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ALTERACOES NUCLEARES E NUCLEOLARES NAS PANENCEFALITES
SUBAGUDAS ESCLEROSANTES

ALEXANDRE ALENCAR *

Somente nos ultimos anos as alteracbes nucleolares tém despertado a
curicsidade dos pesquisadores. O interésse por esta estrutura comecou, pra-
ticamente, com os trabalhos de Gaspersson 12 e de Hydén 14, ao demonstrarem
sua intima relacdo com a sintese de ribonucleoproteinas pela célula. Varia-
c¢des no tamanho do nucléolo, bem como sua duplicacdo em relacdo a estudos
funcionais diversos foram relatadas. Os estudos foram feitos, em sua maior
parte, em material experimental, sendo as conclusdes aplicadas ulteriormente
a compreensdao de estados patologicos, notadamente em relacdo a célula

nervosa.

Nas descricGes classicas sobre a célula nervosa #2 sdo freqiientes as refe-
réncias a nucléolos, de grande porte e vacuolizados, embora nao facam os
autores qualquer consideracido sObre a sua significacgo. Apés os trabalhos
de Gaspersson 12 ¢ Hydén 14 comecou-se a interpretar as variacées morfols-
gicas observadas como traducées de estados funcionais. De grande impor-
tancia foram as publicacoes de Love e col. 17 19,20, 23 yylgarizando técnicas
para a evidenciacao de 9 tipos diversos de acidos nucléicos 22. A facil eviden-
ciacdo dos nucleolinos (L. Agassis, citado por Love e Bharadwaj?’) e suas
variagbes com estados funcionais tiveram grande importancia. Esta técnica,
aliada as tradicionais, mostrou ser o nucléolo mais do que um simples detalhe
de ordem morfolégica. A aplicacdo da técnica de coloracdo com azul de
toluidina e molibdato de aménio (TBM) e de outras que serdao relatadas
oportunamente a material proveniente de certas formas de encefalites suba-
gudas nos levou a verificacbes que constituem motivo da presente comu-

nicacao.

* Chefe da Seccao de Neuropatologia do Instituto de Neurologia da Uuiversidade
Federal do Rio de Janeiro (Prof. Deolindo Couto); Chefe da Seccdo de Anatomia
Patologica do Instituto Oswaldo Cruz.
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MATERIAL E METODOS

Nosso material, parte jA publicado! e parte inédito, consta do estudo do parén-
quima nervoso de quatro casos de encefalite subaguda do tipo Dawson, trés de leu-
coencefalite subaguda esclerosante do tipo Van Bogaert e trés de panencefalite no-
dular de Pette-Doring. Do material, fixado em formol neutro a 10% e incluido em
parafina, foram feitos cortes com 5 a 10 micra de espessura; a éste material foram
aplicadas as técnicas do TBM, do cresil-violeta e de Brachet?, além da coloracéio
rotineira pela hematoxilina-eosina e pelo tricrOmico de Gomori. O material cortado
em congelacdo com a espessura de 25 micra foi impregnado pelo método do carbo-
nato de prata de Rio Hortega (dupla impregnacdo). Usamos preferencialmente cortes
de medula espinal ao nivel dos intumescimentos cervical e lombar, bem como de
bulbo ragqueano. As alteracdoes foram encontradas principalmente nos grandes mo-
toneurdnios bulbomedulares, embora possam também ser observadas nos neurdnios
corticais.

RESULTADOS

A) Polioencefalite subaguda de Dawson e leucoencefalite subaguda esclerosante
de Van Bogaert — O nucleo celular aparece como formacédo vesicular, com nucléolo
unico, no centro do carioplasma, cercado de granulos de cromatina geralmente muito
finos, havendo apenas um ou outro maijs volumoso (Fig. 1). O primeiro indicio de
que o metabolismo celular foi afetado €é constituido pelo aumento de volume dos
granulos de cromatina, podendo, ou néo, ocorrer pequena caridlise. Lentamente co-
mecam a rarear os finos grianulos cromatinicos, persistindo apenas os mais volumo-
sos a0 mesmo tempo em que, no centro do nucleo, condensa-se um corpusculo arre-
dondado, acidéfilo, de dimensdes iguais ou menor que as do nucléolo, cercado por
um halo claro, deslocando o nucléolo e tornando-o excéntrico. A inclusdo, cercada
pelo halo claro, torna-se cada vez maior, deslocando o nucléolo e acolando-o a
membrana nuclear. A esta altura a membrana nuclear pode tornar-se irregular,
pela diminuicdo do contetiido cromatinico do nucleo, persistindo apenas os granulos
mais volumosos de cromatina.

As inclusbes sfo acidofilas, Feulgen e Brachet negativas, mostrando nio con-
terem Acidos nucléicos. Nisto se diferenciam de inclusbes semelhantes, vistas em cé-
lulas de cultura de tecido e produzidas pelo virus de herpes simples, que, de acdrdo
com as observacdes de Love e Wildy?, mostram particulas Feulgen positivas em
sua estrutura. Os granulos grosseiros e volumosos de cromatina podem ser aglo-
merados de acido desoxirribonucléico (DNA) do proprio ntcleo celular ou agluti-
nados de particulas virais ainda nfo incorporadas & incluséo, admitindo-se ser esta
ultima um verdadeiro conglomerado de particulas elementares, como foi visto com
microscopia eletrénica. O nucléolo pode ser de tamanho normal ou mostrar-se
hipertrofiado. A coloracdo pelo TBM (Fig. 2) mostra que ocorre uma anisonucleo-
linose moderada, ndo havendo extrusio de nucleolinos, a néo ser excepcionalmen-
te. As particulas perinucleolares séo granulos de cromatina grosseiros, Feulgen
positivos, mostrando o seu conteiido em DNA. Pesquisas recentes realizadas com
microscopia eletrdonica mostraram gque as inclusfes sdo aglutinados de particulas
virais. Trata-se de um pseudomixovirus do grupo do virus do sarampo.

B) Panencefalite subaguda modular de Pette-Doring -— Inicialmente o nticleo
celular torna-se mais escuro (Fig. 3), devido a aumento do numero de granulos
de cromatina, podendo haver, ou ndo, moderada caridlise. Em seguida aparecem
granulos volumosos de cromatina, Feulgen positivos, ao mesmo tempo que rareiam
os granulos cromatinicos menores, tomando o niicleo uma aparéncia vacuolizada. A
membrana nuclear torna-se ondulada e irregular pela diminuicdo do conteudo cro-
matinico do nicleo. O nucléolo comec¢a a hipertrofiar-se, ao mesmo tempo que
volumosos corpusculos, alguns bem grandes e fortemente baséfilos, aparecem pré-
ximos ao nucléolo, diferentes da cromatina. Em coloraclo rotineira pela hemato-
xilina-eosina o nucléolo aparece hipertrofiado e um pouco vacuolizado, corando-se
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Fig. 1 — Polioencefalite subaguda de Dawson: em 1, niucleo neuronal mor-
mal, vendo-se o nucléolo e finos grdnulos de cromatina dispersos; em
2 e 3, aumento do conteudo cromatinico do mnicleo, com o aparecimento
de grdnulos volumosos de cromatina; em 4, caridlise incipiente; em 5,
diminuic@o gradativa dos grdnulos cromatinicos finos, com persisténcia
dos volumosos; em 6 e 7, diminuicdo gradativa dos grdnulos finos, per-
sisténcia dos wvolumosos e inicio de condensacdo de inclusdo acidéfila
deslocando o nucléolo; em 8, inclusdo aciddfila dupla; em 9, 10 e 11,
diminuicdo do conteudo cromatinico, crescimento da inclusdo aciddéfila
cercada pelo halo claro, irregularidade da membrana mnuclear e persis-
téncia dos grdnulos cromatinicos wvolumosos; em 12, inclusdo em célula
glial (col. H.E.; Oc. 10X Obj. 93X im.; Leitz),
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Fig. 2 — Polioencefalite subaguda de Dawson: em 1, 2, 8, 6 e 9, moderada
nucleolinose; em 4, 5, 7 e 8, anisonucleolinose. Notar a wvariacdo de ta-
manho dos mnucleolinos (Col. TBM; Oc.10X Obj. 98X im.; Leitz).

mais claro do que o habitual. A coloracdo por métodos especificos e, mais ainda,
a técnica do TBM mostram numerosas modificacées nesta estrutura, com sejam:
1) quando o nucléolo comeca a se hipertrofiar pode-se ver, em seu interior, varios
corpasculos arredondados, sendo um mais volumoso, podendo ser, ou nao, central,
estando os outros na periferia (Fig. 4 e 5). ¥Este aspecto, visto mediante impregna-
cdo argéntica, é confirmado pelo TBM, mostrando tratar-se de violenta anisonu-
cleolinose (Fig. 6); 2) & proporcdo que o nucléolo aumenta de tamanho éstes cor-
pisculos (nucleolinos) mais volumosos podem destacar-se do nucléolo, sendo lan-
cados no carioplasma, vindo a constituir aquéles volumosos corpusculos baséfilos
em posicio peri e paranucleolar que parecem diferentes da cromatina nuclear. O
TBM e o método de Brachet mostram sua indiscutivel origem nucleolar (Fig. 7).
O nucléolo “explode” como se fdésse uma granada, vindo os nucleolinos extrusos a
constituir os grandes corpusculos baso6filos. N&o se observa a presenca de inclu-
sOes acidofilas como na encefalite do grupo Dawson-Van Bogaert.
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Fig. 8 — Panencefalite nodular de Pette-Doring: em 1, 2 e 3, aumento do conteudo

cromatinico do niucleo; em 4, 5 e 6, aumento do conteudo cromatinico do nicleo com

caridlise; em 7, 8 e 9, diminuicdo do conteido cromatinico do niucleo, com persistén-

cia de grdnulos volumosos, a membrana nuclear tornando-se ondulada, o mucléolo

comecando a hipertrofiar-se (Dupla impregnacdo argéntica pelo método de car-
bonato de prata de Rio Hortega — Oc. 10X Obj. 983X im.; Leitz).

COMENTARIOS

O nucléolo da célula nervosa humana é um corpusculo arredondado, for-
temente basofilo pelo seu alto conteldo em acido ribonucléico (RNA). Ha-
bitualmente tUnico, esta situado no centro do nicleo celular, em pleno cario-
plasma, cercado por granulos baséfilos dispersos pertencentes ao contetdo
cromatinico do nicleo formado por DNA, os quais formam parte da chamada
“cromatina associada ac nucléolo” (nucleolus associated chromatin).
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A encefalite subaguda de Dawson 9 10, inicialmente descrita como um
tipo especial da encefalite letargica de Economo 11, foi ulteriormente reco-
nhecida como entidade auténoma. Sua evolucio subaguda, sem letargia ini-
cial, e a presenca de inclusdes acidofilas intranucleares e intracitoplasma-
ticas permitiram separa-la completamente da encefalite letargica.

A presenca de inclusGes, morfologicamente idénticas as observadas nas
encefalites determinadas pelo virus do herpes simples, levou a confusido com
esta ultima virose, confusdo esta que ja esta suficientemente esclarecida. Ape-
sar das inclusfes serem morfoldgicamente idénticas, a evolucdo das duas en-
tidades é diferente, sendo aguda na herpética e subaguda ou crénica na de
Dawson. Nunca foi isolado virus herpético de casos comprovadamente de
encefalite do tipo Dawson, porém isto foi feito em casos agudos 3! de ence-
falite nos quais o exame histopatologico, de biopsia cerebral ou material de
autopsia, mostrou inclusées acidofilas. A encefalite de Dawson, portanto,
nada tem de comum com a encefalite herpética, a ndo ser uma superficial
semelhanca morfolégica das inclusbes observadas.

Fig. 4 — Panencefalite nodular de Pette-Doring: em 1, 2, 3, 4, 5 e 6, nucléolos hi-
pertrofiados, vendo-se nucleolinos muito wvolumosos, alguns em posi¢cdo central, ou-
tros na periferia; em 7 e 8, nucleolinos sendo expulsos para o carioplasma, alguns
ainda presos ao nucléolo; em 9, 10, 11 e 12, fases sucessivas de desagregacdo do
nucléolo, com extrusdo de mnucleolinos para o carioplasma (Dupla impregnacdo
pelo método do carbonato de prata de Rio Hortega — Oc., 10X Obj. 93X im.; Leitz).
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Fig. 5 — Pamnencefalite nodular de Pette-Doring: em 1, 2, 3, 4 e 5, aspectos variados
de nucléolos hipertrofiados, de contornos irregulares; em 6, nucléolo wvacuolizado,
vendo-se um nucleolino central, muito volumoso, e um sendo expulso para o ca-
rioplasma, ainda préso ao mnucléolo; em 7, mucleolino expulso para o carioplasma,
estando o mnucléolo fortemente hipertrofiado, vendo-se, ainda, um nucleolino em
seu interior; em 8 e 9, fragmenta¢do de nucléolos, com nucleolinos em fase de
expulsdo (Dupla impregnacdo pelo método do carbonato de prata de Rio Hortega
— Oc. 10X O0bj. 93X im.; Leitz).

A leuccencefalite subaguda esclerosante de Van Bogaert3. 4, como seu
préprio nome indica, caracteriza-se por evolucio também subaguda, acompa-
nhada de enorme gliose e desmielinizacdo da substdncia branca. A evolucdo
clinica faz-se de maneira semelhante 4 da polioencefalite subaguda de Dawson,
sendo impossivel o diagnostico diferencial com base em dados clinicos. A leu-
coencefalite de Van Bogaert tem aspectos eletrencefalograficos sugestivos 5.
A ocorréncia de casos de encefalite de Dawson, com grande gliose da substan-
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Fig. 6 — Panencefalite nodular de Pette-Déring: de 1 a 10, anisonucleolinose acen-
tuada, com expulsdo de nucleolinos; em 11 e 12, grande hipertrofia nucleolar, com
desaparecimento gradativo dos mucleolinos (Col. TBM; Oc. 10X Obj. 93X im.; Leitz).

cia branca e ocasional desmielinizacdo, bem como de casos de leucoencefalite
subaguda esclerosante de Van Bogaert com inclusGes celulares idénticas as
observadas na encefalite de Dawson, identificou estas duas formas de encefa-
lite como variantes de uma mesma entidade morbida. Estudos recentes feitos
com microscopia eletrénica 6 8, 27, 28 e trabalhos com imunofluorescéncia per-
mitiram identificar o virus do sarampo 25,30, Como se trata de uma mesma
entidade, os resultados de nossos estudos em casos destas afeccbes foram
descritos em ccnjunto.

Em 1932 Pette e Doring 29 descreveram um processo encefalitico subagu-
do, caracterizado pela presenca de acimulos gliais nodulares e focos de neu-
ronofagia esparsos por tdoda substancia nervosa cinzenta. N&o existiam in-
clusdes e sua extrema disseminacdo no sistema nervoso central levou os au-

Fig. 7 — Panencefalite nodular de Pette-Doring (Oc. 10X Obj. 93X
im.; Leitz): em 1, nicleo neuronal vendo-se trés corpiusculos volu-
mosos, dispersos pelo carioplasma (Col. H. E.); em 2, niicleo
neuronal com wvolumoso corpisculo fortemente basdfilo, paranucleo-
lar (Col. cresil-violeta), em 3, nucleo neuronal com volumoso cor-
pusculo assinalado pela seta, contendo RNA, tal como o nucléolo
que se mostra muito hipertrofiado (Col. método de Brachet); em
4, micleo meuronal, vendo-se nucléolo volumoso e vacuolizado, con-
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tendo um grande nucleolino em sew interior e outro sendo expulso
para o carioplasma (dupla impregnacdo pelo carbonato de prata
de Rio Hortega);, em 5 e 5°, amisonucleolinose (5), vendo-se (5°)
assinalados pelas setas, nucleolinos intranucleolares e mo interior
de particula que estd sendo expulsa para o carioplasma (Col. TBMj;
em 6 e 6°, particulas basdfilas, sendo expulsas para o carioplasma
(assinaladas pelas setas), com forte basofilia (Col. método de
Brachet).
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tores a denomina-la panencefalite, salientando que ndo se tratava de ence-
falite japOnica, como na época seria licito admitir. Tratava-se de um pro-
cesso subagudo, absclutamente sem inclusfes, com grande quantidade de focos
de neuronofagia e noédulos gliais disseminados por todo o parénquima ner-
voso. N#o foram encontradas desmielinizacées. A substincia negra pedun-
cular estava conservada. Trés de nossos casos apresentavam caracteristicas
que permitiram identificd-los como do tipo Pette-Doring. Foi neste grupo
que as modificacdes nucleolares mostraram-se mais evidentes. Tal como no
tipo anterior (grupo Dawson e Van Bogaert) os granulos finos de cromatina
desaparecem, persistindo apenas granulos mais volumonos que poderiam ser
constituidos pelo DNA aglutinado do préprio nicleo ou por particulas virais
conglomeradas. Como n#do se viam inclusGes, a ultima hip6tese pode ser
considerada como viavel. A repicagem do virus leva o nucléolo a extrema
desorganizacio, evidenciada pela nucleolinose. Os nucleolinos, fortemente au-
mentados de tamanho, acabam sendo expulsos do nucléolo e lancados no
carioplasma (Fig. 4, 5, 6, 7), ficando em posicdo peri ou paranucleolar. Mui-
tas vézes alguns déstes nucleolinos extrusos sdo taoc veolumosos que chegam
a parecer inclusbGes baséfilas. O seu conteudo, rico em RNA (Brachet posi-
tivo) e ndo em DNA (Feulgen negativo), mostra sua origem nucleolar, dis-
tinguindo-se claramente dos granulos cromatinicos volumosos perinucleolares
que sdo constituidos por DNA e, portanto, Feulgen positivos. Quando estdo
proximos ao nucléolo, sua origem, a partir déste altimo, pode ser vista prin-
cipalmente nos praparados com impregnacio argéntica ou corados pelo TBM.

A possibilidade de confusdo com a cromatina sexual pode ser afastada
sabendo-se que esta Ultima, nos neurdnios humanos, fica por baixo da mem-
brana nuclear e ndo em posicdo paranucleolar, como foi descrito nos neurd-
nios do gato por Barr e Bertram 2 e por Moore 26, Além disso, ela é Feulgen
positiva pelo seu contelido em DNA e Brachet negativa por nfdo conter RNA,
ao contrario dos corpusculos de que nos ocupamos.

O satélite nucleolar de Cajal 13,33, como se sabe, € DNA e RNA nega-
tivo, ndo contendo qualquer dos acidos nucléicos (Quadro 1).

RNA DNA

Posicédo (Brachet) (Feulgen) Niumero
Corptsculos baséfilos Intra, peri ou paranu-
(nucleolinos expulsos) cleolares. + + _— 1 a 4
Granulos de cromatina Dispersos no carioplas-

ma, peri ou paranu- numerosos

cleolares. — + + e

diminutos

Cromatina sexual Por baixo da mem-

brana nuclear (neuro-

nios do homem). — + + 1
Corpo acessério de Peri ou paranucleola- 1
Cajal res, — — (raramente 2)

Quadro 1 — Caracteristicas topogrdficas e histoquimicas das inclusdes citoplasmdticas.
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O estudo citolégico comparativo das alteracbes nucleclares observadas
nos dois grupos — tipo Dawson e Van Bogaert e tipo Pette-Déring — como
se pode observar na figura 8, mostra que o fenémeno da anisonucleolinose
com extrusdo de nucleolinos parece ser mais freqliente no tipo Pette-Doring
que no tipo Dawson e Van Bogaert, embora também esteja presente neste
altimo. Como se sabe, a anisonucleolinose é um fenémeno que se observa
em células alteradas genéricamente (neoplasias), em intoxica¢des por certas
substincias (actinomicina D) e nas infeccdes por virus 15,16, 18, 21,

s

Fig. 8 — Representacdo esquemdtica das alteracdes nucleares nma polioencefa-
lite subaguda de Dawson: em 1, nicleo neuronal mormal, com a réde de cro-
matina fina e dispersa; em 2, aumento do conteido cromatinico do micleo,
com aparecimento de particulas volumosas; presenca de inclusdo acidéfila
cercada por halo claro; em 3, diminuicdo do conteido comatinico do nucleo
que se torna rarefeito, com persisténcia dos grdnulos volumosos e crescimen-
to da inclusdo aciddfila, apresentando-se irregular a membrana nuclear; em
4, diminuicdo acentuada do conteudo cromatinico do mucleo, com persisténcia
de grdnulos volumosos por baixo da membrana mnuclear, tornada ondulada;
inclusdo acidéfila muito volumosa, as vézes multipla.

Representacdo esquemdtica das alteracbées nucleares na panencefalite nodular
de Pette-Doring: em 1’°, nucleo neuromal mormal, com a réde de cromatina
fina e dispersa; em 2°, aumento do conteudo cromatinico mo niucleo; em 3 e
}’, caridlise com progressiva hipertrofia nuclear; em 5°, diminui¢cdo do con-
teudo cromatinico do micleo, com persisténcia de grdnulos volumosos, tornan-
do-se ondulada a membrana nuclear. Até esta fase, as alteracdées sdo per-
feitamente perceptiveis com coloracdo rotineira pela H.E. As fases seguin-
tes somente podem ser apreciadas com coloracdo especifica (impregnacdo ar-
géntica e TBM): em 6°, nucléolo com aumento de tamanho dos mnucleolinos;
em 7’ e 8, nucleoninos aumentados de tamanho, sendo expulsos para o ca-
rioplasma onde vém a constituir volumosos corpusculos baséfilos.
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Nos dois ultimos anos sio cada vez mais fortes os indicios de que a po-
lioencefalite subaguda com inclusées de Dawson e a leucoencefalite subaguda
esclerosante de Van Bogaert representam variantes de uma infec¢do do siste-
ma nervoso central por um mesmo virus ou grupo de virus, ponto de vista ja
defendido por véarios autores na reunido de Antuérpia, em 1959, e endossado
por Van Bogaert 5. Simpoésio realizado em Bethesda (Neurology vol. 18 parte
2, pag. 1, 1968) permitiu chegar a conclusdo de que muitos casos de panen-
cefalite subaguda esclerosante sao devidos a um pseudomixovirus muito pré-
ximo ao virus do sarampo. Ha alguns fatos, porém, que devem ser conside-
rados, como sejam: 1) a etiologia sardmpica das panencefalites subagudas
esclerosantes nao é aceita por todos, havendo trabalhos recentes que atribuem
sua etiologia ao virus da rubéola 3¢; 2) é possivel que mais de um grupo de
virus possa determinar o mesmo quadro histopatolégico.

O tipo de Pette-Doring também foi incluido no grupo, dai surgindo o nome
“Panencefalite subaguda esclerosante” reunindo as trés afeccdes. Geralmen-
te os trabalhos realizados neste sentido mostram a identidade das formas de
Dawson e Van Bogaert, sendo concluido, por extrapolacdo, que a de Pette-
Doring deva ser também uma variante.

No presente trabalho demonstramos, pela primeira vez nestes processos
morbidos, a ocorréncia de anisonucleolinose com extrusdo de nucleolinos, o
que é mais um forte argumento em favor de sua etiologia viral (Quadro 2).

Encefalites
Tipos Dawson e Van Bogaert Tipo Patte-Doring
Inclusées + 4+ + + _
Anisonucleolinose + + 4+ +
Extrusdo de nucleolinos + ++++
Quadro 2 — Ocorréncia de inclusées, de anisonucleolinose e de extrusdo de nucleoli-

nos nos nossos casos de encefalite tipos Dawson e Van Bogaert e tipo Pette-Doring.

RESUMO

Relato de minucioso estudo das alteracdes nucleares e nucleolares encon-
tradas nas chamadas panencefalites subagudas esclerosantes dos tipos Dawson
(4 casos) e de Van Bogaert (trés casos) e na panencefalite nodular de Pette-
Doring (trés casos), sendo demonstrada nestes processos morbidos, pela pri-
meira vez, a ocorréncia de fendémenos da anisonucleolinose com extrusdo de
nucleolinos. ¥ste tipo de alteracio nucleolar foi encontrado mais freqiien-
temente no tipo Pette-Déring que nos tipos Dawson e Van Bogaert, sendo
mais um argumento em favor da etiologia viral déstes processos.
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SUMMARY

Subacute sclerosing panencephalitis: histological study of nuclear and

nucleolar alterations

A study of nuclear and nucleolar alterations found in cases of subacute

sclerosing leucoencephalitis of van Bogaert (three cases) and of Dawson type
(four cases) and in nodular panencephalitis of Pette-Doring (three cases) is
reported. In all these types of encephalites there was found anisonucleolinosis
with extrusion of nucleolinus, alterations not yet reported in these precesses.
These nucleolar changes were found more frequently in Pette-Doéring than in
Dawson and Van Bogaert types, being a strong argument favouring the
viral aetiology of these diseases.
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