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o virus Morumbi e membro do sorogrupo Phlebotomus fever (familia
Bunyaviridae: genero Phlebovirus) nativo da Regiao Amaz6nica. Seu vetor e
desconhecido mas supoem-se ser transmitido por flebotomlneos. Foi isolado em
1988 de ser humane apresentando quadro febril agudo. Este arbovirus, quando
inoculado em camundongo por via cerebral, demonstrou viscerotropismo,
induzindo inclusive lesoes no f1gado do animal inoculado. Com os objetivos de: i)
estabelecer as caracterlsticas anatomo-patol6gicas e imuno-histoqulmicas em
ffgado de camundongos albinos Swiss recem-nascidos experimentalmente
infectados pelo virus Morumbi; ii) verificar se 0 virus apresenta hepatotropismo
diferenciado na depend encia de inocula<;;ao pelas vias cerebral, peritoneal ou
subcutanea; Iii) caracterizar detalhadamente os padroes anatomo-patol6gicos
seqOenciais no flgado; iv) demonstrar a localiza<;;ao do antigeno viral no tecido
hepatico ao longo da infec<;;ao experimental; v) estudar posslveis inter-rela<;;oes
entre os achados anatomo-patol6gicos e os imuno-histoqulmicos. Foram
estudados experimentalmente 71 camundongos Swiss recem-nascidos (dois e
tres dias), distribuldos ao final do experimento como segue: 21 animais
inoculados por via intracerebral (IC), 21 por via intraperitoneal (IP) e 29 animais
inoculados por via subcutanea (SC). Utilizou-se a dose infectante 5,0 DLso10,02ml
de suspensao de virus. Outros trinta, animais que nao receberam in6culos, foram
utilizados como grupo controle. Subgrupos de oito animais (seis inoculados e dois
do grupo controle) foram sacrificados diariamente a intervalos de 24 em 24 horas,
ate 96 horas para os grupos IC e IP e ate 120 horas para 0 grupo SC. Fragmentos
de ffgado de todos os animais foram fixados em solu<;;ao de formalina neutra a
10%, incluldos em parafina, de onde foram obtidos cortes de 5/lm que foram
corados pela tecnica de hematoxilina-eosina para analise morfol6gica e, cortes
adicionais, foram submetidos a tecnica de imuno-histoqulmica (Sistema Envision,
DAKO, USA), utilizando a fosfatase alcalina e soro hiperimune do virus Morumbi
preparado em camundongos jovens, para detec<;;ao de antigeno viral. Foram
estudados seis parametros de lesao em areas portais e nove outros nos 16bulos,
que foram semiquantificados numa escala que variou de zero (0) a tres cruzes
(+++), onde zero significou ausencia de lesao e tres cruzes lesao intensa. A
microscopia 6ptica, ficou evidente que 0 virus Morumbi inoculado em
camundongos por tres diferentes vias induz lesoes em areas portais e lobulares,
caracterizando uma hepatite aguda com presen<;;a de corpusculos acid6filos,
semelhantes aos corpusculos de Councilman - Rocha Lima, de distribui<;;ao
irregular nos 16bulos, cujo aparecimento foi observado 24 horas p6s-inocula<;;ao
(p.i.) e atingiu 0 maximo de intensidade as 72 horas p.i. em animais inoculados
por via IP. 0 exame imuno-histoqulmico mostrou presen<;;a leve de antigeno viral
a partir de 24 horas p.i. no grupo IC e a partir de 48 horas p.i. nos grupos IP e SC,
havendo certo paralelismo em rela<;;aoa intensidade de lesao morfol6gica, tendo-
se observado 0 maximo de detec<;;aode antigeno viral em animais inoculados por
via IP e sacrificados as 72 horas p.i. A distribui<;;ao geral de antigeno foi
observada especificamente nos 16bulos hepaticos, no citoplasma de hepat6citos
integros e necrosados e no interior de celulas de Kupffer, nao havendo
preferencia por nenhuma das tres zonas do 16bulo. Concluiu-se que: i) 0 modele



de infec9ao experimental em camundongos foi excelente para 0 estudo das
les6es causadas pelo virus Morumbi, podendo ser selecionada a via IP como
referencial; ii) em todas as vias utilizadas (IP, IC e SC) se confirmou a infec9ao
pelo virus Morumbi com marcante detec9ao de seu antigeno, no tecido hepatico
de camundongos Swiss; iii) a presen9a de antigeno do virus Morumbi no figado
desses camundongos associou-se ao aparecimento de hepatite aguda, com
necrose focal; iv) hepatite aguda intensa pede ser observada em figado de
camundongos sacrificados 72h p.i. com 0 virus Morumbi por via IP, 0 que nao foi
verificado com as outras duas vias; v) a hepatite aguda mostrou-se limitada, neste
experimento, tendendo a desaparecer na maioria dos camundongos inoculados,
com avan9ar das horas; vi) colestase nao foi altera9ao frequente na hepatite
experimental pelo virus Morumbi, quando inoculado por via IC, IP ou SC; vii) 0

antfgeno do virus Morumbi teve predominancia pela localiza9ao
intracitoplasmatica, padrao granular, nos hepat6citos e celulas de Kupffer; viii)
antfgeno viral foi detectado em fragmento hepatico de animais experimentalmente
inoculados com 0 virus Morumbi, a partir de 24 horas via IC e a partir de 48 horas
nasvias IP e SC.



1.INTRODUCAo

AS Phtebovirus sao arbovirus que se encontram universalmente

distribuidos, sendo reponsaveis pelo aparecimento da doenga conhecida como febre

do Phlebotomus. No Velho Mundo, ha muito se tem conhecimento da existencia

dessesvirus que chamaram atengao, durante uma epidemia ocorrida na II Guerra

Mundial (Gonzalez-Scarano & Nathanson, 1996). Atualmente, a ocorrencia de

epidemias ou de casos esporadicos e observada em areas endemicas da Europa,

Asia e Africa, onde alem dos nativos, turistas e militares deslocados para essas

regioestornam-se alvos dessa arbovirose. A doenga manifesta-se sob forma febril,

geralmente de evolugao autolimitada, podendo em alguns casos complicar e tornar-

se grave, evoluindo para cura ou para 0 6bito (Laughlin et at., 1979; Ehrnst et at.,

1985).

No Novo Mundo, durante os anos 60, arbovirus desse genero foram

identificados, inicialmente nas Americas do Sui e Central e posteriormente na

Americado Norte (McLean, 1972; Srihongse & Johnson, 1974; Calisher et at., 1977).

A doenga humana e de ocorrencia esporadica e todas as apresentagoes ate hoje

registradas na literatura, nas Americas do Sui e Central, foram da forma aguda febril

autolimitada (Karabatsos, 1985; Pinheiro, 1986; Vasconcelos et aI., 1992).

Estudos realizados na Amazonia Brasileira de 1954 a 1998, por

pesquisadores do Instituto Evandro Chagas (IEC), revelaram a existencia de 186

tipos diferentes de arbovirus e de certos virus isolados de vertebrados, 84 dos quais

sac novos para 0 mundo (Travassos da Rosa, et at., 1998). Destes 186 tipos, 155

pertencem a 21 grupos antigenicos distintos e os 31 restantes ainda nao foram

grupados e/ou c1assificados.



Trinta e quatro desses agentes sac comprovadamente patogEmicos

para ° homem, produzindo doenc;:a febril isolada, ou associada com exantema,

doenc;:a hemom3gica e encefalite. A infecc;:ao humana por 31 deles ja foi

demonstrada atraves do isolamento do agente, a partir do sangue de doentes,

enquanto para os tres restantes, a infecc;:ao foi evidenciada exclusivamente em

bases sorol6gicas na regiao. De um modo geral, os casos clfnicos comprovados

mediante isolamento viral foram observados em pessoas que mantinham contacto

com a mata, excetuando-se as que foram infectadas em laborat6rio e os casos de

dengue e oropouche (Travassos da Rosa et a/., 1997).

o virus Morumbi (BE H 475236) foi isolado do sangue de um paciente

febril que evoluiu com quadro clfnico semelhante ao da febre do dengue em

12/04/1988, em Novo Repartimento, Tucurui, Para. Quando, em estudo anterior no

lEe, foi inoculado experimentalmente, causou um quadro de hepatite em

camundongos albinos Swiss recem-nascidos. Tais evidencias iniciais motivaram °
planejamento do presente estudo, visando a analise de sequencia das lesoes

histopatol6gicas hepaticas e suas relac;:oes com a via de inoculac;:ao e com a

distribuic;:aode antigeno viral mediante imuno-histoquimica.



Os virus sac microrganismos de dimensoes reduzidas, constituidos por

um unico tipo de acido nucleico, acido desoxiribonucleico (DNA) ou acido

ribonucleico (RNA). Sua multiplica<;ao e feita sob uma forma particular em que seus

componentes sac sintetizados independentemente. Sao metabolicamente inertes e

por isso dependem de parasitismo celular estrito, podendo infectar vegetais, 0

homem e outros animais (Mims & White, 1988; Oliveira, 1994).

o Comite Internacional de Taxonomia de Virus, criado em 1966,

determina que as familias virais sejam designadas por termos finalizados em viridae,

as sub-familias, em virinae e os generos com a palavra virus, sendo que as especies

ainda nao foram designadas formalmente.

A 6a edi<;ao de Classifica<;ao e Nomenclatura dos Virus publicada

(1995), levando em considera<;ao a Taxonomia Universal, registra uma ordem, 71

familias, das quais 24 contem virus que infectam humanos e animais, nove

subfamilias, 164 generos incluindo 24 generos flutuantes e mais de 3.600 especies

de virus (Murphy et al.,1995). Dentre esses, esta um grupo particular de virus, de

caracteristicas pr6prias, denominado arbovirus e que chama aten<;ao por conter

agentes patogenicos para 0 homem, alguns deles contribuindo para 0 aparecimento

de situa<;oes endemicas e ate epidemicas, constituindo-se muitas vezes em

problema de saude publica no mundo, por sua extensa distribui<;ao nos diferentes

Continentes (Pinheiro et al., 1996).



o termo arbovirus e oriundo da expressao inglesa arthropod-borne, de

ondeforam retiradas as duas primeiras silabas e acrescida a palavra virus.

De acordo com 0 manual da Organizac;ao Mundial de Saude, os

arbovirus sac virus que se mantem na natureza, principalmente mediante

transmissao biol6gica entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e artr6podes

hemat6fagos ou de artr6podes a artr6podes, atraves da via transovariana e

possivelmente da via venerea; multiplicam-se e produzem viremia nos vertebrados,

multiplicam-se nos tecidos dos artr6podes e sac passados a novos vertebrados

suscetiveis atraves da picada de inseto, ap6s um periodo de incubac;ao extrinseca

(WHO, 1985).

Os arbovirus constituem 0 maior grupo conhecido de virus, com 537

membros registrados no suplemento nO106 de maio de 1996 da terceira edic;ao do

International Catalogue of Arboviruses including certain other viruses of vertebrates,

sendo que 139 deles sac patogenicos para 0 homem (Karabatsos, 1985).

Os arbovirus caracterizam-se, de um modo geral, por conter genoma

constituido por RNA, com uma (mica excec;ao, 0 virus da febre suina africana que

possui DNA. 0 genoma RNA dos arbovirus pode ser segmentado ou nao e

apresenta-se com uma ou duas fitas. Arbovirus com genomas nao segmentados

incluem os generos Alphavirus (Togaviridae), Flavivirus (Flaviviridae), Lyssavirus e

Vesiculovirus (Rhabdoviridae), enquanto aqueles com genomas segmentados

incluem os Bunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus (Bunyaviridae) e os Orbivirus

(Reoviridae), (Travassos da Rosa et al., 1997).



Os arbovirus sac c1assificados de acordo com suas propriedades

antigenicasou segundo suas caracteristicas fisico-quimicas (Karabatsos, 1985).

A c1assifica<;80 antigenica dos arbovirus adota criterios reunidos por

Casals (1957) baseados principalmente nos resultados dos testes, hoje

genericamente rotulados de "testes convencionais", como inibi<;ao de

hemaglutina<;80(IH), fixa<;ao de complemento (FC) e neutraliza<;ao (N). Quando dois

au mais virus assim analisados mostram cruzamento sorol6gico, passam a constituir

um grupo antigenico e, quando alguns membros do grupo exibem relacionamento

mais intimo, formam subgrupos ou complexos (Karabatsos, 1985; Calisher, 1988).

as 537 arbovirus registrados no International Cataloque of Arboviruses, estao

distribuidos em 63 grupos antigenicos, salvo 83 que permanecem na categoria dos

virus nao-grupados (Pinheiro et at., 1996; Travassos da Rosa et at., 1997).

Com base em suas propriedades fisico-quimicas, a maioria dos

arbovirus registrados esta distribuida por cinco familias: Bunyaviridae, Ftaviviridae,

Togaviridae, Rhabdoviridae e Reoviridae (Travassos da Rosa et at., 1997),

ressaltando-se, no entanto, que nem todos os membros das citadas familias sac

necessariamente arbovirus.

Os virus da familia Bunyaviridae sac encontrados em todo 0 mundo. A

malOrla deles e constituida por arbovirus mantidos na natureza por transmissao

biol6gica entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e artr6podes hemat6fagos, tais

como mosquitos, flebotomineos, maruins e carrapatos. Os hospedeiros vertebrados

desses virus incluem roedores e outros pequenos mamiferos, primatas, aves,



ungulados, etc. Mais de 60 membros desta familia tem side reportados por causar

doenc;aem humanos ou animais, alguns causam doenc;a em aves marinhas ou em

plantas (Calisher, 1996).

Dos 537 virus registrados, 313 tem side colocados na familia

Bunyaviridae, distribuidos em cinco generos, de acardo com suas propriedades

morfol6gicas e antigenicas; 172 no genero Bunyavirus, 10 no genero Hantavirus, 34

no genero Nairovirus, 51 no genero Phlebovirus e 4 no genero Tospovirus; 19 virus

adicionais tem caracteristicas da familia Bunyaviridae e foram colocados em grupos

sorol6gicos, mas nao assinalados em nenhum genero, afora 23 outros virus nao

grupados e nao c1assificados (Calisher, 1996) (Figura 1).

Entre membros desta familia, alguns sac significantes pat6geno par

comprometerem simultaneamente diversos 6rgaos, entre eles: Bunyavirus (La

Crosse, Oropouche, Akabane); Nairovirus (febre hemorragica do Congo-Crimea,

doenc;a de carneiros de Nairobi); Phlebovirus (febre do Rift Valley e febre dos

Phlebotomus); Hantavirus (Hantaan, Puumala, Sin Nombre); e Tospovirus (Tomato

spotted wilt virus ou virus do tom ate manchado), sendo que os dois ultimos generos

nao sac considerados arbovirus. Outros ocasionam doenc;a febril ou encefalite em

humanos (Bres, 1988) ou doenc;a em plantas (Avila et al., 1993).

o genero Phlebovirus inclui dois grupos de virus, 0 Phlebotomus

(sandfly fever group) e 0 grupo Uukuniemi (Calisher, 1991). Em previa classificaC;ao

taxonomica, os dois grupos, baseados em relac;oes sorol6gicas, foram considerados

como generos diferentes na familia Bunyaviridae, mas por causa das similaridades



em suas propriedades bioquimicas e na organizaC;ao e expressao do genoma, os

dois grupos foram combinados em um genero: Phlebovirus. Entretanto, as

propriedades biol6gicas dos dois grupos sac distintas: os virus do grupo

Phlebotomus sac transmitidos por flebotomineos e mosquitos, enquanto os

Uukuvirus sac transmitidos por carrapatos (Bishop & Shope, 1979). Diversos virus

do grupo Phlebotomus, mas nenhum dos Uukuvirus tem side associ ados com

doenc;a em humanos embora anticorpos para 0 virus Uukuniemi tenham side

detectados em humanos (Tesh, 1988; Beaty & Calisher, 1991).

o genero Phlebovirus e composto de pelo menos 51 virus diferentes

(39 dentro do grupo Phlebotomus e 12 dentro do grupo Uukuniemi (Quadro 1) mas,

as informac;oes sobre a biologia molecular desses virus provem da analise de

somente uns poucos deles, nominalmente Punta Toro (PT), Rift Valley fever (RVF)

Sandfly fever Sicilian (SFS), Toscana (TOS) e Uukuniemi (UUK) virus (lhara et

al., 1985b).

As primeiras observac;oes sobre a morfologia dos Phlebovirus foram

feitas por microscopia eletr6nica mediante a tecnica de contraste negativo. UUK

virions apresentaram-se como particulas esfericas, com diametro variando entre 98

e 100nm. A superficie das particulas apresentou um arranjo hexagonal regular de

subunidades que parecia caps6meros ocos, com projec;oes medindo em tome de

9nm (Saikku & Von Bonsdorff 1968, Saikku et aI., 1970). Caps6meros similares

tinham side observados previamente na superficie das particulas do virus RVF

(Levitt et al., 1963), e subsequentemente caracteristicas morfol6gicas foram

descritas para dois outros Phlebovirus, PT e Karimabad (Smith & Pifat, 1982). Ficou



tambem evidente desses estudos que a organizac;:ao das particulas virais ocorria

exclusivamente no reticulo endoplasmatico liso e predominantemente nas

membranas do, ou adjacente ao complexo de Goigi.

A ruptura dos virions do UUK libera um componente interior em

serpentina, composto de um filamento de ribonucleoproteina (Saikku et al., 1970).

Como se observa a Figura 2 uma proteina N (25 KDa) mostrou-se associada com 0

filamento de ribonucleoproteina, enquanto duas proteinas glicosiladas, G1 e G2, de

tamanhos similares (65 - 75KDa), foram associadas com projec;:oes da superficie

(Petterson et al., 1971; Von Bonsdorf & Petterson, 1975). Polipeptideos, tambem de

tamanhos similares, foram encontrados nos virions de diversos Phlebovirus

(Roberson et aI., 1979; Rice et al., 1980). Uma quarta proteina viral L, com uma

massa maior que 200 KDa, foi encontrada em virions purificados dos virus RVF

(Collett et aI., 1985), sendo aparentemente um componente da transcriptase viral

(Bishop et aI., 1980).

Afora as proteinas estruturais N, NSm, G1, G2 e L, todos os

Phlebovirus expressam uma proteina nao estrutural denominada NSs. (Tyler &

Fields, 1996).

Similar aos outros virus da familia Bunyaviridae, 0 genom a dos

Phlebovirus compreende tres segmentos de RNA, fita simples, polaridade negativa,

helicoidais e suplementares, denominados L (grande), M (medio) e S (pequeno) que

codificam as proteinas L, G1, G2 e NSm, N e NSs. Cada segmento parece conter

uma (mica sequencia primaria sem sobreposic;:ao entre os mesmos (Petterson et aI.,

1977, Roberson et a/., 1979), e estao relacionados com a formac;:ao dos

nucleocapsideos, antigenicidade, virulencia em vertebrados e infectividade em

invertebrados (lhara et aI., 1985a). As sequencias terminais 3' de cada segmento do



RNA sac conservadas no mesmo grupo de virus e muito similar entre os demais

Phtebovirus (Parker & Hewellt, 1981; Accardi et at., 1993). A sequencia non sense

consistede oito e 11 nucleotideos nos terminais 3' e 5', respectivamente.

o grupo Phlebotomus reune um total de 39 virus, 23 dos quais com

propriedades bem definidas, que estao distribuidos em oito complexos antigenicos a

saber: Bujaru, Candiru, Chilibre, Frijoles, Punta Toro, Rift Valley fever, Salehabad e

umcomplexo nao definido contendo 16 virus (Murphy et at., 1995).

Entre os 39 virus do grupo Phlebotomus, registrados no Catalogo

Internacional, destacam-se oito deles, devido sua importancia medica, quais sejam:

Sicilian (SFS), Naples (SFN), Toscana (TOS), Rift Valley fever (RVF), Chagres

(CHG), Punta Toro (PT), Candiru (CDU) e Alenquer (ALE), todos isolados de

pessoas com quadro c1inico de doen<;a febril aguda (Karabatsos, 1985). Por outro

lado, evidencia sorol6gica de infec<;ao humana tem side demonstrada com outros

virus do grupo: Arumowot, Bujaru, Itaporanga, Gabek Forest, Gordil, Karimabad e

Saint Floris (Tesh et at., 1982).

De todos os virus relacionados com doen<;a humana, 0 RVF e 0 unico

que praduz ainda, doen<;a em animais domesticos (Tesh, 1988).

Os virus do grupo Phlebotomus podem adaptar-se em hamsters e

camundongos recem-nascidos, mediante passagem intracerebral seriada (Tesh,

1992). Segundo Tesh (1988), alguns virus do grupo Phlebotomus praduzem efeito

citopatico em cultura de celulas Vera. Sendo que SFN, SFS e Karimabad

apresentam ainda, efeitos em outras do is tipos de celulas ou linhagens BHK - 21 e



MA - 111 (Tesh, 1992). Em culturas originadas de celulas de artr6podes, nao

replicam naquelas produzidas a partir de celulas de mosquitos, no entanto, replicam

em culturas de flebotomineos, estando na dependencia do tipo de virus em estudo e

da especie de flebotomineo utilizado para cultura (Tesh, 1988).

o grupo Uukuniemi esta constituido por um unico sorogrupo, com doze

virus. Foi considerado no passado como um genero isolado. Atualmente esta

inserido no genero Phlebovirus por apresentar significantes rela<;oes antigenicas e

sequencia de proteinas hom610gas com os virus desse genero, quando comparado

com os membros dos outros generos (Murphy et a/., 1995).

Nessa regiao, foram isolados 21 membros do grupo Phlebotomus

(Vasconcelos et a/., 1998). Desse total, quatro foram obtidos de amostras de sangue

de seres humanos com doen<;a febril aguda e os demais foram isolados de

marsupiais, roedores, flebotomineos (Lutzomyia) e mosquitos (Culex e Coquillettidia)

(Travassos da Rosa et a/.; Rodrigues et a/., 1998). Um fato importante e que ate 0

momenta todos os quatro virus isolados de seres humanos, quais sejam CDU, ALE,

Serra Norte e Morumbi pertencem ao mesmo complexo antigenico, CDU

(Vasconcelos et a/., 1992). Registre-se ainda, dentro deste complexo 0 virus Itaituba,

isolado uma unica vez do sangue de um marsupial Didelphis marsupialis (Rodrigues

etal., 1998).

Dentre os 17 outros membros do grupo cujo poder patogenico para 0

homem continua desconhecido, encontram-se os virus Belterra e Icoaraci que

apresentam forte relacionamento antigenico com 0 virus RVF (Travassos da Rosa et

al., 1983). 0 arbovirus RVF foi identificado pela primeira vez na Africa, em 1930,



onde vem demonstrando seu alto poder patogemico para 0 homem e animalS

domesticos, muito bem documentado atraves de trabalhos publicados ao longo dos

anos e que revelam desde quadros agudos benignos a quadros complicados

evoluindo com seqOelas ou com 6bitos (Van Velden et al., 1977; Abdel-Wahb & EI

Baz, 1978; Laughlin et al., 1979; Deutman & Klomp, 1981; Nicoletti et al., 1991;

Wilsonet al., 1994).

Esse virus foi isolado em 1988 do sangue de um paciente,

apresentando quadro agudo de doenga febril, procedente da localidade de Novo

Repartimento, Municipio de Tucurui 49°,41' 0 e 3°, 45' S, Estado do Para. Os testes

sorol6gicos utilizados para identificagao do isolado, demonstraram que esse virus

pertence ao complexo CDU do grupo Phlebotomus. Embora ja caracterizado

antigenicamente, 0 virus Morumbi, ainda nao foi registrado no Catalogo Internacional

(Rodrigues et al., 1998).
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Sorogrupo Complexo Virus
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FIGURA 20 Esquema da particula integra dos Phlebovirus. Observar a presen<;a de
espiculas superficiais por glicoproteinas (G1 e G2) emergentes do envelope lipidico
e a presen<;ade tres segmentos gen6micos helicoidais e complementareso
Fonte:Adaptado de SCHMALJOHN, CoSo;1996



Maiores informa<;oes sobre essa doen<;a surglram em 1909, quando

Doerr,Frans e Taussing trabalhando juntos em uma comissao, inocularam soros de

casos agudos em voluntarios humanos e conseguiram reproduzir a doen<;a cujo

agente etiol6gico ainda era desconhecido (citado em Gonzalez-Scarano &

Nathanson, 1996). Esses autores, no entanto, descobriram tratar-se de agente

filtravel,que foi identificado mais tarde por Sabin & Sweet em 1943 quando isolaram

o virus SFS, na Italia, de soro coletado de dois soldados, tornando-se entao, este

Virus,0 prot6tipo do agente etiol6gico da doen<;a (citado em Tesh et a/., 1976).

Os estudos sobre esses virus ficaram restritos aos paises do Velho

Mundoate 1960, quando a doen<;a foi diagnosticada pela primeira vez no Continente

Americano, no Panama, em pessoas que estiveram em areas de florestas. Na

oportunidade, foram isolados e identificados os virus Chagres e PT (Srihongse &

Johnson,1974; Monath, 1992).

No Brasil, os primeiros informes sobre a possibilidade da existencia da

doen<;asurgiram em 1960, quando do isolamento de um Ph/ebovirus, denominado

CDU, a partir de amostra de sangue de ser humane sintomatico, apresentando

quadrofebril. Exames sorol6gicos posteriomente realizados em 1.710 residentes da

Amazonia, demonstraram, em 11, a presen<;a de anticorpos especificos para esse

virus (McLean,1972; Karabatsos, 1985; Travassos da Rosa eta/., 1986).

A doen<;a constitui problema de saude publica no Velho Mundo, onde

alem das epidemias, ha ocorrencia de casos esporadicos em areas consideradas

endemicas como Africa, Mediterrc'3neo Europeu e Asia Central (Tesh,1990;



Sanford,1994). No Mediterraneo Europeu, os agentes etiol6gicos mais

frequentemente associ ados a essa doenc;a sac: SFS, SFN e TOS (Niklasson &

Eitrem, 1985; Eitrem et a/., 1990), sendo que na Asia predominam SFS e SFN

(GonzalezScarano & Nathanson, 1996) e na Africa: RVF (Wilson et a/., 1994). A

prevalencia para SFS, SFN e TOS foi estudada em Chipre na populac;ao nativa

saudavel (Eitrem et a/., 1991b) que apresentou taxas de anticorpos em torno de

57%,32% e 20% para SFN, SFS e TOS, respectivamente, demonstrando assim, ser

bastanteelevada a infectividade entre os residentes. Nessas regioes, existe ainda

riscopara os viajantes, como sold ados suecos que estiveram em manobras militares

parseis meses em Chipre (Eitrem et aI., 1990) ou os turistas em Chipre (Niklasson &

Eitrem 1985), ou em Toscana, na Italia (Schwarz et a/., 1995a e Schwarz et a/.,

1995c),ou em Albufeira e Coimbra, Portugal (Ehrnst et a/., 1985; Schwarz et a/.,

1995c),na Espanha (Eitrem et aI., 1991a). Merece destaque 0 estudo de Eitrem et

al., (1991a) que encontraram 37 pessoas infectadas em um total de 127 turistas

suecos que voltaram do Mediterraneo. Neste estudo, chamou atenc;ao dos

pesquisadores a exist€mcia de uma senhara infectada, na 12a semana de gestac;ao,

quedeu a luz mais tarde a uma crianc;a saudavel.

Ainda no Velho Mundo, registra-se um quarto virus que vem chamando

atenc;aodas autoridades sanitarias nao s6 par ser responsavel par epidemias, mas

por seu alto poder patogenico para 0 homem, 0 RFV, que foi identificado as

proximidades do vale do Rio Rift, no Quenia em 1930, onde comprometia

predominantemente animais ruminantes levando muitas vezes as femeas gestantes

a perderem suas crias (Laughlin et a/., 1979). Desde entao, foi observado que alem

dos animais, 0 homem tambem poderia ser infectado, quando em contato com esse

virus, 0 que ficou bastante evidente durante uma epizootia ao sui da Africa, no



periodode 1950-1951, quando cinco pessoas foram infectadas ao assistirem a

necr6psiade animais mortos por esse virus. (Laughlin et al., 1979). Epidemias,

nessaregiao, foram registradas ainda em 1975 e 1977 (Van Velden et al., 1977;

Laughlinet al., 1979). No Oeste africano, regiao da Mauritania, em 1987, ocorreu

uma grande epidemia, ocasiao em que os estudos epidemiol6gicos registraram

1.264 infecyoes humanas com 224 mortes relatadas (Arborio & Hall, 1989). Em

1993, durante os meses de abril e outubro, evidenciaram-se epidemias pelo RFV no

Egitoe na Mauritania, com aproximadamente 250 6bitos registrados (Wilson et al.,

1994). No mesmo ano, 0 Senegal foi acometido por uma grande epidemia na qual

foramrelatados novos vetores capazes de transmitir 0 virus RFV: Aedes ochraceus

e Ae. vexans, com 13 isolamentos virais, grande numero de casos de infecyao

humanae diversos 6bitos (Fontenille et al., 1998). Apesar de nao haver registros

sobre a circulayao dessas duas especies de Culicideos no continente Sui

Americano,e preocupante a possibilidade da entrada desse agente infeccioso nas

Americas,particularmente no Brasil, face as evidencias da transmissao do virus pelo

Ae. aegypti e dos altos indices de infestayao deste mosquito no pais (Karabatsos,

1985).

A ocorrencia da doenya no Velho Mundo da-se no periodo de maio a

outubro em Chipre (Eitrem et al., 1991 a) correspondendo as estayoes quentes e

secas, (Sanford, 1994). As epidemias aparecem essencialmente nas areas

endemicas e cham am atenyao pois afetam os recem-chegados, atingindo em

algumas ocasioes um grande numero dessas pessoas de uma s6 vez. Este fato,

levaa pensar que os nativos dessas areas se infectam ainda bem jovens e como os

sintomas nessa idade, costumam ser discretos, passam despercebidos (Tesh &

Papaevangelou, 1977a; Tesh, 1990; Eitrem etal., 1991b).



No velho Mundo, os virus SFS e SFN sac transmitidos ao homem

atravesdo Phlebotomus papatasi, enquanto Ph. pernicious e 0 transmissor do virus

TOS(Eitremeta/., 1991b).

No Continente Americano, a febre do Phlebotomus vem sendo

registradano Panama (Leduc et a/., 1982; Sanford, 1994) e na Regiao Norte do

Brasil (Vasconcelos et aI., 1992; Rodrigues et aI., 1998). Nesta, a infecc;ao em

humanos por esses arbovirus ainda e baixa, segundo Travassos da Rosa et aI,

(1986) e Vasconcelos et aI., (1998). No Panama, ao contrario, os indices de

infectividade aparecem bastante elevados, conforme Srihongse & Johnson (1974)

que encontraram 18% de testes sorol6gicos positivos para 0 virus Chagres, em

residentesde San Miguel, umas das IIhas Perlas.

Na America do Norte, Colombia e Regiao Sudeste do Brasil, (Estado

deSao Paulo), a febre do Phlebotomus ainda nao foi registrada nos seres humanos,

muito embora a existencia de arbovirus desse grupo ja esteja muito bem

documentada por estudos sorol6gicos e isolamento de virus de alguns vertebrados

(Calisheret a/., 1977; Travassos da Rosa et aI, 1986; Tesh et a/., 1989).

Na Amazonia brasileira, a febre do Phlebotomus esta relacionada a

quatrosorotipos: CDU, ALE, Serra Norte e Marumbi. Alem destes, outros membros

ja foram isolados e estudados, no entanto, ainda hoje e desconhecido seu poder

patogenico para 0 homem, pelo fato de terem side obtidos apenas de isolamento de

flebotomineos ou animais silvestres (Travassos da Rosa et aI, 1986; Vasconcelos et

aI., 1992; Travassos da Rosa eta/., 1998).

A infeccc;ao humana ocorre na natureza mediante picada par

flebotomineos infectados (Tesh et a/., 1982). No entanto, 0 arbovirus RVF e capaz

de infectar ainda, atraves de aeross6is, como observado durante estudos em



laborat6rioe durante 0 manuseio de carne fresca de animais domesticos infectados

(Laughlinet al., 1979; Gonzalez-Scarano & Nathanson, 1996).

Todos os virus isolados de flebotomineos do Velho Mundo provem de

insetospertencentes ao genero Phlebotomus, enquanto aqueles do Novo Mundo

SaG oriundos de insetos pertencentes ao genero Lutzomyia. Embora existam outros

generos, esta associa<;ao virus-inseto, e sem duvida 0 reflexo da faixa de

hospedeirosvertebrados desses virus, das preferencias alimentares e distribui<;ao

geograficas dos vetores. Por exemplo, a faixa de hospedeiros vertebrados

correntemente conhecida dos Phlebovirus parece ser limitada aos mamiferos, e a

maioriados flebotomineos que se alimentam dos mamiferos, sac membros dos

generosPhlebotomus e Lutzomyia (Tesh, 1988).

Dos 39 sorotipos de Phlebovirus reconhecidos, 25 tem side isolados

nasAmericas, provavelmente um reflexo da grande diversidade de flebotomineos,

com, aproximadamente, 360 especies diferentes de Lutzomyia atualmente

reconhecidas,enquanto somente 119 especies e subespecies de Phlebotomus tem

sidereportados no Velho Mundo (Tesh, 1988).

Estudos realizados no Panama ja demonstraram 0 envolvimento da

especie Lutzomyia trapidoi na transmissao do virus PT (Tesh et aI., 1974). Na

Amazonia brasileira, foram isolados membros do sorogrupo Phlebotomus de

Lutzomyia f1aviscutellata (Aitken et al., 1975), Lutzomyia umbratilis (Herve et al.,

1986, Travassos da Rosa et ai, 1986) e Lutzomyia olmeca (Tesh et ai, 1989).

Evidencias de que artr6podes sac os seus transmissores podem ser comprovadas

pelo encontro de soropositividade em humanos para os virus isolados dos insetos

(Karabatsos, 1985).



AS invertebrados implicados na transmissao de Phlebovirus possuem

habitosperidomiciliares no Velho Mundo (White & Fenner, 1994) e sac encontrados

tanto em areas urbanas como em areas rurais, 0 que difere da ocorrencia nas

Americasonde os flebotomineos sac encontrados em zonas de florestas. Ja esta

comprovadoque durante os meses de inverno, quando 0 vetor e inativo e durante 0

perlodoem que hospedeiros vertebrados nao estao disponiveis, os virus se mantem

emnatureza atraves da passagem transovariana, inclusive mantendo-se por longos

perfodoscomo 23 meses, nao alterando seu poder patogenico (Tesh et al., 1986;

Tesh & Modi, 1987). A transmissao transovariana esta muito bem documentada

atraves de estudos desenvolvidos em laborat6rios, com ovos de artr6podes

infectados (Herve et al., 1984; Tesh & Modi, 1987), ou atraves do encontro de

grandenumero de flebotomineos machos infectados em natureza com virus, quando

se tem conhecimento que somente as femeas sac hemat6fagas e que s6 elas par

issodeveriam aparecer infectadas (Schmidt et al., 1971; Tesh et at., 1974; Aitken et

al., 1975;Tesh et al., 1989 ).

Woodall (1967) observou que, alem dos flebotomineos, outros insetos

comoos mosquitos, estariam implicados no cicio de infeC9aO dos Phlebovirus. Tesh

(1988) refor90u essa ideia quando relacionou os virus Arumowot, Itaporanga e 0

RVF na transmissao efetuada par mosquitos.

Na infec9ao natural causada pelos Phlebovirus predomina 0 quadro

c1fnicode doen9a autolimitada, com dura9aO de 2 a 4 dias, podendo variar desde

forma inaparente, quadro febril, doen9a febril com artrite, ate quadros mais graves



de encefalite e febre hemorragica. A doen<;a aguda febril e responsavel pelo

afastamento das pessoas infectadas de suas atividades habituais devido,

inicialmentea eleva<;ao de temperatura que pode variar de 37,rC a 40°C. A febre

frequentemente e acompanhada de cefaleia, dor retrorbital, alem de mialgia que

podelocalizar-se no torax ou no abdome. Sintomas menos frequentes sac nauseas,

v6mitos,fotofobia, instabilidade da marcha, rigidez de nuca, altera<;ao ou perda do

apetite e artralgia. Em um ter<;o dos pacientes aparece congestao conjuntival. A

frequencia do pulso pode estar aumentada proporcionalmente a temperatura no

primeirodia, porem nos dias posteriores, com frequencia ocorre bradicardia. A febre

persiste por tres dias na maioria dos pacientes, com defervecencia gradual,

instabilidade da marcha, astenia e sentimentos de depressao, encontrados com

frequencia durante a convalescen<;a. Em 15% dos casos ocorre recorrencia dos

sintomas subsequente ao desaparecimento das manifesta<;oes da fase aguda

(Sanford, 1994). Rea<;ao semelhante tem side observada no curso de infec<;oes

causadaspelo Bunyavirus Oropouche, importante agente etiol6gico de epidemias e

doen9a febril na Amazonia brasileira e peruana. Os sintomas observados nas

pessoas infectadas com os seis tipos de Phlebovirus que infectam 0 homem, no

ContinenteAmericano, nao diferem daqueles observados em outras areas do mundo

(Sanford,1994, Pinheiro et al., 1986; Vasconcelos et al., 1998).

Bartelloni & Tesh (1976) verificaram quadro benigno similar nas

pessoas previamente saudaveis, infectadas experimentalmente com 0 virus SFS.

Esses autores observaram ainda que era possivel ocorrer, em alguns casos,

resistencia natural a infec<;ao, situa<;ao em que nao eram observados nem sinais

clinicos,nem anticorpo protetor.



Quadros graves da doen9a sac observados apenas nas infec90es com

asvirusTOS e RVF, responsaveis pelo aparecimento de complica90es no sistema

nervosocentral, com aparecimento de meningite asseptica e meningoencefalite.

Estapodeevaluir com sequela do tipo paralisia como ja registrado por Laughlin et aI,

(1979) na Africa com 0 RVF e, mais recentemente observadas em pessoas que

realizaramviagens para areas endemicas do virus TOS como dois alemaes que

estiveramna Italia (Schwarz et a/., 1995a) ou como alguns sui90S que estiveram em

viagenspar Chipre, Espanha e Portugal (Ehrnst et a/., 1985; Eitrem et a/., 1991a). Ao

realizaremestudos sobre doen9a do sistema nervoso produzida pelo virus TOS,

Schwarzet a/., (1995a), observaram que ate aquele momenta todos os casos

registradasde encefalite e meningite asseptica por esse virus foram vistos em

adultos,a que fazia supor que crian9as nao eram afetadas ou apresentavam

infecgoesleves ou inaparentes. No entanto em 1998, Braiton et a/., relataram 14

casosde crian9as, com infeC9aO no sistema nervoso central pelo virus TOS.

Alem da complica9aO para 0 sistema nervoso central, 0 RVF esta

associadacom aparecimento de ictericia e quadros hemorragicos (Laughlin et a/.,

1979; WHO, 1985; Arborio & Hall, 1989) que levam a sangramentos, de discreta a

intensagravidade. Estas altera90es podem ser detectadas logo no inicio do quadro

atravesde exame de coagulograma. A hemorragia leve pode ocorrer de forma

espontanea ou induzida atraves do teste do torniquete com aparecimento de

petequiasna pele. A hemorragia intensa profusa pode provocar quadro grave, com

grandesperdas de sangue do organismo como melena (Laughlin et a/., 1979).

Outros achados relacionados ao RVF sac casos de retinite, que podem

aunaa evoluir com perda parcial da visao (Laughlin et a/., 1979).



Os achados laboratoriais, tanto na infecgao natural, como na

experimentalcom 0 sorotipo SFS em humanos revelam inicialmente leucopenia

intensa,as custas de linfopenia seguida de neutropenia prolongada (Tesh, 1990).

Nas formas complicadas, com comprometimento do sistema nervoso

central,0 exame do Iiquido cefaloraquidiano demonstra pleiocitose, com grande

numerode mononucleares (Sanford, 1994; Schwarz et a/., 1995a).

No comprometimento do globo ocular, 0 exame de fundo de olho

poden~revelar exsudato ao nivel da macula acompanhado de hemorragia, como

observadopor Laughlin et a/., (1979).

o diagn6stico da doenga, durante a fase aguda, podera ser realizado

atravesdo exame sorol6gico, por metodo imunoenzimatico ou imunofluorescencia

paradetecgao de IgM especifica, a partir de soro do paciente infectado, colhido ap6s

o sexto dia de doenga, ou ainda, atraves da soroconversao quando uma segunda

amostrade soro, colhida uma semana ap6s a colheita da primeira, podera revelar a

elevac;aodos titulos de anticorpos em pelo menos quatro vezes em relagao a

primeiraamostra, ou ainda, a viragem de negativo para positivo (Tesh, 1988).

o isolamento do virus pode ser obtido a partir de sangue total, soro,

plasmae Iiquido cefaloraquidiano. A colheita do especime devera ser realizada nos

seis primeiros dias de doenga. Na ocorrencia de 6bito, utilizam-se fragmentos de

tecido hepatica e do SNC para as tentativas de isolamento. Solugoes obtidas das

amostrassac inoculadas em camundongos albinos de 2 a 3 dias de nascimento ou

emcultivos celulares de preferencia aqueles constituidos de celulas Vero (celulas de

rimde macaco verde africano) e de flebotomineos. Para confirmagao do isolamento

viral sac efetuadas tecnicas de imunofluorescencia, neutralizagao e fixagao de

complemento (Tesh, 1988, Schwarz et a/., 1995a).



A imunidade produzida por Phtebovirus pode ser observada mediante a

realizal(aode testes sorol6gicos, onde sac detectados anticorpos especificos para

os virus causadores das infec<;oes. A imunidade e especie-especifica nao sendo

desenvolvidaa prote<;ao para os demais tipos de virus do mesmo sorogrupo. Este

fato determina que 0 individuo residindo ou visitando, com frequencia, zonas

endemicaspara os virus do grupo febre do Phlebotomus, podera infectar-se mais de

uma vez, como comprovam os estudos sorol6gicos, realizados por Eitrem et at

(1991b) no Chipre, onde encontraram mais de 70% da popula<;ao nativa com

anticorposneutralizantes para os virus SFS, SFN e TOS.

A inexistencia de vacina ou agente quimioterapico especifico contra 0

agentecausal dessa doen<;a em humanos determina que, nos casos benignos, a

terapeutica seja estritamente sintomatica e, na ocorrencia de complica<;ao

acompanhada de hemorragia e choque, e imperativa a exsanguineo transfusao

(Tesh,1990).

Em trabalho experimental, Sidwell et at., (1988) utilizaram a Ribavirina

em camundongos inoculados com 0 virus PT. A draga foi administrada par via

subcutanea duas vezes ao dia, par cinco a sete dias, iniciando 4h pre-inocula<;ao e

estendendo-se ate 24h ou 36h p6s-inocula<;ao viral, com um minima de dose efetiva

de 4,7 mg/Kg por dia. Os autores observaram aumento da sobrevida dos animais

alemda redu<;ao dos titulos de aminotransferases no sora, resultante da inibi<;ao da

infectividade do virus no sora desses anima is.



Medidas de preven«ao ainda nao estao definidas. Sabe-se, no entanto,

queno Velho Mundo onde a ocorrencia da infec«ao da-se em areas com elevada

densidadedemografica, a utiliza«ao de inseticidas nessas areas e responsavel pela

reduc;aoda quantidade de vetor e diminui«ao da incidencia da doen«a. Este fato foi

comprovadopelo trabalho de Tesh & Papaevangelou (1977a) que observaram em

Atenas,Grecia, que depois da instala«ao de um programa para uso de inseticida

(DOT)em area endemica para flebotomineos, ocorreu a redu«ao para 4% e ate

mesmo0 desaparecimento dos niveis de anticorpos para os virus SFS e SFN nos

residentesmenores de 29 anos, quando comparados com os residentes maiores de

30 anos que apresentavam prevalencia de anticorpos de 36% e 13% para esses

virus, respectivamente. No Continente Americano, medidas preventivas ainda nao

foraminstituidas, visto que ate 0 presente, todos os Phlebovirus associados com

doenc;ahumana foram casos isolados de pessoas residentes ou que estiveram em

zonasde floresta, onde a circula«ao viral se mantem restrita (Srihongse & Johnson,

1974; Travassos da Rosa et al., 1997).

Ainda que, de um modo geral, a doen«a c1assica apresente-se como

um quadro leve, autolimitado, e precise levar em considera«ao que os sintomas

obrigammuitas pessoas a se afastarem de suas atividades fisicas habituais, para

guardaremrepouso. Em caso de epidemia isto pode ser a causa de um impacto na

economiade uma regiao como ja acontece atualmente no Brasil, em especial em

areasda regiao Norte, com outras arboviroses, como aquelas causadas pelos virus

Mayaro, Dengue, Oropouche e Febre amarela (Vasconcelos et al., 1992) ou de

mudanc;ade estrategia militar, quando a doen«a afeta soldados em zonas de

conflitos(Gonzalez-Scarano & Nathanson, 1996).



Informagoes sobre a patogenia e patologia da doenga induzida pela

maioriados Phlebovirus de importancia medica saD escassas, em face desses

arbovirus produzirem quadros de doenga benigna na maior parte dos casos

relatados(Tesh, 1990). No entanto, mais recentemente foram publicados diversos

trabalhosenvolvendo 0 virus RVF, devido a ocorrencia de casos de 6bitos, com

posteriorrealizagao de necr6psia, 0 que serviu de substrato para os primeiros

estudosanatomo-patol6gicos em humanos (Van Velden et a/., 1977; Abdel - Wahab

& EI Baz, 1978; Laughlin et a/., 1979; Arborio & Hall, 1989; Gonzalez - Scarano &

Nathanson,1996).

Com efeito, a necr6psia completa deve ser considerada mandat6ria

noscasas graves com evolugao letal, como ocorre na infecgao humana pelo virus

RVF. Este procedimento tambem vem sendo realizado em animais domesticos,

quandosac observadas graves lesoes hemorragicas, com intenso comprometimento

hepaticaque, a microscopia revela necrose extensa do parenquima e surgimento de

grandenumero de corpusculos apopt6ticos, tipo Councilman - Rocha Lima (Laughlin

et al., 1979; Gonzalez - Scarano & Nathanson, 1996).

Para um melhor entendimento sobre 0 comportamento dos Phlebovirus

ligados a doenga benigna, trabalhos experimentais foram realizados no passado.



Assim, Sabin (1948), ap6s inocular 100 voluntarios humanos com diferentes

amostrasdo virus da febre do Phlebotomus, como era denominado, descreveu

detalhadamente0 quadra c1inico da doenga.

Bartelloni & Tesh (1976) observaram tanto presenga como ausencia de

infecgao, quando inocularam 20 voluntarios humanos com 0,5ml, por via

intravenosa, com sora humane infectante para 0 virus SFS. Os voluntarios

constituiramquatra grupos com cinco pessoas, com uma diluig80 especifica para

cadagrupo, seguindo a seguinte ordem: sem diluig80, diluido a 1:10, diluido a 1:100

e dilufdo 1:1000. A detecg80 de anticorpo especifico foi compravada por viragem

sorologica,evidenciada em 17 dos 20 voluntarios. 0 trabalho serviu para confirmar a

infectividade do virus por essa via e praporcionou ainda, observar respostas

humanassemelhantes ao quadro ja descrito para a infecg80 natural com este virus.

a estudo propiciou ainda demonstrar que DLso do sora humane original de 0,0013ml

era a dose infectante para seres humanos, corraborando ao achado anterior de

Sabinque observou ser a dose minima do soro infectante do virus SFS para uma

pessoaadulta, aproximadamente 0,001 ml.

Segundo Tesh (1990), experimentos com voluntarios humanos,

inoculados por via subcutanea com sora humane contendo Phlebovirus, revelaram

perfodo de incubag80 variavel de 3 a 6 dias e imunidade especifica, alem de

duradoura para a especie de virus inoculado, n80 prategendo 0 individuo contra

futurasinfecgoes, com outras membras do mesmo soragrupo.



Ao lade de experimentos com humanos, foram desenvolvidos ainda,

trabalhosexperimentais em anima is. Assim, Behbehani et aI., (1967), utilizando

macacosRhesus, observaram a presenya de febre em dois de seis animais quando

foraminoculados com 0 virus SFS por via intracerebral (IC) e intramuscular (1M).

Observaramainda, nesses animais, sinais clinicos neurol6gicos como tremores e

tonturasdurante a fase inicial da doenya. 0 exame histopatol6gico posterior nao

revelou les6es no sistema nervoso central e medula espinhal, nos animais

inoculadoscom 0 virus SFS por via IC, bem como por via intramuscular.

Um outro estudo sobre a infectividade e 0 poder patogenico do virus

SFS em macacos Cynomolgus sp demonstrou que os animais apresentavam

infectividade, porem sem sinais clinicos ao virus quando inoculados tanto por via

intramuscular como por via intravenosa, utilizando tres suspens6es de origem

variadas do virus. Bi6psias do tecido muscular da area de inoculayao viral nao

permitiramdetecyao imuno-histoquimica de antigenos virais, nove e 20 dias ap6s a

inocula9ao(McClain et al., 1997).

Alem dos humanos e macacos, outros animais vem sendo utilizados

em experimentos com Phlebovirus, no Continente Americano. Estudos envolvendo

camundongos C57 BU6J, inoculados com virus PT por via subcutanea, revelaram

tendencia para 0 aparecimento de necrose hepatocelular extensa, que

invariavelmente levava a morte em quatro dias quando eram utilizados



camundongoscom menos de cinco semanas de vida. No entanto, quando utilizaram

para0 mesmo tipo de experimento camundongos com oito semanas de vida os

pesquisadoresverificaram que 95% desses animais conseguiram eliminar 0 virus da

circula98o,ap6s uma infecc;ao de 48 horas e que isso ocorria devido a presenc;a de

interferonno organismo desses animais (Pifat & Smith 1987).

No IEC em colaborac;ao com a Universidade Federal do Para (UFPA),

pesquisadores ao desenvolverem estudo piloto, infectaram experimentalmente

camundongos albinos Swiss recem-nascidos com virus CDU, Morumbi e ITA,

verificandoles6es semelhantes no figado e tambem no cerebro, levando os animais

invariavelmentea morte em 4 e 5 dias, quando inoculados por via intracerebral. As

les6eshepaticas encontradas caracterizavam-se pela presenc;a de necrose focal,

comaparecimento de corpusculos acid6filos, mais frequentes no segundo dia p6s-

inocula98o,alem da presenc;a de focos de neutr6filos. No terceiro dia observaram

decliniodas les6es e no quarto e quinto dia p6s-inoculac;ao, as les6es eram ainda

maisescassas predominando esteatose e balonizac;ao. No sistema nervoso central,

em especial no cerebro, a lesao no terceiro dia p6s-inoculac;ao apresentava-se

constituidapar edema difuso e vacuolizac;ao do citoplasma celular. A evoluc;ao para

a necrosedos neuronios podia ser observada, atraves da cromatina nuclear dispersa

comfigura de picnose e cariorrexe. No quarto e quinto dia 0 edema era intenso, e

acompanhou-se de necrose de grandes numeros de neuronios, com neuroniofagia

elou basofilia do citoplasma neuronal e cariorrexe, (Araujo M.T., comunicac;ao

pessoal,1994).

Todos os trabalhos relatados mostraram 0 extremo cuidado dos

pesquisadores em utilizar em seus experimentos, sorotipos virais relacionados com

doen9a humana benigna, 0 que dispensou 0 usa de laborat6rios especiais, com



resultadosimportantes sobre esses arbovirus, permitindo inclusive observar que 0

aparecimentode hepatite grave em camundongos inoculados com Phlebovirus PT

estadiretamente relacionado ao nivel baixo de interferon, observado atraves da

imunossupressc3oinduzida por uso de drogas (Pifat & Smith, 1987).

Apesar dos riscos de infecyc30 para 0 pesquisador, com manuseio do

RVF em laborat6rio, ele foi usado por Peters & Slone (1982), em um estudo

envolvendo animais, quando verificaram diferentes respostas para infecyc30

experimentalcom tres diferentes doses de suspensao deste virus, quando utilizaram

linhagemconsanguinea de camundongos. Um grupo que morreu 3 a 5 dias ap6s

inoculagc3oevoluiu com necrose hepatica extensa com apenas 5 unidades

formadorasde placas (PFU), outro grupo resistiu a infecyc30 subcutanea com 5x105

(PFU) e 0 terceiro grupo apresentou moderada susceptibilidade aos efeitos letais de

5x103e 5x105 PFU do virus, morrendo 2 a 3 semanas com encefalite, depois de

inoculados.Aqueles autores concluiram que a resposta clinica dos camundongos

assemelha-seas apresentayoes da doenya benigna, encefalite ou doenya hepatica

fulminanteno humano, 0 que poderia sugerir segundo eles, que a resposta a doenya

estariaassociada a um fator genetico (Peters & Slone, 1982).



Na Amazonia Brasileira, 21 diferentes sorotipos do grupo Phlebotomus

ja foramidentificados. Dentre estes, quatro sac comprovadamente patog€micos para

o homem,sendo a infec<;ao humana demonstrada atraves do isolamento do agente

a partirdo sangue de doentes. A doen<;a causada par esses virus e caracterizada

porumquadro febril agudo, de 2 a 5 dias de dura<;ao. Vale ressaltar, que um mesmo

arboviruspode determinar diferentes sindromes clinicas e, par outro lado, a mesma

sintomatologiapode ser determinada par tipos diferentes de arbovirus.

A grande diversidade dos Phlebovirus, a inexistencia de informa<;oes

complementares para a maioria dos virus pertencentes a este genero e a

possibilidadede ocorrencia de epidemias no Brasil, sac fatores que justificam 0

desenvolvimento de estudos no sentido de ampliar 0 conhecimento acerca desses

agentesvirais que circulam de modo silencioso na Amazonia Brasileira.

Como entre n6s, virus do complexo CDU, em especial 0 virus Marumbi,

foi demonstrado (em rara situa<;ao) associado a doen<;a em humano, parece

necessariaa caracteriza<;ao da infec<;ao em modele experimental para avaliar a

importanciade cada via de inocula<;ao relacionando-a aos padroes histopatol6gicos

delesao hepatica. A pr6pria caracteriza<;ao da lesao hepatica sequencial, utilizando

a via Ie, efetuada em apenas um estudo nao publicado em nosso grupo de

pesqUlsa,requer ainda novos estudos, especial mente agora que e possivel sua

compara<;aocom achados de imuno-histoquimica.

A utiliza<;ao da metodologia imuno-histoquimica e promissora para

esclarecimento diagn6stico, em casos de infec<;ao humana pelo virus Morumbi e

outros Phlebovirus com potencial evolu<;ao para hepatite grave. A detec<;ao de



antfgenos virais no pr6prio tecido podera identificar mais diretamente sua

distribui9aonos diversos tipos celulares, destacando-se sua presenya em celulas de

Kupffere/ou hepat6citos, permitindo avaliayao de sua eventual relayao com os tipos

de lesao. Tal abordagem podera ser especialmente relevante em areas como a

Regiao Amaz6nica, onde saG frequentes a ocorrencia de 6bito por febres

hemorragicas,por vezes com ictericia presumivelmente devidos a infecyao por virus

que determinam no figado, les6es histopatol6gicas atfpicas, e por vezes

semelhantes as encontradas pela infecyao do virus Morumbi nos animais de

experimentayao.



Estabelecer as caracteristicas anatomo-patol6gicas e imuno-

histoquimicas em figado de camundongos albinos Swiss recem-nascidos

experimentalmenteinfectados pelo virus Morumbi.

• Verificar se 0 virus apresenta hepatotropismo diferenciado na

dependEmciade inocula<;ao pelas vias cerebral, peritoneal ou subcutanea.

• Caracterizar detalhadamente os padroes anatomo-patol6gicos

sequenciais no figado.

• Demonstrar a localiza<;ao do antigeno viral no tecido hepatico ao

longoda infecc;ao experimental.

• Estudar possiveis inter-rela<;oes entre os achados anatomo-

patol6gicose os imuno-histoquimicos.



o in6culo utilizado no presente estudo, cedido pelo Serviyo de

Arbovirusdo lEG, foi proveniente de cerebra de camundongos recem-nascidos

infectadosap6s tres passagens com amostra prot6tipo, BE H 475236 do virus

Morumbie mantido a-70° G. A suspensao de cerebra foi preparada por maceragao

na proporyao de 1:10 em PBS (soluyao fosfatada, tamponada pH 7,2) contendo

0)5% de albumina bovina e antibi6ticos. Em seguida, centrifugada a 2000g durante

10 minutos,e 0 sobrenadante colhido e inoculado em camundongos.

o antissora foi obtido atraves da inoculayao de camundongo Swiss

jovens (entre 20 a 40 dias de vida), por via intraperitoneal (IP), com 0,2 ml da

suspensaode virus a 10% em salina fisiol6gica (NaGI 0,85%). Foram feitas em

mediaquatro imunizagoes semanais. Tres dias ap6s a quarta imunizayao aplicou-se

0,2 ml por camundongo, via IP de suspensao de 1:5 de sarcoma 180, em salina

fisiol6gica.Sete dias ap6s a quarta vacina, aplicou-se uma quinta, servindo como

dose reforyo. 0 Iiquido ascitico foi recolhido por punyao IP com agulha n° 18 em

umaseringa de 10 ml. Ap6s a coleta, 0 liquido obtido foi centrifugado a 2.100g por

10 minutos e 0 sobrenadante foi armazenado a-20° Gate ser usado. Este anticorpo

reagiu com 0 virus ate a diluiyao de 1:64 por teste de fixayao de complemento

(Travassosda Rosa et at., 1994).



Foram utilizados 120 camundongos albinos Swiss isogenicos recem-

nascidos(dois a tres dias) provenientes da Segao de Bioterios do IEC, que se

apresentavamem perfeitas condigoes de saude e foram distribuidos ao acaso em

quatrogrupos de 30 animais cada, em gaiolas separadas. 0 primeiro grupo

identificadopela letra "A", nao recebeu nenhuma suspensao e constituiu 0 grupo

controle.0 segundo grupo foi inoculado com a suspensao de 0,02 ml de virus por

via intracerebral e identificado como "IC". 0 terceiro grupo foi inoculado com

quantidadede suspensao viral identica a anterior par via intraperitoneal e designado

como"IP" e 0 quarto grupo foi inoculado com a suspensao de virus por via

subcutaneadesignado como "sc" . Cada grupo foi subdividido em cinco subgrupos

comseis animais cada que foram comparados com do is animais controle. Cada

subgrupoe mais uma femea recentemente parida foram colocados em caixas

separadas,de polipropileno com tampa de ago cromado, sendo os animais adultos

alimentadoscom ragao balanceada e agua ad libitum. Os animais inoculados e os

nao inoculados foram mantidos sob mesmas condigoes no bioterio do IEC em

ambienterefrigerado, a temperatura de 22° C. Todos os animais foram observados

diariamentepara acompanhamento da evolugao da infecgao. Tanto os animais do

grupode infectados como do grupo controle faram sacrificados sempre pela manha,

ap6sas 10:00h.

Do total de 90 animais inoculados, 19 deles sofreram canibalismo e

nao fizeram parte do experimento final que ficou assim constituido: 21 animais

inoculadospor via IC, 21 pela via IP e 29 animais por via SC. Os animais inoculados

foramsacrificados progressivamente a intervalos de 24 em 24h. Assim, dos animais



inoculadospor via IC, grupo de seis animais foi sacrificado as 24h, 48h e 72h e um

grupode tres sacrificados ao final de 96h constituindo assim os subgrupos IC24,

IC48, len e IC96, respectivamente. Para os animais inoculados atraves da via IP

usou-se0 mesmo pracedimento: seis animais sacrificados as 24h, seis as 48h seis

as72h e tres as 96h, constituindo assim os subgrupos de numera IP24, IP48, IP72 e

IP96. Paraaqueles animais inoculados por via SC foi usado 0 mesmo pracesso: seis

camundongosforam sacrificados as 24h, seis as 48h, seis as 72h, seis as 96h e

cincoas 120h, constituindo os subgrupos SC24, SC48, SC72, SC96 e SC120,

respectivamente(Figura 3). Os animais que constituiram 0 grupo contrale foram

sacrificadosnos mesmos intervalos de tempo que os infectados.

5.4. COLETA DO MATERIAL E PREPARO DOS CORTES

HISTOLOGICOS

Os inoculados e os animais contrale foram sacrificados em separado,

atravesdo seccionamento dos vasos da regiao cervical, nos seguintes periodos:

24h, 48h, 72h, 96h para os animais inoculados por via IC, via IP e SC, sendo que

nestesultimos tambem as 120h.

Ap6s 0 sacrificio dos animais, foi feita uma incisao mediana

abrangendotranco e abdome para a retirada das visceras para exame macrosc6pico

e posterior fixagao de todos os 6rgaos em formalina neutra tamponada a 10%

(Anexo1).

Fragmentos de figado de todos os animais foram retirados para exame

morfologicoe para teste imuno-histoquimico.
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Os fragmentos hepaticos foram processados segundo tecnica de rotina

deum laboratorio de Anatomia Patologica, que consiste na passagem do tecido em

diversasdilui90es de alcool, iniciando com alcool a 70% progredindo ate 0 etanol

absoluto (100%), duas passagens em xilol a temperatura ambiente seguida da

imersaoem dois banhos de parafina a 60° C, e finalmente inclusao e forma9ao de

bloeosde parafina, que apos resfriados foram seccionados utilizando microtomo

rotativo(Jung Histocult 820 - Leica), quando entao cortes de 51lm (micr6metros) de

espessura foram retirados de todos os blocos e corados pela tecnica de

Hematoxilina- Eosina (Prophet et a/., 1992; Michalany, 1998) (Anexo 1).

5.6. PREPARO DO MATERIAL PARA A TECNICA DE IMUNO-

HISTOQUiMICA

- De todos os figados processados para microscopia optica, foram

retiradoscortes de 51lm e levantados em laminas Super- frost®/ Plus (A. Daigger &

Company,EUA). Em seguida, as laminas foram colocadas para secar em estufa a

60° C e, posteriormente, guardadas a temperatura ambiente ate a realiza9ao do

teste.

- 0 Iiquido ascitico imune para 0 virus Morumbi foi preparado,

eonformedescrito na pagina 50 desta disserta9ao.

- A padroniza9ao para aplica9ao do antissoro no tecido foi inicialmente

desenvolvida no Laboratorio de Anatomia Patologica do IEC, sendo 0 teste final de



padronizar;:aorealizado no Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo executada pela

pesquisadoraAida Wakamatsu, sob orienta9ao do Prof. Venancio A. F. Alves.

o teste deste anticorpo em fragmentos hepaticos para pesquisa de

antigenodo vfrus Morumbi, sem digestao enzimatica, incubado a 4°C por 18h,

mostrourear;:aointensa ate a dilui9ao de 1:4000 em tampao PBS, pH 7.4, que foi

selecionadapara pesquisa.

Ap6s a retirada da parafina em xilol a 60° C e, em xilol a temperatura

ambiente,os cortes foram hidratados em alcool nas seguintes dilui90es: alcool

absolutoI, II, III, 95% e 80%, para em seguida serem lavados em agua corrente e

aguadestilada. Posteriormente, os cortes foram lavados em tampao fosfato-s6dico

(PBS) 0,01 M, pH 7,4, em tres banhos de cinco minutos cada (Anexos 1 e 2). Ap6s,

incubar;:aocom soro normal de cabra dilufdo a 1:20 por 20 minutos. as cortes foram

incubadoscom 0 anticorpo primario (antissoro especffico para 0 vfrus Morumbi), na

diluir;:aode 1:4.000, 18h, overnight a 4° C. Ap6s os cortes foram lavados em PBS

tresvezes por cinco minutos. Foi aplicada solU9ao de anticorpos secundarios de

cabraanti-imunoglobulinas de camundongo e cabra antiimunoglobulinas de coelho

pre-diluidos,inclufdos em polfmero dextran contendo moleculas de fosfatase alcalina

(SistemaEnvision, Dako, EUA) que foi incubado por 30 minutos a 3JCC, seguido da

lavagemem PBS, tres banhos por cinco minutos cada. A seguir, foram aplicadas

duasgotas de substrato especffico, Fast Red, por tres minutos em camara escura a

temperaturaambiente (fosfato de naftol, Fast Red). Ap6s lavagem em agua corrente

e aguadestilada, passaram por contracolora9ao em Hematoxilina de Mayer, por dois



minutos.Foram lavados em agua corrente e, em seguida, em agua amoniacal e

novamente em agua corrente. Foram desidratados em alcool a 50%, 80%, 95%,

absolutoI, II e III. Ap6s a desidratagao adicionou-se 0 Crystal Mout (Fisher Scientific

Co.)e deixou-se a 37° C ate secar. A montagem foi feita com uma gota de Entellan

(Merck)(Anexo 2).

Foi utilizado um corte de tecido hepatico de animal inoculado por via

liP, sacrificadoap6s 72h, que mostrou a microscopia 6ptica, intensa e extensa lesao

equefoi previamente submetido ao teste de padronizagao para a tecnica de imuno-

histoquimica.

- Cortes de figado dos animais do grupo controle foram submetidos a

todasas sequEmcias do protocolo na mesma serie de reagoes usadas para os casos

teste.

- Corte de figado de animal infectado e sacrificado 48h p6s-inoculagao

foi submetido ao mesmo protocolo e na mesma serie de reagoes dos casos teste,

substituindoa fase do anticorpo primario pelo uso do tampao fosfato (PBS).



Em areas portais, estudaram-se as seguintes alterac;oes: edema,

dilatac;aode ramo venoso, lesao de ramo arterial, hiperplasia ductal, infiltrado

inflamat6rioe colestase.

Na analise dos 16bulos consideraram-se os hepat6citos, vasos (veias

hepaticase sinus6ides), celulas de Kupffer (hiperplasia) e reac;ao inflamat6ria

constitufda de mononucleares e polimorfonucleares. Os hepat6citos foram

estudadosquanta a presenc;a de tumefac;ao, esteatose, corpusculo acid6filo,

regenerac;aoe colestase. Os vasos foram analisados, observando-se presenc;a de

dilatac;aodos sinus6ides e veias hepaticas.

Todas as alterac;oes foram semiquantificadas numa escala que variou

de0 (zero)a +++ (tres cruzes); onde 0 0 (zero) significou ausencia de lesao; + (uma

cruz)lesao leve; ++ (duas cruzes) lesao moderada e +++ (tres cruzes) lesao intensa.

Para analise dos parametros estudados, levou-se em conta as

definic;oesde Dias e Moraes (1972) e Araujo (1990), para os eventos das lesoes

observadasno figado dos animais estudados. Assim considerou-se:

- Edema portal, 0 afastamento do tecido intercelular e da triade pr6pria

- Infiltrado inflamat6rio, presenc;a de resposta a agressao, traduzida

pelapresenc;ade leuc6citos polimorfonucleares, mais frequentemente os neutr6filos

oupeloacumulo de mononucleares, como os linf6citos, plasm6citos e macr6fagos.

- Dilatac;ao de vaso, aumento do calibre vascular.



- Lesc30arteriolar, presenga de alteragc30 no endotelio de revestimento

aunaparededo vaso.

- Hiperplasia ductal, proliferagc3o das vias condutoras da bile.

- Colestase, dep6sito de pigmento biliar, no parenquima hepatico e

areasportais.

- Tumefagc3o, celulas com citoplasma palido com nucleo central.

- Metamorfose gordurosa, presenga de imagem negativa dos

triglicerfdeosnos hepat6citos, ap6s 0 processamento dos tecidos. Quando da

apresenta<;c3omicrovesicular observam-se pequenos vacuolos ao redor do nucleo do

hepat6citose quando macrovesicular, notam-se espagos claros no citoplasma, com

deslocamentodo nucleo para a periferia das celulas.

- Corpos acid6filos, presenga de necrose de hepat6citos isolados que

setornamov6ides ou redondos, de citoplasma mais eosin6filico que 0 normal, com

nucleomenor, retraido (picn6tico) basofilico.

- Regeneragc3o, celulas com mais de um nucleo ou em fase de mitose e

hepat6citosem arranjos pseudo-:acinares.

- 0 criterio para mensurar a "avaliagc3o geral sobre a intensidade da

hepatite",obedeceu 0 indice adotado para avaliar os criterios estudados, sendo que

foram considerados os grupos de parametros como degeneragc3o, necrose e

inflama98o,entre outros, por cada area examinada. Assim, alteragoes observadas

de uma a dez areas em cem campos examinados, convencionou-se em + (uma

cruz),altera<;oes presentes em uma a dez areas em dez campos examinados, ++

(duascruzes), acima de dez areas em cada campo medio examinado +++ (tres

cruzes).



Foi considerada a analise semiquantitativa utilizando-se a escala de 0

(zero)a +++ (tres cruzes), onde 0 0 (zero) significou ausencia de marcay80 para 0

antfgenoespecifico; + (uma cruz) presenya de coloray8o em raras celulas; ++ (duas

cruzes)reay80 moderada; e +++(tres cruzes), correspondendo a reay80 intensa em

numerosascelulas. 0 antfgeno do vfrus Morumbi foi estudado em sua distribuiy80

geral,segundo sua localizay8o portal, periportal, mediozonal e centrolobular. Na

distribuiyaoespecifica do antfgeno, considerou-se no 16bulo, 0 citoplasma de

hepat6citosfntegros ou em necrose/apoptose, celulas de Kupffer na luz de

sinus6ides.Em areas portais, estudaram-se veias, arterias, ductos biliares e

intersticio,e no interior de macr6fagos.



Todos os achados histol6gicos e imuno-histoquimicos sac

apresentadosindividualmente nos anexos 3, 4, 5, 6, 7 e 8 e a analise por grupo

encontra-sedescrita no texto, nas tabelas e graficos, usando a moda das alterayoes

comorepresentayao de cada grupo.

Os animais do grupo contrale mostraram-se sempre ativos, sem

nenhumaalterayao evidente, durante 0 periodo do experimento.

No grupo dos inoculados, os animais apresentaram-se ativos as 24h,

tornaram-semenos ativos no periodo de 48h, 72h e 96h de p6s-inoculayao nos

gruposIe e IP e ate as 120h nos animais do grupo SC. Tais achados sac atribuiveis

a encefalite,anteriormente estudados por Araujo et al 1996 e que nao compoe 0

objetivodo presente estudo.

No grupo contrale todos os figados apresentaram-se pardacentos com

superficiesbrilhantes.

No grupo dos inoculados, nas pnmelras 24h os figados estavam

pardacentose brilhantes e com 0 avanyar das horas, observou-se brilho diminuido e,

ocasionalmente, consistencia friavel. Os figados dos animais sacrificados as 96h

apresentaram-separdacentos, e brilhantes nos grupos inoculados por via IC e IP, 0

mesmoocorrendo no grupo inoculado por via SC e sacrificado as 120h.



Em todos os animais do grupo contrale, as areas portais estao

preservadas,nao se observando alterac;oes histol6gicas.

Nos animais do grupo IC, chama atenc;ao edema portal leve as 24h

p6s-inocula<;:ao,que desagrega 0 tecido intercelular e as estruturas pr6prias dessas

areas.Edema leve persiste as 48h e em tres animais das 72h p6s-inoculac;ao, ja nao

sendomais percebido nos tres animais restantes deste horario, bem como nos

animais das 96h p6s-inoculac;ao (Tabela 1).

No grupo IP, as 24h, a triade portal aparece bem mais dissociada,

devidoa presenc;a de edema moderado, notando-se variac;ao para leve as 48h e

percebendo-se0 desaparecimento as 72h e 96h (Tabela 1).

No grupo SC, fica evidente as 24h a presenc;a de edema leve, que

mantemafastado 0 tecido intercelular. Observa-se varia<;:ao de leve a moderado as

48h e ausencia desta altera<;:aoas 72h, 96h e 120h (Tabela 1).



TABELA 1 - Frequencia da intensidade do edema em area portal conforme

os grupos, vias de inocula9ao e horas de sacriflcio.

Legenda:
0- Ausencia de edema
1+- Edema leve
2+ - Edema moderado
3+ - Edema intense
FONTE: Dados Primarios



TABELA2 - Frequencia da intensidade do infiltrado inflamat6rio em area portal

conforme os grupos, vias de inocula9ao e horas de sacrificio.

~
Morfologia A, 24, A2 48, ~ 72, A-.96 ~ 24 Ae 48 A7 72 Ae 96 Au 24, AlO 48, A" 72, A,2 96. A,3 120

0 2 2 2 1 2 3 2 2 2 2 2 2 2 3 2 3 2 5

1+ 5 2 5 4 1 4 2 6 1 3 3

2+ 1 4 2 5 2 1 5

3+

Legenda:
0- Ausencia de infiltrado
1+-Infiltrado leve
2+- Infiltrado moderado
3+- Infiltrado intenso



TABELA3 - Frequencia da intensidade da dilatagao de ramos venosos portais

conforme os grupos, vias de inoculagao e horas de sacrificio.

Legenda:
0- Ausencia de dilata9ao
1+. Dilatai(ao leve
2+ - Dilatai(ao moderada
3+ . Dilalai(ao intensa
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Nos animais do grupo controle, com excegao da metamorfose

gordurosadiscreta, nao se observa nenhuma outra alteragao (Tabela 4 e Figura 5).

Fazendo parte do processo de resposta a agressao tecidual ve-se

lumefa980celular que no grupo IC e predominantemente moderada e difusa as 24h

p6s-inocula9ao.As 48h tem apresentagao variavel de leve a intensa, apresentando-

semoderadaas 72h, notando-se ausencia desta as 96h (Tabela 4).

Nos animais do grupo IP a tumefagao ja e de apresentagao moderada

as24h p6s-inoculagao, intensifica-se as 48h, nao sendo mais percebida as 72h e

96h p6s-inoculagao(Tabela 4).

No grupo SC, tumefagao intensa surge as 24h p6s-inoculagao, torna-se

predominantementemoderada as 48h, leve as 72h e ja esta ausente em quatro dos

seisanimaisas 96h, permanecendo assim as 120h p6s-inoculagao (Tabela 4).



TABELA4 - FreqOencia da intensidade da tumefac;ao nos hepat6citos conforme os

grupos, vias de inoculac;ao e horas de sacrificio.

Legenda:
o· Ausencia tumefai;ao
1+· Tumefai;ao leve
2+· Tumefai;ao moderada
3+· Tumefai;ao intensa

FONTE:Dados primarios



TABELA5 - Frequencia da intensidade da metamorfose gordurosa nos hepat6citos

conforme os grupos, vias de inoculac;ao e horas de sacrificio.

~Hora

Morfologia ~ A,24, A2 48, ~ 72, ~ 96

o 1211241

Legenda:
0- Ausencia de metamorfose gordurosa
1+- Melamorfose gordurosa leve
2+- Metamorfose gordurosa moderada
3+- Metamorfose gordurosa intensa
FONTE:Dados primarios



FIGURA6. Se<;oes de figado de animais do grupo inoculado com virus Morumbi
mostrandodegenera<;ao gordurosa, macro e microvesicular. A) Detalhe da altera<;ao do
subgrupoIe (HE - x1000); B) Subgrupo IP (HE - x400) C) Subgrupo SC (HE - x400).



Corpusculosacid6filos de forma ov6ide ou esferica semelhantes aos corpusculos de

Councilman- Rocha Lima, dispostos em meio as demais altera<;oes hepatocitarias

forampercebidos isolados ou agrupados de distribui<;ao focal ou difusa.

Assim nos animais do grupo IC muito embora se visualize corpusculos

emdaisanimais, predomina ausencia de corpusculo as 24h. No entanto, um numero

moderadodeles e percebido as 48h, mantendo-se nesse padrao as 72h, evoluindo

paraapresenta<;aoleve as 96h (Tabela 6 e Figura 7A).

No grupo IP, 0 numero de corpusculo e reduzido as 24h, aparecendo

maderado as 48h e em numero bastante significativo as 72h, decrescendo as 96h,

quando0 numero ja aparece bastante reduzido (Tabela 6 e Figura 7B).

Nos animais do grupo SC varios corpusculos acid6filos isolados sac

~isua\izados as 24h, no entanto, surpreende-se aumento do numero as 48h, para

depoisdecrescer nos animais sacrificados as 72h e 96h, com varia<;ao acentuada as

120h, onde ja e possivel perceber ausencia da lesao em alguns animais, sendo que

emautros a lesao apresenta-se ainda moderada (Tabela 6 e Figura 7C).



TABELA 6 - Frequencia da intensidade do aparecimento de corpusculo acid6filo nos

hepat6citos conforme os grupos, vias de inoculac;c3oe horas de sacrificio.

Legenda:
0- Ausencia de corpusculo acid6filo
1+Presen/ya leve de corpusculo acid6filo
2+Presen/ya moderada de corpusculo acid6filo
3+Presen/ya intensa de corpusculo acid6filo
FONTE:Dados primarios

FIGURA 7. Corte de figado de animais do grupo inoculado com virus Morumbi
mostrandonecrose e presenc;a de corpusculos acid6filos (Councilman - Rocha Lima). A)
SubgrupoIC (HE - x200); B) Subgrupo IP (HE - x400); C) Subgrupo SC (HE - x400).



TABELA 7 - FreqOencia da intensidade da regenerac;ao hepatica conforme os

grupos, vias de inoculac;ao e horas de sacrificio.

Legenda:
0- Regenera<;ao ausente
1+ Regenera<;ao leve
2+ Regenera<;ao moderada
3+ Regenera<;ao intensa
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FIGURA 9. SeC;8o de figado de animal do grupo inoculado com virus Morumbi
mostrando parenquima com sinais de regeneraC;8o celular (HE - x400).



TABELA 8 - Frequencia da intensidade do infiltrado inflamatorio nos lobulos

conforme os grupos, vias de inoculagao e horas de sacriffcio.

~ A, 24, A, 48, A, 72, II. 96 A, 24, "48, A, 72, •• 96

o 2122212222

Legenda:
0- Ausencia de infiltrado inflamatorio
1+ Infiltrado inflamatorio leve
2+ Infiltrado inflamatorio moderado
3+Infiltrado inflamatorio intenso
FONTE:Dados primarios



~'",- .
~~~..;:...~,,;..

;:.t,,~
,~ .... ". ..

.:,.~ , '-'
},. ,~ . .

" ..' ~ '\

FIGURA 10. Corte de figado de animais do grupo inoculado com virus Morumbi
mostrandoreagc30inflamat6ria no parenquima. A) Subgrupo IC (HE -x400); B) Subgrupo
IP(HE - x200).



TABELA9 - Frequencia da dilatac;ao de venula hepatica terminal (centrolobular)

conforme os grupos, vias de inoculac;ao e horas de sacrificio.

Legenda:
O-AusE'mciade dilatac;:ao de venula hepatica
1+Dilatac;:aoleve de venula hepatica
2+Dilalac;:aomoderada de venula hepatica
3+Dilalac;:aointensa de venula hepatica



TABELA 10- Frequ€mcia da intensidade da dilatac;ao dos sinus6ides conforme os

grupos, vias de inoculac;ao e horas de sacrificio.

Legenda:
0- Ausencia de dilata<;:ao dos sinus6ides
1+Dilatalfao leve dos sinus6ides
2+ Dilatayao moderada dos sinus6ides
3+Dilatalfao intensa dos sinus6ides
FONTE: Dados primarios



TABELA11 - FreqOencia da intensidade da colestase conforme os grupos, vias de

inoculac;ao e horas de sacrificio.

Legenda:
0- Ausencia de colestase
1+Colestase leve
2+ Colestase moderada
3+ Colestase intensa
FONTE: Dados primarios
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FIGURA 11 - Distribuic;ao cronol6gica das modas de outras alterac;oes
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De um modo geral observa-se variagao na intensidade da hepatite,

comrelay80 a via de inoculagao.

No grupo IC, a hepatite predomina com apresentagao leve as 24h p6s-

inoculay8o.Varia de moderada a intensa as 48h, torna-se moderada e leve as 72h,

ficandoexclusivamente leve as 96h p6s-inoculagao (Tabela 12 e Figura 12).

No grupo IP, a lesao global aparece leve as 24h, evolui para moderada

as 48h, atinge a ponto maximo da intensidade as 72h, decrescendo as 96h, porem,

predominandoa apresentagao moderada, embora ainda seja intensa em um animal

(Tabela12 e Figura 12).

No grupo SC, a hepatite inicia-se leve as 24h, passa a moderada as

48h, predominando e persistindo neste padrao de apresentagao as 72h, 96h e 120h,

aindaque se observem reagao leve em animais as 96 e 120h (Tabela 12 e Figura

12).



Legenda:
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1+- Hepatite leve
2+- Hepatite moderada
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FIGURA 12 - Distribuic;ao cronol6gica das modas de frequencia da intensidade
da hepatite pelo virus Morumbi de acordo com as vias de inoculac;ao e horas de
sacrificio.



FIGURA 13. Cortes de figado de animais do grupo inoculado com virus Morumbi,
submetidos ao teste imuno-histoquimico. A) Controle negativo (IHQ - x400). B) Rea<;ao
positivano hepat6cito de padrao granular (IHQ - x1000).



integros, da zona central do 16bulo, porem, bem mais evidente na zona

mediolobular.As 48h, a apresentagao do antigeno tornou-se moderada, tanto no

citoplasmade hepat6citos integros, como no citoplasma de celulas necrosadas,

sendoainda, leve no citoplasma da celula de Kupffer, da porgao media e central dos

16bulos.As 72h p6s-inoculagao, a presenga de antigeno continuou moderada nos

hepat6citosintegros e naqueles necrosados, chamando atengao, no entanto, para

ascelulas de Kupffer, em quantidade moderada, de distribuigao difusa nos 16bulos,

sendobem mais visualisado nas zonas mediolobular e centrolobular. As 96h ocorreu

decrescimoda quantidade de celulas contendo antigeno, ficando restrita ainda que

deforma leve, aos hepat6citos necrosados e as celulas de Kupffer, da porgao media

dos16bulos(Tabela 13 e Figuras 14 e 15A, Be C).

No grupo IP, as 24h p6s-inoculagao chamou atengao a total ausencia

de antigeno, no tecido hepatico, nos seis animais examinados. As 48h p6s-

inoculagaoa presenga do antigeno, variou de leve a moderada, no citoplasma de

hepat6citos integros, porem ja em moderada quantidade nos hepat6citos

necrosados, encontrando-se ainda de forma leve no citoplasma das celulas de

Kupffer,bem pouco visualizados na regiao periportal e centrolobular, e bem mais

apreciavel na mediolobular. As 72h p6s-inoculagao, a presenga do antigeno era

intensa,especialmente nos hepat6citos necrosados e celulas de Kupffer, podendo

ser visualizado em todas as areas dos 16bulos, predominando nas zonas

mediolobular e centrolobular. As 96h a presenga do antigeno, torna-se leve nos

hepat6citos integros, mas, ainda se manteve moderada, nos hepat6citos necrosados

e nas celulas de Kupffer, em todas as areas dos 16bulos, concentrando-se mais, na

porgaomediolobular (Tabela 13 e Figuras 14 e 16A).



No grupo SC tambem nao se percebeu a presenga de antigeno as 24h

p6s-inoculagao, s6 ocorrendo as 48h p6s-inoculagao, e variou de leve a moderada,

nos hepat6citos integros, predominando apresentagao leve nos hepat6citos

necrosadosja havendo inclusive envolvimento leve das celulas de Kupffer (Figura

168)mais evidente na porgao intermediolobular. As 72h p6s-inoculagao ja era leve a

presenga de antigeno nos hepat6citos integros. No entanto, apresentou-se

moderada nos hepat6citos necrosados e no citoplasma das celulas de Kupffer,

especialmente nas areas periportais e mediolobulares. As 96h predominou a

ausencia de antigeno nos hepat6citos integros. Ja estava bastante reduzida a

quantidade de antigeno nos hepat6citos necrosados e celulas de Kupffer, das

regioes mediozonal e centrolobulares, contrastando com os achados das 120h

quando houve predominio da apresentagao moderada do antigeno viral, nos

hepat6citos necrosados e nas celulas de Kupffer, especialmente na porgao media do

16buloe discretamente em areas centrolobular e periportal (Tabela 13 e Figuras 14,

17e18).



TABELA13 - Distribuigao do antigeno do virus Morumbi no figado de camundongos

Swiss com hepatite de acordo com os grupos, vias de inoculagao e horas de

sacrificio.

Legenda:
0- Ausencia de imunorreatividade
1+- Imunorreatividade leve
2+- Imunorreatividade moderada
3+- Imunorreatividade intensa
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FIGURA 14 - Distribuigao cronol6gica das modas da intensidade do
antigeno do virus Morumbi de acordo com as vias e horas de sacrificioo
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FIGURA 15. Cortes de figado de animais do grupo inoculado com virus Morumbi,
subgrupoIC, mostrando imunorreagc3o nos hepat6citos e celulas de Kupffer. A) 24h (IHQ
- x200); B) 48h (IHQ - x400); C) 72h. (IHQ - x400).

FIGURA 16. Cortes de figado de animais do grupo inoculado com virus Morumbi,
exibindo imunorreagc3o no citoplasma celular. A) Subgrupo IP 72h, com reagc30
intensa. (IHQ - x200); B) Subgrupo SC 48h, com reagc30moderada (IHQ - x200).
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FIGURA 17 - Distribuic;ao geral do antigeno na infeec;ao pelo virus Morumbi
conforme as vias de inoeulac;ao e horas de saerifieioo
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FIGURA 18 - Distribuigc30 cronol6gica das modas da incidencia do antigeno do virus
Morumbi nos 16bulos de acordo com as vias de inoculagc3o e horas de sacrificio,



Analisando em conjunto a frequencia da intensidade da hepatite

experimental, de acordo com a via de inocula<;ao e a distribui<;ao de antigeno do

virus Morumbi, no figado desses anima is, observamos que no grupo Ie as 24h p6s-

inocula<;ao,a lesao hepatica e de apresenta<;ao leve em quatro animais e moderada

nosdois restantes, quando relacionamos com a imunorrea<;ao verificamos presen<;a

levede antigeno em todos os seis animais nesta ocasiao. As 48h p6s-inocula<;ao,

ficou bastante nitida, hepatite moderada em cinco dos seis animais e intensa no

sexto animal, prevalecendo 0 padrao moderado de apresenta<;ao do antigeno em

lodos os seis animais. As 72h, padrao leve de hepatite foi observado em dois dos

seisanimais e moderado nos quatro restantes, enquanto 0 antigeno mostrou rea<;ao

leveem apenas um dos seis anima is, e rea<;ao moderada para 0 antigeno, nos cinco

animais restantes. As 96h p6s-inocula<;ao, os tres animais apresentaram hepatite

leve,sendo a inumodetec<;ao do antigeno viral do tipo leve em dois desses animais

e moderada no ultimo deles (Figura 19).

No grupo IP, ainda que os seis animais apresentassem hepatite leve as

24h, a pesquisa de antigeno foi negativa em todos os animais. As 48h p6s-

inocula<;ao,a hepatite ja era moderada, nos animais desse horario, coincidindo com

a detec<;ao da imunorrea<;ao moderada nos seis animais. As 72h, dois dos seis

animais apresentaram padrao moderado tanto para hepatite como para a

imunorrea<;ao para 0 antigeno viral, 0 mesmo ocorrendo com os quatro outros

animais restantes, que apresentaram lesao intensa e expressao maxima do antigeno

para 0 virus. As 96h a hepatite e intensa em um dos tres animais deste horario e



moderada nos outros dois, a pesquisa de antigeno e leve, em um deles, enquanto

quepersiste moderada nos outros dois animais (Figura 19).

Na analise do grupo SC, as 24h p6s-inoculac;ao observou-se

ocorrencia de hepatite leve nos seis animais estudados, que nao exibiram antigeno

viral detectavel. As 48h, os seis animais exibiram hepatite moderada, entretanto

ocorreu presenc;a leve de antigeno no figado de dois animais deste horario e

moderada, no figado, dos quatro outros anima is. As 72h p6s-inoculac;ao, quando a

hepatite ainda era moderada em todos os seis animais, viu-se a presenc;a moderada

de antigeno em cinco deles e total ausencia no sexto. As 96h p6s-inoculac;ao,

encontrou-se hepatite leve em do is animais e ainda, moderada em quatro outros,

que nao correspondeu a pesquisa do antigeno, ja ausente em um dos animais,

sendo bastante leve nos cinco animais restantes. As 120h p6s-inoculac;ao a hepatite

mostrou-se leve em um dos animais e moderada nos quatro restantes, sendo a

presenc;ade antigeno leve em apenas dois animais e moderada nos tres restantes

(Figura 19).
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sacrificio,



A febre do Phebotomus e doen<;;a antiga no Velho Mundo, referida

desde a guerra de Napoleao e desde a epidemia ocorrida na II Guerra Mundial.

Ainda hoje desperta interesse em saude publica, seja pela ocorrencia de casos

esporadicos ou de epidemias, como vem acontecendo na Africa (Peters,1997;

Thonnon et al., 1999).

Predomina, nessa doen<;;a, quadro autolimitado (Sanford, 1994;

Gordon, 1997), notando-se, especialmente nos ultimos anos relatos de casos

complicados, com comprometimento do sistema nervoso central pelos virus TOS e

RVF (Ehrnst et al., 1985; Schwarz et al., 1995a; Braiton et al., 1998), bem como do

comprometimento do figado e do globo ocular pelo RVF (Van Velden et aI., 1977;

Laughlin et al., 1979; Thonnon et aI., 1999), dai 0 crescente interesse no estudo

desses arbovirus.

Vale ressaltar que mesmo nas infec<;;oes autolimitadas como ocorrem

com 0 SFS, ja se observou comprometimento hepatico transit6rio, durante 0 curso

agudo da doen<;;a, comprovado pela eleva<;;ao dos indices de aspartate

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), no soro dos doentes,

observados por Eitrem et al., (1991 a).

Na Regiao Amaz6nica, onde ja e elevado 0 numero de Phlebovirus

isolados e caracterizados, sorologicamente, estao comprovados que dos 21

Phlebovirus identificados quatro sac patogenicos para 0 homem, sabendo-se ainda

muito pouco sobre esses arbovirus, que se distribuem de forma silenciosa por essa

regiao, onde ha ocorrencias de 6bitos por febre hemorragica, muitos deles causados

pelo virus da febre amarela, porem outros ainda nao elucidados.



o Phlebovirus Morumbi e um dos quatro arbovirus patogenicos para 0

homem, sendo 0 ultimo deles identificado na Amazonia considerado novo para 0

mundo.

A utiliza<;ao da microscopia 6ptica e da tecnica de imuno-histoquimica

favoreceu visualizar que na inocula<;ao do virus Morumbi tanto por via IC como por

vias IP e SC ha dissemina<;ao viral no organismo do camundongo seguida de

hepatite aguda e que por meio da imuno-histoquimica e possivel demonstrar no

tecido lesado a presen<;a do antigeno do virus Morumbi.

o delineamento do presente estudo permitiu a seguinte analise

sequencial das lesoes:

Em areas portais, percebeu-se a principio edema que teve inicio a

partir das 24h p6s-inocula<;ao nos tres grupos infectados.

No grupo IC 0 edema iniciou leve, manteve-se nesse padrao ate

desaparecer em alguns animais no subgrupo IC 72.

No grupo IP diferentemente do grupo anterior 0 edema ja era

acentuado as 24h e desapareceu as 72h, nao sem antes evoluir para 0 padrao leve

no subgrupo IP48.

No grupo SC 0 edema variou de leve a moderado ate 0 subgrupo

SC48, desaparecendo em cinco dos seis animais do subgrupo SC72.

Edema em area portal nao foi mencionado por Araujo et aI., (1996),

durante 0 estudo com 0 virus Morumbi. No entanto, dentro do aspecto morfol6gico

das arboviroses, ja foi relatado em infec<;oes naturais, pelos virus da febre amarela



(Vieiraet al., 1983) e dengue, bem como vem sendo observado em diagn6sticos de

casas confirmados, para essas duas doen9as no IEC por Barros (IEC dados nao

publicados, 2000).

Ainda em areas portais observou-se rea9ao inflamat6ria, do tipo

mononuclear, com neutr6filos ocasionais, sendo que os ultimos, nao foram mais

vistasa partir de 96h p6s-inocula9ao.

o infiltrado inflamat6rio iniciou leve as 24h, nos tres grupos infectados,

evoluiu para moderado as 48h e apresentou diferen9as minimas a partir das 96h,

comono grupo IC onde ja havia desaparecido nos tres anima is, sendo que no grupo

IP as 96h ainda era leve e moderado e, no grupo SC ainda persistia leve em tres

animais desse horario.

o encontro do infiltrado inflamat6rio em areas portais concordam com

os achados de Araujo et al., (1996) quando estudaram experimentalmente a

infec9ao pelo virus Morumbi em camundongos, assim como com os estudos de

Peters et aI., (1988) e Morril et al., (1990) ao estudarem 0 RVF em macacos ou

ainda com Rippy et al., (1992) ao induzirem infec9ao com RVF em bezerros quando

identificaram infiltrado inflamat6rio inclusive com polimorfonucleares, neutr6filos, a

semelhan9a do que foi observado no presente experimento. Rea9ao inflamat6ria

linfocitaria leve com raros polimorfonucleares, neutr6filos, foi observada ainda, em

outras arboviroses como na infec9ao natural pelo virus da febre amarela (Vieira et

al., 1983) e na dengue (Bhamarapravati et aI., 1991).

Um outro achado em areas portais, acompanhando 0 edema e rea9ao

inflamat6ria foi a dilata9ao de veia porta, a principio de apresenta9ao leve nos

animais dos grupos IC, IP e SC, atingiu 0 maximo do padrao que foi moderado as 48



haras,nos tres grupos infectados evoluiu para leve e desapareceu a partir das 96h

p6s-inocula9ao.

Nao se observaram em areas porta is, lesoes arteriolares, hiperplasia

ductalou colestase em ductos biliares, nos grupos IC, IP e SC. Coincidindo com 0

presente achado, Abdel-Wahab & EI Baz, (1978) ja citavam em seu estudo de

infec9c3onatural com 0 virus RVF ausencia de hiperplasia de ductos biliares. Esta

ausencia tambem ocorre nas infec90es naturais com os virus da dengue e febre

amarelaem diagn6sticos realizados por Barros (IEC dados nao publicados, 2000).

o teste imuno-histoquimico nao demonstrou presen9a de antigeno em

areas portais em nenhum dos animais infectados, em todo 0 experimento. Esta

ausencia foi constatada tambem, em casos de infec9ao experimental por RVF

(Arborio & Hall 1989) e nas infec90es naturais par dengue e febre amarela

abservados por Hall et a/., (1991) e Barros (IEC dados nao publicados, 2000).

Na infec9ao dos camundongos pelo virus Morumbi ficou claro ainda, 0

camprometimento dos 16bulos. Assim nos hepat6citos ocorreram lesoes do tipo

tumefa9ao celular, metamorfose gordurosa, corpusculo acid6filo e regenera9ao.

A tumefa9ao celular ou degenera9ao hidr6pica ocarre devido ao

acumulo de agua e eletr61itos, no interior da celula, que aumenta de volume e leva a

altera9ao da membrana (Dias e Moraes, 1973).

Apesar das varia90es de intensidade observadas dentro de um mesmo

subgrupo, tumefa9ao celular foi percebida inicialmente no subgrupo IC24, onde

havia predominio da apresenta9ao moderada, atingiu 0 maximo da apresenta9ao

nosanimais do subgrupo IC48.

o mesmo padrao detectado no grupo IC foi observado no grupo IP.



No grupo SC, a tumefa<;ao ja era intensa a partir do subgrupo SC24,

decrescendo para moderada no subgrupo SC48, regredindo com 0 avan<;ar das

horas,como nos dois outros grupos ja descritos.

A tumefa<;ao observada no presente experimento e similar aquela ja

estudada por Araujo M.T., (UFPA dados nao publicados), 1994 no experimento com

osPhlebovirus Candiru e Itaituba.

Metamorfose gordurosa foi observada em alguns animais do grupo

contrale e nos animais do grupo infectado.

No grupo controle, 0 aparecimento de esteatose relativamente discreta

provavelmente ocorreu por disturbio da nutri<;ao. Como os animais inoculados foram

submetidos ao mesmo tipo de dieta, consideramos a esteatose como linha-base no

experimento, sendo consideravel 0 aumento de tal lesao nos animais inoculados.

Ainda nao esta esclarecida a genese da esteatose na infec<;ao por

Phlebovirus, no entanto sabe-se que de um modo geral, os agentes lesivos causam

esteatose por interferirem nos diferentes estagios do metabolismo lipidico (Dias e

Moraes, 1973).

Metamorfose gordurosa apresentou-se leve desde 0 inicio da infec<;ao

no grupo IC ate 0 ultimo horario de sacrificio que foi as 96 horas. Esta observa<;ao

nao se assemelhou aquela por Araujo et al., (1996) quando estudaram 0 virus

Morumbi onde encontraram por via IC degenera<;ao gordurosa apenas nos animais

do quarto ou quinto dia de inocula<;ao, correspondente ao presente estudo ao

subgrupo IC 96.

No grupo IP, a degenera<;ao gordurosa mostrou-se intensa ja as 24h

p6s-inocula<;ao, e evoluiu para leve a partir das 48h p6s-inocula<;ao.



Assim como no grupo IC a metamorfose gordurosa no grupo SC iniciou

leveas 24h p6s-inoculac;ao, manteve-se neste padrao ate as 72h em dois animais

dosseis desse subgrupo, como tambem foi observada no subgrupo IP 72 muito

emborapredominasse a ausencia da mesma entre os animais do subgrupo IP 72 e

sen.

Vale ressaltar aqui que alguns animais do presente estudo

apresentaram as 48h predominio da lesao degenerativa gordurosa bastante

parecido com 0 caso descrito por Barros et al., (1992), para febre amarela em

crianc;ada tribo Yanomami e quando associada a necrose faz lembrar casos graves

de febre amarela onde a metamorfose tem apresentac;ao macro e microvesicular,

(Strano,1976; Bogliolo, 1981; Coimbra et aI., 1987; Monath, 1987; Brito et al., 1992).

Os corpusculos acid6filos se originam pela perda de agua pela celula

(Vieira et al., 1983) seguida do acumulo de proteinas desnaturadas (Pereira, 1998),

que levam a contrac;ao e condensac;ao de suas estruturas, fragmentando-se em

pequenas porc;oes, com picnose do nucleo.

Apoptose significa morte celular programada, cujo aparecimento pode

estar ligado a eventos fisiol6gicos e patol6gicos (Araujo, 1990). Entre os ultimos,

estao os produtos virais especificos que podem ser indutores de apoptose. Algumas

vantagens para 0 agente viral podem ser observadas durante a apoptose como a

inclusao por membrana do conteudo celular completo, incluindo progenes virais

formando corpos apopt6ticos, que sac fagocitados por macr6fagos adjacentes. Este

processo leva a protec;ao viral devido restringir a reac;ao inflamat6ria que fica

limitada, favorecendo a progressao da infecc;ao. Por outro lado, os virus englobados

dentro das vesiculas apopt6ticas ficam protegidas da inativac;ao dos anticorpos e

proteases, alem do que esses corpos servem, ainda, de protec;ao para todos



aquelesvirus que ainda nao desenvolveram sistema de escape ao processo imune

(Roulstonet a/., 1999).

Destaque deve ser dado aos corpusculos acid6filos que

acompanharam as outras altera<;oes desde as 24h p6s-inocula<;ao que haviam side

referidos por Araujo et al., (1996), quando descreveram a presen<;a de corpusculos

desde as 24h em camundongos recem-nascidos, inoculados com Phlebovirus por

via IC.

Neste experimento, no grupo IC as24h 0 numero de corpusculos foi

bastante reduzido, atingindo 0 padrao moderado no subgrupo IC48, tambem

observado por Araujo et al., (1996), no experimento com 0 mesmo arbovirus, bem

como no subgrupo IC72.

No grupo IP ocorreu predominio da apresenta<;ao leve dos

corpusculos, porem como no grupo anterior, evoluiu para 0 padrao moderado no

subgrupo IP48 e atingiu 0 maximo de intensidade no subgrupo IP72 diferindo do

grupo anterior que era de padrao moderado, nesse mesmo horario.

Ja no grupo SC a apresenta<;ao dos corpusculos foi leve, como nos

dois grupos anteriormente descritos as 24h, atingindo 0 padrao moderado no

subgrupo SC48, bastante parecido com que foi visto no grupo IC, no mesmo horario.

Achados similares com necrose hepatica acompanhada da presen<;a

de corpusculos acid6filos foram observados (Araujo M. T., dados nao publicados,

1994), na infec<;ao experimental com os Phlebovirus CDU e Itaituba e por Pifat &

Smith, 1987, quando estudaram experimentalmente 0 arbovirus PT. Saliente-se que

tanto 0 virus CDU como 0 PT, ate 0 momento, estao associados somente a quadros

de doen<;a autolimitada.



Corpusculos acid6filos foram vistos ainda, na infecyao natural pelo RVF

par Van Velden et aI., (1977), por Abdel-Wahab & EI Baz, (1978), no Egito por

Arborio& Hall (1989) ou por Peters & Slone (1982); Peters et al., (1988) e Morril et

al., (1990), no estudo experimental em macacos com RVF, ou por Rippy et aI.,

(1992), em estudo experimental com RVF em bezerros ou Van Der Lugt et al.,

(1996),ao estudarem ovelhas inoculadas experimentalmente com RVF.

Na infecyao natural por Flavivirus como nos casos fatais de febre

amarela e dengue ja foram descritos corpusculos acid6filos tipo Councilman - Rocha

Lima.Assim a presenya de corpusculos isolados e esparsos em nosso experimento

as 24h p6s-inoculayao em todos os tres grupos (IC, IP e SC) parecem bastantes

semelhantes as formas de lesao leve da febre amarela onde a necrose aparece

salpicada (Bogliolo, 1981).

Na infecyao com 0 virus Morumbi observada nos tres grupos

estudados as 48h p6s-inoculayao onde ocorre razoavel numero de corpusculos

acid6filos ou ate de modo intenso como no subgrupo IP 72, faz lembrar a forma

grave da febre amarela (Strano, 1976; Bogliolo, 1981; Coimbra et aI., 1987; Monath,

1987; Brito et aI., 1992) diferindo apenas na distribuiyao das lesoes que na infecyao

pelo virus Morumbi era irregular, sem preferencia nos 16bulos, e na febre amarela

como e conhecida predomina em area mediolobular (ou zona 2 do acino).

Nas alterayoes morfol6gicas induzidas pelo virus Morumbi observadas

as 24h, nos tres grupos estudados, quando sua distribuiyao ficou mais pr6xima da

venula hepatica, acompanhada de raros corpusculos acid6filos alem de hiperemia

dos sinus6ides adjacentes em muito se assemelhou com as observadas nos casos

de dengue hemorragica fatal como referidas por Halstead (1980); Henchal & Putnak



(1990); Bhamarapravati et a/., (1991); WHO (1997); Gubler (1998) e por Barros (IEC

dadosnao publicados, 2000).

Foram vistos ainda sinais de regenera<;ao celular que no grupo IC

foram observados inicialmente de modo leve no subgrupo IC24, tornaram-se

moderados no subgrupo IC96.

No grupo IP, assim como no anterior detectou-se regenera<;ao celular

as 24h pos-inocula<;ao, bastante discreta, como 0 grupo anteriormente descrito

evoluiupara moderada a partir do subgrupo IP72.

Assim como nos dois grupos anteriores, a regenera<;ao celular era

discreta as primeiras horas e evoluiu para moderada a partir do subgrupo SC96.

o infiltrado inflamatorio lobular chamou aten<;ao nos tres grupos

estudados. Predominou como leve ja no subgrupo IC24, no entanto, tornou-se

moderado nos subgrupos IC48 e IC72.

No grupo IP ja se identificava infiltrado inflamatorio desde as 24h. Este

infiltrado atingiu 0 ponto maximo de intensidade no subgrupo IP72, diferindo assim

do primeiro grupo.

No grupo SC 0 infiltrado tambem foi visto desde as 24h pos-inocula<;ao,

embora em um so animal do subgrupo, sendo que 0 maximo atingido da

apresenta<;ao moderada ocorreu no subgrupo SC48, a semelhan<;a do que ocorreu

com 0 grupo IC.

Infiltrado inflamatorio lobular proximo as celulas necroticas visto no

presente estudo, ja havia sido observado por Peters & Slone (1982) e Peters et a/.,

(1988) quando estudaram 0 RVF, ou ainda no estudo de casos fatais de dengue

hemorragico onde os neutrofilos foram visualizados em meio a mononucleares por

Bhamarapravati et aI., (1991).



Do ponto de vista do estudo imuno-histoquimico, este exame

demonstrou bons resultados, com imunorreagao presente no citoplasma de celulas

hepaticas preservadas e naquelas em necrose e tambem naquelas fagocitadas

pelascelulas de Kupffer.

No grupo IC, a presenga do antigeno foi inicialmente observada de

distribuigao leve as 24h p6s-inoculagao, foi visto na apresentagao moderada as 48h

e 72h p6s-inoculagao, ap6s 0 que 0 dep6sito do antigeno ficou bastante reduzido.

De um modo geral a distribuigao do antigeno predominou em zona centrolobular e

mediozonal.

No grupo IP as 24h nao foi detectado antigeno no tecido hepatico,

diferindo assim dos achados observado no grupo IC. No entanto, as 72h p6s-

inoculagao a quantidade de antigeno no interior da celula era bastante intensa em

contraste com 0 grupo IC, onde 0 padrao maximo observado foi moderado.

A semelhanga do que ocorreu no grupo IP, nao houve imunorreagao no

figado dos animais no grupo SC as 24h p6s-inoculagao. S6 foi observada as 48h e

variou de leve a moderada, sendo que ate as 72h ainda mantinha-se na

apresentagao moderada. Como nos dois grupos anteriormente descritos a presenga

de antigenos ja era leve as 96h, nos cinco animais. No entanto, como nesse grupo

os animais infectados sobreviveram ate as 120h surpreendeu-nos, ainda observar

presenga moderada de antigeno em tres dos cinco anima is, quando esperavamos

detectar presenga leve ou ate mesmo ausencia de reagao para 0 antigeno.

Ate onde pode ser levantado este parece ser 0 primeiro estudo com

base na imuno-histoquimica para a infecgao com 0 virus Morumbi. No entanto,

estudos da infecgao natural e experimental com RVF, revelaram achados similares

(Arborio & Hall, 1989; Rippy et at., 1992; Van Der Lugt et at., 1996), aos observados



nopresente estudo. 0 antigeno, no presente estudo foi detectado a partir das 24h

p6s-inoculagao, quando teve inicio 0 sacrificio dos animais. Na pesquisa do antigeno

feita por Van Der Lugt et aI., (1996), 0 encontro do antigeno foi mais precoce, ou

seja, as 18h p6s-inoculagao visto que iniciou 0 sacrificio dos animais as 6h p6s-

inoculagao. Em contraste Rippy et al., (1992), s6 vieram observar lesao histol6gica e

presenga de antigeno viral no 3° dia p6s-inoculagao quando da realizagao do seu

experimento utilizando RVF, por via Subcutfmea em gada jovem (novilho). Alem da

similaridade da detecgao de antigeno vista com outro Phlebovirus e possivel se

observar ainda com Flavivirus, como comprovam os estudos de imuno-histoquimica

parafebre amarela em humanos (Hall et al., 1991; Brito et al., 1992), que revelaram

a presenga de antigeno exclusivamente no citoplasma das celulas hepaticas, da

area mediozonal (zona 2 do acino), ou de modo difuso como observado por La

Monte et al., (1983), diferindo daquelas observadas na imunorreagao para os casos

fatais de dengue, quando os antigenos sac observados predominantemente nas

celulas dos sinus6ides, como as celulas de Kupffer e do endotelio vascular (Hall et

al., 1991; Barros, dados nao publicados, 2000).

7.2. CONHECIMENTOS

PATOGENETICOS

Ate 0 momento, sac desconhecidos os mecanismos para esclarecer a

agao dos virus do grupo Phlebotomus no organismo humano. A literatura mostra 0

que ocorre em linhas gerais em uma infecgao viral.

A agao do virus sobre 0 hospedeiro parece estar na dependencia de

fatores virais como: dose infectante do virus e a via de entrada, e de fatores



humanos especificos como: estado imunitario, constituic;ao genetica, alterac;ao

hormonal, estado nutricional e idade (Tyler & Fields, 1996).

o virus atingindo 0 homem por diversas vias de entrada (pele, tratos

respirat6rios, gastro intestinal, genito-urinario e conjuntivo) podera levar a exposic;ao

com entrada do virus na celula humana, sendo que 0 hospedeiro sofre a exposic;ao

e nao se infecta. Na ocorrencia de multiplicac;ao viral incompleta, 0 hospedeiro

responde a infecc;ao, porem nao apresenta sintomas clinicos (infecc;ao

assintomatica). Podera ocorrer inclusao viral e formac;ao de corpusculos de inclusao

ou transformac;ao celular ou disfunc;ao celular. Como resposta do hospedeiro, a

doenc;a podera ser branda, moderada ou severa. Na ocorrencia de lise celular que

compromete grande extensao de 6rgaos, podera sobrevir morte do hospedeiro (Tyler

& Fields, 1996).

Ocorrendo a penetrac;ao do virus no hospedeiro, depois da primeira

replicac;ao que se da em area pr6xima do local de entrada, podera ocorrer uma

infecc;ao localizada ou uma disseminac;ao sistemica, que pode ser por via sangOinea,

linfatica ou axis6nica. Na dependencia do virus implicado, este podera atingir tecidos

e celulas do organismo de acordo com 0 seu tropismo (Tyler & Fields, 1996).

Assim, os estudos experimentais vem demonstrando que ap6s a

entrada do virus no organismo por uma das diversas vias, ocorre localizac;ao do

mesmo nos linfonodos regionais, onde se da a multiplicac;ao do virus e sua liberac;ao

para a corrente sangOinea, ocorrendo assim a viremia primaria. Quando os virus

localizam-se nas celulas do sistema fagocitico-mononuclear incluindo bac;o e figado,

sofrem nova multiplicac;ao, podendo inclusive determinar necrose, para em seguida

serem liberados para a corrente sangOinea, levando ao aparecimento da viremia

secundaria e, assim, alcanc;ar ou atingir os 6rgaos e tecidos pelos quais 0 virus



apresenta afinidade (tropismo), determinando lesoes teciduais, de extensao bastante

variavel (Tyler & Fields, 1996).

No hospedeiro, os agentes VlralS poderao defrontar-se com fatores

especificos que poderao alterar suas ayoes. Assim, se estiverem preservados os

mecanismos de defesa do hospedeiro, 0 agente podera ser imediatamente

eliminado pelos mecanismos naturais, nao imunes. Se previamente reconhecido

pelo sistema imune, ira induzir no hospedeiro a produyao de interferons que

favoreceram a expressao de MHC da ciasse I na celula infectada, elevando assim, a

quantidade de antigeno viral associada a essas moleculas na membrana celular.

Devido a isso, as celulas infectadas sofrem ayao de celulas T citot6xicas que

reconhecem epitopos via MHC da c1asse I, destruindo as celulas portadoras de

antigenos. as Iinf6citos TH 1 podem ser estimulados pelos antigenos virais a

liberarem fatores citot6xicos (Iinfotoxinas e/ou TNF~) ou estimuladores de

macr6facos que ativados, liberam fatores citot6xicos que destroem as celulas

infectadas. As celulas NK ocasionam a morte, de celulas infectadas que reduziram

ou anularam a expressao do MHC classe I. as anticorpos contribuem tambem para

Iisar celulas infectadas por meio da ativayao do sistema complemento ou pela

citotoxidade mediada por celulas dependentes de anticorpos (Nash, 1997). Em caso

da resposta imune parecer exarcebada, a doenya tornar-se-a grave nos casos de

resposta imune deprimida, 0 hospedeiro podera ficar susceptive I a outras infecyoes.

Um outro fator que interfere na infecyao viral e a constituiyao genetica

do individuo, como os genes que dependem nao s6 de receptores celulares como da

produyao e ayao do interferon a ou ~ que iraQ induzir 0 aparecimento de proteina

inibidora da sintese de mARN viral (Nash, 1997).



A alteragao hormonal do hospedeiro seria outro fator a contribuir para a

severidade da infecgao, como ocorre na gravidez e na terapia por corticosteroides

que deprimem os mecanismos de defesa do hospedeiro (Tyler & Fields, 1996).

Contribuem ainda para a infecgao viral grave a idade (a baixa idade e a

velhice) e 0 estado nutricional do hospedeiro como a desnutrigao (Tyler & Fields,

1996)

Considerando os achados do presente estudo com os que estao

relatados na literatura sobre a patogenia viral, verificou-se que 0 virus Morumbi, ao

ser inoculado por tres diferentes vias (IC, IP e SC), atingiu a corrente sanguinea, por

meio desta causou infecgao sistemica, havendo comprometimento hepatico,

demonstrando assim seu tropismo para 0 figado dos camundongos inoculados,

confirmados nao s6 pela presenga da hepatite leve ja as 24 horas, no grupo IC, bem

como pela detecgao nesse mesmo horario, do antigeno viral no tecido.

No entanto as 48 horas nos tres grupos, a lesao evoluiu para moderada

em correspondencia tambem com os achados de imuno-histoquimica,

demonstrando-se assim a ocorrencia de multiplicagao viral intensa, havendo um

certo paralelismo entre as vias IC e SC as 72 horas, sendo que neste horario, das

tres vias a que mais se destacou foi a IP por induzir les6es bem mais acentuadas no

figado, paralelamente a detecgao da maior concentragao de antigeno viral.

Como vimos, no presente estudo, 0 modele de infecgao experimental

de camundongos pelo virus Morumbi foi confirmado excelente para 0 estudo

sequencial das les6es hepaticas, pelas vias de inoculagao aqui selecionadas.

Alem da importante questao do desenvolvimento da encefalite, outros

aspectos relacionados a patogenese da hepatite por virus Morumbi restam a ser

respondidas, adiantando-se especialmente:



- Seriam as les6es hepatocelulares decorrentes de ayao citopatica

direta do virus?

- Haveria correlayao entre carga viral e/ou da expressao de genes

virais especificos e 0 surgimento das lescSeshepatocelulares, mais especificamente,

dos corpos apopt6ticos de Councilman e da esteatose?

- Como a resposta linfocitaria do hospedeiro interfere na produyao das

lesoes e na replicayao viral.

Fica, portanto, nossa expectativa de que estudos futuros, usando 0

presente modele de infecyao experimental, possam contribuir para elucidayao

destas relevantes quest6es.



a) 0 modele de infecgao experimental em camundongos foi

confirmado excelente para 0 estudo das les6es associadas a infecgao pelo virus

Morumbi, podendo ser selecionada a via IP como referencial.

b) Em todos os casos, 0 virus Morumbi foi detectado atraves de

seu antigeno, no tecido hepatico de camundongos Swiss, quando inoculados pelas

vias IC, IP ou SC.

c) A presenga de antigeno do virus Morumbi no figado desses

camundongos associou-se ao aparecimento de hepatite aguda, com necrose focal.

d) Hepatite aguda intensa pede ser observada em figado de

camundongos sacrificados 72h ap6s-inoculagao com 0 virus Morumbi por via IP.

e) Colestase nao foi alteragao frequente na hepatite experimental

pelo virus Morumbi, quando inoculado por via IC, IP ou SC.

f) A hepatite aguda mostrou-se limitada, neste experimento,

tendendo a desaparecer na maioria dos camundongos inoculados, com avangar das

horas, 0 que foi demonstrado pelos achados de regeneragao hepatica.

g) Antigeno do virus Morumbi teve localizagao predominantemente

intracitoplasmatica, padrao granular, nos hepat6citos e celulas de Kupffer.

h) Antigeno do virus Morumbi foi detectado em figado de animais

experimentalmente inoculados com 0 virus, a partir de 24 haras nos inoculados par

via IC e a partir de 48 horas nos inoculados pelas vias IP e SC.



Morumbi virus is a member of Phlebotomus Fever serogroup
(Bunyaviridae family, Phlebovirus genus), native from the Brazilian Amazon region.
It'svector is unknown, but is supposed to be, transmitted by phlebotomine sandflies.
It was isolated in 1988 from a human presenting an acute febrile illness. When
inoculated in the brain of Newborn Swiss mice, this arbovirus showed visceral
tropism, including liver damage. In order to establish the anatomopathological and
immunohistochemical characteristics in the liver of albino Swiss suckling mice
experimentally infected with Morumbi virus; to assess the differences of tropism of
the virus in the liver following the intra cerebral, intra peritoneal or subcutaneous
routesof inoculation; to detail the sequence of anatomical and pathological events in
the liver; to demonstrate the location of the viral antigen in the hepatic tissue during
the experimental assay; and to study the possible relationship between the
anatomopathological and immunohistochemical findings, an experimental study was
conducted with 71 Newborn Swiss mice (two or three days of age), distributed as
follows: 21 received intra cerebral inoculation (IC), 21 received intraperitoneal
inoculation (IP) and 29 received subcutaneous inoculation (SC). 0.02ml of virus
suspension was used as the infectious dose. The control was comprised of 30 mice
that were not inoculated. Subgroups of 8 mice (6 inoculated, 2 controls) were
euthanized daily, at intervals of 24 - 96 hours in the IC and IP groups, and until 120
hours in the SC group. Liver specimens from all mice were fixed in a 10% neutral
formalin solution, then embedded in paraffin wax to obtain 5f.lm sections that were
stained with haematoxylin/eosin for morphological analysis. Immunohistochemical
technique (Envision System, DAKO, USA) was employed in additional sections,
using alkaline phosphatase and hyper-immune anti-Morumbi virus serum prepared
into suckling mice, to detect the viral antigen. 6 patterns of portal lesion and 9
patterns of lobule lesion were studied in a scale from zero (0) to three (+++), where
zero represented absence of lesion and three represented severe lesion. Light
microscopy examination revealed that Morumbi virus was able to produce hepatic
lesions in the portal and lobular areas when inoculated in mice in three different
routes, raising an acute hepatitis, in which bodies similar to Councilman - Rocha
Lima bodies were observed, irregularly distributed in the lobules. The appearance of
those bodies occurred 24 hours post-inoculation (pi), with a peak at 72 hours pi in
miceis inoculated. The immunohistochemical technique showed mild presence of
viral antigen from 24 hours after inoculation in IC group and from 48 hours after in IP
and SC groups, showing a certain parallelism between the detection of viral antigens
and the morphological lesions. Maximum detection of the viral antigen was observed
in IP rout, specially those mice euthanized at 72 hours pi. General distribution of the
antigen was concentrated in the hepatic lobules, in the cytoplasm of normal and
necrotic hepatocytes, as well as inside the Kupffer cells, without any preference for
the three lobule areas. The following conclusions are made: i) experimentally
infected mice model was excellent to study the Morumbi virus-induced lesions, with
preference to IP rout; ii) in all inoculated routes (IP, IC and SC) there were evidence
of Morumbi virus infection, with a remarkable detection of its antigen in the hepatic
tissue of Swiss mice; iii) Morumbi virus antigen detected in the liver of Swiss mice
was associated with acute hepatitis and with focal necrosis; iv) an intense acute
hepatitis occurred in the liver of euthanized mice 72 hours pi with Morumbi virus by
the intraperitoneal route but was not observed in the other two used routes; v) in this
experiment, acute hepatitis was limited, showing a clear tendency to disappear in the



follow up in the majority of inoculated animals; vi) cholestasis was not very often
observed in the experimental hepatitis due to Morumbi virus; vii) Morumbi virus
antigen was detected predominantly in the cytoplasma and was exhibiting a granular
pattern in hepatocytes and Kupffer cells; viii) Morumbi viral antigen was detected as
early as 24 hours in hepatic tissue in IC route and 48 hours after IP and SC routes.
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Para 0 experimento utilizaram-se onze cubas de vidro com capacidade

para 200ml, provetas de vidro com capacidade para 1000ml, 500ml e 250ml, pipetas

de vidro de 5ml e 10ml, dois beaker graduados para 1000ml e 2000ml, recipiente de

vidro com capacidade para 10.000ml, ber<;:o com capacidade para 25 laminas,

micropipetas (1-10j.l, 20-200j.l1, 200-1000j.l1), ponteira para micropipetas, laminas

Super Frost®/Plus, camara umida, camara escura, estufa graduada a 60°C, pH

metro, rel6gio digital de tempo, balan<;:ade precisao aferindo ate 0,01 g, microsc6pio

6ptico com objetivas de 4x, 10x e 40x.

Solu~oes

Solu~ao de formalina neutra tampao a 10%

Forma Ideido 37% - 40% 100,Oml

Agua destilada 900 ,OmI

Fosfato de s6d io monobasico .4,0 9

Fosfato de s6dio dibasico (anidro) 6,0 9

Fosfato monobasico de S6dio .4,86 9

Fosfato dibasico de S6dio (anidro) .27,31 9

Cloreto de S6dio 160,00 9

Agua destilada q.s.p 1,00 I



Hematoxilina de Mayer

Hematoxilina cristal 1,0 9

Agua destilada 1.000,0 ml

lodato de s6dio 0,2 9

Alumen de potassic 50,0 9

Acido citrico 1,0 9

Hidrato de cloral 50,0 9

Dissolver 0 alumen na agua morna, acrescentar e dissolver a

hematoxilina nesta solu<;ao. Entao acrescentar 0 iodato de s6dio, acido citrico e 0

hidrato c1ora!. Misturar e depois adicionar cada componente. Colorac;ao final

vermelho-violeta. Aguardar duas semanas antes do uso.



ANEXO 2 - PROTOCOLO DE PROCEDIMENTOS - METODO IMUNO -

HISTOQUiMICO

1. Retirar parafina em Xilol I a 600C e em Xilol II a temperatura ambiente.

2. Hidratar os cortes em alcool na seguinte ordem: alcool absoluto I, II, III, 95% e
80%.

5. Lavar em tampao fosfato - salino (PBS) 0,01 M, pH 7,4 em tres banhos de cinco
minutos cada.

6. Incubar com anticorpo primario ou antissoro especifico para 0 virus Morumbi, na
diluic;ao de 1/4000, 18 horas, overnight a 4°C.

8. Aplicar 0 anticorpo secundario cabra anti-imunoglobulinas de camundongo e
cabra anti-imunoglobulinas de coelho conjugado com fosfatase alcalina (Dako,
USA), incubar a 37°C por 30 minutos.

10. Aplicar duas gotas do substrato especifico, Fast Red (Dako, USA) por tres
minutos em camara escura a temperatura ambiente (fosfato de naftol, Fast Red).

15. Adicionar 0 Crystal/Mount (Bimeda ou Fisher Scientific Co) e incubar a 37°C ate
secar.



SUB
GRUPOS

E
IC. 24. 1 1

Hepat6cito

MG CA
1 0

OVH OS
1 0

HCK C
S 0

Legenda:
E - Edema
II - Infiltrado inflamat6rio
OV - Oilatar;:ao de venula
LA - Lesao arteriolar
N° em negrito - Moda

HO - Hiperplasia de ducto biliar
T - Tumefar;:ao
MG - Metamorfose gordurosa
CA - Corpusculo acid6filo

R - Regenerar;:ao
OVH - Oilatar;:ao de venula hepatica
OS - Oilatar;:ao de sinus6ide
HCK - Hiperplasia de celulas de Kupffer

C - Colestase
S - Sim
N - Nao



SUB
GRUPOS

DV LA

o

Hepat6cito
MG CA

3

Outros
DS HCK

o S

Legenda:
E - Edema
II - Infiltrado inflamat6rio
DV - Dilatayao de venula
LA - Lesao arteriolar
N° em negrito - Moda

HD - Hiperplasia de ducto biliar
T - Tumefayao
MG - Metamorfose gordurosa
CA - Corpusculo acid6filo

R - Regenerayao
DVH - Dilatayao de venula hepatica
DS - Dilatayao de sinus6ide
HCK - Hiperplasia de celulas de Kupffer

C - Colestase
S -Sim
N - Nao



ANEXO 5 - ANALISE HISTOPATOLOGICA NO GRUPO INFECTADO POR VIA

SUBCUTANEA

SUB
GRUPOS

sc. 24.1

sc. 24. 2

sc. 24. 3

sc. 24. 4

sc. 24. 5

sc. 24. 6

Hepat6cito

MG CA OVH OS

o
o
o
o
o
o

HCK C

S 0

SC. 48.1 2

SC. 48. 2 2

SC. 48. 3 2

SC. 48. 4

SC. 48. 5

SC. 48. 6

SC. 72. 1

SC. 72. 2 0

SC. 72. 3 0

SC. 72. 4 0

SC. 72. 5 0

SC. 72. 6 0

SC. 96.1 0

SC. 96. 2 0

SC. 96. 3 0

SC. 96. 4 0

SC. 96. 5 0

SC. 96. 6 0

SC. 120. 1 0

SC. 120.2 0

SC. 120.3 0

SC. 120.4 0

SC. 120.5 0

Legenda:
E - Edema
II - Infiltrado inflamat6rio
OV - Oilata<;:ao de venula
LA - Lesao arteriolar
N° em negrito - Moda

HO - Hiperplasia de ducto biliar
T - Tumefa<;:ao
MG - Metamorfose gordurosa
CA - Corpusculo acid6filo

R - Regenera<;:ao C - Colestase
OVH - Oilata<;:ao de venula hepatica S - Sim
OS - Oilata<;:ao de sinus6ide N - Nao
HCK - Hiperplasia de celulas de Kupffer



SUB
GRUPOS

IC. 24.1

IC. 24. 2

IC. 24. 3

IC. 24. 4

IC. 24. 5

IC. 24. 6

P PP

o 0

Espacos porta
A DB

o 0
M I HI

o 1

o
o
o
o
o

L6bulos
HN CK LS

000

IC. 48. 1 2

IC. 48. 2 2

IC. 48. 3 2

IC. 48. 4 2

IC. 48. 5 2

IC. 48. 6 2

IC. 72.1

IC. 72. 2 2

IC. 72. 3 2

IC. 72.4 2

IC. 72. 5 2

IC. 72. 6 2

IC. 96.1

IC. 96. 2

IC. 96. 3 2

Legenda:
G - Global
P - Portal
PP - Periportal
MI - Medio lobular
CL - Centro lobular

v - Veia
A - Arteriolar
DB - Ducto biliar
I - Intersticio
M - Macr6fago

HI - Hepat6citos integros
HN - Hepat6citos necrosados
CK - Celulas de kupffer
LS - Livre nos sinus6ides
VH - Venula hepatica



SUB
GRUPOS

G

IP. 24. 1 0

IP.24.2 0

IP.24.30

IP. 24. 4 0

IP. 24. 5 0

IP. 24. 6 0

Espac;:os porta
V A DB M I HI

o 0

L6bulos
CK LS

o 0

IP. 48.1 2

IP. 48. 2 2

IP. 48. 3 2

IP. 48. 4 2

IP. 48. 5 2

IP. 48. 6 2

IP.72.12

IP. 72. 2 2

IP. 72. 3 3

IP. 72. 4 3

IP.72.53

IP. 72. 6 3

IP. 96.1

IP. 96. 2 2

IP. 96. 3 2

Legenda:
G - Global
P - Portal
PP - Periportal
MI - Medio lobular
CL - Centro lobular

V - Veia
A - Arteriolar
DB - Ducto biliar
I - Intersticio
M - Macr6fago

HI - Hepat6citos integros
HN - Hepat6citos necrosados
CK - Celulas de kupffer
LS - Livre nos sinus6ides
VH - Venula hepatica



ANEXO 8 - DISTRIBUICAo DO ANTiGENO NO GRUPO INFECTADO POR VIA

SUBCUTANEA

SUB
GRUPOS

SC. 24. 2 0

SC. 24. 3 0

SC. 24. 4 0

SC. 24. 5 0

SC. 24. 6 0

Espacos porta
A DB
o 0

I HI

o
o
o
o
o
o

L6bulos
CK LS

o 0

SC. 48.1 2

SC. 48. 2 2

SC. 48. 3

SC. 48. 4

SC. 48. 5 2

SC. 48. 6 2

SC. 72. 1 2

SC. 72. 2 2

SC. 72. 3

SC. 72. 4 2

SC. 72. 5 2

SC. 72. 6 2

SC. 96.1

SC. 96. 2

SC. 96. 3

SC. 96. 4

SC. 96. 5

SC. 96. 6

SC. 120. 1 1

SC. 120.2 2

SC. 120.3 2

SC. 120.4 2

SC. 120.5 2

Legenda:
G - Global
P - Portal
PP - Periportal
MI - Medio lobular
CL - Centro lobular

v - Veia
A - Arteriolar
DB - Ducto biliar
I - Intersticio
M - Macr6fago

HI - Hepat6citos integros
HN - Hepat6citos necrosados
CK - Celulas de kupffer
LS - Livre nos sinus6ides
VH - Venula hepatica




