromatica.

M. rhesus 2599 (2 de Agosto de 1928). Morto, possivelmente de
frio, antes de ser inoculado (laboratorio do Dr. Aragio). A necropsia nio
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mostra lesdes macroscopicas apparentes. Os cortes de figado revelam ex-
lensa degeneracio gordurosa periporta ¢ necrose das cellulas hepaticas. A
necrose traduz-se por eosinophilia do cytoplasma e karyolyse do nucleo
nio diminuido de volume. Além disso, congestao e pequenas hemorrha-
gias. Nao ha colleccoes pequenas de polymorphonucleares. Nio ha de-
generacac oxychromatica nas cellulas hepaticas.

M. rhesus 2614 (5 de Agosto de 1928). Morto antes de inoculado
(laboratorio dos Drs. Cunha e Muniz). A autopsia mositra um exemplar
mal nutrido com numerosos nodulos parasitarios nos pulmdes e grosso
intestino; no figado, com extensa degeneracio gordurosa, existe um no-
dulo solitario, circumscripto contendo um cestodio. Em nenhum orgio ha
lesOes suggestivas de tuberculose. Os cortes de figado mostram congestin
e extensa degeneracio gordurosa periporta. Ndo ha degeneracio oxychro-
matica nem necrose evidente de cellulas hepaticas.

M. rhesus 2618 (10 de Agosto de 1928): Nao inoculado. Morte ex-
pontanea (laboralorio do Dr. Aragio). A autopsia mostra um exemplar
lemea, jovem, bem nuirido, medindo 26 cms. da cabeca 4 base da cauda,
pesando 1400 grs. Conjunctivas pallidas. ganglios lymphaticos supefficiaes
nao augmenlados; peritoneo parietal liso, humido e brilhante. Ambos os
pulmdées relrahidos, o pulmio direito adherindo ao diaphragma por adhe-
rencias firmes. Pela palpacdo ndo ha nodulos e a crepitacido ¢ presente.
Ganglios lymphaticos peribronchicos nao augmentados de volume. Cora-
¢do normal, mostrando as cavidades direitas dislendidas por coagulos san-
guineos. Baco pequeno, firme, medindo 27 X 15 X 7 mms. A capsula ¢
delgada, a superlicie do corle ¢ secca ¢ cinzenta avermelhadas. Folliculos
lymphoides reconheciveis mas nio augmentados. Figado augmentado de
volume, medindo 85 x 48 x 38 mms. Capsula delgada. Superficie do corte
de cOr violacea escura dando sahida a liquido sanguinolento; é esbocado
o aspecto do figado «noz moscada». Rins de volume normal. O rim es-
querdo mede 28 X 18 X 15 mms.; o direito, 28 x 18 X 15 mms. Ao corte,
a camada cortical de cor amarella, pallida, ¢ algum tanto alargada e tu-
mefacta. A superiicie do intestino grosso mostra diversos nodulos de cor
cinzenta escura irregularmente esparsos.

Pesos :
Pulmio esquerdo J grs.
Rim esquerdo { grs.
Baco 2 grs.
Coracio 9 grs.,o
Pulméao direito J grs.,d
Rim direito _ 4 ors.

FFigado 62 grs.
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Diagnostico anatomico: Nodulos parasitarios no intestino grosso.
Congestdo e degeneraciao gordurosa do figado. Degeneracdo dos rins. Pleu-
rite Tibrosa chronica adhesiva direita.

Exame microscopico: Os cortes de figado mostram congestio chro-
nica passiva e extensa degeneracio gordurosa periporta. Ndo ha necrose
nas cellulas hepaticas, necrose traduzida por elementos arredondados, iso-
lados, com cytoplasma acidophilo. Nio obstante, em numero mais ou me-
nos notavel de cellulas hepaticas, os nucleos apresentam uma coloracio
azul diffusa do nucleoplasma com lyse apparente da basichromatina in-
lranuclear ¢ bem assim alleracdes especiaes do nucleolo e a presenca de
substancias intranucleares coradas pela cosina, aspecto semelhante ao re-
presentado nas figs. 42 -a 47.

M. rhesus 2638 (16 de Agosto de 1928). Nao inoculado. Encon-
trado morto pela manhd (laboratorio dos Drs. Cunha e Muniz). A ne-
cropsia, realisada as 14 hs., mostra um exemplar jovem. femea, mal nu-
irido, medindo 33 cms., o da cabeca A4 base da cauda, pesando 860 grs.
Denles pequenos e bem conservados. Ao corte, o lecido gorduroso subcuta-
neo ¢ muilo reduzido, quasi desapparecido. Periftoneo liso e brilhante.
Pulindes retrahidos e livres de adherencias. No lobo superior e porciao su-
perior do lobo inferior do pulmio esquerdo, existem 5 a 6 pequenos nodu-
los parasitarios, amarellados, proeminentes, circumscriptos. Nodulos se-
melhantes existem tambem na superficie do lobo inferior do pulmio di-
reito. A superficie do corte é secca e de cor rosea, nio mostrando areas
de consolidacdo. Ganglios lymphalicos peribronchicos nio augmentados.
Nas cavidades cardiacas, coagulos firmes de cor vermelha acinzentada.
Ba¢o mede 30 X 15 X 6 mms. A superficie do corte é secca, de cor ver-
melha acinzentada pallida; os folliculos lymphoides sdo pequenos e vis-
los com difficuldade; o lecido intersticial parece normal. Rim esquerdo
mede 26 X 15 X 12 mms. e o direilo 26 X 16 X 12 mms. Em ambos, a su-
perficie do corte ¢ de cor vermelha acinzentada e a camada cortical al-
csum tanto tumefacta. A tunica interna da aorta ¢ lisa e levemente amarel-
lada. Ganglios lymphalicos mesentericos com a forma e dimensdes de
arios de arroz. Figado de coOr verinelha acinzentada escura, com manchas
violaceas, tendo a superficie do corte a mesma coloracido e dando sahida
a algum sangue. O conteudo de gordura niio ¢ augmentado de modo appa-

rente.
Pesos :

Pulmao esquerdo 2 grs.
Rim esquerdo | 2 grs.
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Diagnostico anatomico: Congeslido do figado. Degeneracédo dos rins.
Nodulos parasitarios (numerosos) em ambos os pulmdes. Cachexia (des-
nutricao ?“_‘*-.

Exame microscopico: Os cortes de figado apresentam pronunciada
congestdo. As cellulas hepaticas nido mostram degeneracio oxvchroma-
lica, nem degeneracido gordurosa nem necrose cvidentes.

M. rhesus 2655 (22 de Agosto de 1928). Nio inoculado. Encontrado
morto pela manhé (laboratorio dos Drs. Cunha e¢ Muniz). A necropsia,
realisada ds 14 horas, mostra um exemplar macho, pequeno, mal nutrido,
pesando 1200 grs. ¢ medindo 37 cms., 5 da cabeca 4 base da cauda. Os
pulmdes ndo mostram tuberculose, bronchopneumonia, nodulos parasita-
rios nem pleurite fibrosa chronica. No coracfo, dilatacio da auricula c
coagulos vermelhos escuros nas cavidades. Ndo ha hemorrhagias, nem
nas serosas, nem no parenchyma pulmonar. Nodulos parasitarios nas pa-
redes «do intestino grosso. Baco mede 35 x 16 X 7 ‘mms. Figado de cor ver-
melha acinzentada escura com uma grande mancha violacea na face an-
lero superior. A superficie do corte mostra congestio chronica passiva. O
rim direito mede 26 X 18 x 13 mms.

Pesos :
Pulméao esquerdo D grs.
Rim esquerdo D grs.
Baco 2 grs.
Coracio (sem coagulos) 7 9rS.
Pulméio direito D OrS.
Rim direito D Ors.
Figado ' 38 ars.

Diagnostico anatomico: Congestdo chronica passiva e degeneracio
gordurosa do figado. Nodulos parasitarios nas paredes do intestino grosso.
Desnulricdo (?).

Exame microscopico: Os cortes de figado mostram congestido ¢ ex-
tensa degeneracido gordurosa periporta. A disposicdo das traves hepaticas
“acha-se modificada: em muitos pontos apparecem cellulas isoladas, como
que dissociadas. A necrose das cellulas hepaticas traduz-se por pycnose
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do nucleo (muito frequente) ¢ acidophilia do cytoplasma. Em algumas
cellulas, os nucleos mostram chromatolyvse e coloracdo azul do nucleo-
plasma. Nido ha cellulas hepaticas com degeneracdo oxychromatica.

MORPHOLOGIA DAS INCLUSOES NOS MACACOS INFECTADOS

Cowdry (1928) acha conveniente designar as formacdes cellulares
especificas das doencas produzidas por virus filtraveis pelo nome de «cor-
:usculos x», imitando o proceder dos botanicos em relagdo a estructuras
cellulares cuja composicio permanece obscura.

E’ geralmente acceilo que taes «corpusculos x» representam, em
parte seguramente, «productos de reaccio» formados a custa de porcoes
componentes da propria cellula. Goodpasture (1925 b), em estudo expe-
rimental sobre a raiva conclue achando que, no coelho, os «lyssa bodies »
e os corpusculos de Negri, em parte, provem de alteracdes das neuro-
{ibrillas ¢ do chondrioma da cellula nervosa.

Na febre amarella «it seems evident fever the material which constitutes
the vellow fever c«inclusions» may partially at least be composed of coagulated
nucleoplasm, being surcly of a different structure and composition from the two
nuclear constituents. chromatin and nucleolus» (Torres, 1929a).

Embora julguemos as «inclusdes intranucleares» da febre amarella
simplesmente um processo degenerativo especifico, usaremos muitas ve-
zes, por commodidade de expressio, do termo «inclusoes» .

SO podemos dar conta do que observamos em material submettido
a accao dos fixadores usuaes ¢ no qual teremos forcosamente a considerar
um reticulo (a «linina» dos antigos histologistas), a basichromatina, a

oxychromatina, etc.

Assim sendo, tendo Cowdry ¢ Kitchen (1929 e 1930, verificado que
os corpusculos existem na cellula viva e nio representam um artefacto,
o exame dos preparados fixados permitte atfirmar que se nelles, agora, .
elles representam um artefacto, esle possue caracteristicas assaz uniformes
e fixas. Isso justifica um estudo accurado em taes condicdes.

E’ indispensavel fazer referencia ao aspecto que o nucleo normal
da cellula hepatica apresenta quando corado pelo processo de coloracao
usado no estudo das inclusoes. Com effeito, tal aspecto ¢ variavel, ndo so
conforme a especie animal, como segundo o methodo de coloracdo usado.

Assim. no Hapale pencillata, no cdo e na gallinha, a oxychromatina
¢ assaz canspicua, sendo vista em preparacdes coradas pela hematoxylina-
eosina. No Macacus rhesus, porém, a oxychromatina € escassa e nem sem-
pre vista nos cortes corados pela hematoxylina-eosina. E’ posta, com mais
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facilidade, em evidencia nos preparados corados pela phloxina e azul de
toluidina (fig. 66).

E’ possivel que a oxychromatina varie de quantidade no nucleo
normal, de animal para animal, e talvez, conforme a edade do exemplar.

Com effeito, Buehler, « étudiant la chromaticité des novaux dangs les
ccllules merveuses, a vu que les jeunes cellules des embryons ont un noyau riche
en basichromatine, que 'oxychromatine y parait ensuite el augmente de quantité
avec l'ager (Prenant, Bouin et Maillard, 1904).

Quer a forma, quer as dimensdes do nucleo normal da cellula he-
patica do M. rhesus tomadas nos cortes histologicos de espessura media de
b apresentam sensiveis variacoes.

Assim, conforme a orientacdo do corte. a féorma do nucleo é, ora
redonda, ora ligeiramente oval; esta ultima € a que elles geralmente apre-
sentam geralmente no corte.

Variacoes ligadas ao plano do corte mostram egualmente as toma-
das em diversos nucleos colhidos ao acaso em um mesmo corle:

nucleo  1--10x 6 W
» [MH— 9> 65N
Hi— 9 x 651

IV— 09X 6 n

V— Ox 6 u

VI-— 8x 6
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Em cortes corados pela phloxina ¢ azul de toluidina, a membrana
nuclear cora-se em azul escuro com particulas de basichromatina nella en-
crustadas; ndo ¢ raro ver-se uma dessas particulas mais volumosa que as
outras (fig. 66).

O reticulo de linina cora-se em violeta claro e insere-se sobre a
membrana nuclear. Apresenta particulas de basichromatina mais intensa-
mente coradas em violeta regularmente distribuidas pelo reticulo de linina,
siluadas, apparentemente, nos pontos de interseccio do reticulo (fig. 66).
As malhas do reticulo de linina sdo assaz regulares em suas dimensdes.

Na maior parte dos nucleos existem algumas particulas de basi-
chromatina mais volumosas (ue as outras e situadas mais proximo da
membrana nuclear do que da porcdo central do nucleo (figs. 1. 2 e 12).
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As outras particulas menores, de forma irregular, apresentam tambem
uniformidade notavel de dimensodes (figs. 2 e 66).

A oxychromatina apresenta-se sob a forma de massas homogcneas.
de extensdo variavel ¢ limites por vezes difficeis de precisar: coram-sc de
modo nitido pela phloxina e com diversa intensidade no mesmo nucleo. A
sua sede mais conslante ¢ a proximidade da membrana nuclear e do nu-
cleolo. '

A oxychromaiina no nucleo normal tambem se enconira no nucleo-
plasma em zona intermediaria entre membrana nuclear e nucleolo: ella
simula, ndo raro, quando os preparados sdo examinados com Obj. imm.
1/12, 100 x e Oc. periplan. &+ » Leilz, granulos acidophilos ou filamentos
acidophilos.

Insistimos, de proposito, nesse aspecto de granulos ¢ de filamentos
que parece ter a oxychromatina no nucleo normal, quando examinado com
aquelle augmento, porque elle se modifica quando as mesmas estructuras.
no mesmo nucleo, sao examinadas com Obj. imm. 1/12, 100 X l.eitz e Oc.
periplan. 25 X B, Leilz. empregando como illuminacio a luz branca da
«Speziallampe» Leitz de baixa lensdo. «Nilra» (6 volts, 6 amp.). Vé-se
entdo que o «granulo» corresponde a uma area mais ou menos irregular
de oxychromatina preenchendo uma ou mais malhas do reticulo de linina
(v. fig. 66). Quanto aos filamentos. elles nada mais sio do que porcoes do
reticulo de linina em cuja visinhanca immediata se condensou estreita orla
de 'oxychromatina.

Assim, repetimos: examinado com 500-800 diametros, o nucleo da
cellula hepatica normal apresenta, por vezes, filamentos de oxychroma-
tina, bem como granulos acidophilos; elles sido, porém, um falso aspecto,
conforme demonstira o exame com illuminacdo artificial (luz branca) e
augmento de 2000-2500 diametros.

Em taes condicoes, verifica-se uma substancia acidophila occupando
as malhas do reticulo de linina ou a visinhanca de filamentos do reticulo.

O nucleoplasma que occupa as malhas do reticulo de linina é trans-
parente e sem esiructuras, nas zonas onde nio existe oxychromatina.

O nucleolo geralmente unico, ¢ quasi sempre excentrico (figs. 1, 2,
12 e 66). A sua estructura ¢ melhor evidenciada nos preparados corados
pela phloxina-azul de toluidina. De f(orma levemente irregular, elle
¢ formado de duas substancias distinctas (fig. 66): uma, mais intensa-
mente corada em azul escuro, occupa as suas margens onde constitue duas
ou tres particulas de contornos irregulares, as vezes formando estreita
faixa ou orla na peripheria do nucleolo. A porcido restante do nucleolo co-
ra-se mais fracamente ¢ de modo homogeneo, tingindo-se em uma bella
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cor azul da Prussia pelo methodo acima referido (figs. 50 e 51); € ella
que constitue a porcdo consideravel do nucleolo ¢ toda a sua zona central.

As primeiras modificacdes no nucleo em que se formam as inclu-
soes da febre amarella constam da apparicdo simultanea, em dois, tres c
mais pontos do nucleoplasma (figs. 4, 5, 13, 19, 26, 27 e¢ 70), nas malhas
do reticulo de linina, de uma nucleoproteina basica que se cora em car-
mim pelo bordo ¢ em roseo pela cosina e phloxina. No inicio tal substan-
cia deve corresponder, provavelmente, a um augmento da oxychromatina
do nucleo normal; quando, porém, em estadios mais avancados, a sua
quantidade se torna consideravel, ¢ provavel que ella seja formada tam-
bem, por outras nucleoproteinas acidophilas nio visiveis no nucleo nor-
mal. E’, assim, provavel que a substancia intranuclear acidophila que en-
tra na formacdo das inclusdes da febre amarella nio seja uma unica espe-
cie de nucleoproteina, mas uma mistura de nucleoproteinas derivadas do
nucleoplasma em condicdes anormaes.

Tal substancia acidophila geralmente ndo constitue uma substancia
corada de modo homogeneo ¢ uniforme; nos preparados pela phloxina e
azul de toluidina, em outras porcdes a cor é roseo avermelhado, em ou-
tras roseo amarellado ou cor de laranja (figs. 70 e 71).

E’ importante, para a comprehensdo da natureza das alteracdes nu-
cleares de que nos occupamos, estabelecer, com precisio, as relacdes que,
de inicio, taes modificacdes nucleares especificas apresentam com as es-
tructuras ou artefactos provenientes da accio dos fixadores.

No inicio, as massas atraz mencionadas de nucleo-proteinas acido-
philas estdo situadas apenas dentro de algumas malhas do reticulo de li-
nina. Este ultimo é bem conservado e facilmente reconhecivel no interior
da substancia acidophila (fig. 70 .

Empregando a Oc. periplan. 25 < e a Obj. imm. 1/12, 100 x de
Leitz e a luz branca da «Speziallampe» Nitra (6 volts, 6 amp.) de Leitz,
tendo ainda o cuidado de manobrar o diaphragma-iris, nfio sio reconheci-
dos como formando a inclusdo, quer minusculas particulas acidophilas in-
dividualisadas, quer granulos, quer estructuras parecidas com ricketsias,
mas apenas a nucleoproteina acidophila mencionada occupando as malhas
de um reticulo de linina bem conservado (fig. 70).

Em um estadio mais adiantado, as nucleoproteinas acidophilas sdo
mais abundantes, occupando, portanto o reticulo de linina em maior ex-
lensdo e apresentando determinadas alteracoes (fig. 71).

Em lugar de tres ou quatro massas separadas, as nucleoproteinas
acidophilas formam apenas duas massas irregulares distinctas {(figs. 0,
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de nucleoplasma claro (figuras em <«borboleta») ou entdo uma unica
massa de forma approximadamente semilunar (figs. 7, 14 e 71).
O reticulo de linina dentro da inclusio € algum tanto tumefacto e

menos apparente do que em condicdes normaes, mostrando, comtudo, re-
lativamente conservadas e ainda coradas particulas de basichromatina.
A maioria dellas, porém. cora-se cada vez menos intensamente pelo hema-
laum, apezar de que ¢é sempre sensivel reconhecer algumas particulas
mesmo em estadios adiantados da degeneracdo oxychromatica (figs. 15,
16, 22 e 72).

Estas particulas de forma irregular, mas de dimensdes assaz uni-
formes, ddo um aspecto granuloso 4s inclustes (figs. 4, 5, 6, 16, 28 e 71);
estes granulos, comtudo, sdo nitidamente basophilos e deixam-se, com fa-
cilidade, se identificar a particulas de basichromatina que fazem parte do
reticulo de linina (fig. 71). Nas inclusées bem constituidas, o reticulo de
linina e as particulas de basichromatina deixam-se melhor evidenciar em
preparacdes coradas pela fuchsina basica e azul de Loeffler, pelo Bordeaux
hemalaum ou pelo hemalaum simples.

Para conveniencia da descripcido, devemos considerar, na inclusio
typica e perfeitamente constituida, uma «substancia fundamental» e um
«estroma-.

A «substancia fundamental» corresponde 4as nucleoproteinas acido-
philas acima mencionadas; sio estructuras, em parte, presentes no nucleo
normal das cellulas hepaticas, taes a oxyvchromatina; em parte represen-
tam nucleo-proteinas que se originam no nucleoplasma a favor de condi-
cdes anormaes. Formando a substancia fundamental ndio existem, de
modo algum, particulas minusculas ou granulos acidophilecs, mas apenas
a substancia acidophila de extensio variavel occupando uma (fig. 70) ou
mais malhas (fig. 71) do reticulo de linina. Em cortes examinados com o
augmento de 600 a 800 diametros, esta substancia, quando o campo mi-
microscopico é fortemente illuminado, contrasta com o arcabouco de li-
nina em cujas malhas estd situada e assim adquire contornos nitidos e um
falso aspecto de granulos acidophilos (fig. 18).

O cestroma» corresponde ao arcabouco de linina o qual apresenta
as seguintes alteracdes:

1o—tumefaccdo e deformacio do reticulo de linina; 2°¢ leve tume-
faccdo e lyse da basichromatina ahi incrustada (fig. 72).

A «substancia fundamental» apresenta as seguintes caracteristicas,
sendo claro que as reaccdes de coloracdo estabelecidas por Cowdry e
Kitchen (1930) no quadro II para as inclusdes, dizem respeito a essa su-
bstancia.
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Na «Nuclealfairbung» segundo Feulgen, a «substancia fundamen-
tal> permanece sem coloracio (fig. 49), de modo que ndao deve conter
quantidade apreciavel de. acido thymonucleino tal como a chromatina.
Comtudo, esparsas no seu interior. apparecem diversos granulos levemente
corados ¢ algum tanto indistinctos, que correspondem, provavelmente, a
particulas de basichromatina do «stroma» em via de soffrerem lyse.

Experimentados os «Farben-index» de Unna, a substancia funda-
mental apresenta as reaccoes de uma albumina cellular basica. Ndo se
cora pelo azul de methyleno polychromico de Unna, nem pelo verde de
methyla. O «Farbe-index» bordo e hemateina-alume indica que ella ¢
uma albumina nuclear basica corada em carmim pelo bordo, ao passo
que a mesoplastina se cora em azul (Unna, 1928, 18).

Em cortes desparafinados e tratados durante 24 horas por uma
solucdo aquosa a 5 por cento de acido chlorhydrico, lavados em agua dis-
lillada durante horas e corados pelo bordo e hemalaum, as inclusées appa-
recem bem conservadas.

O mesmo resultado é conseguido quando usadas concentrac¢des mais
fortes de acido chlorhydrico, como sejam, solucdes a 15, 20 e a 30 por
cento. Apenas uma leve dissolucdo da mesoplastina (chromatina) € ob-
servada nessas condicdes, mas nunca uma dissolucdo completa e a evi-
denciaciio da «<letzte Grundlage des Kernes» ou da «Zellenrumpf» tal
como menciona e representa Unna (Unna, 1928, pg. 20).

Resultados semelhantes foram obtidos tratando os cortes desparati-
nados por uma soluciio aquosa a 1 por cento de carbonato de sodio.

As alteracdes nucleares que acabamos de descrever correspondem
4s inclusoes da febre amarella; conforme se viu, taes lesGes occorrem ape-
nas em pontos limitados do nucleoplasma.

A porcio restante do nucleoplasma forma um espaco claro em lorno
da inclusdo separando-a da membrana nuclear (figs. 7, 15, 22, 28 e 71).
Neste halo caracteristico, é possivel, na maioria dos casos, manobrando
o diaphragma iris e usando fortes augmentos e illuminacio com a « Spe-
zinllampe» de Leitz, reconhecer porcoes bem coradas, embora escassas,
do reticulo ainda inseridas, de um lado sobre a membrana nuclear, e dc
oulro sobre a inclusio em continuidade directa com o seu «stroma» (figs. .
67 e 71). ‘

E’ possivel que o reticulo de linina, soffrendo alteragées regressi-
vas ou seja uma necrose parcial, permaneca retrahida na parte central do
nucleo, ahi constituindo a inclusdo (fig. 72); esta inclusao ¢ entio, man-
lida em posicio fixa e immovel, gracas a remanescentes do reticulo de
linina, ainda em parte, nio altcrados e que se inserem sobre a membrana
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nuclear (figs. 7, 20, 51 e 67). Alguns detalhes referidos nas observacoes
de Cowdry e Kitchen sobre inclusdes na cellula viva, nio discordam dessa
supposicao.

Outra alterac@o nuclear associada 4 presenc¢a das inclusdes é o aug-
mento de volume da basichromatina situada perto ou sobre a membrana
nuclear.

Em macacos injectados com amostra virulenta de virus de febre

amarella, esta lesdo era muito evidente (figs. 31, 32, 33 e 34), ao passo
que era menos accentuada em exemplares injectados com amostras de
fraca virulencia (figs. 23, 24 e¢ 25), sendo discreta nos casos humanos
(figs. 62, 63, 64, 65 ¢ 68).
T Até agora, essa alteracdo nuclear tem sido referida nas doencas
de virus como representado uma deposicio marginal da chromatina nu-
clear ou como um augmento da chromatina situada na membrana nuclear
em consequencia da opposicido de nova chromatina.

E’ possivel que essa explicacido seja verdadeira no que respeita a
outras inclusdes nucleares que nfdo tivemos opportunidade de estudar,
como as do herpes, virus III do coelho, varicella, elc.

No que respeita 4 inclusdes da febre amarella, essa hypothese pa-
rece-nos pouco acceitavel, visto como sempre pudemos verificar parti-
culas de basichromatina ainda reconheciveis no stroma das inclusoes,
mesmo em phases avancadas da degenerag¢io oxychromatica, quando j4
era muito accentuada a chamada «marginacio» da chromatina sobre a
membrana. Por outro lado repugna-nos admittir que taes particulas de
basichromatina, depois de soffrerem alteracdes necroticas mais ou menos
accentuadas (lyse) e¢ portanto terem apresentado modificacées chimicas
de maior ou menor importancia, sejam ainda capazes de se fusionar e
constituir uma mesma substancia chimica com a basichromatina da meém-
brana nuclear, a qual nas primeiras phases da degeneracdo oxychroma-
tica ¢ geralmente conservada ¢ bem corada.

Comprehendemos melhor as figuras 30, 31, 32, 33, 31 e 72 quando
admittimos que ellas representam, simplesmente, uma fumefaccdo local
da basichromatina que, em condicdes normaes, se encontra localisada so-
bre ou perto da membrana nuclear.

Nos estadios iniciaes (figs. 20 e 70), essa tumefacciio nfio é ainda
bem apreciavel, sendo que, nesses cstadios, as alteracdes regressivas in-
leressam apenas, uma por¢do circumscripta do nucleoplasma. Mais tarde,
contudo, ella se torna cada vez mais accentuada (figs. 23, 24 e 25) ao
passo que as alteracdes cellulares regressivas ganham progressivamente
oulros componentes nucleares e, mais tarde, o cytoplasma.
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Tal alteracio nuclear nio constitue facto excepcional em cytologia,
tendo sido uma tumefaccdo local da chromatina sobre a membrana nu-
clear desde a longa data assignalada por Pianese (1896) em cellulas de
lumores.

Os nucleos augmentam de volume nfdo s60 nas primeiras phases
(fig. 70), como mais tarde, quando encerram inclusdes bem desenvolvi-
das. Assim, na fig. 23, elle mede 12 por 8,5, ao passo que na fig. 12, o
nucleo normal de uma cellula hepatica mede 6,5 de diametro. Em vir-
tude desse augmento, os nucleos se alongam (figs. 21 e 23), alguns se
tornam enrugados «as if the nuclei had lost water» (Cowdry and Kit-
chen).

Nio conseguimos um material favoravel ao estudo dos estadios ter-
minaes da degeneracdio oxychromatica. Mesmo nos preparados de figado
nos quaes mais de 90 por cento das cellulas hepaticas continham inclu-
sdes, os estadios terminaes mostram-se surprehendentemente escassos. Con-
sideramos estadios terminaes, nio os representados nas figs. 25 ¢ 72, mas
aquelles em que toda a membrana nuclear € desapparecida.

Em algumas circumstancias raras, verificamos cellulas hepaticas

com a membrana nuclear mais ou menos conservada, ao passo que 0O seu
contetido acidophilo nfo era mais visivel (fig. 38). Nao € facil interpretar
taes aspectos; é possivel que elles resultem de um artificio de technica. De
oulro lado elles recordam os «empty nuclei» encontrados no homem

(fig. 60).

Pesquizamos as inclusdes, juntamente com Penna de Azevedo, nas
capsulas suprarenaes, tendo ahi encontrado alteractes do conteido acido-
philo do nucleoplasma em cellulas da camada cortical, assaz suggestivas
de inclusdes. Consideramos, comtudo, esses aspectos representados nas figs.
37 e 40 como ndo concludentes.

Constituindo. de accordo com as autoridades, causa de erro em pa-
thologia intracellular, a confusio entre alteracdes nucleolares e inclusdes
intranucleares especificas, € um dos enganos que tem concorrido para des-
acreditar o valor das alteracdes cytologicas verdadeiramente especificas
nas doencas causadas por virus filtraveis, foi nosso cuidado primordial
verificar qual o modo de se comportar do nucleolo nas cellulas hepaticas
do Macacus rhesus em que descreviamos corpusculos intranucleares espe-
cificos da febre amarella.

Esse estudo nio offerece difficuldade em virtude da abundancia com
que sdo encontrados os corpusculos especificos, ndo sendo raro observar
cortes de figado nos quaes a quasi totalidade das cellulas hepaticas os apre-
senta. Tambem, no macaco, as alteragdes nucleares ndo sio tio proemi-
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nentes como no homem (figs. o5, 6, 7, 14, 15, 16 ¢ 19), sendo que o nmu-
leolo apparece nitidamente distincto quer topographicamente, quer pelas
reaccoes de coloraciio das inciusdes. mesmo em estadios adiantados da de-
generacao oxychromatica.

A distincc¢ao entre nucleolos ¢ corpusculos especificos apparece, po-
rém, com grande evidencia nos preparados corados pelo methodo de Good-
pasture para corpusculos de Negri (Goodpasture, 1925).

1—0Os cortes desparafinados sio corados, durante 10 minutos em
uma solucao a 0,5 9% de fibrina basica em alcool a 20 9%, a qual, na occa-
siio de usar se deve juntar 19 de oleo de anilina.

2—Lavar rapidamente em agua corrente, enxugar com papel de
filtro e differenciar em alcool a 95°.

3—Lavar ¢ corar durante alguns segundos pelo azul de methyleno
de Loeffler preparado recentemente.

4—Lavar. Deshydratar no alcool absoluto. Xylol. Oleo de cedro.
Balsamo.

O methodo da melhores resultados em material {ixado no liquido
de Zenker. Em material fixado no formol a 10 9 obtem-se uma coloraciao
diffusa e intensa dos tecidos pela ifuchsina; esta exige uma differenciacio
prolongada pelo alcool a qual as mais das vezes acarreta o descoramento
do proprio nucleolo. Em taes condi¢des, obtivemos bom resultado fazendo
uma differenciacdo muito rapida em alcool a 90° addicionado de 10 gottas
de acido acetico para cada 60 c.c. (Goodpasture-acetico).

Quando os coranles sio recentes e a differenciacio foi conduzida de
modo conveniente, a unica esiruciura que apparece corada pela fuchsina
nas cellulas hepaticas normaes do M. rhesus, ¢ o nucleolo; a sua colora-
cdo, em vermelho vivo, contrasta lorlemente com a da chromatina, em
violeta, ¢ a da membrana nuclear, em azul.

Nas cellulas hepaticas de macacos infectados pelo virus da febre

amarella, os corpusculos especificos lingem-se em tonalidades intermedia-
rias enlre o azul e o violeta, contrastando de modo accentuado nas mesmas
cellulas com o nucleolo tinto em vermelho (figs. 4, 5, 6, 7 e 67).

Pelo seguinle processo obtem-se um coniraste nitido de coloracao
enlre nucleole e corpusculo intranuclear especifico; o primeiro, reveiando
os detalhes de estructura de um amphinucleolo, conforme verificaram
Cowdry e Kitchen, se apresenta em azul escuro e em azul da Prussia; o
segundo se cora em rosa (substancia fundamental) com granulacdes vio-
leta claro (caryosomos do «stroman ).

1—Fixar no Zenker-acido acetico ou no Helly e incluir em para-
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fina. Cortes de 4—6 de espessura, desparafinados, passados em alcool a 70°
iodado, descorados no alcool a 70°, levados a agua.

2—Corar durante 10 minutos em uma solu¢fio aquosa a 1 por cento
de phloxina.

3—Lavar e corar durante 10 minutos em uma soluc¢iio aquosa a 1
por cento de azul de toluidina (de preferencia, antiga).

4—Enxugar o excesso da agua e differenciar por agitacdo continua
no alcool a 90° contido em um tubo de Borrel até que reappareca inteira-
mente a coloracdo rosea dos lecidos.

5—Alcool absoluto. Xylol. Oleo de cedro. Balsamo. LLaminula.

Em cortes corados pela phloxina azul de toluidina, o nucleo da
cellula hepatica normal de M. rhesus apresenta geralmente um nucleolo
unico tinto em azul quasi negro, com contornos mais escuros; prolongan-
do-se mais a differenciacio, nota-se no nucleolo a estructura referida an-
teriormente na descripcio do nucleo normal. A basichromatina e a mem-
brana nuclear revestem tonalidades diversas do azul e violeta.

Na cellula hepatica de rhesus inoculado com virus da febre ama-
rella na qual sobrevem os corpusculos nucleares especificos, as alteracoes

nucleolares podem ser, assim, suminariadas:
a) tumefac¢do e separacdo dos componentes nucleolares :

O nucleolo augmentado de volume mosira separac¢io de seus com-
ponentes normaes que formam duas por¢des juxta-postas; uma dellas é
menor, sendo formada pelos componentes chromophilos do nucleolo for-
temente corados em azul escuro. A «porcido restante» do nucleolo, de
maiores dimensdes, piriforme ou de férma irregular e as vezes de con-
tornos denteados, cora-se Iraca e dilfusaniente em uma beila tonalidade
azul da Prussia (figs. 50 e 51). Em oulros nucleos nota-se apenas tume-
faccio do nucleolo em cujas bordas, ds vezes em dois ou tres pontos dis-
tinctos, apparecem os componentes chromophilos em azul quasi negro

(figs. 70 e 71).

b) marginacdo de componenies nucleolares:

Os dois componentes nucleolares gradualmente se separam (fig. o1)
dirigindo-se a porcdio mais intensamente chromophila para a membrana
sobre a qual vém se incrustar distinguindo-se entdo apenas pelas suas
maiores dimensdes de granulos de chromatina que ahi tambem se encon-
lram. A porcio restante do nucleolo, em azul da Prussia, permanece na

séde habitual do nucleolo.
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Os mesmos aspectos podem ser verificados usando outros methodos
de coloracdo. O methodo pelo carbol-methyl-griin-pyronin de Pappenheim-
Unna fem a vantagem de mostrar que a porcio componente nucleolar que
designamos por componente chromophilo ndo parece ser constituido por
basichromatina; com effeito, elle se cora em vermelho pelo methodo de
Pappenheim-Unna, ao passo que a basichromatina se tinge em verde.

MORPHOLOGIA DOS CORPUSCULOS INTRANUCLEARES NO HOMEM

O criterio que adoptamos para a caracterisacio dos corpusculos in-
tranucleares no homem foi o seguinte: reconhecer como «corpusculos in-
lranucleares especificos da febre amarella» unicamente as figuras lypicas
(figs. 62, 65 e 68) nas quaes «o reticulo de linina alterado é englobado por
uma substancia acidophila mais ou menos abundante que se collecciona na
porcido central do nucleo; taes porcdes alteradas do nucleo sio de todos
os lados separadas da membrana nuclear por um halo claro; acompa-
nhando taes aspecios lypicos nota-se, sobre a membrana nuclear, nitida
lumefaccdo da basichromatina ahi localisada.

Correspondem esses aspectos aos estadios lypicos que descrevemos
no macaco como c«figuras em calota de esphera» e «em borboleta» (figs.
18 e 15).

Nao levamos em conta, no material humano, estadios mais precoces
da formacdo dos corpusculos intranucleares, por duas razdes. A primeira
foi a facilidade de confundir com esses estadios precoces, outras lesdes nu-
cleares ndo especificas, taes modilicacdes da oxychromatina e de oulras
nucleoproteinas associadas a alteracdes degenerativas da cellula hepatica,
bem como alteracdes do nucleolo.

A segunda foi que, em todos os M. rhesus inoculados com virus da
febre amarella ndo encontramos um s6 no qual existissem apenas aquellas
phases precoces com exclusdo <das phases typicas («figura de borboletas »
«calota de esphera»).

Nas figuras 61, 62, 63. 64, 65, 68 ¢ 69 indicamos o aspecto dos cor-
pusculos intranuclearcs nos tres casos humanos de febre amarella em que
os observamos. Um delles (Caso 5271) ¢ uma menina de 4 annos de edade,
removida de um féco de febre amarella para o Hospital Oswaldo Cruz e
que ahi veio a fallecer cerca de 40 horas ap6s o inicio da molestia, segundo
informacgdes do seu medico assistente, o Dr. Evandro Chagas.

A autopsia foi iniciada 30 minutos apds o obito.

Este foi o caso humano em que mais abundantes se mostraram os
corpusculos intranucleares (figs. 63, 64 € 65). Podem ser enconirados em
quasi todos os cortes de figado examinados, mas sdo antes escassos e de
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modo algum comparaveis em abundancia a4 dos corpusculos intranucleares
em cortes de figado de macacos infectados.

%

Uma particularidade que notamos varias vezes foi a de que, quando,
depois de pesquiza, por vezes demorada, vem a se encontrar uma cellula
hepatica com corpusculos intranucleares, nos campos visinhos, mas nfo
nas cellulas immediatamente adjacentes, sempre ¢ possivel encontrar di-
versas outras cellulas com corpusculos intranucleares. Ha, assim, em
cada corte, um foco ou uma pequena area onde estdo acantonadas as cel-
lulas com corpusculos intranucleares.

O segundo caso (Caso 2485) em que encontramos corpusculos in-
franucleares na cellula hepatica (figs. 61 e 62) foi um dos primeiros ca-
sos da epidemia de 1928. Trata-se de um soldado no qual a doenca evoluio,
bastante rapidamente, em pouco mais de 48 horas, segundo informacoes
foruecidas ao Dr. Caleb Bomifim que foi quem trouxe o material ao nosso
laboratorio.

Ahi, tambem, as cellulas com corpusculos intranucleares podem ser
encontradas em quasi todos os cértes, mas sempre esparsas € incompara-
velmente mais raras que no macaco.

Alguns desses corpusculos ddo a impressio de serem incompleta-
mente desenvolvidos. Elles apresentam os caracteres geraes das alteracdes
especificas: substancia acidophila na parte central do nucleo, independente
do nucleolo e tumefaccdo da basichromatina na membrana. O seu stro-
ma, porém, ¢ mais facilmente identificavel ao reticula de linina do que
nos corpusculos completamente desenvolvidos, onde tal reticulo sofire al-
leracOes mais ou menos accentuadas. Tambem o nucleoplasma, em lorno
da substancia acidophila conserva estructura proxima do normal (fig. 62)
ao em vez de se apresentar como um halo apparentemente sem estruc-
tura (Oc. 4%X) como nos corpusculos bem desenvolvidos.

O terceiro caso (Caso 5396), (figs. 68 e 69) no qual encontramos
corpusculos intranucleares especificos, era um rapaz de 19 annos, lallecido
no 6¢ dia de molestia e cuja autopsia iniciamos 23 minutos apos o obito.

Embora o aspecto nio seja tio semelhante ao dos corpusculos in-
tranucleares do macaco como os que vimos nos outros dois casos, oifere-
ceu as mesmas caracteristicas geraes de taes corpusculos (fig. 68)..

A pesquiza de inclusdes typicas resultou negativa em 14 outros ca-
sos de febre amarella (quadro (VIII). Nio consideramos, porém, esse re-
sultado ainda como definitivo. Com effeito, no Caso 5396, onde mais tarde
viemos a encontrar corpusculos intranucleares, pesquizas anteriores ha-
viam sido infructiferas. E’ possivel, assim, que em outros, tambem, eclles
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existam de modo muito escasso ¢ venham a ser posteriormente encontra-
dos por um acaso feliz.

Devemos informar que, de facto, em alguns dos 14 casos reunidos
no quadro VIII, embora nao existissem inclusdes typicas, notamos muitas
vezes augmento apreciavel de particulas acidophilas intranucleares (fig.
59), . em relacio aos casos humanos que examinamos como conlraprowva.
Em taes casos nos sentimos embaracados para negar que taes aspectos néao
tivessem relacio com a degeneracio oxychromatica. Achamos que € in-
dispensavel um melhor conhecimento das phases iniciaes da degenera-
cio oxychromatica antes de tirar qualquer conclusio em casos humanas
de febre amarella com modificacoes accentuadas das nucleoproteinas aci-

dophilas.
O que nao resia duvida ¢ que a amostra ou amostras de virus da

febre amarella que occorreram durante a epidemia de 1928 no Rio de
Janeiro, eram fracas productoras de inclusdes no homem, ao passo que no
macaco foram capazes de determinar abundante produccio de inclusoes
quando directamente inoculados com o sangue do doente no macaco

(quadro 1).
Certamenie isso nio vem em apoio da ideia segundo a qual as

condicoes do virus sio fundamentalmente identicas no homem e no ma-
caco, questdo essa sobre a qual voltaremos em outro logar.

E’ importante para o assumpto de que trata este capitulo, que se-
jam perfeitamentie distinguidas entre si as alteracdes intranucleares cspe-
cificas e ndo especificas. Por outras palavras, ¢ indispensavel estabelecer
quaes as alteracoes intranucleares que estdo associadas a processos regres-
sivos communs € que podem simular, mais de perto, as verdadeiras inclu-
sJes intranucleares.

Com esse fim, procuramos distinguir provisoriamente, dando-lhes
uma designacio arbitraria, todas as alteragdes que, a nosso juizo, eram
sufficientemente typicas e pareciam occorrer em circumslancias varia-
das com aspecto mais ou menos constante.

Inclusées intranucleares: As inclusdes intranucleares typicas nos
casos humanos estio localisadas a4 porcio central do nucleo, sendo sepa-
radas da membrana nuclear por um espaco claro de nucleoplasma. A tu-
mefaccio da basichromatina sobre a membrana nuclear nunca € tdo accen-
luada no homem (figs. 65 ¢ 1) coimo nos macacos, especialmente os in-
jectados com a amostra africana Asibi (fig. 31 e 34).

"~ No nosso material, quer do homem, quer do macaco, as inclusdes
nio sio formadas «within the nucleus in colony-like masses of which the
individual particles are about the size ol most ncketsme >, conforme des-
crevem Cowdry e Kitchen no seu material. o ' |
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No nosso material, as inclusdes da febre amarella sio formadas por
nma «cubstancia fundamental» e por um «stroma» (figs. 71 e 69).

.\ substancia fundamental é uma nova substancia que se origina
em virtude de processos anormaes decorrendo no nucleo. Ella é, provavel-
mente, formada por diversas nucleoproteinas acidophilas relacionadas em
parte ccm a oxychromatina, mas em parte provavelmente com outras nu-
cleoproteinas derivadas do nucleoplasma.

Em phases iniciaes as nucleoproteinas acidophilas acima menciona-
das ficain localisadas apenas em algumas malhas do reticulo de linina.
Ikxaminadas entdo com o augmento de 600—1000 diametros em um cam-
po microscopico fortemente illuminado, as substancias acidophilas tor-
nam-se mais conspicuas do que o reticulo e assumem o falso aspecto de
granulos; (fig. 68). O exame com augmento mais forte usando a luz branca
da «Speziallampe» Nitra de Leitz, e varias aberturas do diaphragma-iris,
permittc observar dentro da inclusio um stroma que corresponde ao reti-
culo de linina do nucleoplasma alterado (fig. 69).

vas condicdes opticas mencionadas, o «stroma» se mostra formado
por um reticulo e por particulas basophilas ou granulos incrustados no
reticulo.

Esses granulos de forma irregular e de dimensdes sensivelmente
uniformes correspondem a particulas de basichromatina levemente tume-
factas, as quaes soffrem lyse e por conseguinte, sio fracamente coradas
pelo hemalun (fig. 69).

Os amphinucleolos sio, em regra geral, facilmente differeaciaveis.
(quer topo;raphicamente, quer pelas reaccoes de coloracio das inclusdes,
conforme haviamos notado nos macacos (Torres, 1928 ¢, 1928 /). Em al-
guns casos existe um duplo nucleolo, mas ordinariamente, conforme nota-
ram Cowdry e Kitchen, o nucleolo é relativamente bem conservado, ao
passo que, no mesmo preparado, as alteracdes nucleolares sio bastante
pronunciades em cellulas hepaticas que nio apresentam inclusdes.

Gran-ulos erythrocytiformes: No nucleoplasma de uma cellula he-
patica apparecem um ou dois granulos acidophilos, redondos, de contor-
nos nitidos e intensamente corados pela eosina (figs. 57, 58 e 60). O re-
liculo de linina e a membrana nuclear, em taes cellulas, geralmente nio
mosiram modificacoes do aspecto normal.

Algumas vezes a porcido central do granulo acidophilo é mais pal-
lidamente corada, contrastando com a peripheria: aapparencia de erythro-
cyto é, entdo, bem apreciavel (figs. 57 e 58).

Muitas vezes esses granulos peculiares existem dentro de <empty
nuclei» junto da membrana nuclear e de remanescentes do reticulo de
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linina (fig. 60), isso quer em casos de febre amarella, quer em oulras
doencas.

A forma redonda regular ¢ os contornos nitidos que elles offerecem
quando examinados com Obj. imm. 1/12 e Oc. periplan. 4x ou 8x de
Leitz, tornam-se menos nitidos quando se os examina com a Oc. 12 ou
25 de Leitz e a luz da «Speziallampe» de Leitz. Em taes condi¢des se ve-
rifica que o granulo erythrocytiforme ¢ formado por uma substancia aci-
dophila (oxychromalina ?) depositada em duas ou lres malhas do reti-
ticulo de linina. O forte conlraste existente entre essas substancias inten-
samente coradas em roseo ¢ as malhas do reticulo de linina explica o as-
pecto que comparamos ao de um erythrocyto que possue o granulo quan-
do examinado com 800 a 1000 diametros em um campo microscopico for-
temente illuminado.

Nunca se verilica tumefaccdo da basichromatina sobre¢ a mem-
brana nuclear neste typo de alteracido nuclear, conforme acontece com as
inclusdes das doencas de virus (figs. 57, 58 e 60).

Particulas acidophilas : Numerosas particulas acidophilas, pequenas.
irregulares, algumas vezes formando grupos distinctos (figs. 59 e 56)
sdo algumas vezes encontradas no interior de nucleos de cellulas hepaticas,
quer em casos de febre amarella (fig. 59), quer em outras doencas ( lig.
56).

A distinccio é, algumas vezes, delicada entre eslas particulas aci-
dophilas e os granulos erythrocytiformes. Quasi sempre, porém, as par-
ticulas acidophilas (oxychromatica ?) acompanham em certa extensao
as malhas do reticulo de linina, apresentando assim, um contorno irregular
¢ franjado. Tambem os seus contornos tornam-se muito pouco nitidos
quando usados augmentos mais poderosos e manobrado o diaphragma-iris.

Basophilia do nucleoplasma: Nio é raro observar em nucleos en-
rugados de cellulas hepaticas, quer na febre amarella, quer em oulras
doencas (fig. 55), uma coloraciio azul do nucleoplasma, algumas vezes
apenas na visinhanca dos nucleolos.

E’ uma condicio nuclear mais ou menos semelhante a que assigna-
lamos anteriormente nas cellulas hepaticas, de rhesus inoculados ou nio

inoculados (Torres, 1929 a, figs. 44 e 45).

Algumas vezes existe uma lyse apparente da basichromatina in-
tranuclear em taes nucleos azues.

Multiplicidade do nucleolo: Na febre amarella, constitue nma alte-
racio proeminente, a occurrencia de muitos nucleolos dentro de um mes-
mo nucleo (figs. 59 e 54). Taes nucleolos offerecem, de regra, grande va-
riabilidade de dimensdes, ndo sendo raro encontrar micronucleolos cujas
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dimensdes representam um quinto ou menos da de outros nucleolos no
mesmo nucieo (figs. 59 e 54). Todos esses nucleolos mostram uma es-
tructura typica de micronucleolos em preparados corados pela phloxina e
azul de toluidina. ‘

No nucleo interkinetico da cellula hepatica occorre, assim, uma re-
produccdao ou multiplicacio do nucleclo muito accentuada na febre ama-
rella, mas occorrendo tambem em outras molestias (Quadros VIII e IX).

Em alguns casos, um micronucleolo fica de permeio com particulas
acidophilas, de modo que, quando o campo microscopico ¢ fortemente
itluminado, elle parece corado, tambem, em roseo, o que se verifica nio
ser 0 caso quando se fecha o diaphragma ¢ o campo é obscurecido. Isso
veriiicamos na cellula desenhada na figura 59. Figuras intranucleares
complexas podem, assim, difficultar o reconhecimento da degeneracio
oxychromatica na cellula hepatica, em casos humanos de febre amarella,
quando o0s seus aspectos nio sdao typicos.

Nucleos esvasiados: A figura 60 mostra nucleos esvasiados encon-
lrados em caso humano de febre amarella. Elles sio semelhantes 4s es-
tructuras descriptas como «empty nuclei» e representadas na figura 48
do trabalho de Cowdry e Kitchen (1930).

T'umeface¢do dos nucleolos: Foi encontrada quer na febre amarella,
quer em outras doencas (Quadros VIII e IX). A’s vezes, o nucleolo apre-
senta uma esireita margem acidophila e o centro basophilo (fig. 53).

VIRUS DA FEBRE AMARELLA E INCLUSOES INTRANUCLEARES

Sendo o0 agente etiologico da febre amariella um virus filtravel e
ultramicroscopico, ¢ impossivel affirmar ou negar, em uma base morpho-
logica, se elle toma parte na formacio dos corpusculos nucleares espe-
cificos e estd nelles incluido. Isso, alidas, nido foi nem podera ser feito
para nenhum dos corpusculos cuja especificidade é geralmente admittida,
tacs os de Negri, de Guarnieri e de Bollinger.

Com effeito, usando o microscopico actual, uma particula com as
dimensoes de 0.2 esta nos limites da visio clara, «for resolution depends on
1/2 n. a. which, using white light and the best lenses, is about 0.2». (Mar-
lin). Os limites physico e optico previstos pela theoria estio quasi attin-
gidos (Bernard). No emtanto, experiencias de filtracido atravéz de mem-
branas de collodion levam a supposi¢io de que o diametro das particulas
dos virus filtraveis seja approximadamente a da molecula da proteina
(2-3 ¢ ) ; contudo outras indicam uma magnitude egual ou maior que as
particulas do «collargol», ou seja 20#« (Martin).

Por conseguinte, o problema das relacfes entre virus filtraveis e as
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inclusdes cellulares especificas que os caracterisam s6 podera ser abor-
dado de modo indirecto ¢ € isso o que procuraremos fazer accumulandc
dados que a elle digam respeito. |

Estio neste caso os que estabelecem uma relacdo entre a presenca
do virus da febre amarella no sangue ¢ nos tecidos demonstrada por ino-
culacio em animaes sensiveis ¢ pelas lesdes typicas da febre amarella ex-
perimental e a existencia dos corpusculos nucleares especificos na cellula
hepatica.

Os quadros annexos informam do que apuramos uc material do
Instituto Oswaldo Cruz de que pudemos dispor.

Conforme mostram os quadros, o resultado da inoculacdio em ani-
mal sensivel s6 é indicado em certo numero delles, ou porque para a con-
clusdo das experiencias em que serviram os animaes fosse bastante a ve-
rificacdo anatomo-pathologica da febre amarella experimental ou porque
nio tenhamos colhido as necessarias informacodes junto aos collegas ja
mencionados os quaes bondosamente nos forneceram o material. A infec-
cdo do macaco, nos casos em que nio foi feita inoculacdo a outro macaco,
¢ garantida pela occurrencia de lesdes tvpicas de febre amarella experi-
mental, especialmente as do figado.

O que chama, em primeiro logar, a attencfio, é a frequencia com
que os corpusculos especificos apparecem nos macacos inoculados.

Assim, elles sdo encontrados, sem excepcio, em 6 animaes inocula-
dos com sangue retirado no decurso das primeiras 72 horas de molestia, de

doentes de febre amarella da epidemia no Rio de Janeiro, em 1928 (v.
Quadro I). '

Elles apparecem em tres. dentre quatro macacos que foram picados
por Aedes aeqypti quer infectados em doente de febre amarella, quer em
M. rhesus inoculados com amostras ou africana «Asibi» (v. Quadro II).
O macaco em cujas cellulas hepaticas ndo ha inclusdes, ndo se infectara,
conforme mostraram o exame histologico ¢ a inoculacio em outromacaco.

Ao passo que os corpusculos nucleares especificos sao presenles em
todos os 12 animaes (v. Quadro 1V) inoculados com sangue de macacos
infectados pela amostra africana «Asibi». existem, apenas, em 4, dentre 8
inoculados com sangue de macacos infectados pelas amostras brasileiras
(v. Quadro III). Tambem dentre 14 macacos (v. Quadro V) inoculados
com emulsdo de figado virulento (amosira brasileira,, elles existem em 7.
ao passo que sio encontrados em todos os dez animaes (v. Quadro VI)
inoculados com emulsido de figado virulento (amostra africana «Asibi» ).
Esses factos estio de accordo com as differencas de virulencia e irregula-
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ridade de accdo notadas nas amosiras americanas (Aragao, Cunha e Muniz,
Davis, Monteiro) quando comparadas com a amosira africana «Asibi».

Dentre 15 animaes inoculados com emulsio e excreta de Aedes ae-
gypti 1nfectados, os corpusculos nucleares especificos existiam em 12 (v,
(Quadro VII).

Sendo os corpusculos nucleares especificos possivelmente associa-
dos a presenca do virus no interior das cellulas affectadas, offerece inte-
resse verilicar que relacdes apresentam elles com a evolucdo da molestia
experimental.

O exame dos quadros annexos mostra que os corpusculos nucleares
especificos nao foram encontrados em um animal inoculado com sangue
virulento (amostra brasileira) de outro macaco e morto no 3¢ dia (v.
Quadro II1), nem em outro inoculado com emulsido de mosquitos infecta-
dos (amostra brasileira F. W.) ¢ morto no 3¢ dia (v. Quadro VII). Ao
contrario, elles eram presentes e mesmo abundantes, em 3 macacos (V.
Quadro VI) inoculados com emulsido de figado virulento (amostra alricana
«Asibi»,).

Em macacos inoculados com amostra brasileira, os corpusculos nu-
cleares especificos sao abundantes em um animal infectado com sangue
de doente ¢ morto no 5° dia (v. Quadro I), existindo, mas ndo em abun-
dancia, em outro animal picado por meosquitos ¢ morto no 3° dia (v.
Quadro 11,.

Assim, de inicio, ¢ patente que a virulencia da amosira de virus da
febr= amarella empregada tem influencia manitesta, sendo os corpusculos
especificos encontrados em animaes mortos no 3° dia de inoculacio quan-
do inoculados com a amostra africana «Asibi», ao passo que s6 comecam
a apparecer no 5° dia de inoculacio nos animaes inoculados com amos-
lras brasileiras.

Os corpusculos especificos mostram-se geralmente presentes e algu-
mas vezes abundantes, em M. rhesus infectados com amostras brasileiras
e examinados enire o 6° e o 14° dias de molestia.

O exame do Quadro V suggere uma desapparicdo gradual dos cor-
pusculos em animaes que sobrevivem a infeccdo. Esta interpretacdo en-
contra, porém, sem duvida, uma objeccdo na irregularidade de accio
airaz mencionada das amostras brasileiras; ¢ que tal irregularidade po-
dera explicar, ella propria, os resultados colligidos no quadro acima men-.
cionado. |

O Quadro VII mostra que nos macacos inoculados com mosquitos
infectados, especialmente com a amostra africana «Asibi» ndo sio raros
0os casous de infeccdo prolongada, nos quaes os corpusculos nucleares es-
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pecificos occorrem em animaes examinados depois de 14, 17 e 21 dias de
infeccio. Tambem no Quadro V existe um macaco com molesiia prolon-
gada e corpusculos nucleares especificos no 36° dia de molesti¢, nos Qua-
dros I e III, 2 macacos com corpusculos especificos no 15° dia, no Qua-
dro IV um no 25°¢ dia de molestia.

E’ possivel que as inclusdes na febre amarella estejamr associadas
a presenca in loco de micro-organismos ultramicroscopicos. Mas ellas
podem representar, sem duvida, unicamente a accio nociva occorrida pelo
virus sobre a cellula hepatica. As inclusdes seriam. assim, a ::onseJuencia
tardia da accio nociva occasionada pelo virus. Sendo assim, cllas node-
rao existir na cellula, embora o virus nio mais ahi se enccntre, nem no
sangue.

De qualquer maneira, a explicacio mais simples, a nusso juizo, para
a escassez das inclusdes no homem e a sua abundancia no inacaco esta nas
differencas que a distribuicio do virus apresenta nas duas especies ani-
maes.

E’ claro que, se as inclusdes constituem uma alteraclo especifica
nas cellulas hepailcas associada 4 infecciio pelo virus d:o febre amarella,
esteja presente em quantidade sufficiente ¢ exerca a sua acciio durante
um periodo de tempo sufficiente.

E’ logico que quanto maior for a quantidade de virus e maior, o
prazo de tempo durante o qual elle exerce a sua acclo nociva, tanto mais
intenso sera o seu effeito nocivo.

Serdo absolutamente identicas as condicoes relativias 4 presenca do
virus da febre amarella no macaco e no homem ?

Seguramente nido: a infecciosidade do sangue ¢ dos tecidos diminue
e mesmo, de regra, desapparece. inteiramente, no doente de febre amarella
apods o terceiro dia de molestia: menos virus no sangue ¢ nos tecidos, me-
nor numero de inclusdes nas cellulas do figado.

No macaco. ao contrario, as experiencias de transmissio da moles-
tia sdo relativamente faceis de se conseguir em prazo de tempo distincta-
mente maior que no homem: maior quantidade de virus no sangue € nos
tecidos ou entdo virus agindo durante maior prazo de tempo, mais nume-
rosas as inclusdes nas cellulas do figado.

O resultado do estudo do material humano que examinamos con-
corda com os de Cowdry e Kiltchen, sendo desfavoraveis a4 hypothese se-
gundo a qual as inclusdes significariam a presenca actual do virus da fe-
bre amarella na cellula hepatica.

Na verdade encontramos as inclusdes, embora escassas, em uni
doente que morreu no sexto dia de molestia (Quadro VIII.



QUADRO 1

Macacos inoculados com sangue de doentes de febre amarella ! retirado durante as primeiras 72 horas.
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N. do animal injectado

- = o e m— s S — w5 S —— T e ...._...-,J-_._ - S — - e L L e @ TIE e s e - -
— - = E e e p————

M. rhesus
8 Ar,
2

M, cynomolgus
7 Ar.

M. rhesus
478 Ar.

M. rhesus
37 Ar.

M. rhesus
6 C. Mn.
3

M. rhesus
O Art.

i
I
|
{
|

|'

— —_———— Em ? Wmeea o= — ——

Duragdo da molestia
experimental

o _mmrs W e W=

5 dias

7 dias

8 dias

0 dias

11 dias

= i = -

_--h

= - = = R — il

| Resultado da inoculagdo

em animal sensivel
(M. rhesus)

o rm e cmm——

Positivo

Positivo

Ay - — -

— —
.

=
. e T T 2 B s —— il

I — Epidemia de 1928, no Rio de Janeiro, Brasil.
2 — Material devido 4 gentileza do Dr. H. de Beaurepaire Aragao.
3~ Material devido 4 gentileza dos Drs. A. Marques da Cunha e ). Muniz.
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Inclusdes intranucleares
typicos na cellula hepatica

R

— = a— — —a. —m - B T Eon i - e mm e ——

L T T .

Presentes; abundantes

Presentes

Presentes

Presentes: nao abun-
dantes

Presentes

Presentes; raras

e N et

m e m—

Observacoes

— i e

O animal teve morte espontanea. O do-
ente era um caso benigno. A autopsia mos-
trou lesOes typicas de febre amarella nos
cortes histologicos de figado.

O animal teve morte espontanea. Os
cortes histologicos de figado mostram lesGes
typicas de febre amarella.

Inoculacao com 8 cc. de sangue de uin
caso suspeito, o animal teve morte espon-
tanea. LesOes histologicas typicas de febre
amarella no figado.

O animal teve morte espontanea. O
doente era um caso grave. Lesdes histolo-
gicas de febre amarella no figado e rins.

O animal teve morte espontanea. O
doente era um caso benigno. A amostra iso-
lada ficou sendo a F. W.

Inoculado com sangue de dois casos
benignos.
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QUADRO 11

—m.
= —— — — —— S

N. do animal infectado

Duracdo da molestia
experimental

T

— - —_— — -

Macacus rhesus picados por Aedes aeqypti infectados

—————— o - = - e S —— e
—

=
— e —— ——

Resultado da inoculacdo
em animal sensivel

B —
— e = R e —— =

M. rhesus
35 Ar.

M. rhesus
226 Ar.,

M. rhesns
32 C. Mn,

M. rhesus
400 Ar.

—

5 dias

6 dias

8 dias

8 dias

S —

Inclusdes intranucleares
typicos na cellula hepatica

(M. rhesus)
Presentes
Presentes
Negativo Ausentes
1
| Presentes

T —— T S e e . i i — S —

e —— s e — = —_ - = — e

Observacoes

O animal teve morte espontanea. Os
mosquitos foram infectados em um doente
de febre amarella, A autopsia mostra lesdes
histologicas de febre amarella.

— e ———— el e e e e — —_—

Sacrificado em agonia. A autopsia mos-
tra lesdes histologicas typicas de febre ama-
rella no figado e rins.

Foi picado por 2 Aedes ata’frypti que su-
garam o rhesus 25 (virus brasileiro F. W.),
0s quaes apparentemente nao se infectaram.
Os cortes de figado do 32 C. M. n3do mos-
tram as lesGes de febre amarella experimen-

tal.

Sacrificedo. Os mosquitos estavam in-
fectados com virus africano Asibi. A autop-
sia mostra lesdes typicas de febre amarella
no figado.
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N. do animal injectado

M. rhesus
28 Ar.

J‘M- rhﬁ'SH‘i'
0R Ar.

M. rhesus
16 C. Mn.

M. rhesus
100 Av.

M. rlesus
70 Ar.

M. rhesus
78 Ar.

i

QUADRO Iil

\nimaes inoculados com sangue virualento (virus brasileiro) de onfros maciacos

Duracdc da molestia |

experimental

3 dias

6 dias

6 dias

10 dias

10 dias

10 dias

Resultado da inoculacao
em animal sensivel
(M. rliesus)

-_—

Negativo

Posttivo

Negativo

Negativo

Inclusoes iatranucleares
typicos na cellula hepatica

Ausentes

Ausentes

Presentes; abundantes

Presentes

Presentes; abundantes

Presentes; discretas

Qbservacoes

Mcorto precocemente de peritonite. Os
cortes histologicos de figado nao mostram

as lesOes de febre amarella.

Apresentou febre nos primeiros dias.

' Parecendo que ia sobreviver, foi sacrificado.

A autopsia mostrou bronchopneumonia do
pulmao direito, petechias na pleura, dege-
nerescencia gordurosa do figado, pleurite
fibrosa chronica direita. LesOes de febre
amarella experimental ausentes.

Amostra F. W. de virus. Sacrificado
apO0s queda de temperatura. Os cortes de
ficado mostram lesdes de febre amarella
experimental.

Inoculado com soro de rkesus infectado
conservado mna geladeira de um dia para
outro. Apresentou curva thermica irregular
sendo sacrificado.

Inoculado com 0 cc. 2 de scro de M.
cynomolgus infectado. Sacrificado.

Inoculado com sangue de M. cynomol-
gus 56 Ar. infectado. Sacrificado. Os cortes
de ficado mostram lesdes typicas de febre
amarella experimental.
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M. rhesus
74 Ar.

M. cynomolgus
15 C. Mn.

12 dias

Ausentes

Presentes; nao

abundantes

I

inoculado com 1 cc. de sangue do re-
sis 55 Ar.,, que fora injectado com virus,
mas que sobreviveu, tendo apresentado os-
cillacdes de temporatura. 0 74 Ar. apresen-
tou, tambem, oscillacoes de temperatura,
sendo sacrificado. A autopsia mostrou tu-
berculose chronica dos pulmdes, figado e
baco. Os cortes de figado nao mostram as
lesGes da febre amarella experimental.

Amostra F. W. de virus. Morte expon-
tanea. Os cortes de figado mostram lesdes
de febre amarella experimental.
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QUADRO 1V

Animaes inoculados com sangue virulento (virus africano, Asibi) de oulros macacos

N. do animal infectado

Duracao da molestia

e

Resultado da inoculagao
em animal sensivel

experimental
(M. rhesus)
s = l m— = — e
M. rhesus 5 dias
457 Ar. Cl.
1
M. rhesus 5 dias
445 Ar. §

M. rhesus 5 dias
485 Ar. Cl

J
M. rhesus 5 dias
480 Ar. ClL

!
M. rhesus 6 dias

443 Ar.

I o Bgw
M. rhesus 6 dias Positivo
476 Ar. CI.
M. rhesus 6 dias
480 Ar. ClL

e
——

e

2 = —— e oo

Inclusoes intranucleares
typicos na cellula hepatica

= e = — i

Observacoes

= e —

Presentes; abundantes

Presentes; n3o
abundantes

Presentes

Presentes; ahundantes

Presentes

Presentes

Presentes

1

Inoculado com emulsao de tres mosqui-
tos suppostos infectados. Reinoculado com
sangue virulento a 24/VI. Sacrificado a
29/VIL. Os cortes de figado mostram lesdes
de febre amarella experimental.

Inoculado com sangue do rhesus 428.
Morte expontanea.

Inoculado com 2 cc. de sangue do rhe-
sus 478. Os cortes de figado mostram le-
sOes de febre amarella experimental.

Inoculado com 1 cc. de sangue do rhe-
sus 479. Sacrificado. Os cortes de figado

mostram lesGes typicas de febre amarella
experimental.

Inoculado com sangue do rhesus 427.
Sacrificado. Os cortes de figado mostram

le:]sﬁes typicas de febre amarella experimen-
tal.

Sacrificado. Os cortes de figado mos-

tram lesOes typicas de febre amarella expe-
rimental.

Inoculado com sangue do rhesus 476.
Os cortes de figado mostram lesdes typicas
de febre amarella experimental.
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M. rhesus
198 Ar.

M. rhesus
444 Ar.

M. rhesus
455 Ar. CL

M. rhesus
467 Ar.

M. rhesus
434 Ar. CI.

e

7 dias

8 dias

10 dias

12 dias

25 dias

N e S ———

Positivo

==n — e ——

T —

e e m—— T — ————

Presentes ; abundantes

Presentes ; abundantes

Presentes

Prese ntes

Presen tes

Inoculado com 10 cc. de sangue secco
e reservado no vacuo, vindo de Nova York,
America do Norte. Sacrificado. A autopsia
mostra lesdes microscopicas typicas de fe-
bre amarella ne figado e rins,

Inoculado com sangue do rhesus 429,
Sacrificado. LesOes hepaticas da febre ama-
rella experimental.

Sacrificado. LesBes hepaticas da febre
amarella experimental.

Inoculado com sangue do rhesus 449.
Morte expontanea,

r Inocnlado a 26/V/929 com excreta de 6
mosquitos infectados ha cinco dias. Reino-

culado a 13/VI com sangue virulento. Sacri-
| ficado a 8/VII.

S, S

ey = = - - =

I — Material obtido por gentileza dos Drs. H. de Beaurepaire Aragiao e A. da Costa Lima.
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QUADRO V

Macacos inoculados com emulsdo de [igado wvirulenlo (diversas amostras brasileiras do virus da febre ainarella).

Duracio da molestia Resultado da inoculacdo | jhclysges intranucleares

N. do animal injectado

Sh1

experimental — a(;:n::z;:;:ivel typicos na cellula hepatica Diacrastes

M. rhesus 5 dias Presentes; raras Inoculado com figado do riwesus 17

21 C. Mn. (amostra F. W.). Morte expontanea.

M. rhesus 5 dias Positivo Ausentes Inoculado com figado do rhesus 16

19 C. Mn. (amostra F. W.). Sacrificado.

M. rhesus 5 dias Presentes ; ndo Inoculado com figado do rhesus 19

22 C. Mn. abundantes (amostra F. W. Sacrificado.

M. rhesus 6 dias Positivo Presentes; nao lunculado com figado do rhesus 8

14 C. Mn. abundantes (amostra F. W.). Abcesso na parede do

| abdomen. Sacrificado.

M. rhesus 6 dias Positivo Presentes; nao Inoculado com figado do rhesus 1:

17 C. Mn. ' abundantes (amostra F. W.) Morte expontanea.

M. rhesus 8 dias Positivo Presentes; nao Inoculado com figado do rhesus ©

8 C. Mn. abundantes (amostra F. W.). Sacrificado.

M. rhesus g dias Ausentes Apresentou febre. Tornando-se normal

28 C. Mn. a temperatura foi sacrificado. Inoculado
com figado do rhesus 25 {(amostra F. W.).

M. rhesus 10 dias Presentes [nocuiado com figado do rhesus 17

23 C. Mn. (amostra F. W.}. Morte expontanea,

M. rhesus 11 dias Ausentes Apresentou elevacdes thermicas nregu-

120 Ar. lares. Sacrificado.
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M. rhesus

36 C. Mn,

M. rhesus
0 C. Mn.

M. rhesus
116 Ar.

M. rhesus
60 Ar.

M. rhesus
20 C. Mn.

12 dias

18 dias

10 dias

28 dias

36 dias

Ausentes

Ausentes

Ausentes

Ausentes

Presentes

Inoculado com figado do rhesus 32
(amostra F. W.). O rhesus 32 foi picado

por 2 mosquitos apparentemente nao infec
tados.

Injectado com filtrado de emuilsao de
figado de um rkesus inoculado com virus
(amostra F. W.) e morto de septicemia.

Apresentou curva thermica irregular.
Sacrificado. A  autopsia mostra numerosos

nodulos parasitarios no apice de ambos os
pulmdes.

Inoculado com 1 cc. de emulsdo de fi-
gado do rhesus 9 Ar. (quadro I). Exemplar
adulto femea, muito emmagrecido, pesando
2100 grs. A autopsia mostra numerosos
nodulos parasitarios nos pulmdes e intesti-
nos, raros no figado.

Inoculado com emulsio de figado e
soro inactivado (aquecido) de um mesmo

macaco (rhesus 17 amostra F. W.). Morte
expontanea.
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N. do animal infecjado

M. rhesus
56 C. Mn.

M. rhesus
57 C. Mn,

M. rhesus
58 C. Mn.

M. rhesus
51 C. Mn.

M. rhesus
52 C. Mn.

M. rhesus
55 C. Mn.

M. rhesus
54 C. Mn.

QUADRO VI

Macacos inoculados com emulsao de figado virulento (virus africano Asibi).

o . SR —
= _

Durag¢do da molestia
experimental :

S — = - —— - e ——— o e e

3 dias

3 dias

3 dias

4 dias

4 dias

5 dias

6 dias

- ——
- ——e—— T — a R — — . = =—

Resultado da inoculacdo
em animal sensivel
(M. rhesus)

Positivo

Positivo

Positivo

Inclusdes intranucleares
typicos da cellula hepathica

= — e e — S — = =3

Presentes; nao
abundantes

Presentes; abundantes

Presentes; abundantes

Presentes; abundantes

Presentes; abundantes

»
|

Presentes; abundantes

Presentes

gy e

—

Observacgoes

—= - - = —

Inoculado com soro de convalescente e
virus. Morte expontanea.

Inoculado com emulsao de figado re-
centemente extrahido do riesus 53. Sacrifi-
cado quando apresentava 4009C. de tempe-
ratura.

Inoculado com emulsio de figado do
rhesus 57, recentemente extrahido. Morte
expontanea.

liloculado com emulsio de figado do
rhesus 207 Ar. recentemente retirado do ani-
mal. Morte expontanea.

Inoculado com emulsao de figado do
rhesus 207 Ar. recentemente extrahido. Sa-
crificado.

Inoculado com emulsao de figado do
rhesus 51 conservado durante um dia na
geladeira. Morte expontanea.

—

Inoculado com emulsio de tigado do
rhesus 51 e egual quantidade de soro (aque-
cido e 550C.) do rhesus 50. Morte expon-
tanea.
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M. rhesus
204 Ar.

M. rhesus
50 C. Mn.

M. rhesus

62 C. Mn.

7 dias

7 dias

71 dias

Presentes; nao
abundantes

Presentes

| Presentes; abundantes

I

Inoculado com 2 cc. de soro de um in-
dividuo que se suspeitava ter tido febre
amarella e, no dia seguinte, com 1 cc. de
emulsio de figado do rkesus 198 Ar. Morte
expontanea.

Inoculado com emulsio de figado:; o
orgio foi guardado na geladeira durante
sete dias. Morte expontanea.

Inoculado com emulsdo de figado do
rhesus 58, tendo sido o orgdo guardado na
geladeira durante quatro dias. Sacrificado
em agonia.
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N. do animal injectado

— — e ow

e e e
o .. - i

M. rhesus
24 C. Mn.

M. rhesus
24 C, Mn.

M. rhesus
412 Ar.

M. rhesits
273 Ar.

M. rhesus
482 Ar.

M. rhesus
428 Ar.

M. rhesus
479 Ar. CL

M. rhesus
19 Ar.

—

- ==

-
o —— o — . I A T T —

e m— wE = =. —— — Fes
-

QUADRO VII

Macacos incculados com emuls@o ou com excrela de Aedes aegypli infectados.

—— - — EE o —

Duracdao da molestia
experimental

3 dias

4 dias

5 dias

7 dias

7 dias

0 dias

0 dias

10 dias

T o mm— - P

—
. — B S———

-
— w2 mm—e— 1w e pm m—— o — —_—

Resultado da inoculacédo
em animal scnsivel
(M. rhesus)

e = e = = S - e — ——

i i = == e e T ——— . R B . e

Positivo

Posgitivo

Inclusdes nucleares
typicos na cellula hepatica

— e cmn = 3 — R

—— 1 e o — - — =

Ausentes

Ausentes

Presentes

Presentes

Presentes

‘Presentes; abundantes

Presentes

Ausentes

" — e —

e

Observacdes

Inoculado com emulsio de mosquitos

infectados (virus brasileiro F. W.). Morte
expontanea,

Inoculado com emulsio de mosquitos
infectados no rhesus 32 (virus brasileiro F.
W.). Sacrificado em agonia.

Inoculado com emulsio de mosquitos
machos infectados (virus africano Asibi).

Inoculado com emulsio de cinco mos-
quitos infectados (virus africano Asibi). Mor-
te expontanea,

Inoculado com emulsio de dois mos-
quitos machos infectados (virus africano
Asibi). Morte expontanea.

infectado com excreta de mosquitos
contaminados depositado sobre a pelle (vi-
rus africano Asibi).

Infectado com excreta de dois mosqui-
tos contaminados (virus africano Asibi).
Morte expontanea.

Inoculado com mosquitos infectados cin”
co dias antes em um caso grave de febre
amarella. Sacrificado.
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M. rhesus
Ar. Tx. !

M. rhesus
483 Ar.

M. rhesus

459 Ar. CI.

M. rhesus
420 Ay. CI.

M. rhesus
444 Ar.

M. rhesus
456 Ar.

M. rhesus
464 Ar. CIL.

10 dias

10 dias

12 dias

14 dias

14 dias

17 dias

21 dias

Positivo

Positivo

Positivo

Presentes: abundantes

Preseintes

Presentes

Presentes

Presentes; abundantes

Presentes

Presentes

' — Material devido a gentileza dos Drs. H. de Beaurepaire Aragiao e José Teixeira,

1

Inqculado com emulsio de cinco mos-
gmtos infectados (virus brasileiro). Sacrifica-
0.

Inoculado com emulsdo de quatro mos-
quitos infectados. Sacrificado.

Inoculado com emulsio de mosquitos

 infectados (virus africano Asibi). Sacrificado.

Inoculado com pernas trituradas de mos-
quitos infectados (virus africano Asibi).
Morte expontanea.

Infectado com excreta de mosquitos

depositado sobre a pelle (virus africano
Asibi).

Inoculado com excreta de dois mosqui-
tos infectados (virus africano Asibi). a 8/VI.

Reinoculado a 24/VI, a tarde. Morte na
manha de 25/VI.

Inoculado com emulsdao de inosquitos
machos infectados (virus africano Asibi) a
10/VI. Amanheceu morto a 1/VII. A autop-

sia mostra lesdes typicas de febre amarella
experimental no figado. '
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Q UADRO VIII
Alleracdes nucleares da cellula hepalica na febre amarella,
: 'Tempu demr;;ér;trc_n* __ ] ) X - ___ v 4 7 e O I kal =T
Sovo Edade Raca e maclonalidade Periodo da molestia em o e Inclusdes Intra-nucleares Granulos erythrocy Particulas “Empty nuclel” Basophilia do Tumefacgdo Multiplicidade
que se deu o obito cio da autopsia na cellula hepatica tiformes acidophilas nucleo-plasma do nucleolo do nucleolo
feminino 4 annos branca, brasileira 40 horas 30 minutos Presentes e typicos; presentes presente
relativamente
abundantes
masculino brasileiro cerca de 48 horas presentes presentes presente
masculino 26 annos |branco, portuguez 3o0. dia 22 hs. 30 minutos “ausentes presentes presente
masculino 19 annos |branco, portuguez 3o. dia 13 hs. 30 minutos ausentes
masculino 4o, dia ausentes presentes presente presente
masculino 38 annos |branco, portugnez 50. dia 4 hs. 30 minutos ausentes presentes presentes presente
masculino 39 annos |branco, portuguez 50. dia 6 hs. 30 minutos ausentes presentes presentes
masculino 21 annos branco 50. dia 21 horas ausentes presentes presentes presentes
masculino | 19 annos | branco, brasileiro 6o. dia 23 minutos presentes; raros | present. abundantes presentes presente
masculino 31 annos branco, austriaco To. dia 5 horas ausentes presentes presente presente
masculino 206 annos branco, suisso To. dia 3 horas ausentes present, abundantes presente
feminino 15 annos branca To. dia ausentes
masculino | 22 annos | mulato, brasileiro 8o. dia 40 minutos ausentes presentes d4s vezes| Presentes presente presente
5 ou 6 em um
: mesmo nucleo
masculino | 22 annos mulato, brasileiro Q0. dia 9 horas ausentes presentes presente presente presente
masculino 13 annos mulato, brasileiro L h 12 horas ausentes presentes raros presentes presente presente presente
masculino 40 annos |branco, portuguez 1 hora 10 minutos ausentes presentes raros presentes presentes presente presente
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QUADRO IX

«Inclusdes intranucleares »

Alteracdes nucleares da cellula hepatica

P o

C'orpus_culos intranuclea- |

127

Vacucelos nuclea-
res com mate-
rial acidophilo

Basophillia do
nucleo-plasma

= - = - ———

. . Diagnostico anatomico res das doencas do | _ronulos ery- | Particulasacldo-| (g e puctei”
autopsia «kario viken group” | throcytiformes philas

1826 Carcinoma do figado ausentes presentes

1827 Tuberculose ausentes presentes

1837 Malaria ausentes |

1851 Pancreatite hemorrhagica ausentes presentes

1960 Leptomeningite purulenta (meningococco) ausentes

2250 Nephrite chronica ausentes |

2332 Febre typhoide ausentes |

2344 Endocardite verrucosa mitral ausentes presentes presentes
2425 Pancreatite hemorrhagica ausentes presentes | Ppresentes presentes
2431 Malaria ausentes presentes

2445 Hepatite intersticial chronica ausentes

2543 Cholangite e abcessos no figado ausentes

2544 Malaria ausentes ,

2555 Endocardite aortica ausentes presentes

2558 Carcinoma da vericula biliar ausentes presentes

5004 Septicemia ausentes presentes |

5010 Hepatite intnrsticial chronica ausentes

5011 Nephrite chronica ausentes

5018 Colite ulcerosa e anemia ausentes

5023 Tuberculose ausentes

presentes

presentes

presentes

presentes

Tumefaccao

presente

presente

presente

presente

presente

presente

presente

presente

presente
presente

presente

presente

do nucleolo

Multiplicidade

do nucleglo

presente

= o oEEE—
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Podemos comprehender esse facto, admittindo que as inclusdes in-
tranucleares representam apenas uma necrose parcial do nucleo e cons-
tituem uma alteraciio que persiste mesmo depois de completo desappare-
cimento do agente nocivo. Se tal agente nocivo ¢ um micro-organismo vivo
ultramicroscopico. ¢ mesmo mais provavel que a sua vida e reproduccio
sejam anles desfavorecidas do que estimuladas quando a meronecrose se
apresenta ja bem constituida. '

INCLUSOES NA FEBRE AMARELLA E NO HERPES

Haviamos notado, no nucleo das cellulas hepaticas de M. rhesus in-
fectados pelo virus da febre amarella (amostras brasileiras e africana
«Asibi» ndo s6 a independencia de séde e de reaccdes corantes entre o
nucleolo ¢ os corpusculos intranucleares especificos, como a persistencia do
nuclcolo at¢ phases finaes da degeneracio oxychromatica.

Assim, em desenhos em negro (Torres, 1928 b, figs. d, e ¢ I, 1928
c, figs. ¢, e e, 1929 d, figs. b, ¢, f, 9, h, i). e em uma estampa colorida
(Torres, 1929 a), o nucleolo ¢ frequentemente figurado ao lado da inclu-
sdo intranuclear. Na estampa colorida, de facto, todas as figuras o apre-
sentem, mesmo as figs. i, j e &k, as quaes «show the end stages of oxy-
chromatic nuclear degeneration: ; na fig. I, onde o nucleolo niio é repre-
sentado, o fexto informa que «the plane of sectioning accounts proba-
bly for it».

Cowdry e Kitchen estudando cortes de figado montados lado a lado.
quer de M. rhesus apresentando inclusdes da febre amarella, quer de Ce-
bus hypoleucus contendo inclusdoes do herpes, estabeleceram, por compa-
racao directa, differencas entre as duas especies de inclusdes. Entre oultras,
citam discordancia nas reaccdes de coloracdo, na separacio ou clivageny:
entre constituintes acidophilos ¢ basophilos do nucleo, etc. Outra diffe-
renca ¢ a maior uniformidade de «individual particles» na febre ama-
rella do que no herpes. «The typical droplets of variable size and the
amorphous masses seen in herpes, are almost never met with in yellow
fever» .

Concluindo de accordo com as suas observacoes, Cowdry e Kitchen
escrevem :

«Though no microchemical difference could be detected the process of
inclusion formation in herpes is radically ditferent from that found in yellow
fever. The inclusion arises in herpes, not as a regular individual spherical clumps
composed of closely packed fine particles, but as a more or less even cloud-likie
deposils of acidophilic particles in the centers of the affected nuclei. The nucleoli,
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morcover, do not persist in herpes as in yellow fever, bul are destroyed, or else
soon marginate with the rest of the basophilic chromatin on the nuclear menr-
hrane». (Cowdry and Kitchen, 1930).

A persistencia do nucleolo nas inclusoes da febre amarella e o seu
desapparcecimento precoce nas do herpes, constituem um dos mais evidentes
-aracteres differenciaes entre as duas inclusdes, segundo Cowdry e Kit-
chen.

A proposito devemos dizer que nunca. desde o inicio dos estudos.
julgamos identicas as inclusdes da febre amarella e as do herpes. Escre-
vemos em Selembro de 1928:

«<Em um segundo grupo (de doencas de virus filtraveis), .estao aquellas
em que as inclusdes se localisam exclusivamente no nucleo, taes, entre outras, o
herpes simples, o herpes symptomatico, o virus III do coelho ¢ a varicella. .. A
verificacio que acabamos de fazer leva a incluir a febre amarella no segundo
orupo acima citado». (Torres, 1928g).

Rivers, Haagen e Muckenfuss (1929 a' conseguiram um methodo
pelo qual tecidos receptiveis infectados ¢ cultivados in vifro evidenciam
de um modo regular as alleracdes inlracellulares visiveis caracleristicas
da infeccio por determinados virus.

Enucleando o globo ocular do coelho, inoculando o virus da vaccina
¢ do herpes por escarificacio da cornea e em seguida excisando-a e lrans-
portando-a para o meio de cultura, aquelles aulores conseguiram abun-
dantes e typicos corpusculos de Guarnieri no cytoplasma das cellulas epi-
lheliaes da cornea infectada com o virus da vaccina ¢ numerosas inclusoes
acidophilas nos nucleos das cellulas lesadas pelo virus herpetico.

Como preliminar a uma possivel applicacio do methodo de Rivers.
Haagen e Muckenfuss 4 cultura do virus amarillico, escarificamos com
vaccinostvlo a cornea direila de cinco coelhos. nella depositando soro re-
cente de Macacus rhesus infectado pelo virus da febre amarella (amostra
[ranceza) ¢ sangrando no primeiro dia de febre. As palpebras do coelho
loram impedidas de recobrirem o globo ocular durante cerca de cinco mi-
nutos apos a inoculacao. |

Os coellios foram sacrificados, respectivamente, dois no quarto dia,
um no quinto, um no setimo e outro no decimo quinto dias que se segui-
ram a inoculacao.

O globo ocular, ora intacto. ora perfurado, bem como fragmentos
de figado, foram fixados no Zenker-acetico. A cornea posteriormente ex-
cisada. foi incluida em parafina ¢ os seus cortes histologicos corados pela
hemsatosyvlina-eosina nio mostraram corpusculos intranucleares da febre
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amalella nas cellulas epitheliaes da cornea; tambem elles nio existiam
nas cellulas hepaticas.

Os pontos de escarificacdo, nos animaes do quarto dia, eram por
vezes reconheciveis nos corles histologicos pela hyperplasia das cellulas
cpitheliacs ¢ espessamento local da cornea.

Com o mesmo material usado nas experiencias com os coelhos
(soro de M. rhesus recenlemente colhido em um animal injectado com
amostra «Franceza» e que eslava no primeiro dia de febre) inoculamos
dois Pseudocebus azarae, macaco que, segundo Aragio (1929 b) apresenta
reaccao febril quando contaminado pelo virus da febre amarella.

A Inoculacdo foi feita por via intraperitoneal e por escarificacio do
globo ocular direito.

Um dos animaes morreu de peritonite no sexto dia de inoculacio.
O outro foi sacrificado no decimo primeiro dia.

Tambem a pesquiza de corpusculos intranucleares especificos foi
negativa, quer nas cellulas epitheliaes da cornea. quer nas do figado.

Na verdade nio enconlramos no figado nem inclusdes nucleares
nem outras lesoes que fizeram suspeitar de uma infeccio do Pseudocebus
azarae pelo virus amarillico. '

E’ evidente que os nossos resullados foram conseguidos em numero
muilo pequeno de animaes e possivelmente esses ndo foram sacrificados
na occasiio mais opportuna para a produccao de inclusdes no coelho ¢ no
macaco Pseudocebus.

Confirmados que sejam, estabelecerio um caracter biologico diffe-
rencial entre os virus do herpes e os da febre amarella, a se juntar aos
caracteres morphologicos estabelecidos por Cowdry e Kitchen.

DISCUSSAO

Dissemos que as inclusdes da febre amarella sio formadas por
uma substancia fundamental e por um stroma.

A substancia fundamental ¢ uma nucleoproteina acidophila, appa-
rentemente extranha, em grande exlensdo, ao nucleoplasma normal.

E’ bem sabido que, de um modo geral, quando as cellulas soffrem
necrose, algumas de suas albuminas constitutivas, seja no nucleo, ou seja
no cytoplasma. lornam-se fortemente acidophilas.

O que ¢ peculiar e caracterisa a degeneracio oxychromatica na fe-
bre amarella, distinguindo-a da necrose commum, ¢ que as estructuras
acidophilas sido formadas, no principio, apenas em alguns pontos do nu-
cleoplasma. ao passo que oulros permanecem inteiramente livres de es-
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tructuras acidophilas. LEsles ultimos formam o espaco claro ou halo ca-
racteristico. que circumda as inclusdes.

No que respeita ao stroma, clle ¢ simplesmente o reticulo de li-
nina aprisionado pecla substancia fundamental e cujas alteracodes se reco-
nhecem pecla tumefaccdo. acidophilia e encarquilhamento do reticulo bem
como pela lvse das particulas de basichromatina.

Uma differenca notada entre as alteracoes do reticulo de linina na
degeneracio oxvchromatica da febre amarella ¢ as que elle apresenta
em outros processos regressivos (necrose. necrobiose), ¢ que sO sao attin-
gidas ¢ soffrem tumefacciio. acidophilia e lyse. as porcdes do reticulo en-
globadas pela substancia fundamental. A porcio restante do reticulo, que
pode ser apreciada. embora ‘cm pequena quantidade, mo espago claro
que circumda a inclusiio, cora-se geralmente bem: as alteracdes que sotire
em porcio do reticulo de linina (dilaceracfio) sio claramente menos inten-
sas do que as da porcio siluada no interior das inclusoes.

Em resumo, o stroma representa uma alteraciio local do reticulo de
linina; as suas modificacdes, lyse. acidophilia, tumefac¢iio sdo habitual-
mente encontradas em processos regressivos.

No que respeita ao nucleolo, elle € topographicamente distincto das
inclusdes at¢ phase adiantada do processo.

Os factos citados suggerem que as inclusdes da febre amarella re-
presentam simplesmente uma neccerose circumscripta do nucleoplasma c
do reticulo de linina; tal necrose interessa apenas alguns dos seus compo-
nentes, ao passo que oulros se apresentam mais ou menos bem conser-
vados.

Com effeilo, ao passo que alteracdes mais ou menos accentuadas oc-
correm no nucleoplasma. a membrana nuclear apresenta apenas tumetac-
cio, em muitos casos, ligeira, de sua basichromatina, ¢ as alteragdées nu-
cleolares nio sio, tambem, accentuadas nas phases precoces de formacao
das inclusoes. |

O estudo de preparados fixados e corados, por conseguinte, mosira
que as alteracdes que sobrevem no nucleo da cellula hepatica e dao logar
4 formaciio de inclusdes da febre amarella, apresentam caracleres geraes,
lacs a tumefaccio, lyse e acidophilia peculiares & necrose commum. Nos
nrimeiros estadios, comtudo, taes lesdes mais accentuadas e mais adian-
tadas em alguns componenies nucleares, ou melhor, em algumas porcoes
de alguns compoiientes nucleares, 20 passo que outras porcoes desses mes-
mos componentes e bem assim outros elementos do nucleo, nio apresen-

lam alteracdces de necrose.
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Taes faclos suggerem fortemente uma «necrese parcial do nucleo .
queremos dizer, uma unecrose que interessa, a principio, alguns coastituin-
tes do nucleo, ao passo que outros sdo mais ou menos conservados.

Que informacdes fornece, de outro lado, o estudo das inclusdes da
icbre amarella em cellulas examinadas a fresco e coradas por coranies
vitaes 7.

A proposito sera ulil recordar a opinidio de Langeron sobre as in-
lerpretacoes que o observador esla autorisado a fazer, quando realisa o
exame de cellulas em estado vivo e coradas por corantes vitaes:

«Les colorations vitales permellent de démontrer la réalité de lexistence
de certaines inclusjons cellulaires qui pourraient ¢étre prises pour des précipilés
colorés, autrement dit, pour des artifices de préparation. Cette existenle réelle ne
sera prouvée quautant que la coloralion aura eu lieu sans que la vie de la cellule
soit arretée... Il faut savoir en outre que, parmi les inclusions cellulaires. toul
ce qui se colore ii'est pas vivant: des pigments divers et des cadavres de bactéries
se colorent souvent trés intensement... La valeur des coloralions vitales est (rés
conlestable et treés contestée. Des techniciens de premier ordre, comme Galeotli,
Lec, Mayer, arrivent a conclure que les résultals obtenus ne constiluentl pas de.
veérilables colorations. Le colorant peul diffuser dans la cellule vivante, mais ne
produit pas une véritable teinture. Géndéralement !¢ noyau, et parliculiérement
la chromaline, ne se colorent pas; st la coloration se produit, c'est que la cellule
est morte». *

Depois de ler o trecho acima transcripio, nio se pode evitar a ideia
de que a observacio a fresco e coloracio vital das inclusodes intranucleares
na febre amarella scjam antes favoraveis do que contrarias a existencia de
uma necrose parcial do nucleo como explicacio das chamadas inclusoes
intranucleares. j

Senio vejamos pela lranscripcido parcial da cuidadosa deseripcio
de Cowdry e Kitchen (1929 ¢ 1930):

«That the inclusions are present as such in the living animal and do not
in any sense represent the coagulating action of the fixative is shown by the ease
with which we have been able to study them in liver cells quickly removed [rom
a chloroformed animal and examined in physiological salt solution. The addition
of a supravilal stain js not even necessary, since the refractive index ol the in-
dividua! particles is sulficiently different from that of the surrounding nuclear
substance to render them easily visible with both direct and obliquo iilumina-
lion . ..». «T"he particles became tinged when a frace of eosin is adled lo ihe salt
solution, and are colored more infensely than any olher elemeats in the cell
when a little phloxin red is applied in the same way. In such supravilal prepara-
tions they may be studied with ease and the details of their morphology and to-

1 Os gryphos sdo 1nossos.
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pography can be distinguished rather belter than in fixed and stained prepara-
tions, particularly il a binocular microscope giving perspective is employed. It is
readily seen by focusing up and down through entire nuclei that clumps of par-
ticles which in thin sections appear to be isolated, are, in realily, often in contacl
with one another. Frequently there is a central mass, from which clumps of par-
ticles stretch out like arms... No indications have been observed of independent
motility or ol multiplication by division, nor have we detected any increase in
size ol the parlicles through accretion or condensation of further malerials on
their surfaces. The uniformity in size of the particles is noteworthy. They do not
grade down past the border line of visibility, nor are there any specially large
ones».

«The intranuclear inclusjions... can be stained supravitally by dissolving
small amounts of various dyes in the salt solution in which the cells are to be
examined. They are tinged with eosin, methylene blue, and neutral red and are
colored more intensely than any other elements in the cell 2 when phloxin red is
applied m this ways.

«The solubilities ol the inclusions can likewise be tested in the fresh siale
wilhout the addition of any dye.

... After this dilution with the saline solution the effective concenlratiopn
of acetic acid js only about 0.05 per cent. The inclusions are dissolved apparently
the moment that the acetic acid gains access to them, not one by one but en
masse The nucleolus disappears a few second later...».

Alguns dos pormenores da descripcio de Cowdry e Kitchen, taes
«the uniformity in size of the particles is noteworthy» e «clumps of par-
ticles which in thin sections appear to be isolated, are in reality, often in
contact with one another. Frequently there is a central mass, from which
clumps of particles stretch oul like arms. . .», singularmente se ajustam
as nossas verilicacoes em preparados corados, a respeito de um «stroma
do corpusculo intranuclear, constituido pelo reticulo de linina com as par-
liculas de basichromatina nelle incrustadas. |

De outro lado, a notavel aftfinidade para a phloxin red, que apre-
senta a fresco a inclusio., em conlraste com os oufros elementos da cel-
lula, ¢ um argumento favoravel a necrose circumscripta do nucleo.

Em conclusdo podemos dizer que muitos factos observados sugge-
rem, e outros nio contrariam, a assercio de que nas cellulas hepaticas de
M. rhesus injectados com o virus da febre amarella e em cellulas hepa-
tica, de casos humanos de febre amarella, occorre uma necrose que, no
comeco e durante certo tempo, interessa apenas determinados componen-
tes do nucleo ao passo que outros sio, apparentemente, conservados. Se-
ria, assim, uma necrose parcial do nucleo.

Como hypothese de trabalho admitliremos que nas doencas pro-

2 Os gryphos sao nossos.
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duzidas por virus liltraveis ¢ ultramicroscopicos nas quaes existem «in-
clusdes cellulares» caracteristicas, occorre um processo regressivo pecu-
liar que designamos pelo termo de «meronecrose» (de meros — paric —
necrose.) .

A «meronecrose» € uma necrose que nao interessa nem apenas
uma cellula isolada. nem isoladamente o nucleo ou o cytoplasma de uma
cellula isolada, mas apenas delerminados componentes, quer unicamente
do nucleo (doencas do «karyo-oikon group» de Lipschutz), quer somente,
do cytoplasma (doencas do grupo «cyto-oikon»), quer tanto do nucleo
quanto do cftoplasma (doenca do grupo «cyto-karyo-oikon- ). A melhor ca-
racteristica da meronecrose ¢ a seguinte: emquanto determinados com-
ponentes do nucleo ou do cytoplasma apresentam signaes de necrose emn
adiantada phase de evolucido, outros componentes do mesmo nucleo ou
cytoplasma siio apparentemente poupados, pelo menos nos primeiros es-
tadios. | |

A meronecrose traz & observacio constituintes cellulares que dc
ordinario sio inapparentes no -inlerior da cellula e que, em sua maior
parte, sio derivados de componentes da propria cellula. Outra caracleris-
lica da meronecrose, distinguindo-a em cada doenca, ¢ a sua affinidade
ou especificidade nio s6 para delerminada especie cellular, mas ainda,
do mesmo modo, para determinados componentes de cada uma dessas cel-
lulas especificamenie compromettidas. Taes componentes seriam, na le-
bre amarella, o nucleoplasma, no herpes, o nucleoplasma ¢ o nucleolo.
na raiva, as neurofibrilas e o chondrioma, e assim por diante.

Acreditamos que a hypothese da «<meronecrose» ¢ afinal uma sim-
ples questdao de palavras.

No entanto ella seria muilo commoda para os pathologistas que
assim comprehenderiam melhor as alteracdes especificas das doencas de
virus como um caso especial de processos geraes com que estdo familia-
risados (processos regressivas), do que como «inclusdes cellulares», cor-
pusculos de natureza obscura ou chlamydozoarios.

Em nosologia a hypothese da «meronecrose» viria explicar porquc
doencas tio diversas, taes a raiva, a febre amarella e o herpes, perltencem
a um mesmo grupo nosologico: a meronecrose nio ¢ um processo regres-
sivo geral compromeltendo indifferentemente mumeroso grupo de cel-
lulas: ¢, ao contrario e caracleristicamente um processo regressivo com
elevada especificidade cellular, interessando isoladamente ora a cellula
nervosa, ora a hepatica, ora a epithelial de revestimento, dando logar, as-
sim, a uma symptomatologia muito dissemelhante.

A hypothese da «meronecrose» tambem se accorda com a doulrina
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ctiologica mais acceita neste grupo de doencas: a que reconhece como
agente causal um organismo vivo ultramicroscopico; a sua pronunciada
especificidade cellular exemplificaria um histo e cvtotropisino do agente
causal.

Finalmente, ¢ ainda curioso que eclla singularmente se accorde com
um 1mportante detalhe da biologia dos virus ultramicroscopicos, a saber:
aquelles que, até agora tem sido cultivados, s6 o foram em meios que con-
tinham cellulas vivas. Este uliimo ponto de modo algum discorda da hy-
pothese segundo a qual, apresentando cytolropismo mais ou menos es-
reito, taes micro-organismos so conseguem crescimento e multiplicacio
e melos artificiaes, quando localisados em determinados componentes
da cellula; o seu desenvolvimenic se acompanha da «meronecrose» es-
pecifica («corpusculos especificos», «inclusdoes cellulares». chlamyvdo-
zoarios, etc.).

Interessantes pesquizas de Rivers. Haagen e Muckenfurs (1929 a
¢ b), vem em apoio do que acima dissemos. Esses autores, tendo consec-
guido a cultura dos virus da vaccina e do herpes em fragmenlos excisa-
dos da cornea do coelho, empregam como crilerio para decidir os seus
resultados, a presenca da meronecrose especifica («inclusdes cellulares» )
da vaccina ¢ do herpes. Estabelecem, assim, que a cultura de taes virus
esta regularmente associada a formacio de inclusdes caracteristicas nas
cellulas vivas do meio de cultura.

A meronecrose seria um apanagio exclusivo das doencas de virus
filtravel em virtude do modo de accio cspecial desses agentes infectuosos.
Os processos communs de necrose e necrobiose sio occasionados, na maior
parte das vezes, por causas agindo do exterior sobre a cellula, quaes se-
jam causas loxicas (toxinas), alleracoes circulatorias (anemia local, con-
gestdo) influenciando o metabolismo cellular. Isso explicaria o aspecto
geral que ellas apresentam em grande numero de circumstancias.

No caso das doencas de virus filtraveis, ao contrario, a meronecrose
eslaria ligada & acciio directa de um agente infectuoso in loco dentro da
cellula, e ainda mais, em determinadas zonas da cellula; estas seriam o
cyloplasma, na raiva, o cytoplasma e o nucleo, na vaccina, excilusivamente
o nucleo, na febre amarella e no herpes.

RESUMO

1—No interior do nucleo de cellulas hepaticas de Macacus rhesus e
M. cynomolgus (figs. 13—34) inoculado com o virus da febre amarella
e de cellulas hepaticas de doentes de febre amarella (figs. 61-65 e .68-69)
occorre o processo regressivo referido na litteratura sob o nome de «de-
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generacdo oxychromatica». Tal processo apresenta grande intensidade
nos macacos, sendo, porém. assaz escasso no material humano colhide
em aulopsias.

Esta alleracao csla inlimamenie associada ao effeito nocivo causado
pelo proprio virus da febre amarella, sendo, nesse sentido, a unica alte-
racao verdadeiramentie especifica na febre amarella.

Niao foram encontradas aiteracoes do cytoplasma nem granulos in-
tracelluiares que tivessem relaciio com o virus da febre amarella.

Assim sendo, a febre amarella pertencerd ao grupo de doencas de
virus liltraveis produzindo alteracoes cellulares caracteristicas ou corpus-
culos cspecificos, exclusivamente limitados ao nucleo. Deve ser incluida,
portanto no grupo karyo-oikon da classificacio de Lipschitz, juntamente
com o herpes, varicella, virus IIT do coelho, «submaxillary disease». clc.

Como acontece em geral. nas doencas de virus filtraveis, formando
imclusoes intracellulares, observa-se na febre amarella que a inclusio cel-
lular especifica predomina ou existe exclusivamente em determinada cs-
pecic cellular. Até agora, no nosso material so conseguimos evidenciar a
degencracio oxychromatica da febre amarella na ceilula hepatica. Quando
existe, porém. a sua abundancia ¢ notavel, ndo raro atlingido a quasi to-
talidade das celjulas hepaticas nos cortes histologicos examinados. lisse
facto nao poude ser observado nos casos humanos ue examinamos, pro-
vavelmente em virtude de condicdes proprias do virus no homem e da
phase da molestia na qual foi retirado o material para estudo.

Nas cellulas da camada cortical das suprarenacs de M. rhesus infec-
tados encoiitramos aspectos nucleares suggestivos de degeneracao OXy-
chromatica (ligs. 37 e 40); sdo escassos e de caracterisacio duvidosa em
virtude da concomitancia de alteracdes necrobioticas niao especilicas.

2 Durante a epidemia de febre amarelia em 1928 no Rio de Ja-
neiro, notamos differencas assaz pronunciadas entre as lesdes hepalicas
no homem e no M. rhesus.

Taes differencas, existindo em material assaz homogeneo quanto as
amostras de virus em (uestio, nos levam a concluir que a capacidade de
formar corpusculos intranucleares especificos, como tambem a ja conhe-
cida permanencia do virus no sangue e nos tecidos, depende, de modo evi-
dente, da especie animal usada e nio da propria amostra empregada.
nem do numero de passagens que clla soffreu no macaco.

Embora os doentes pertencessem a racas differentes (quadro VIl
e embora, possivelmente diversas amosiras de virus tenham sido nelles
inoculadas, estamos autorisados a concluir que a amostra ou amostras que
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infectaram o homem na epidemia de 1928, no Rio de Janeiro, possuem
nelle uma fraca capacidade de determinar inclusdes initranucleares.

Ao contrario, a mesma amosira ou amosiras sio capazes de produ-
zir no M. rhesus, logo na primeira passagem, inclusdes intranucleares
assaz abundantes.

Outra differenca que notamos e allribuimos a especie animal em-
pregada loi: as alteracoes hepaticas de natureza toxica e circulatoria (con-
gesliio, necrose e necrobiose da cellula hepatica) sdo nitidamente mais in-
tensas no homem que nos macacos injectados com as amostras brasilei-
ras do virus da febre amarella isoladas durante a epidemia de 1928 no
Rio de Janeiro.

Conscguimos, no homem, evidencia de inclusoes typicas na cellula he-
patica., apenas em tres casos dentre dezesele examinados.

<sse resultado, provavelmente, ainda nao ¢ definilivo, indicando,
apenas a raridade extrema que os corpusculos podem apresentar nos ca-
sos de febre amarella que ordinariamente chegam a autopsia.

Tambem nio realisamos uma pesquiza exhaustiva dos corpusculos
em outros orgiaos aléem do figado.

O caso no qual encontramos em maior abundancia os corpusculos
intranucleares, offerecia duas circumstancias que isoladamente, e, com
maio: razio, associadas, niio sio habituaes em material de autopsia de
febre amarclla, a saber: trata-se de uma creanca fallecida cerca de 40
horas apos o inicio da molestia ¢ a autopsia foi iniciada 30 minutos apos
0 obilo.

Notamos que, quando em uma preparacio ¢ encontrada uma cellula
hepalica com inclusio, o exame nao tarda em demonstrar, em campos
microscopicos visinhos. uma ou outra cellula tambem com inclusao, ao
passo que em pontos mais distantes nenhuma cellula ¢ encontrada apre-
sentando inclusoes. Esses «focos» de cellulas com inclusdes nem sempre
sio faceis de encontrar, o que esta de aceordo com as differencas iopogra-
phicas de oulras lesdoes hepaticas, referidas por Oskar Klolz (1928) e
Hudson (1928).

3—A degeneracio oxychromatica ¢ um processo regressivo nuclear.
no qual tomam parte predominante elementos presentes no nucleo normal
de cellulas tratadas pelos fixadores habituaes.

Sao elles: a oxychromatina, o reticulo de linina e as partliculas de
basichromalina neste ultimo incrustadas; de mistura e associadas a oXys
chromatina existem provavelmente outras albuminas nucleares acidophi-
las oriundas do nucleoplasma em condicdes pathologicas do nucleo.

Apenas esses elementos se apresentam alterados, quer quantitativa-
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mente. quer em seu aspecto ¢ disposicao reciproca, quer em suas affini-
dades tinctoriaes.

O facto importante a reter ¢ que laes modificacoes regressivas in-
teressam, no inicio, unicamente ‘determinadas pardtes componentes do
nucleo com cxclusédo de ouiras e reproduzem nas cellulas hepalicas de ani-
maes infectados, de maneira constante e regular, aspectos nucleares abso-
lutamente typicos e especificos da infeccio pelo virus amarillico.

4—0 corpusculo intranuclear da febre amarella, em phases lvpicas
(figs. 69 e 71) mostra-se constituido por uma «substancia fundamental:
¢ por um c«stromay .

A substancia lundamental ¢ uma albumina nuclear basica. em parte
formada pela oxychromaltina ou lanthanina. em parte por outras nucleo-
proleinas oriundas do nucleoplasma. £’ ella a porcio componente que con-
fere ao corpusculo accentuada acidophilia. e portanto aquella a que se re-
porta a designaciio usual de «acidophilic intranuclear inclusion .

Apresenta-se condensada na porciao central do nucleo, sendo sepa-
rada da membrana nuclear por um typico halo claro de nucleoplasma.

O «stroma> ¢ formado pelo reticulo de linina e particulas de basi-
chromatina, estrucluras essas que occupam a zona central do nucleo onde
se acha condensada a substancia fundamental. O reticulo de linina é tu-
mefacto e menos nitido que no normal; as particulas da basichiromatina.
de dimensdes pequenas mas notavelmente uniformes, coram-se umas
ainda bem pelos corantes basicos, ao passo que outras soffrem lyse. O
stroma ¢ melhor apreciado nos preparados pelo bordo-hemalaun de Meyer,

porque ahi a substancia fundamental ¢ menos intensamente corada que
(que pela phloxin red.

Os detalhes precedentes sdo nitidos quando os corpusculos intranu-
cleares sio examinados com Oc¢. 25 < e Obj. imm. 100 > de Leitz usando
como illuminacio a luz branca de uma «Speziallampe Leitz: de baixg
tensdo «Nitra» (6 volts, 6 amp.); a variacio de inlensidade luminosa que
permitte tal apparelho de illuminacio ¢ o manejo do diaphragma-inris
muito facilitam a observacio de taes delalhes de difficil apreciacio.

Tambem. adoptando as referidas condicoes de exame, percebe-se
(que o halo claro de nucleoplasma que circumda o corpusculo ¢ o separa
da membrana nuclear, ndo ¢ desprovido de estructura. Quasi sempre ¢é
possivel ahi reconhecer restos do reticulo de linina; estes geralmenle con-
servam a affinidade normal para os corantes, e assim se distinguem do
«stroma» do corpusculo.

O exame cuidadoso mosltra qeue esses restos do reticulo de um
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lado se inserem sobre a membrana nuclear ¢ do outro lado se continuam
com ¢ «stroma» do corpusculo iniranuclear em um ou outro ponto.

Nos nucleos que soffreram a degeneracfio oxychromatica, ¢ carac-
leristico um notavel augmento de volume da basichromatina situada junto
a4 membrana nuclear. Contrariando a ideia geralmente acceita de que essc
augmento de volume seja devido a uma «apposicdo» ou «marginacio» de
basichromatina, isto ¢, a um fusionamento de basichromatina oriunda de
oulras porc¢oes do nucleo com a da membrana nuclear, interpretamos esse
augmento de volume como uma «tumefaccio local» da basichromatina si-
tuada junto & membrana nuclear. Uma tumefaccido de basichromatina com
aspecto semelhante ¢ referida por Pianese (1896) nas cellulas de tumores
(‘Taft. IV, fig. 1V).

o—A apparencia de «granulos acidophilos» que apresentam os cor-
pusculos intranucleares quando examinados com Oc. 4X ou 12x Leilz e
Obj. imm. 100>, quer com a luz natural. quer com lampada «Nitra», ¢é
um aspecto ate certo ponto falso. Elle é corrigido pelo exame com Oc.
20%, Obj. imm. 100X e lampada «Nitra», empregando intensidade lumi-
nosa variavel da lampada e aberturas differentes do diaphragma-iris.

Sempre que assim procedemos no nosso material, quer nos corpus-
culos intranucleares da cellula hepatica do macaco, quer nos do homem,
notamos que os «granulos acidophilos» das phases iniciaes da degeneracio
oxychromatica, correspondiam a uma substancia acidophila, cuja intensi-
dade de coloracio variava de ponto para ponto, cujos contornos eram
difficeis de precisar e cuja forma nunca era espherica ou redonda. T'al
substancia occupa uina ou diversas malhas do reticulo de linina alterado
ou «stroma, do corpusculo, o que explica a sua forma caprichosa.

O aspecto de «granulos acidophilos  apparente ao exame com Oc.
4x e Obj. imm. 100x Leitz ¢ luz natural ou artificial ¢ provavelmente
devido 4 grande luminosidade que em iaes circumstancias possue a subs-
tancia acidophiia (depositada nas malhas do reticulo de linina alterado ou
«stroma» do corpusculo), quando comparada e fazendo contraste com o
referido reticuio de linina. |

Examinados com Oc. 25x ¢ Obj. imm. 100X Leilz e lampada «Ni-
lra. nas condicoes alraz referidas, os corpusculos intranucleares especi-
licos da febre amarelia revelam, na verdade, aspecto granuloso.

Mas os granulos que ahi se encontram nio siio acidophilos e sim
basophilos, correspondendo lraco por traco as finas particulas de basichro-
matina que normalmente se acham incrustadas no reticulo de linina. Taes
oranulos, que «apresentam notavel uniformidade de dimensoes, embora
de forma irregular» sio, por conseguinle, apenas um dos componentes do
«stroma» do corpusculo.
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Em resumo: examinados os corpusculos com augmento de 2000 —
2500 diametros deixam de existir os «granulos acidophilos: que o exame
com 5001000 diametros fazia suppor como partes constitutivas do cor-
pusculo. |

Com o mesmo augmento de 2000 — 2500 diamelros o corpusculo
mostra um aspecto granuloso; os granulos sfio, porém, basophiios, e cor-
respondem a particulas de basichromatina que fazem parle do «stroma>
do corpusculo; laes granulos basophilos podem ser cgualmente e com
facilidade apreciados com o augmento de 500—1000 diametros e luz na-
lural. em preparados corados simplesmente pelo hemalaun de Meyer, ou
pelo bordo-hemalaum.

6-—As cellulas hepaticas de casos humanos de febre amarella mos-
lram pronunciadas alteracdes da oxychromatina e de nucleoproteinas aci-
dophilas, além das inclusdes inntranucleares (Quadro VIII).

Em uma tentativa para estabelecer distinccoes entre tacs alleracoes
que se prestam a confusio com a degeneraciio oxychromatica, estabelece-
mos designacoes provisorias para lodes os aspectos nucleares anormaes
(que, a Nosso criterio. se apresentassem com maior constanciae parecessem
representar um (vpo de alteraciio definido. Distinguimos, assim, «granulos
erythrocytiformes», «particulas acidophilas», efc.

Ao passo que em vinte casos de autopsia (Quadro IX) usados como
contraprova, os granulos erythrocytiformes eram presentes cm seis, as
particulas acidophilas (oxychromatina ?) (fig. 56) em cinco, ¢ a multi-
plicidade de nucleolos apenas em um, em dezesete casos de febre amarella.
os granulos erythrocytiformes (figs. 57, 38 e 60), existiam em dez, as
particulas acidophilas (fig. 59) em dez, e a multiplicidade de nucleolos
(figs. 54 ¢ 51) em dez. |
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EXPLICACAO DAS ESTAMPAS XXVIII—XXX

As figuras 1 a 65 e a figura 68 loram desenhadas com Oc. comp. 6 ¢ obj. imm.
homog. 1/12 Zeiss, na allura da mesa, com luz natural.

As liguras 66, 67 ¢ 69 a 72, foram de¢senhadas com Periplan. Ok. 25B ¢ Obj. imm.
Apert. 1.30, 100x de ILeilz., usando como apparelho de illumina¢do a
«Speziallampe Nitra» de bajxa tensio (6 volts, 6 amp.) de Leitz. A apre-
ciacdo dos detalhes referidos com este ullimo augmento € facilitado pela
variacio na inlensidade do i6co luminoso ¢ manobras do diaphragmsi-
Ir'is.

Nas figuras 1 a 8 e figs. 93, 61 ¢ 67, a coloraciio foj feila pela fuchsina basica e
azul de methyvleno de Loeffler; nas figs. 9 a 11 ¢ 63 foi usado o mesmo
processo, sendo os cortes tratados, depois da coloracao ¢ deshydratacao,
pelo carbol-xylol-olco de cravo.

Nas figuras 12 a 37, 40 a 48, 52, 53, 35, 56, 37, 09, 60, 61; 62, 68, 69, 71 e 72 a
coloracdo foi leita pela fuchsina basica ¢ azul de methyleno de Loelfler;
nas figs. 9 a 11 e 63 foi usado o mesmo processo, sendo os cortes trata-
dos. depois da coloracdo ¢ deshvdratacdo, pelo carbol-xylol-oleo de
Cravo.

Nas figuras 12 a 37, 40 a 48, 52 53, 59, a6, 57, 99, 60, 61, 62, 68, 69, 71 72 a
a coloracio foi a hematoxyvlina Delafield ou o hemalaun de Meyer ¢ &
cosina. Na figura 49 a coloracio foj a «Nuclealfarbung» de I'culgen. Nas
figuras 50, 51, 66 e 70 a coloracdo foi feita pela phloxine e azul de to-
luidina. Nas figuras 38 ¢ 65, a coloracdo foi o bordo ¢ hemalaun.

Na [lig. 97 fol usada a coloracio pelo verde de methyla-pyronina de Pappenhcim-
Unna.

Todos os cortes provém de¢ material fixado em liquido de Zenker, com excepcao
das figuras 57, 61 e 62, ondc o fixador usado foi o formol simples.

ESTAMPA XXVIII

Figs. 1 ¢ 2—Cecllulas hepaticas normaes de Macacus rhesus 2638 nao injectado;
chromatina ¢ membrana nuclear em azul, nucleolo em vermelho, cyto-
plasma em roseo azulado.

Figs. 3 a 11—Cellulas hepaticas de M. rhesus Ar. 'Tx. (Quadro VI, jnoculado com
virus da febre amarella (figs. 3, 1 e 5 representam phases iniciaes ‘da
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formacdio das inclusdes. Fig. 6 mostra uma jnclusdo typica (e«figura em
borboleta») corada em azul violeta; nucleolo em vermelho. Fig. 7 mos-
tra uma inclusio typica («figura em calota de esphera») corada em azul
violeta; nucleolo em vermelho. Nas figuras o e 6, o reticulo de linina
e as particulas de basichromatina nelie sitnadas sdo reconheciveis no in-
terior da inclusio. Nas figuras 6 e 7 a membrana nuclear ¢ irreguiar-
mente espessada em virtude da lumefacgido da basichromatina ahi loca-
lisada. Nas figuras 4 a 7, leve augmento de volume do nucleo. Figura 8,
degeneraciio oxychromatica em phase adiantada de formacdo, corada
em violeta avermelhado (tonalidade mal reproduzida na estampa) e se-
parada da membrana nuclear pelo halo claro caracteristico; sobre 2
membrana nuclear, parliculas de basichromatina tumefaclas, semeihando
depositos irregulares. Figura 9, celiula hepatica apparentemente normal
do M. rhesus Ar. Tx. (Quadro VII). Figuras 10 e 11, inclusGes Lypicas
(figuras em borboleta e em calota de esphera) no M. rhesus Ar. 1Tx.
(Quadro VII). O nucleolo nido € visto na figura 10, provavelmente, em
virtude do plano do corte; em 11, o nucleolo é formado por um granulo
marginal vermelho escuro ¢ uma porcio restante menos inlensamente
corada. |

ESTAMPA XXIX

As figuras 13 a 25 representam inclusdes em rhesus inoculados com amostras bra-
sileiras de virus, € as figuras 26 a 34, inclusdes em rhesus injectados
com a amostra africana Asibi.

Fig. 12, cellula hepatica do rhesus n° 13 C. Mn. inoculado com cultura de virus em
meio de Noguchi (muitas passagens) € morto no 480 dia; nucleolo ex-
centrico, reticulo de linina e particulas de basichromatina bem reconhe-
civeis; no nucleoplasma ndo existe apparentemente oxychromatina.

IFig. 13, phase inicial de formacao da inclusio no rhesus no 8 Ar. (Quadro, I); nella
sobrevém substancias acidophilas em dois pontos circumscriptos do nu-
cleoplasma; o nucleolo, o reticulo de linjina e a membrana nuclear, ap-
parentemente integros. |

Figuras 14 a 16 e 18 a 23, inclusdes typicas no rhesus, Ar. Tx. (Quadro VII), ma-
caco infectado por virus brasileiro transmittido por mosquitos; figuras
em calota de esphera (13 e 16), em borboleta (18 e 20), tripartidas (19).

Nas figuras 15, 16, 18 19 e 20, as particulas de basichromatina do reticulo de li-
nina coram-se pela hematoxylina de modo nitido, quer no interior da
inclusio, quer no halo claro que a circumda. Nas figuras 21, 22 e 23,
as particulas de basichromatina ndo sao mais bem apreciadas jcom a
ampliacio usada, o que € attribujvel 4 lyse parcial que apresentam; em
92 ellas apparecem, sendo algum tanto tumefactas.

Figuras 17, 24 e 25, rhesus n° 8 Ar. (Quadro I) injectado directamen te com sangue
de doente, mostrando nilida tumetacg¢ado da basjchromatina na mem-
brana nuclear; em 24 e 25, as zonas onde cxiste a referida tumefaccao.
alternam com outras onde apparentemente houve lyse completa da ba-
sichromatina deposilada na membrana.
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As figuras 27, 28, 32 e 33 pertencem ao rhesus 62 C. Mn. (Quadro VI); as 29, 30,
31 e 34, ao rhesus 58 C. Mn. (Quadro VI); a 26, ao rhesus 57 C. Mn.
(Quadro VI).

As figs. 35, 36 e 40 representam cellulas epitheliaes da camada cortical das supra-
renaes do M. cynomolgus 15 C. Mn. (Quadro III). Figura 35, nucleo norr
mal; figura 36, cellula em dois nucleos, um dos quaes em karyolyse;
figura 40, nucleoproteinas acjdophilas accumuladas em ponlo determi-
nado do nucleoplasma ¢ suggerindo uma inclusdo da Ifebre amarella.

As figuras 37 e 41 representam cellulas epitheliaes da camada cortical das supra~
renaes do rhesus 8 C. Mn. (Quadro V); figura 41, alteraciio nuclear nao
especifica (basophilia do nucleopiasma) semelhante a4 que se vé em cel-
lulas hepaticas de rhesps, quer injectados (figuras 42 a 47), quer ndo in-
jectados «and also in man (figura 55). As figuras 42, 46 ¢ 47 proveém
do rhesus 24 C. Mn. (Quadro VII), as 44 e 45 do 8 C. Mn. (Quadro V),
e a 43 do rhesus Ar. Tx. (Quadro VII).

Figura 48 representa uma cellula hepatica do rhesus 2655 ndo jnoculado, com 0
nucleo em pycnose.

Figura 49 representa uma cellula hepatica do rhesus Ar. Tx. (Quadro VII) corada
pela «Nuclealfirbung» de Feulgen; a inclusdo nio se cora, mostrando
esbocado um reticulo, onde existem granulos em azul da Prussia vistos
indistinctamente; sobre a membrana, porcdes coradas em violeta (chro-
matina).

Figura 38 representa um aspecto difficil de interpretar encontrado no figado do
rhesus 443 Ar. (Quadro 1V): artificio de preparacdo ? «emply nuclei» ?

Figura 39 representa uma cellula hepatica do rhesus Ar. Tx. (Quadro VII); nu-

| cleolo vermelho, inclusio sem coloracgéo. '

Figuras 50 e 51 representam cellulas hepaticas do rhesus Ar. Tx. (Quadro VII);
a separaciio das por¢des componentes do nucleo ¢ evidente.

FFigura 52 representa uma cellula hepatica do rhesus 14 C. Mn. (Quadro V) com
acidophilia do nucleoplasma, mas sem [ormacao de inclusodes.

ESTAMPA XXX

Fig. 53 representa uma cellula hepatica com tumefaccio do nucleolo em caso hu-
mano de febre amarella (caso 2488).

Figura 54 representa uma cellula hepatica com dois nucleos e multiplos nucleolos
de tamanhos os mais variados, alguns micronucleolos com dimensoes in-
feriores a 1/5 dos maiores; augmento de volume de um dos nucleolos
(caso 5396).

Fig. 55 representa uma cellula hepatica com basiphilia do nucleoplasma em caso
humano de febre amarella (caso 5406).

Fig. 56 representa uma cellula hepatica com alteracdes do nucleoplasma mujto}
semelhantes 4as inclusdes nucleares das doencas de virus, encontrada em
um caso de cancer da vesicula biliar (autopsia 2558); a conservacio e
integridade do reticulo de linina, a ausencia de tumefaccido da basichror
matina na membrana nuclear ¢ do halo claro caracteristico em torno
das porcoes acidophilas do nucleoplasma distinguem esse aspecto das in-
clusdes especificas da febre amarella. '
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Figura 57 representa uma cellula hepatica de um caso de febre amarella ‘caso
2482) em cujo nucleo existe um granulo erythrocitiforme typico: ¢ nu-
cleolo ndo € reconhecivel no desenho.

Na ligura 58 sfo vistos dois granulos crvthrocytiformes em cada um dos nucleos
dc uma cellula hepatica de um caso de febre amarella (caso 2530 .

Na figura 60, diversos granulos ervthroeytiformes em «nucleos esvasiados» de uma
cellula hepatica de caso humano de febre amarella (autopsia 5396).

Figura 59 representa uma cellula hepalica de caso humano de febre amarella (caso
2397) com multiplicidade de nucleolos ¢ alteragdes do nuclcoplasma sc-
melhando inclusodes.

Figuras 61 ¢ 62 representam inclusdes typicas em cellulas hepaticas de um caso

humano dc febre amarelln (autopsia 2485); figuras 63, 64 ¢ 00, em ou-
lro caso (autopsia 5271) e figuras 68 e 69, em outro (autopsia 5396).

A ligura 69 representa o nucleo da cellula desenhada na figura 68, visto com maior
ampliacdo; nella a inclusio é formada por uma substancia fundamental
acidophila (oxychromatina ¢ nucleoproteinas acidophilas formadas em
condi¢oes anormaes ?, € por um slroma; este é o proprio reticulo de
linina ¢ as parliculas de basichromatina nelle inclusas; estas soffrem
lysc parcial.

Iigura 66 representa o nucleo de uma cellula hepatica apparentemente normal, no
rhesus Ar. Tx. (Quadro VII); a oxychromatina existe ¢m quantidade
discreta.

Figura 70 mosira o nucleo de uma cellula hepatica do rhesus Ar. Tx. (Quadro Vi,
em phase inicjial de formacdio das inclusdes; a albumina acidophila, co-
rada dc modo desigual em roseo ¢ roseco-alaranjado, esta alojada nas
malhas do reticulo de linina, em 1 pontos separados entre si.

Figura 71 mostra uma inclusio lypica na cellula hepatica do rhesus Ar. Tx. (Qua-
dro VII); a estructura do stroma € bem reconhecivel no interior da in-
clusio ¢ bem apreciada a sua continuidade com o reticulo de linina no
espaco claro que circumda a inclusio.

Na ligura 67 ¢ tambem, apparente o stroma da inclusio em continuidade com o
reticulo de linjina bem conservado, fora da inclusio; cellula hepatica do
rhesus Ar. Tx. (Quadro VII .

Fig 72 mostra uma inclusio typica na cellula hepatica do rhesus 58 C. Mn. (Qua-
dro VI, cm phase adiantada de ormacio. Na inclusio nota-se a subs-
tancia fundamental mostranco variagdes no colorido roseo de um para
outro ponto, ¢ o stroma. O stroma ¢ formado pelo reliculo de linina
com malhas estreitas e deformadas, e particulas de basichromatina leve-
mente tumefactas ¢ em lyse. Pronunciada tumefaccdo da basichromatina
na membrana nuclear.



