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Sumirio: Neste trabalho estudamos alguns conceitos bdsicos sobre o nucléolo. Em segui-
da a apresentacio do material de estudo, ccnstante de casos de neuroviroses humanas,
é feita uma descricdo pormenorizada das alteragdes nucleares e nucleolares encontradas nas
seguintes entidades morbidas: polioencefalite subaguda com inclusGes de DAWSON, leuco-
encefalite subaguda esclerosante de VAN BOGAERT, panencefalite nodular de PETTE-
DORING, poliomielite anterior aguda e raiva. |
As alteracdes nucleolares encontradas constam de hipertrofia inicial, a que se seguem
profundas alteracdoes em sua estrutura interna, sob a forma de vacuolizacdes e condensacoes
granulares (os chamados nucleolinos) de nimero e tamanhos variados. Alguns destes cor-
pusculos granulares, fortemente baséfilos e que apresentam as mesmas caracteristicas citoqui-
micas dos nucléolos, sao lang¢ados no carioplasma sob a forma de volumosos corpusculos
basétilos esferoidais. Sao feitos comentdrios sobre a natureza do fendmeno, concluindo-se
que, tratando-se de uma ocorréncia somente encontrada nas viroses, em certas formas dc
intoxica¢des e em determinados distirbios genéticos, o seu aparecimento em um quadro histo-
patoldgico encefalitico ou mielitico permite, com seguranca atribuir sua etiologia a um virus.

De todos os processos estudados, o que apresentou tais alteragdes nucleolares com
maior exuberancia foi a panencefalite nodular de PETTE-DORING.

nos ultimos anos, as publica¢oes dedl-

estudo do nucléolo tem desperta-
cadas a esta estrutura celular. Parti-

do, nos ultimos anos, enorme inte-

resse, pois demonstrou-se ser este or-
ganito celular um importante elemen-
to participante do metabolismo das
nucleoproteinas celulares. Variacoes
iImportantes em tamanho, forma, com-
posicao quimica e ultra-estrutura, em
condicoes fisiologicas como patologi-
cas tém sido relatadas, avolumando-se

cularmente importantes sao as alte-
racoes nucleolares devidas a intoxica-
coes com antibioticos (actinomicina
D, mitomicina C), substancias carcl-
nogenas (aflatoxina B, N-0xido de 4-
nitroquinolina) e infeccoes virals, cO-
mo as causadas pelo virus do herpes
simples, pelo chamado SV-40 e outros.
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Nas paginas que se seguem faze-
mos um pequeno estudo relativo a es-
trutura e funcoes nucleolares, relem-
brando alguns conceitos modernos, a
fim de situarmos o problema das al-
teracoes nucleolares observadas nas
viroses em geral e nas neuroviroses
em particular. Nao temos a pretensao
de termos esgotado toda a literatura
referente ao tema. Foram consultados
apenas os trabalhos que nos parece-
ram mais significativos.

Estudando, ja ha varios anos algu-
mas formas especiais de encefalites de
possivel etiologia viral, constatamos
alteracoes na estrutura nucleolar que
Nnos animaram a pesquisar neste sen-
tido. Alguns resultados foram obtidos,
que serao relatados nas paginas que
se seguem.

Sabe-se que o nhucléolo origina-se
de um “locus” bem definido, uma
constricao cromossémica secundaria
chamada, usualmente, ‘“organizador
nucleolar”, que se encontra em deter-
minado cromossomo. E este organiza-
dor nucleolar que, logo apds o ciclo
mitotico, comeca a sintetizar RNA
sob a forma de pequenos granulos
chamados “corpos pré-nucleolares”.
Estes, acabam fundindo-se no corpus-
culo que conhecemos sob o nome de
nucléolo.

Este ‘“organizador nucleolar”, as
vezes, pode ser multiplo em um mes-
mo cromossomo, ou existir mais de um
cromossomo com ‘‘organizador nu-
cleolar”, assim explicando-se a ocor-
rencia de celulas bi ou multinucleola-
das. De enorme importancia em bio-
logia celular, a discussao quanto 2a
origem do nucléolo e sua dinamica,
escapa a finalidade deste trabalho.
Por este motivo, furtamo-nos a pros-
seguilr neste sentido, enviando os

interessados aos tratados de -citolo-
gla ().

Células em crescimento ou em ati-
vidade secretora apresentavam nu-
cléolos volumosos. Em células embrio-
narias € em celulas de tumores malig-
nos, que sao linhagens celulares em
crescimento, bem como em células
hepaticas, dos acinos glandulares do
pancreas e em neuronios, que sao ce-
lulas em grande atividade metabdlica,
o volume extraordinario dos nucléolos
fazia supor ter este organito algo a
ver com a intensa atividade metaboli-
ca destas celulas. Foram os trabalhos
de Caspersson (2), condensados em
seu magnifico livro “Cell growth and
cell function”, editado em 1950, que
esclareceram, em suas linhas gerais,
as funcoes nucleolares. Com o métodoe
da microespectrofotometria com luz
ultravioleta por ele criado, verificou
que o nucleolo apresentava uma fa1-

xa de absorgao em torno de 2. 600A
da mesma forma que o restante do
nucleo celular e a substancia basofila
citoplasmatica. Esta faixa de absorcao
corresponde a de nucleoproteinas e
deve-se as bases puricas e pirimidicas
que entram na composicao dos acidos
nucleicos. Verificou o Autfor sueco
que, em condicoes de exaustao celular,
quando todas as nucleoproteinas cito-
plasmatlcas desaparecem, nao se ob-

servando mais a absorcdo em 2.600 A
desaparecia, também, a absorcao nu-
cleolar. Permanecia, porem, a absor-
cao no restante do nucleo, formado
por desoxiribonucleoproteinas (cro-
matina) e nao por ribonucleoprotei-
nas, como o nucléolo e a substancia
baso6fila citoplasmatica.

Sugeriu Caspersson (?) que a prin-
cipal funcao do nucléolo fosse a sin-
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tese de ribonutleopreteinas, as quais,
apos atravessarem o carioplasma, con-
centravam-se em torno da membrana
nuclear, dai difundindo-se e espa-
lhando-se pelo restante do citoplas-
ma. Estas idéias de Caspersson (%), se
bem que modificadas na atualidade,
permanecem validas em suas linhas
gerais. O nucléolo, realmente, tem,
sob sua responsabilidade, a sintese da
maior parte das ribonucleoproteinas
celulares, notadamente das que se en-
contram no citoplasma. Nao foi pos-
sivel demonstrar-se, morfologicamen-
te, quer por meio de microscopia
6ptica, quer por meio de microscopia
eletronica, como tentaram Bannasch
e Thoenes (3), a nao ser em casos mui-
to especiais (4-8), a passagem de subs-
tancias nucleares e nucleolares para
o citoplasma. Estudos feitos com citi-
dina H3 todavia, evidenciaram a con-

centracdo nho citoplasma, mostrando
sua passagem para este ultimo (9-19).
A intima relacao entre nucléolo e ci-
toplasma, na sintese protéica, explica,
porque, células em grande atividade
metabodlica, apresentam nucléolos vo-
lumosos.

Quanto a composicao quimica do
nucléolo, pensava Caspersson (2) que
fosse formada, além das ribonucleo-
proteinas, por proteinas do tipo histo-
na. Estudos posteriores, feitos em nu-
cléolos isolados por Vincent (!¢) e por
Baltus (17), nao confirmaram ague-
la hipdétese. A coloragao pelo “Fast
Green” alcalino, tipica para histonas,
é negativa, segundo Alfert e Gesch-
wind (18). Possivelmente, a maior par-
te das proteinas nucleolares, que for-
mam o maior contingente da estrutu-
ra nucleolar (0 RNA contribui com
apenas 3% a 9% da totalidade da
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massa nucleolar), sao fosfoproteinas
(16, 17, 19, 21).

O ponto de partida para os traba-
lhos modernos sobre a estrutura nu-
cleolar nos é dado por Estable e Sote-
lo (22-25) . Descreveram, estes dois Au-
tores uruguaios, a existéncia, no inte-
rior do nucléolo da célula nervosa, de
uma estrutura filamentosa, enrolada
sobre si mesma e aparentemente con-
tinua, a qual deram o nome de “nu-
cleclonema”. Este ‘“nucleolonema” es-
taria imerso em uma matriz protéica,
aparentemente sem estrutura, que foi
chamada “pars amorpha”. Os estudos
de Estable e Sotelo (22-2°) foram feitos
com impregnacao argéntica e desper-
taram, na época, grande curiosidade.
De acordo com Estable (%), o ‘“nu-
cleclonema” tem individualidade pro-
pria, permanecendo como tal durante
toda a vida da célula, mesmo por oca-
siao da mitose, quando a maior parte,
senao todo o material nucleolar, se
perde no carioplasma. Estable (%) ad-
mite que o nucleolonema deve multi-
plicar-sz por biparticao durante o ci-
clo mitotico, conservando sua indivi-
dualidade nas celulas filhas e, desta
maneira, transmitindo-se de geracgao
em geracao. Algumas microfotogra-
fias de Estable (26) mostram o “nu-
cleolonema” em processo de brota-
mento multiplo (48; Plate 20, figs. n.os
13-18), o que é de extrema imporian-
cia em relagao ao nosso trabalho, co-
mo veremos no decorrer deste estudo.

As idéias do Autor uruguaio, quan-
to a individualidade genética do ‘“nu-
cleolonema’”, nao foram bem aceitas
pela maior parte dos citologistas, em-
bora o0 ‘“nucleolonema” em si tenha
sido considerado como real, populari-
zando-se o termo entre os citologistas.
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Os trabalhos de Estable e Sote-
lo (22-25), aparentemente, tiveram con-
firmacao nos estudos de Bernhard e
cols. (27, 28) feitos com microscopia
eletronica. Verificaram que os nucléo-
los de hepatécitos de rato, quando es-
tudados em cortes ultrafinos e ao mi-
croscopio eletrénico, apresentavam-se
como corpusculos formados por fila-
mentos enrolados sobre si mesmos,
continuos e que nao se ramificavam e
nem se anastomosavam, imersos em
uma substancia eletronicamente me-
nos densa e de natureza finamente
granulosa. As estruturas filamentosas
foram identificadas por Bernhard e
cols. (¢7, 28) como sendo o ‘“nucleolo-
nema” de Estable e Sotelo (22-25) e a
substancia menos densa como a ‘“pars
amorpha”. Estudando outras espeécies
celulares, como sarcomas experimen-
tais (sarcoma de Ehrlich), constata-
ram que o ‘“nucleoclonema”, muitas
vezes, podia nao se apresentar sob a
forma de filamentos bem individuali-
zados como no caso do figado de. rato,
mas, sim, como massas compactas,
grosseiras, imersas na “pars. amor-
pha”.

"~ Um importante capitulo no estudo
da estrutura nucleolar foi dado quan-
do se verificou que determinados anti-
biéticos (actinomicina D, mitomicina
C), certas substincias cancerigenas
aflatoxina B., N-Oxido de 4-nitroqui-
nolina) e certos virus (virus do her-
pes simples, virus SV 40) tinham a
propriedade de interferir no metabo-
lismo nucleolar, separando O0s Seus
constituintes e provocando aquilo que
Bernhard e cols. (2?) chamaram de
“segregacao nucleolar”.

O ponto de partida para o estudo
das alteracdes nucleolares induzidas
por antibioticos do grupo da actino-
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micina foi o trabalho de Bierling (3%).
Verificou este Autor que as varias
actinomicinas (C, D, E, F,) tinham
um efeito letal sobre culturas de teci-
dos tumorais (“Hela cells”) e sobre te-
cido ovariano humano normal, ini-
bindo a divisao mitdtica na concen-
tracdo de 0,01 gama /ml e que os efei-
tos toxices eram detectaveis nos nu-
cléolos das células, que se apresenta-
vam alterados dentro de poucas hc-
ras, vendo-se modificacoes nas dimen-
soes nucleolares € muitas vezes sua
desintegracao.

Um interessante trabalho feite
por Perry (o 10 11), em 1963, mostrou
que a acdo da actinomicina D (a
que melhor se prestava a estudos ex-
perimentais) se fazia inibindo a sinte-
se do RNA, agindo sobre os “templa-
dos” de DNA que controlam a sintese
do RNA. A actinomicina D inibia a
sintese do RNA nucleolar e citoplas-
matico, que, em sua maior parte, €
de origem nucleolar, como ja demons-
trara Caspersson (2), ha muitos anos.
O RNA cromatinico, ligado aos cro-
mossomos, nao sofria interferéncia.

O passo seguinte foi dado por Rey-
nolds e cols. (3!) ao constatarem que
uma substancia cancerigena, o N-Oxl-
do de 4-nitroquinolina produzia alte-
racoes caracteristicas nos nucléeolos
de certas linhagens celulares (“Chang
liver cells”). Entre as alteracoes nu-
cleolares verificaram diminuicao de
seu volume e a producao de uma mo-
dificacdo caracteristica, que consistia
em condensacoes eletronicamente den-
sas e claras nos nucléolos. Estas con-
densacdes foram chamadas de “barre-

~ tes nucleclares” (‘“nucleolar caps”) e,

de acordo com suas propriedades de
maior ou menor densidade ao feixe
eletronico, receberam as designacoes
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de “barrete nucleolar claro” (“light
nucleolar cap” LNC) e “barrete nu-
cleolar escuro” (“Dark nucleolar cap”
DNC). Parecia que a substancia ha-
via induzido uma alteracao dos cons-
tituintes nucleolares, separando o
‘“nucleclonema’” da “pars amorpha’.

No ano seguinte, novamente, Rey-
nolds e cols. (32) voltaram ao assunto,
mostrando que a actinomicina D cau-
sava alteracoes nucleolares semelhan-
tes as induzidas pelo N-6xido de 4-ni-
troquinolina, com a producao de “bar-
retes nucleolares” claros e escuros
(LNC e DNC), os quais podiam, Inclu-
sive, ser vistos ao microscopio Optico
de contraste de fase.

Stevens (33), trabalhando com
glandulas salivares de Chirenomus thum-
mi, chegou a conclusoes semelhantes,
mostrando que a actinomicina D In-
duzia, nos nucléolos das glandulas sa-
livares da larva deste animal, uma se-
paracao dos constituintes normais da
estrutura nucleolar, semelhante as
cbtidas por Reynolds e cols. (31, 32),

Bernhard e cols. (2?) verificaram
este mesmo fenOmeno da separacao
dos constituintes nucleolares com a
aflatoxina B, agindo sobre as células
hepaticas de ratos parcialmente hepa-
tectomizados. Observaram ao micros-
copio eletronico que a estrutura nu-
cleolar mostrava-se dissociada em
granulos, fibrilas e uma substancia fi-
namente granular, de pouca densida-
de eletronica. Este trabalho é impor-
tante, pois nele foi proposto o0 termo
‘“segregacao nucleolar”, hoje univer-
salmente aceito, para significar a se-
paracao dos constituintes normais da
estrutura nucleolar.

O fenOmeno da ‘“segregacao nu-
_Ccleolar” foi, também, observado com

“a azaserina por Hruban, Swift e Sle-

b e
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sers (3¢), com a mitomicina C por La-
pis ¢ Bernhard (3°) e em dietas hipo-
protéicas no figado de ratos por Svo-
boda e Higginson (%9).

Radiacoes ultravioletas, tambem,
rodem provoca-las, segundo Montgo-
mery, Reynolds e McKendron (37). Di-
ga-se de passagem que estas altera-
coes nucleolares podem ser reversi-
veis, d2sde que as doses das substan-
cias empregadas ndo tenham sido ex-
cessivas ou agido por tempo demasia-
damente longo.

Simultaneamente a estes estudos
que se realizavam sobre a dissocia¢ao
da estrutura nucleolar induzida, ou-
tros pesquisadores investigavam a es-
trutura nucleolar em condicoes ditas
‘“normais”. Assim Marinozzi € Ber-
nhard (38) e Marinezzi (3%) veriiica-
ram d’ué" os nucléolos de Pissum mMOS-
travam uma ultra-estrutura consistin-
do em granulos e em matriz protéica.
Vistos ao microscopio eletronico, 0s
nucléolos apareciam constituidos por
erdnulos que, muitas vezes, apresen-
tavam uma distribuicao irregular, for-
mando agrupados em determinadas
regides, ou podiam ocupar totalmente
a massa nucleolar sem regiao prefe-
rencial. Habitualmente, porém, estes
granulos encontravam-se nas peartes
periféricas do “nucleolonema”. Envol-
vendo o0 nucléolo, encontravam-se
capas de desoxiribonucleoproteinas,

FUELGEN positivas, que formam par-
te da chamada ‘“‘cromatina associada
ao nucléolo” e que serao comentadas
mais adiante. Além dos granulos en-
contram-se, formando a massa nu-
cleolar, fibras e matriz protéica.

Os granulos nucleolares, que apre-

O
sentam um didmetro de 150 A, em
media, sao muito parecidos com os ri-
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bosomas citoplasmaticos, sendo, to-
davia, um pouco menores € de forma
mais irregular. Apos a digestao pela
ribonuclease, desaparecem parcial-
mente, dissolvendo-se totalmente se,
a- digestdo pela ribonuclease, segue-
se digestdo pela pepsina. Conclui-se,
que sao formados basicamente por
RNA de mistura com proteinas.

As fibras tém um diametro me-

dio de 50 a 80 ?&, variando um pouco
seu aspecto de acordo com a fixacao
usada. Mais nitidas na fixacao pelo
tetradxido de Osmio, menos nitidas
nas fixacoes pelos aldeidos. Estas fi-
bras sao vistas em toda a estrutura
nucleclar, porém, tendem a s£e con-
centrar nas malhas do nucleclonema.
Sdao muito sensiveis a digestao pela ri-
bonuclease, sendo, portanto, .co_nsti-
tuidas essencialmente por RNA. Algu-
mas destas fibras parecem ser longas,
pois, apesar da dificuldade da avalia-
cao de seu comprimento, devido aos
cortes ultrafinos, utilizados em mi-
croscopia eletrénica, ja foram vistas

O
fibras com 500 A de comprimento. Em
muitos casos vé-se transicoes entre
estas fibras e os granulos ja referidos.

Apos digestao prolongada pela ri-
bonuclease, o nucléolo €, ainda, per-
feitamente reconhecivel, sendo visiveis
as malhas do ‘“nucleolonema”. Toda-
via, apos digestao pela pepsina desa-
parece totalmente. Conclui-se que,
alem das nucleoproteinas, o nucléolo
apresenta grande contingente proteéi-
co. Trabalhos ja antigos, realizados
por Vincent (16), mostraram que se
tratava de fosfoproteinas. De acordo
ccm Marinozzi (3°) cerca de 209 des-
tas proteinas da matriz nucleolar £a»
proteinas basicas, nao histonas, ainda
nao identificaveis.

Granboulan e Granboulan (40, 41)
constataram que a capa de desoxiri-
bonucleoproteinas que envolve os nu-
cléolos (“nucleolus associated chro-
matin”) FUELGEN positiva, e que
corresponde a antiga ‘“substancia ba-
sofila” de LEVI, penstra no interior
da massa nucleolar sob a forma de
estrias ou filamentos. Perry (19, 11) de-
monstrou que estas laminas de cro-
matina sao continuacoes da “cromati-
na assoclada ao nucléolo” e locais de
ativa sintese de DNA. Este fato é de
rcrande importancia, pois a sintese do
RNA nucleolar faz-se ao nivel do DNA
associado ao nucléolo.

As infeccoes por virus costumam
provocar marcadas alteracoes nucleo-
lares, que vao desde a simples hiper-
trofia até a dissolucao completa des-
ta estrutura. Tais alteracoes nucleo-
lares ocorrem nao somente em virus
RNA de desenvolvimento exclusiva-
mente citoplasmatico (%, 43), sem par-
ticipacao do nucleo celular, como,
também, em virus DNA, igualmente
citoplasmaticos puros como, por exem-
plo, os virus do grupo pox (%, 45). De
modo geral, pode-se dizer que as mo-
dificacoes estruturais dos nucléolos
nas Infeccoes causadas pelos virus
DNA sao mais graves e pronunciadas
que as causadas pelos virus RNA (46).

Um dos virus mais exaustivamente
estudados sob este ponto de vista.
quer em microscopia Optica quer em
microscopia eletrénica, é o virus SV 40
(“simian virus 40”), assim chamado
por ter sido o quadragésimo virus iso-
lado de simios (47). As modificacoes
na estrutura nucleolar vao desde a hi-
pertrofia, que ocorre nas 10 primeiras
horas apos a infeccao, até a vacuoli-
zagcao € condensacido de particulas
grosseiras, culminando com a comy.c-

L



- ' M
. s e o i b g,

—_—

- —_— — il it gl s g i

:*J-va‘ivl"r i « = ' -

b

Frwr v

A—

Alencar: Neuroviroses Humanas

ta dissolucdo do nucléolo. Em relagao
a este virus SV 40, observou-se que a
sintese do RNA é completamente ini-
bida a partir da 10.2 hora, mas mulito
alta depois da 18.2. Parece que 0 nu-
cléolo é um importante elo na cadela
de sintese deste virus, sendo possivel
que também intervenha na sintese de
outros virus DNA e RNA. Esta € a
Unica explicagao possivel para as mo-
dificacoes nucleolares observadas em
virus DNA e RNA, exclusivamente ci-
toplasmaticos.

Um outro virus, bem estudado em
relacdo as alteracOes nucleolares € o
do herpes simples. Estudos realizados
por Love e Wildy (*8) mostraram que
aparecem marcadas alteracoes nos
constituintes nucleolares, revelaveis
sob a forma de corpusculos esferoidais
de dimensoes variaveis. A linhagm ce-
lular infectada com virus herpético
estudada por Love e Wildy (%) fol a
das “Hela cells”. As variacoes nas di-
mensodes nas granulacoes intranucleoc-
lares revelaveis pelo método do TBM
(49) sdo muito evidentes. Love chama
estes granulos de ‘“nucleolinos”, em
lugar de nucleolonema. Os termos,
porém, sdo equivalentes. As modifica-
coes nas dimensoes dos nucleolinos
foi chamada ‘“anisonucleolinose”, pa-
ra diferenciar da “isonucleolinose”,
fendmeno semelhante, no qual os nu-
cleclinos mostram-se hipertrofiados,
mas de tamanho uniforme. Na infec-
cdo pelo virus herpético, verificaram
Love e Wildy (48), juntamente com a
j& mencionada anisonucleolinose, a
chamada “extrusao dos nucleolinos”,
que é a passagem de nucleolinos hi-
pertrofiados para o carioplasma. Os
estudos de Love ¢ Wildy (%) serao no-
vamente referidos, dada a sua impor-
tancia em relacao a este trabalho, por

= casido dos comentarios que faremos.
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MATERIAL E METODOS

O material de estudo que serviu de basc
a0 nosso trabalho € constituido por casos
de necrépsias que realizamos no Instituto de
Neurologia da Universidade Federal do Rio
de Janeiro e que consta dos Arquivos da
Divisio de Neuropatologia desse Instituto e
por casos, também de necrépsias, cedidos

por Colegas.

O material é constituido por quatro (4)
casos de polioencefalite subaguda de DAW-
SON com inclusdes, trés (3) casos de leu-
coencefalite subaguda esclerosante de VAN

BOGAERT, quatro (4) casos de panence-
falite nodular de PETTE-DORING, dois

(2) casos de poliomielite anterior aguda «¢
doze (12) casos de encefalomielite rdbica
que nos foram cedidos por nosso ilustre
Colega Dr. JOSE PAULO CARVALHAL.
Os casos de polioencefalite subaguda de
DAWSON com inclusdo, de leucoencetalite
subaguda esclerosante de VAN BOGAERT
e de panencefalite nodular de PETTE-DO-
RING ji constaram de algumas publicagoes
e comunicacdes a Congressos Médicos dz
que participamos (59-5%). Destes, alguns
ainda nio foram publicados.

Além deste material, utilizamos, tam-
bém, dois (2) casos de esclerose lateral
amiotréfica, dois (2) casos de doenga de
Parkinson e quatro (4) casos de arterios-
clerose cerebral. Estes processos degenerati-
vos foram, também, estudados para que as
alteracoes nucleolares vistas nas viroses pu-
dessem ser comparadas com as possiveis
modificacdes estruturais vistas em processos

degenerativos.

A distribuicio de nosso material de es-
tudo pode ser melhor compreendida vendo-

se os Quadros n.° 1 e 2.

O material foi fixado em solucio de
formol neutro a 10%, imergindo-se as pegas
no liquido fixador por um periodo de tem-
po nunca menor de 4 dias. A inclusdo foi
feita em parafina, utilizando-se cortes com
a espessura variando entre 10 e 15 micra,
de acordo com a finalidade a que nos pro-
punhamos. Usamos, também, cortes feitos
no micrétomo de congelaciao, para as técri-
cas de impregnacdo argéntica, neste caso,

em cortes com 25 micra,
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QUADRO 1
Tipo Numero Origem
Registro (INUFR])
DAWSON
1 A — 402 R — 7285
2 A — 491 R — 13406
3 A — 542 R — 17480
4 A — 544 R — 17959
VAN BOGAERT
1 A — 366 R — 5511
2 A — 409 R — 8204
3 A — 459 R — 9832
PETTE-DORING
1 A — 3% R — 6606
2 A — 460 R — 11706
3 A — 480 R — 12505
4 A — 534 R — 16268
Poliomielite Arquivos da Divisdo
anterior aguda de Neuropatologia
~ do INUFR]
1 A — 363
2 A — 367
Encefalomielite réabica
1 A — 2/61
2 A — G/62
3 A — F/62
4 A — E/62 T
5 A — H/63
6 A — 64/64 Material cedido pelo
7 A — 70/65 Dr. J. P. Carvalhal
8 A — 79/65
9 A — 80/65
10 A — 81/65
11 A — 85/65
12 A — 86/65

- ENCEFALOMIELITES. J f
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QUADRO II

Tipo Nimero Origem

Registro (INUFR])

Esclerose lateral

amiotroéfica
1 A — 471 Arquivos da Divisao de
Neuropatologia
2 A — 536 R — 16606
Doenca de Parkinson
1 A — 411 R — 1989
2 A — 428 R — 8291
Arteriosclerose cerebral
1 A — 385 R — 7128
2 A — 417 R — 6960
3 A — 433 R — 9646
4 A — 434 R — 9730

PROCESSOS DEGENERATIVOS.

~ Como processos de coloracio além da

cl4ssica hematoxilinaeosina, utilizada para a
triagem do material, empregamos também,
rotineiramente, o método tricrdmico de Go-
mori, o método de cresil-violeta para evi-
denciacdo da substincia croméfila de Nissl,
o método de Heidenhain-Woelke para a de-
monstracio das bainhas de mielina, os mé-
todos da ribonuclease e do verde de metila-
pironina, segundo Brachet (°°) para a de-
monstracio do RNA, a técnica da reagdo nu-
clear de Fuelgen segundo Gomori (°°) para
a demonstracio do DNA, a técnica do
“Fast Green” alcalino para a demonstragao
de proteinas do tipo histona, o método do
~ “Chromotrope 2 R” (®7") modificado e
adaptado 2 demonstragio morfolégica dos
nucléolos e 0 método do carbonato de prata
de Rio Hortega segundo Polak (°8) em suas
diversas variantes para a impregnacio das
estruturas do tecido nervoso em cortes rea-
~ lizados por congelagdo, com a espessura mé-

dia de 25 micra. Foi a impregnacio argenti-
ca, juntamente com a coloragdo pelo méto-
do de Brachet (3%), que nos permitiu, 1ini-
cialmente, a constatagio das alteragbes nu-
cleolares observadas, que constituem motivo
deste trabalho.

Usamos, preferencialmente, cortes de
medula espinhal ao nivel dos intumescimen-
tos cervical e lombar, bem como bulbo ra-
quiano. As alteracdes foram encontradas,
principalmente, nos grandes motoneurdnios
bulbares e medulares, embora também pos-
sam ser observadas nos neur6nios corticais.

RESULTADOS

a) Alteracoes nucleolares em al-
gumas neuroviroses humanas.

1) Polioencefalite subaguda de
Dawson.
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Esta entidade moérbida descrita por
Dawson (°9.60) no inicio da década de
30 (1933, 1934) vem despertando
grande interesse entre 0s neuropatolo-
gistas, desde 0 estudo inicial daquele
Autor. Motivou esta curiosidade o as-
pecto histopatologico caracteristica-
mente inflamatorio com a presenca
de inclusoes, tanto intranucleares co-
mo intracitoplasmaticas. As inclusoes
mostravam uma notavel semelhanca
com as causadas pelo virus do herpes
simples. Muitos Autores, beseando-se
nesta semelhanca, admitiram ser este
virus o responsavel pelo quadro infec-
cioso. Todavia, era desconcertante a
evolucao clinica, totalmente diferente
da apresentada pela encefalite prova-
damente herpetica. Com efeito, esta
ultima é de evolucao aguda, com o0 pa-
rénquima nervoso apresentando gran-
des areas necroticas, levando o pacien-
te, em poucos dias, a €xito letal. A po-
licencefalite de Dawson (°?, 60) ao con-
trario, tinha evolver subagudo, ou
mesmo cronico, morrendo os pacien-
tes em caquexia ap6s uma evolucao de
meses. Acresce a isto o fato de nin-
guém ter conseguido isolar virus her-
petico, o que foi tentado pelo proprio
Dawsgn (%9, 60)  com resultados nega-
tivos. Somente em nossos dias, direi
mesmo recentemente, foi possivel re-
conhecer-se a etiologia do process<o.
Trabalhos feitos por Bouteille e cols.
(¢1), Dayan e cols. (62), Nagel (¢3) e
por Perier e Vanderhaeghen (64) com
‘microscopia eletrénica, mostraram
que as inclusoes apresentavam-se co-
mo aglcmerados de particulas virais
cujo aspecto individual sugeria tra-
tar-se de um mixovirus, ou, mais pre-
cisamente, um pseudomixovirus. Pos-
teriormente, estudos com imunofluo-

rescéncia (6566) permitiram identifi-
car este virus com o do sarampo.

A polioencefalite subaguda de
Dawson (%%, 60) apresenta quadros
transicionais com a leucoencefalite
subaguda esclerosante de Van Bo-
gaert (67, 68 69) hayendo, no momen-
to, forte tendéncia a pensar-se serem
0s dols processos devidos a um mesmo
agente etlologico, no caso o virus do
sarampo ou um pseudomixovirus
muito proximo a ele. Por este motivo,
as alteracoes nucleares e nucleolares
observadas nas duas entidades serdo
descritas em conjunto. |

Macroscopicamente, a polioencefa-
lite subaguda de Dawson (5% 60) nada
mostra de caracteristico, a nao ser
congestao vascular e edema, como
todo processo encefalitico. Observa-se
Intensa congestao dos vasos sangui-
neos corticais, destacando-se nitida-
mente a vascularizacado das leptome-
ninges. Em pleno parénquima nervo-
SO encontram-se numerosas hemorra-
glas punctiformes, ditas “em picada
de pulga”. O edema do tecido é bem
acentuado, tomando o encéfalo um
aspecto suculento, ou sumarento, de-
vido ao acumulo de agua.

Microscopicamente, observa-se, dis-
tribuida por toda a substancia nervo-

-£a cinzenta, numerosos nodulos gliais,

formados por microgliécitos mobiliza-
dos, sem localizacio preferencial. No
Interior dos neurénios, que nem sem-
pre sao 0s mesmos, em torno dos
quais, a microglia aparéce concentra-
da, véem-se as caracteristicas inclu-
s0es intranucleares ou intracitoplas-
madticas, as primeiras mais freqiiente-
mente. Estas inclusdes, que podem
ser simples ou maultiplas, sdo acidéfi-
las, cercadas por um halo claro e des-

locam o0 nucléolo para a periferia do

- )
~ -:. jé"
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nucleo, caracterizando-se como inclu-
soes do tipo A de Cowdry. Os aspec-
tos macroscopico e microscopico desta
encefalite podem ser vistos na 1ilus-
tracao correspondente (Fig. n.° 1).

2) Leucoencefalite subaguda es-
clerosante de Van Bogaert.

Estudada por Van Bogaert (67 68 69)
trata-se de um quadro morbido do
tipo encefalitico, de evolugcao subagu-
da, isolada do grupo das escleroses
difusas. Doenca de criancas ou de
adolescentes, costuma mostrar altera-
coes eletroencefalograficas caracteris-
ticas (¢%), conhecidas como “complexo
de Redemecker’”. Do ponto de vista
anatomopatologico, as modificacoes
estruturais sdo encontradas, princi-
palmente, na substancia branca cere-
bral, notadamente nos lobos frontais
e occipitais, porém, muitas vezes dis-
tribuidas de modo difuso. Observam-
se areas de rarefacao da substancia
branca, irregulares, de pequenas di-
mensoes, com aspecto fibroso devido
a intensa proliferacao glial, donde o
nome “esclerosante”, dado por Van
Bogaert (87:68.69) Em torno aos vasos
sanguineos, nota-se a presenca de in-
filtrados de natureza inflamatodria, sa-
lientando-se os corpos granulo-gordu-
rosos. As alteracoes sao encontradas,
notadamente, na substancia branca,
que, nas areas de gliose, mostra-se
desmielinizada, porém, também, vé-se,
em grau variavel, comprometimento
da substdncia cinzenta. Os aspectos
gerais macro e microscopicos da leu-
ccencefalite subaguda esclerosante de
Van Bogaert (67.68.69) podem ser apre-
ciados na ilustracao correspondente
(Fig. n.° 2). A importancia desta en-
fermidade deve-se ao fato de que, em
muitos casos, foi possivel a demons-
tracao “~ inclusoes intranucleares, se-
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melhantes as encontradas na polioen-
cefalite subaguda de Dawson (°% 99),
admitindo-se atualmente que as duas
entidades sdo apenas variantes de um
mesmo processo morbido, causado por
um pseudomixovirus muito proximo
ao virus do sarampo (95 66),

3) Alteracoes dos nucleos e nu-
cléolos na polioencefalite subaguda
de Dawson (°% 60) e na leucoencefalite
subaguda esclerosante de Van Bo-
gaert (67 68.69)

O nucleo celular aparece como
formacao vesicular, com nucléolo uni-
co, no centro do carioplasma, cercado
de granulos de cromatina, geralmen-
te muito finos, havendo um ou outro
mais volumoso. O primeiro indicio de
que o metabolismo celular fol afetado,
é constituido pelo aumento numeérico
e de volume dos granulos cromatini-
cos. podendo, ou nao, OCOrrer pequena
cariolise. Lentamente, comecam a ra-
rear os finos granulos cromatinicos,
persistindo apenas os mais volumosos,
20 mesmo tempo em que, no centro
do nucleo, condensa-se um corpusculo
arredondado, acidofilo, de dimensoes
iguais ou menores que as do nucléolo.
Apresenta-se cercado por um halo
claro, tornando-se cada vez malior,
deslccandc o nucléolo e acolando-o a
membrana nuclear. A esta altura, a
membrana do nucleo pode tornar-se
irregular, pela diminuicao do conteu-
do cromatinico, persistindo, apenas,
os granulos mais volumosos de cro-
matina.

As inclusoes sac acidofilas, Fuel-
gen € Brachet negativas, mostrando
nao conterem acidos nucléicos. Nisto
se diferenciam, de inclusoes seme-
lhantes, vistas em cultura de tecido
(“Hela cells”) e produzidas pelo virus
do herpes simples que, de acordo com
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as observacoes de Love e Wildy (%)
mostram particulas Fuelgen positivas
em sua estrutura. Os granulos gros-
seiros e volumosos de cromatina po-
dem ser aglomerados de acido deso-
xiribonucléico (DNA), do préprio nu-
cleo celular, ou aglutinados de parti-
culas virais ainda nao incorporadas a
inclusao, admitindo-se ser esta ultima
um verdadeiro conglomerado de par-
ticulas elementares como foi Visto
com microscopia eletronica (8.%4).

O nucléolo pode ser de tamanho
normal ou mostrar-se hipertrofiado.
A coloracdo pelo TBM (%70.7%)  se-
gundo Love ('), mosira que O0COITE
uma anisonucleolinose moderada, nao
havendo extrusao de nucleolinos,. a
nio ser excepcionalmente. As parti-
culas perinucleolares sdo granulos
orosseiros de cromatina, Fuelgen po-
sitivos, mostrando o seu conteudo em
DNA.

A evolucao das alteracoes nuclea-
res acima referidas pode ser melhor
compreendida observando-se as 1lus-
tracoes correspondentes (Figs. n.>s 3
e 4).

4) Panencefalite subaguda nodu-
lar de Pette-Doring.

Encefalite do tipo subagudo, des-
crita por Pette e Doring (™), em 1939,
foi, desde o inicio, atribuida a um vi-
rus que os dois Autores citados nao
puderam identificar. Atribuiram, po-
rém, a um agente etioldégico diferente
dos responsaveis pelas encefalites do
tipo Von Economo (™) e japonlca,
pois, ndo somente a evolucao clinica
era diferente como, também, o qua-
dro histopatologico.

Macroscopicamente, nota-se ede-
ma e congestdo dos vasos sanguineos,
nao apenas das meninges moles co-

mo, também, do parénquima nervoso.
Ao contrario da leucoencefalite sub-
aguda esclerosante de Van Bogaert
(67.68.69) g substancia branca apre-
senta aspecto normal, salientando-se
apenas a congestao dos vasos. O ede-
ma € a congestao sao, todavia, mais
acentuados na substancia cinzenta.

Microscopicamente, véem-se, disse-
minados, por toda a substancia cin-
zenta, numerosos nodulos gliais, al-
guns formando tipicas figuras de
neuronofagia. Nao se encontram In-
clusbes intracelulares. A mielina con-
servada. Diferindo da encefalite letar-
gica de Von Economo (), a substan-
cia negra peduncular mostra-se con-
servada. Pette-Doring (74) assinalaram
a grande semelhanca dos nodulos
gliais com os encontrados na encefa-
lite japOnica, mas o evolver clinico da
entidade era diferente; agudo na ja-
ponica, subagudo nos casos que estu-
daram. O aspecto anatomo-patologico
macro e microscopico desta forma de
encefalite pode ser visto na ilustracgao
correspondente (Fig. n.° ).

Muitos Autores (6. 6%) pensam que
a - encefalite subaguda nodular de
Pette-Doring (7¢) deva ser englobada
no mesmo grupo da leucoencefalite
subaguda esclerosante de Van Bo-
gaert (67.68.69) e da polioencefalite sub-
aguda com inclusdes de Dawson (59 6°)
sob o nome de “panencefalite sub-
aguda esclerosante”, admitindo para
as trés uma etiologia comum.

5) Alteragoes dos nucleos e nu-
cléolos na panencefalite nodular de

Pette-Doring (74).

Inicialmente, o nucleo celular
torna-se mais escuro, devido ao au-
mento do numero de granulos de
cromatina, podendo haver ou nao mo-
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derada caridlise. Em seguida, apare-
cem granulos volumosos de cromati-
na, FUELGEN positivos, ap mesmo
tempo que rareiam os granulos cro-
matinicos menores, tomando o0 nu-
cleo uma aparéncia vacuolizada. A
membrana nuclear torna-se ondulada
e irregular pela diminuicao do con-
tedido cromatinico do nucleo (ver Fig.
n® 6). O nucléolo comeca a hiper-
trofiar-se, aparecendo, em seguida,
volumosos corpusculos, alguns bem
grandes e fortemente basofilos, pro-
ximos ao nucléolo, diferentes da cro-
matina. Em coloracao rotineira pela
hematoxilina-eosina o nucléolo mos-
tra-se hipertrofiado € um pouco va-
cuolizado, corando-se mais claro que
o habitual. A coloracao por metodos
especificos evidencia numerosas mo-
dificacoes nesta estrutura, como se€-
jam: quando o nucléolo comeca a <€
hipertrofiar, pode-se ver, em seu In-
terior, varios corpusculos arredonda-
dos (“nucleolonema” de Estable e So-
tello) (2-25), sendo um mais volumo-
so, podendo ser ou néo central, estan-
do os outros na periferia (ver Fig.
n° 7). Este aspecto, visto por Im-
pregnaciao argéntica, é confirmado pe-
la coloracdo pelo TBM (ver Fig. n.° 8)
e pela técnica do “Chromotrope 2 R”.
mostrando tratar-se de uma violenta
anisonucleolinose. A proporcao que 03
nucléolos aumentam de tamanho, es-
tes corpusculos, chamados “nucleoll-
nos” por Love e cols (46-49, 73, 76) que
reviveram o termo (“nucleolinos” —
nucleclonema) podem destacar-se do
nucléolo, sendo lancados no carioplas-
ma. Da-se a este fen6meno o nome de
“extrusao de nucleolinos”, vindo a
constituir aqueles volumosos corpus-
culos basofilos em posicao peri ou pa-
ranucleolar, que parecem diferentes
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da cromatina nuclear. O nucléolo de-
sintegra-se como se fosse uma grana-
da, vindo os nucleolinos a constitui-
rem os grandes corpusculos basofilos.
Que estes corpusculos procedem, real-
mente, do nucléolo, pode-se demons-
trar evidenciando-se nucleolinos em
seu interior pela técnica do TBM (*°
70,72) e pela demonstracao do RNA,
segundo Brachet (°°) (ver Fig. n.”° 9),
que desaparece apos tratamento pela
ribonuclease. Pela técnica do “Chro-
motrope 2 R” vé-se que sua coloracao.
em vermelho vivo, é idéntica a de nu-
cléolo. Além disso, pela tecnica do
“Fast Green” alcalino para a demons-
tracdo de histonas (Pearse), nota-se
que se apresentam quase incolores
pela pobreza neste tipo de proteinas.
da mesma forma que o nucleolo. A
sua negatividade contrasta fortemen-
mente com a positividade dos granu-
los cromatinicos proximos, os quais,
como Se sabe, sao muito ricos em his-
tonas. |

6) Poliomielite anterior aguda.

Os principais aspectos histopatolo-
gicos da poliomielite anterior aguda e
a correlacdao com as manifestacoes cli-
nicas foram magnificamente estuda-
dos por Bedian (7-5?) que, em uma
série brilhante de estudos, pratica-
mente esgotou o assunto. Trabalhan-
do com material humano e experi-
mental, estabeleceu Bodian (7-%%) 2
sequiéncia das alteracoes nucleares ¢
nucleolares que se observam na polio-
mielite anterior aguda, paralelamente
as modificacoes citoplasmaticas. Ao
iniciar-se a dissolucao da substancia
cromofila de Nissl, o nucleo celular
pode tornar-se excéntrico, havendo.
progressivamnte, condensagcao dos

granulos cromatinicos, que se tornani
- grosseiros, culminando com a picnose
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nuclear. Antes que isto aconteca em
muitos neurénios, pode-se observar
uma inclusao acidéfila, geralmente de
pequenas dimensoes, coincidindo com
pequena hipertrofia nucleolar. Bodian
admite que a inclusao nada tem a ver
com o virus responsavel, tratando-se
de um produto da degeneragao nu-
clear.

Os dois casos de poliomielite ante-
rior aguda por nos estudados encon-
tram-se nos Arquivos da Divisao de
Neuropatologia do INUFRJ e tém os
n.os A-363 e A-367. As lesoes sao abso-
lutamente tipicas (ver Fig. n.° 10),
tendo sido este o diagnoéstico clinico
dos pacientes. Em ambos os casos, nos
segmentos medulares lombares, as le-
soes eram muito extensas e graves, do
tipo amolecimento superposto ao qua-
dro inflamatério. E uma ocorréncia ja
descrita ha muitos anos por Harbitz e
Scheel (83) ‘e costuma acontecer em
casos extremamente graves desta vi-
rose, devendo-se a uma ‘“isquemia lo-
cal resultante da aglutinacao do san-
gue circulante”, segundo Knisely e
cols. (84), explicacao esta aceita por
Bodian (82). Nos segmentcs mais altos
e, notadamente, nas porcoes bulbares,
onde os fendmenos de natureza -cir-
culatoria eram menos intensos, via-se
que os neurdnios com cromatolise ini-
cial mostravam as celulas com 0 con-
teudo cromatinico fino, sem conden-
sacoes grosseiras. Em todas as célu-
las, 0s nucléolos mostravam-se hiper-
trofiados em graus variados de inten-
sidade. Em alguns raros nucleos, po-
rém, ao lado de um nucléolo fortemen-
te hipertrofiado, observava-se um cor-
pusculo arredondado, basofilo, coran-
do-se intensamente em vermelho pe-
la técnica do ‘“Chromotrope 2 R”. A
mesma, coloracao vermelha intensa
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via-se pela coloracao com o tricromi-
co de Gomori. Este corpusculo, que se
assemelhava a um nucléolo acessorio,
foi visto em duas oportunidades como
que “brotando” da superficie nucleo-
lar (ver Fig. n.° 10, 3, ¢c e d). Tratava-
se de uma verdadeira ‘“extrusao” de
material nucleolar para o carioplas-
ma, com aspecto muito semelhante ao
que observamos nos casos de panen-
cefalite subaguda nodular de Pette-

Doring (™).
7) Encefalomielite rabica.

Nao .sao muito comuns, na atuali-
dade, os relatos de casos de encefalite
rabica humana com estudo necrosco-
pico, pois esta virose, praticamente,
desapareceu da Europa Ocidental ¢
Estados Unidos, gracas a vacinagao e
ao combate dos reservatorios naturais
do virus, tais como caes, raposas e
morcegos. Em nosso pais, porém, as
medidas de combate a esta virose ain-
da sdo deficientes, ocorrendo sempre,
anualmente, certo numero de casos
fatais. Os doze (12) casos de que nos
utilizamos neste estudo pertencem ac
Dr. JOSE PAULO CARVALHAL, que
os estudou e os cedeu para comple-
mentar nosso trabalho. Gracas a alta
compreensao e espirito cientifico des-
te ilustre Colega, foi-nos possivel es-
tender, & encefalite rabica, fendmenos
importantes de alteracoes nucleolares
e nucleares que ja haviamos observa-

do em outras viroses.

O quadro histopatologico da ence-
falomielite rabica nao difere, em suas
linhas gerais, das outras encefalomie-
lites virais agudas, vendo-se 0S mes-
mos infiltrados inflamatorios perivas-
culares, os nodulos gliais, as figuras
de neuronofagia, bem como o forte
edema e congestao dos vasos sangiit-
neos (ver Fig. n.° 11). Histopatologi-
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camente, o diagnéstico soO pode ser
feito com a demonstracao dos “corpos
de NEGRI”, que sao patognomonicos.
Na auséncia destes, que na raiva hu-
mana somente aparecem em 19 a
20% dos casos (%), o diagnéstico &
feito pela histéria clinica tipica e pe-
la demonstracdo do virus mediante
inoculacdo intracerebral do material
suspeito em camundongo. Nos 12 (do-
ze) casos que estudamos os “corpos de
NEGRI” somente foram encontrados
em um caso, porém, todos tinham his-

toria de mordedura por cao ralvoso.

O quadro histopatologico destes
casos era de uma mielite aguda, com
enorme infiltracao inflamatoria. Con-
centramos nossa atencdo no estudo
dos nucleos neuronais. Constatamos
em alguns casos, ao lado de uma hi-
pertrofia nucleolar constante, a pre-
senca de um ou dois corpusculos volu-
mosos, proximos ou ao lado do nucleo-
1o, corando-se em vermelho pela tec-
nica do “Chromotrope 2 R”, em ver-
melho pelo tricrémico de Gomeori, em
avermelhado pela técnica de Brachet
(55) para demonstrar da mesma for-
ma que o nucléolo, e FEULGEN nega-
tivos, mostrando néo conterem DNA.
A coloracao para histonas pelo “Fast
Green” alcalino, todavia, foi franca-
mente positiva. |

Estes corpusculos, muitas vezes,
apresentavam-se aos pares e, por coms-
pressio reciproca, passavam a ter
uma superficie plana e outra conve-
xa, assemelhando-se, grosseiramente,
a um diplococo. Estes corpusculos
apareciam em neurénios cercados por
intensa reacao inflamatoria.

Na pesquisa bibliografica que rea-
lizamos, o unico frabalho moderno
- gque encontramos a respeito da anato-
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mia patolégica da encefalomielite ra-
bica foi o de Bernsten e Stevenson (3°).
Tratava-se de uma crian¢a do Sexo
masculino, com 4 anos de idade, com
extensas lesoes no rosto e que faleceu
com encefalite rabica 38 dias apos
mordedura por cdo raivoso. Neste tra-
balho, muito minucioso, ha uma re-
feréncia 4 tumefacao e irregularidade
dos nucléolos neuronais, mas nao a
corpusculos intranucleares.

Os “corpos de Negri” apresentam
uma distribuicdo citoplasméatica e tem
uma estrutura interna facilmente de-
monstravel por métodos citoquimicos.
Sao encontrados no citoplasma neu-
ronal ou nos axoOnios e dentritos, nes-
te ultimo caso sua forma tornando-se
ovalada, seu grande eixo tornando-se
paralelo ao eixo da expansao celular.
Inicialmente, aparecem sob a forma
de corpusculos diminutos, basofilos,
Fuelgen positivos nas fases iniciais da
infeccdo (87), mostrando grande ativi-
dade fosfatastica e colinesterasica. A
proporcdo que o “corpo de Negri” au-
menta de tamanho, vai se tornando

acidéfilo, podendo haver um ou mais
corpusculos basofilos em seu interior

(“Innenkoerper”).

Estes granulos basofilos (“Innen-
koerper”’) sdo Fuelgen positivos. A
propor¢cdo que a inclusao envelhece,
desaparecem, progressivamente,  0s
“Innenkoerper” basofilos, terminando
por se tornar intensamente acidofila,
aparentemente sem estrutura inter-
na. A estas inclusoes acidofilas e sem
estrutura. interna da-se o nome de
“corpos da raiva” (Lyssa bodies).

Os corpos esferoidals que encon-
tramos dentro dos nucleos neuronais
seriam “corpos de Negri” intranuclea-
res? Acreditamos que nio. Com efei-
to, a sua extrema basofilia, tao inten-
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sa quanto a dos préprios nucléolos,
fala contra esta hipdtese. Os “Innen-
koerper” sao granulos diminutos,
imersos em uma massa acidofila.
Além disso, os granulos mostram-se
Fuelgen negativos e com forte baso-
filia, ao contrario dos “corpos da rai-
va” (Lyssa bodies), que siao acidofi-
los. Embora ndo tenhamos visto o
“brotamento” destes corpusculos a
partir da superficie nucleolar, tal
como ha poliomielite anterior aguda,
acreditamos que derivem do nucléolo
pelas caracteristicas tintoriais seme-
lhantes as deste ultimo, que se apre-
sentava constantemente hipertrofiado.

b) Alteracoes nucleclares em al-
guns processos degenerativos.

Os processos degenerativos estu-
dados foram aqui incluidos para que
as alteracoes porventura encontradas
pudessem servir como termo de com-
paracao com as observadas nas neu-
roviroses. Escolhemos a esclerose la-
teral amiotrofica, a doenca de Parkin-
son € a arteriosclerose cerebral. Esta
ultima, apesar de nao ser um proces-
so primariamente neuroldgico, e sim
vascular, apresenta, nao obstante, im-
portantes repercussoes sobre o parén-
guima nervoso. Nestes processos de-
generativos os nucléolos mostraram
hipertrofiados (na esclerose lateral
amiotrofica), de aspecto normal (na
doenca de Parkinson) ou ligeiramente
aumentados de volume e com alguns
pequenos vacuolos (na arteriosclerose
cerebral) (ver Fig. n.° 12). Ndo en-
contramos corpusculos basofilos peri
ou paranucleolares volumosos, mes-
mo no caso da esclerose lateral amio-
trofica em que eles se mostravam hi-
pertrofiados. Da mesma forma, jamais
constatamos desintegracao nucleolar
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ou expulsio de particulas da superfi-
cie nucleolar. Estes fatos ja eram es-
perados, pois o fenémeno da anisonu-
cleolinose (?) com extrusao de parti-
culas nucleolares somente é observadc
em infeccoes virais (46.48), em certas
intoxicacoes (%9-32.34-36) e em células
com alteracoes em seu genOmio, o
que nao € o caso dos processos dege-
nerativos que estudamos. '

DISCUSSAO

As alteracoes nucleolares sao, cO-
mo vimos, uma alteracao constante
nos processos inflamatorios virais,
traduzindo-se por hipertrofia inicial,
seguindo-se profundas alteracoes em
sua estrutura interna. Na polioencefa-
lite subaguda de Dawson (°% %) obser-
va-se uma anisonucleolinose modera-
da, sendo rara a expulsao de material
nucleclar para o carioplasma. A pre-
senca de inclusbes, todavia, permite
a0 patologista uma orientacao diag-
nostica segura quanto a etiologia do
processo. Na leucoencefalite subaguda
esclerosante de Van Bogaert (57.68.69)
o quadro inflamatério, a enorme glio-
se € a presenca, igualmente, de in-
clusoes orientam o diagnostico. Na
panencefalite de Pette-Doring (%), na
qual ndo -se encontram inclusoes, o

estudo das alteracoes nucleolares re-

veste-se da maior importancia. Trata-
se de um quadro inflamatorjo, com
nodulos gliais, neuronofagia, infiltra-
dos perivasculares e alteragoes nu-
cleolares acentuadas, levando a sus-
peita de virose, pois a anisonucleoli-
nose com expulsio de nucleolinos ¢
uma condicao que somente ocorre
em viroses (46:48) em certas intoxica-
coes (29-32.34-36) e em células com al-
teracoes em seu genomio (6). O exu-
berante comprometimento nucleolar
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mostra que, realmente, deve tratar-se
de um virus, talvez diferente do cau-
sador das encefalites de Dawson (°9: 60)
e Van Bogaert (¢7. 68.69) apesar da ten-
déncia atual em admitir uma etiolo-
gia comum para as trés (%.69).

Na poliomielite anterior aguda no-
ta-se, também, hipertrofia nucleolar
e, em duas oportunidades, foram vis-
tos “brotamentos” de particulas a
partir da superficie nucleolar. Estes
corpusculos que estudamos sao dife-
rentes da inclusdo acidofila descrita
por Bodian (82), sendo extremamente
basofilos. Sua origem nucleolar pare-
ce indiscutivel, yendo-se as fotomicro-
orafias apresentadas.

Na raiva, além da hipertrofia nu-
cleolar, encontram-se, também, volu-
mosos corpusculos basofilos paranu-
cleolares, simples ou multiplos. Ape-
sar de nao termos visto o seu “brota-
mento” a partir da superficie nucleo-
lar, como no caso da poliomielite
anterior aguda, acreditamos em sua
origem nucleolar, pois as reagoes tin-
toriais destas particulas sdo idénticas
as apresentadas pelos nucleolos.

Estes corpusculos paranucleolares
podem parecer inclusbes basofilas.
- Seu conteudo, rico em RNA (Brachet
positivo) € ndo em DNA (Fuelgen ne-
gativo) mostra a sua origem nucleo-
lar, distinguindo-se, claramente, dos
eranulos cromatinicos perinucleolares
que sdo constituidos por DNA e, por-
tanto, Fuelgen positivos. Quando es-
tao préoximos ao nucléolo, sua origem,
a partir deste ultimo, pode ser vista
nos preparados com impregnacao ar-
géntica e, principalmente, com a co-
loracao pelo TBM.

A possibilidade de confusao com a
cromatina sexual pode ser afastada,

2717

sabendo-se que esta ultima, nos neu-
ronios humanos, fica por baixo da
membrana nuclear e nao em posicao
paranucleolar, como foi descrito nos
neuronios do gato por Barr e Ber-
tram (38) e por Moore (8%). Além dis-
so, ela &€ Fuelgen positiva pelo seu
conteudo em DNA e Brachet negativa
por nao conter RNA, ao contrario dos

corpusculos de que nos ocupamos.

O satélite nucleolar de Cajal (90.91),
como se sabe, € DNA e RNA negativo,
nao contendo quaisquer dos acidos
nucléicos (ver Quadro III).

Qual a significacdo destas altera-
coes nucleolares nas viroses? Certa-
mente a infeccdo viral afeta de tal
forma a sintese de proteinas celulares
que o nucléolo se desorganiza, pois,
como se sabe, a sintese de ribonucleo-
proteinas celulares € uma importante
funcao nucleolar. Tratando-se de um
virus RNA, citoplasmatico ou nao, sua
replicagem deve alterar profundamen-
te a sintese protéica celular, levando
a desintegracao do nucléolo, dadas as
intimas relacoes existentes entre este
ultimo e a sintese de ribonucleopro-
teinas. Os virus DNA, igualmente, de-
vem afetar o metabolismo protéico ce-
lular interferindo no nucléolo, pois a
sintese do RNA nucleolar inicia-se ao

nivel do DNA associado ap nucléo-
lo (10.11,40,41)

A expulsao de particulas nucleola-
res, talvez, seja um fenomeno normal,
exacerbado em condicOes patologicas.
Estable (26) mostrou, em nucléolos
neuronais normais do gato, o “brota-
mento” do nucleolonema, e, entre os
caracois, este fato € regra em sua
ovogénese, segundo fol abundante-
mente constatado por Serra e Queiroz
Lopes (°2) entre os Helicidade € por
Arvy (%) no Dentalium entale.
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QUADRO III

e

Posicao RNA DNA Numero
(Brachet) (Ifuelgen)
Corpusculos baséfilos Intra, peri ou para-
(nucleolinos expulsos) nucleolares + + — 1 a4
Granulos de cromatina Dispersos no cario- Numerosos e
plasma, peri ou pa- — + + diminutos
ranucleolares \
Cromatina sexual Por baixo da mem-
brana nuclear (neu. — + + 1
ronios do homem
Corpo acessério de CAJAL Peri ou paranuclco-
lares — — 1
(raramente 2)
CONCLUSOES

O comprometimento do nucléolo
no quadro histopatolégico das neuro-
viroses parece ser constante.

A participacao nucleolar traduz-se,
inicialmente, por hipertrofia, a que se
seguem profundas alteracoes na es-
trutura interna deste organito celular.

Estas alteracoes constam de va-
cuolizacOes e de condensacoes granus-
lares de numero e tamanhos variados
(nucleolinos). |

Alguns destes granulos sio lanca-
dos no carioplasma sob a forma de
volumosos corpusculos basoéfilos esfe-
roidais.

Estes corpusculos apresentam as
mesmas caracteristicas citoquimicas
dos nucleolos.

Tratando-se de um fenémeno que
comente ocorre em viroses (além de
algumas raras intoxicacoes e distur-
bios geneéticos), somos da opinido de
que o0 seu aparecimento em um qua-
dro histopatologico encefalitico ou
mielitico permite, com seguranca,
atribuir sua etiologia a uma infeccao
viral.

Dos processos estudados — polio-
encefalite subaguda com inclusoes de
Dawson, leucoencefalite subaguda es-
clerosante de Van Bogaert, panence-
falite nodular de Pette-Doring, polio-
mielite anterior aguda e raiva, ¢ que
apresentou tais alteracoes com maior
exuberancia foi a panencefalite nodu-
lar de Pette-Doring, parecendo fazer
parte constante do quadro histopato-
logico desta enfermidade. -~
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SUMMARY

Nucleolar alterations in some buman
viral infections of the nervous system

In this paper we studied the clas-
sic and modern concepts concerning
the structure, composition, origen and
function of the nucleole particularly
in relation to the neuronal cells.

The material of study consisted of
a number of cases of human neuro-
viroses. A detailed description of the
nuclear and nucleolar alterations veri-
fied in the following diseases was ma-
de: Dawson’s Subacute Polioencephali-
tis, van Bogaert’s Sclerosing Subacute
Leucoencephalitis, Pette Doring’s Sub-
acute Panencephalitis, Acute Anterior
Poliomyelitis and Rabies.

The nucleolar lesions found con-
sisted of early hypertrophy followed
by deep changes in its internal struc-
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ture with a shape of vacuoles and
cranular condensations (the so called
nucleolines) varying in number and
size. Some of this deeply basophile
granular corpuscles which show the
same citochemical characteristics of
the nucleoles are thrown in the cha-
ricplasma developing great spheroidal
basophilic corpuscles.

Commentaries about the nature
of the phenomenon were made. Since
such a finding is present only in vi-
rosis and in certain forms of intoxi-
cation and in genetic disturbances,
its occurrence in an encephalitic or
myelitic histopathologic pattern su-
rely allows to admit its etiology as
being due to a virus.

From all the studied specimens
the one which showed such nucleolar
alterations mostly exuberant was the
Pette Doring’s Nodular Panencepha-

litis.
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ESTAMPA 1

Fig. 1 — DPolioencefalite subaguda de DAWSON (R-7285). 1 — Aspecto
macroscopico do encéfalo. Corte passando pelos talamos Spticos. Observa-se: edema

da substiancia cinzenta e algumas hemorragias punctiformes; 2 — Ndédulo glial na
substidncia cinzenta cortical; 3 — Vaso sangliineo com infiltrado inflamatério
perivascular; 4 — Nucleos de neurdnios com inclusdes acidéfilas cercadas por

halo claro (tipo A de COWDRY ), vendo-se a esquerda inclusao tipica e a direita,
inclusao jd em fase de dissolucio.

Coloracoes: 2 e 4, hematoxilina-eosina, 3, cresil-violeta.
Aumentos: 2 e 3, Oc. 10 x Obj. 24 x Leitz. 4, Oc. 10 x Obj. 93 x IM. Leitz.
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ESTAMPA 11

Fig. 2 — Leucoencefalite subaguda esclerosante de VAN BOGAERT (R-

9832). 1 — Aspecto macroscépico do encéfalo. Corte passando pelos Lobos fron-
tais. Nota-se intensa gliose da cortica e da substincia branca cerebral; 2 — Leu
coencefalite subaguda esclerosante de VAN BOGAERT (R-5511). Corte passandc
pelo mesencéfalo. Notar duas grandes dreas de desmielinizacao; 3 — Leucoence-
falite subaguda esclerosante de VAN BOGAERT (R-5511). Gliose cortical in-
tensa, vendo-se astrocitos hipertrofiados e com grande diferenciagao de- gliotibrilas:
4 — Leucoencefalite subaguda esclerosante de VAN BOGAERT (R-9832). Fi-
gura de neuronofagia em célula nervosa bulbar; 5 — Leucoencefalite subaguda

esclerosante de VAN BOGAERT (R-9832). Inclusio aciddfila intranuclear em
neurdnio cortical. -

Coloragdes: 2, evidenciagao das bainhas de mielina (HEIDENHAIN-WOELKE).
3, carbonato de prata de RIO HORTEGA (técnica para macroglia). 4 e 5, he-
matoxilina-eosina.

Aumentos: 2, aproximadamente 5 x 3, Oc. 10 x Obj. 45 x Leitz. 4 Oc. 10 x Ob;j.
24 x 5, Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz. |
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ESTAMPA 111

Fig. 3 — DPolioencefalite subaguda de DAWSON: em 1, nicleo neuronal
normal, vendo-se o nucléolo e finos grinulos dispersos de cromatina; em 2 e 3,
aumento do conteiido cromatinico do nucleo, com o aparecimento de granulos vo-
lumosos de cromatina; em 4, caridlise incipiente; em 5, 6 e 7, diminui¢do grada-
tiva dos granulos cromatinicos finos, com persisténcia dos volumosos, e inicio de
condensacao de inclusdo acidéfila, deslocando o nucléolo; em 8, inclusio acidoéfila,
cercada por halo claro; em 9, 10 e 11, inclusGes acidétilas, com halo claro, mem-
brana nuclear 1rregular e persisténcia de glanulos cromatinicos volumosos; em 12

inclusdo em nucleo de célula glial.

Coloracio: Hematoxilina-eosina.
Aumentos: Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz.
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ESTAMPA IV

Fig. 4 — Polioencefalite subaguda de DAWSON. Variacdes quantitativas -

qualitativas dos nucleolinos. Em 1, 2, 3, 6 e 9 observa-se discreta variacao nas di-
mensGes € no namero dos nucleolinos (nucleolinose moderada). Em 4, 5, 7 e &
observa-se variagao acentuada nas dimensdes dos nucleolinos (anisonucleolinose)

Colora¢dao: TBM
Aumentos: Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz.
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ESTAMPA V
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Fig. 5 — Panencefalite nodular de PETTE-DORING (R-11706). 1 — Corte
do encéfalo passando pelos polos temporais. Notar edema da substancia cinzenta e
intensa congestao dos vasos sanguineos; 2 — Ndédulo glial constituido nas proximi-
dades de um capilar da corti¢a cerebral; 3 e 4 — Neurbnios motores medulares

com dissolucdo da substiancia cromofila de NISSL c1toplasmat1ca e evidentes alte-
racOes nucleares (ver texto).

Coloracoes: 2, cresil-violeta. 3 e 4, hematoxilina-eosina.
Aumentos: 2, Oc. 10 x Obj. 24 x Leitz. 3 e 4, Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz.
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ESTAMPA VI

/

Fig. 6 — Panencefalite nodular de PETTE-DORING. Observa-se em 1, 2 e

3, aumento do conteido cromatinico do nicleo; em 4, 5, 6 e 7, aumento do con-
tetdo cromatinico nuclear, caridlise e persisténcia de granulos volumosos; em 8 c
9, diminui¢do do contetido cromatinico do nidcleo, com persisténcia -de grianulos
volumosos, a membrana nuclear tornando-se ondulada e o nucléolo comecando 1

hipertrofiar-se.
Coloracio: Impregnacio argéntica pelo carbonato de prata de RIO HORTEGA

(dupla Impregnacao).
Aumentos: Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz.
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ESTAMPA VII
Fig. 7 — Panencetalite nodular de PETTE-DORING. Observa-se em 1, 2, 3

e 4, hipertrofia progressiva dos nicleos, vendo-se em seu interior granulos mais
volumosos (nucleolinos) alguns em posicao central outros na periferia, Em 5 e 6
observa-se o “brotamento” de uma particula nucleolar que vai ser lancada no ca
rioplasma (extrusdo de nucleolnno). As fotomicrografias 7, 8 e 9, mostram a pro-
gressiva desintegracao do nucléolo, com a libertacao de partlculas nucleolares vo-

lumosas no carioplasma.

Coloragao: Impregnacido argéntica pelo carbonato de prata de RIO HORTEGA
(dupla Impregnacio).

Aumentos: Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz.
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ESTAMPA VIII

Fig. 8 — Panencefalite nodular de PETTE-DORING. De 1 a 10, anisonucleo-
linose acentuada, com extrusio de nucleolinos para o carioplasma. Em 11 e 12,

grande hipertrofia nucleolar, com desaparecimento gradativo dos nucleolinos.

Coloracao: TBM (LOVE).
Aumentos: Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz.
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ESTAMPA IX

Fig. 9 — Panencefalite nodular de PETTE-DORING. Em 1, nicleo neuronal,
com o nucléolo em desintegracao, vendo-se volumoso corpuisculo baséfilo paranu-
cleolar (Col.: H. & E.); em 2, nticleo neuronal com volumoso corpusculo paranu-
cleolar fortemente basdfilo (Col.: Cresil-violeta); em 3, nucleo neuronal, com cor-
pusculo baséfilo paranucleolar contendo RNA, corado em vermelho da mesma
forma que o nucléolo (na preparagdo original), o qual se mostra muito hipertro-
fiado (Col.: Método de BRACHET — verde de metila-pironina); em 4, nucleo
neuronal contendo nucléolo hipertrofiado e vacuolizado, com grande nucleolino em
seu interior e outro sendo expulso para o carioplasma (Col.: Dupla impregnagao
pelo carbonato de prata de RIO HORTEGA); em 5 e 5’, anisonucleolinose, ven-
do-se, assinalados pelas setas, nucleolinos intranucleolares e no interior de parti-
cula que estd sendo expulsa para o carioplasma (Col.: TBM, segundo LOVE); em
6, vé-se um nucléolo enormemente hipertrofiado, contendo grande nucleolino. A
seta mostra uma particula esférica, ji expulsa, e em pleno carioplasma (Col.: Du-
pla impregnac¢ao pelo carbonato de prata de RIO HORTEGA ).

Aumentos: Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz.
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ESTAMPA X

Fig. 10 — Poliomielite anterior aguda. 1 — Melula lombar (A-363). Observa-
se intenso processo inflamatério, com amolecimento e edema dos cornos anterio-
res. Col.: Impregnacdo argéntica pelo carbonato de prata de RIO HORTEGA
(Impregnacio parafibras reticulares) e Sudan IV. Aproximadamente 5x. 2 —-
Medula sacra (A-367). Edema e congestdo dos cornos anteriores. Col.: Sudan IV.

3 __ Ntcleos neuronais com corpuisculos baséfilos paranucleolares (em 4 e b),
em processo de “brotamento” (em ¢ e d). Col.: a e ¢, Chromotrope 2 R; b e d,
cresil-violeta. Oc. 10 Obj. 93 x Im: Leitz. 4 — Campo microscépico em médio

aumento, mostrando infiltracdo inflamatdria encontrada nos cornos anteriores, com
nédulo glial. Col.: Cresil-violeta. Oc. 10 x Obj. 24 x Leitz.
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ESTAMPA XI

Fig. 11 — Mielite rdbica. Medula lombar. 1 — Processo intlamatdrio inten-
so, com participacio de neurdnios motores, que se mostram alterados. Col.: Tri-
cromico de GOMORI. Oc. 10 x Obj. 24 x Leitz. 2 — Nucleos de neurbénios mo-
tores, vendo-se corpusculos arredondados simples (2 e ¢) ou muiltiplos (& e d)
préximos ao nucléolo. Col.: Chromotrope 2 R. Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz.
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ESTAMPA XII

Fig. 12 — Processos degenerativos. 1 e 4: Esclerose lateral amiotrdfica. Ob-
serva-se hipertrofia nucleolar, mas nao desiptegracio ou extrusio de nucleolinos,
ou “brotamento” nos nucléolos. Col.: Tricrdmico de GOMORI. 2 e 5: Arterios-
clerose cerebral. Observa-se pequena hipertrofia nucleolar e vacuolizacio discreta.

Col.: Cresil-violeta, 3 e 6: Doenga de Parkinson. Nicleos e nucléolos aparente-
mente normais. Col.: Tricrémico de GOMORI. Oc. 10 x Obj. 93 x Im. Leitz.
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