Alteracoes nucleares das cellulas do figado nas infec-

¢oes de MACACUS RHESUS e M. CYNO-
MOLGUS pelo virus da febre amarella.

Pelo Dr. C. MAGARINOS TORRES.

Examinando, a pedido dos Drs, BEAUREPAIRE ARAGAO, A. MAR-
QUES DA CUNHA e J. MUNIZ, material nistologico proveniente de diver-
sos' Macacus rhesus e M. cynomolgus, a maioria inoculados com o virus da
febre amarella, outros nio inoculados € morios de tuberculose e causas
nao esclarecidas, fomos levados a confirmar as verificacoes daquelles pes-
quizadores no que diz respeito aos seguintes pontos: 1o,—A inoculacio de
sangue de casos benignos de febre amarella nos primeiros dias de moles-
tia, ou de Aedes woypt: infectados reproduz em M. rhesus as lesdes obtidas
por STOKES, BAUER e HUDSON, pela inoculacdo do virus africano
(AR’AGAO); 20,—Qutras vezes, as lesdes produzidas no figado, embora da
mesma natureza das mencionadas pela Commissio Americana, offerecem
menor intensidade, acontecendo que, pela passagem em serie, em M. rhesus,
ellas podem apresentar uma notavel variabilidade, especialmente no que
respeita 4 degeneracdo gordurosa e necrose das cellulas hepaticas; em duas
occasioes foi mesmo possivel observar inteira auzencia das lesoes mencio-
nadas pela Commissio Americana emn tigados capazes, no entanto, de re-
produzir, na passagem seguinte, aquellas alteracdes (CUNHA e MUNIZ).

Particularmente difficil tornou-se assim, por vezes, a interpretacio do
exame histo-pathologico justamente na questio que mais interessava ao
investigador que era a de decidir se 0 animal apresentava ou nao as lesdes
da febre amarella experimental.

Em M. rhesus que, inoculados com o virus da febre amarella, mor-
reram com symptomas e lesdes semelhantes aos descriptos por STOKES,
BADER e HUDSON, verificimos ao lado das “lesbes typicas” daquelles
auctores, alteractes nucleares da cellula hepatica, da mesma natureza das
descriptas em certas doencas causadas por virus filtraveis (herpes, varicella,
virus 111 do coelho) ora sob o nome de “inclusges acidophilas intranuclea-
res”, ora sob o de “degeneracio oxychromatica”’,

Tendo ja analysado detalhadamente, em outro lugar, o referido pro-
¢esso, nos limitamos aqui a reproduzir uma estampa colorida na qual pro-
curamos dispor as diversas phases do processo, de accordo com a sua pro-
vavel seriacdo. Accentuaremos apenas aqui que, as figuras g e %, (Est. colorida)
pela sua abundancia relativa e configuracao caracteristica, facilitam o reconhe-
cimento do processo, ndo tendo, aféra isso importancia especial ; estudos
posteriores, tambem, nos mostraram que, em alguns casos, o nucleolo ap-
parece perfeitamente distincto da substancia acidophila intranuclear que se
accumula na por¢ao central do nucleo a qual assim, se origina indepen-
dentemente de substancias nucleolares. '

Completamos a documentacio com duas microphotographias, feitas
com identica amplia¢do, uma de figado de M. rhesus nio inoculado e cujos
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nucleos mostram estruclura conservada; outra de um figado de M. rhesus
inoculado com o virus da febre amarella e na qual gnasi todas as cellulas
mostram a alteracao mencionada.

Bem caracterisada a “degeneraciao oxychromatica” das cellulas do
figado nos animaes inoculados com virus, e conhecida as relagbes desse
processo com determinadas doencas causadas por virus filtraveis, algumas
questdes logo surgiam cuja solucao offerecia bastante interesse.

Seria a degeneracdo oxychromatica da cellula hepatica uma alteraco
cellular banal e commum, comparavel assim 4 degeneragdo gordurosa, &
necrobiose daquelle elemento, processos estes ultimos, que sdo assaz fre-
quentes ndo sO em M. rhesus inoculados com virus amarillico, como nos
mortos de tuberculose e de causas obscuras e tambem em outros macacos
inoculados com diversos organismos (Cebus macrocephalus inoculados com
Leptospira icteroides— MULLER, NOGUCHI), ou seria ella uma alteracdo
peculiar a infecciao pelo virus da febre amarella?

A resposta aqui depende, naturalmente, de um modo estreito, do nu-
mero do M. rhesus nao inoculados e submetiidos ao exame histo-patholo-
gi1co. Quanto maior elle for, tanto mais segura a concluso.

~ Até o presente momento nio conseguimos encontrar a degeneragdo
oxychromatica sendo em M. rhesus inoculados com o virus, embora os ndo
imoculados que examinamos apresentassem alteracdes cellulares de natureza
variada, taes como degeneracao gordurosa, necrose e necrobiose. Assim
sendo, devemos responder que, baseados em verificacdes feitas até o mo-
mento, a degeneracdo oxychromatica da cellula hepatica constifue uma alte-
racao cellular encontrada unicamente em macacos inoculados com o virus
da febre amarella e sob esse ponto de vista pode ser tida como uma lesao
caracteristica do figado na febre amarella experimental, ndo tendo relacdo
com outras alteragdes cellulares communs,

Outra questao era estabelecer qual o valor da degeneracdo oxychro-
matica como lesao capaz de autorizar um diagnostico positivo de infeccao
na febre amarella experimental no decurso de experimentacoes com o
VIUS .

Que um tal diagnostico offerece reaes difficuldades se quizermos ba-
seal-o, unicamente, em dados histo-pathologicos, ficou atraz claramente in-
dicado ; a razao esta na grande variabilidade das lesdes de animal para
animal, no papel importante que podem ter factores subjectivos na analyse
histo. pathologica e ainda no facto de lesdes hepaticas até agora ahi assigna-
ladas, taes a degeneracdo gordurosa, necrose e necrobiose, nio serem le-
sOes de modo algum especificas da infeccao pelo virus amarillico.

E claro que se a degeneracio oxychromatica constituisse um proces-
so, embora especifico, mas evidenciavel com difficuldade ou de modo in-
constante, ficaria logo prejudicada a ideia de aproveital-a sob esse ponto
de vista. | |

Mas tal n3ao succede, e a fig. 2 documenta de modo cabal, a inten-
sidade que algumas vezes ella possue nas infeccdes pelo virus brasileiro.
| Na nossa opiniio, a degeneracio oxychromatica constitue um dos
melhores criterios para decidir se o M. rhesus apresenta ou nio lesdes attri-
buiveis ao virus da febre amarella, desde que sejam feitas certas reservas
que decorrem das consideracoes que passamos a anaiysar.
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Nao pudemos, ainda, realizar o estudo systhematisado das lesdes
nucleares, sacrificando o animal inoculado em phases da evolucdao da do-
enca experimental que julgassemos mais opporiunas: aproveitamos, ape-
nas, o material de BEAUREPAIRE ARAGAO, A. MARQUES DA CUNHA
e J. MUNIZ, obtido no decurso de pesquizas que tinham um objective di-
verso. Comtudo ja alguma coisa podemos adiantar pelo estudo desse ma-
teriai. | |

Assim, a degeneracio oxychromatica existia em quatro M. rhesus
sacrificados no quinto dia de inoculacio com figado contendo virus, fal-
tando em um outro, sacrificado com o mesmo prazo de infeccio; era pre-
sente em quatro animaes sacrificados no sexto dia, em um M. cyrnomolous
sacrificado no setimo dia, em um M. rkesus no oitavo dia, em um' no
nono dia, em dois no decimo dia, em um no decimo primeiro dia, em um
M. ¢ynomolgus no decimo quarto dia e em um M. rhesus sacrificado no
decimo quinto dia. Ndo mais a encontrdmos em um M. rhesus que, sobre-
vivendo, foi sacrificado no decimo nono dia.

Quanto a intensidade ou 4 facilidade com que era encontrada, te-
mos a informar que se apresentava extraordinariamente abundante em dois
M. rhesus sacrificados no 6° dia, um inoculado com sangue, outro com fi-
gado de macaco contendo virus, ainda em um sacrificadc no 80 e em dois
outros sacrificados no 100 dia, um dos quaes fora inoculado com edes
wgyplt infectados (v. a fig. 2).

Em quatro M. rhesus sacrificados no quinto dia, em um M. eV G-
molgus sacrificado no setimo dia, em um M. rhesus sacrificado no aono
dia e em um outro sacrificado no decimo primeiro, a degeneracao oxy-
chromatica era bastante abundante, sendo faciimente encontrada nos cortes
histologicos.

Em dois Al. rhesus sacrificados no sexto dia, e em um /M. cyrnomol-
gus sacrificado no decimo quarto dia, ella era discreta.

Finalmente, em um M. rhesus morto no decimo quinto dia, ella era
encontrada com difficuldade. | |

Em relacdo 4 sua constancia nos animaes inoculados, as nossas ob-
sefvagoes nao foram ainda realisadas de niodo satisfactorio, visto como
dependem, necessariamente, da collaboracdo effectiva dos pesquizadores
que trabalham com o virus e assim, sé mais tarde, poderdo ser levadas a
effeito . 4

Examinando porém, juntamente com CUNHA e MUNIZ, uma serie
de inoculacdes em M. rhesus, confirmamos as suas veriticacoes a respeito
da variabilidade das lestes hepaticas e da auzencia das descriptas como
typicas por STOKES, BAUER ¢ HUDSON, em macacos (22, ‘e 5a, passa-
gens) cujo figado, no entanto, continha o virus conforme mostraram os
Symptomas e as lesdes em animaes inoculados posteriormente.

Em um dos aniniaes (2v. passagem), a degeneracdo oxychromatica
foi a wunica lesio da cellula hepatica verificada, sendo ahi, bastante
intensa : - em um outro (52 passagem), ella mesma n3o poude ser' re-
conhecida mostrando o figado apenas ‘discreta infiltracio gordurosa peri-

porta. |
RESUMO E CONCLUSOES.

No figado de um Macacus rhesus inoculado por BEAUREPAIRE
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ARAGAO com sangue de um caso benigno de febre amarella e no qual
elle descreveu symptomas e lesGes typicas semelhantes 4s obtidas por
STOKES, BAUER ¢ HUDSON pela inoculagio com o virus africano no
mesmo animal, encontramos alteracoes nucleares da mesma natureza das
assignaladas no herpes zoster, herpes symptomatico, varicella e virus Ili
do coelho e descriptas ora sob o nome de “inclusdes acidophilas intranu-

cleares” (LIPSCHUTZ, GOODPASTURE), ora sobode “degeneracio oxy-
chromatica” (LAUDA e LUGER).

Alteracdes nucleares semelhantes da cellula hepatica encontramos,
posteriormenie em 13 M. rhesus e 2 M. cynomolgus inoculados com ¢ virus
brasileiro da febre amarella o qual féra isolado independentemente por
BEAUREPAIRE ARAGAO e depois por A. MARQUES DA CUNHA e J.
MUNIZ de dois casos benignos de febre amarella, tendo sido um dos ma-
cacos injectado directamente com o sangue do doente; dois macacos foram
inoculados com Aedes wgypti infectados em homem e em macaco; os de-
mais foram animaes empregados em passagens em serie do virus pelo ma-
caco, e talvez esse facto explique até certo ponto, as notaveis differencas
por vezes encontradas nas alteracdes histopathologicas do figado, visto
como, em condicoes naturaes, o virus nunca passa directamente de homem
para homem.

A intensidade com que se apresenta a degeneracio oxychromatica
de modo algum esta na dependencia das alteracdes do conteiido gorduro-
SO, necrose e necrobiose encontradas; em um caso, ella era a unica alte-
racao presente no figado, sendo entao particularmente intensa.

As InclusGes acidophilas intranucleares (degeneracio oxychroma-
tica) n3o foram encontradas em diversos M. rhesus nio inoculados e mor-
tos por causas obscuras; no entanto, em taes figados eram presentes infil-
tracao e degeneracdio gordurosas associadas a alteracoes de necrose e necro-
bilose .

Alguns estadios (figuras intranucleares ‘‘em borboleta” e “em ameba”’,
v. fig. g e h, Est. colorida) sendo abundantes, facilitam, em virtude de sua confi-
guragao especial, o reconhecimento da degeneracdao oxychromatica em cértes
feitos segundo uma technica rapida (pequenos fragmentos de figado fixados
em formol aquecido a 60°C.—trinta minutos, cértes em congelaciio, hema-
toxylina, eosina, alcool absoluto, phenol-xylol-creosoto, xylol, balsamo),
nao tendo, afdéra isso, importancia especial.

Ao passo que a degeneracdo e infiltragdo gordurosa, bem como a
necrose e a necrobiose da cellula hepatica apresentam variacdes considera-
veis em sua intensidade de um para outro animal em uma passagem em
serie nao interrompida do virus pelo M. rhesus, chegande mesmo a faltar
inteiramente em dois animaes cujo figado, no entanto, mostrou-se capaz de
reproduzir symptomas e lesdes typicas na passagem seguinte, as inclu-
soes acidophilas intranucleares (degeneracdo oxychromatica), de regra, se
encontram com muito maior regularidade. Em dois M. rhesus mortos no
60 dia, em um no 80 e em dois no 100 dia, a degeneracio oxychromatica
era de tal modo abundante que quasi todas as cellulas do figado se mos-
travam attingidas (v. fig. 2); em um delles, conforme atraz ficou dito
sendo bastante intensa, era a unica altera¢do encontrada no figado.

Em M. rhesus mortos no 140 e no 150 dias de inoculaclio, a dege-
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neracdo oxychromatica era escassa, mostrando-se inteiramente auzente em
im outro morto no 190 dia.

~Apparentemente occorre, assim, uma desappari¢ao gradual das inclu-
soes acidophilas intranucleares das cellulas hepaticas depois de ahi terem
sido muito abundantes, em alguns casos, no 100 dia (v. fig. 2). No en-
tanto, a degeneracio gordurosa e a necrose podem persistir, sendo, de facto
ainda intensas em um macaco morto no 150 dia, e no qual a degeneragdo
oxychromatica, mostrava-se, comtudo, assaz escassa.

Em um macaco morto no 50 dia, o qual transmittio o virus a um
outro animal, nao foi encontrada degeneragdo oxychromatica no figado,
sendo uma ligezira infiltracao gordurosa periporta a unica lesao ahi exis-
tente; a degeneracio oxychromatica, no entanto, reappareceun no animal
inoculado em seguida.

Levando em conta que, algumas vezes, na passagem em serie nao
interrompida do virus da febre amarella pelo M. rhesus, o figado pode apre-
sentar uma apparencia normal, que as alteracdoes histopathologicas sd3o
muito variaveis em intensidade de um animal para outro e que a intensi-
dade com que se apresenta a degenaracdao oxychromatica varia conforme o
dia de inoculacio em que morre o animal, as inclusdes acidophilas intra-
nucleares siao, na nossa opiniio, mais capazes de assegurar o diagnostico
histopathologico da doenca provocada no M. rhesus de que qualquer outra
alteracdo anteriormente ahi assignalada.

As verificacdes effectuadas nao contradizem a hypothese de que as
inclusges acidophilas infranucleares estejam associadas a presenca do virus
no interior das cellulas affectadas, de accordo com o que muitos auctores
affirmam em relacao a outras doengas produzidas por virus filtraveis onde
existem alteracoes nucleares semelhantes (herpes zoster, herpes symptoma-
tico, varicella, virus IIl do coelho).

Admittindo-a, facil se torna explicar a apparente independencia entre
degeneracao oxychromatica e degeneracao gordurosa, necrose e necrobiose
no figado: as primeiras sao devidas a4 presenca e talvez, multiplicacio do
virus no interior das proprias celiulas, as segundas se achando antes na
dependencia de uma toxemia concomitante.

SUMMARY AND CONCLUSIONS.

In the liver of one Macacus rhesus injected by BEAUREPAIRE
ARAGAO with blood of one benign case of yellow fever and in which he
described (1) symptoms and typical lesions simjlar to those obtained by
STOKES, BAUER and HUDSON in M. rhesus injected with the African
virus, it has been found (2) changes in the nuclei analogous to those refe-
red to in herpes zoster, symptomatic herpes, varicella and virus Il infec-
tion of rabbits, and described either under the name of “acidophilic intra-
nuclear inclusions”’ (LIPSCHUTZ, GOODPASTURE), either as ‘“oxychro-
matic degeneration” (LAUDA and LUGER).

(1) ARAGAO, H. B.—Brasil Medico, 1928, Anno XLII n. 27,
ARAGAO, H. B.—Communicagio 4 “Societé Brésilienne de Biologie” em 24 de
Junho de 1928.
(2) TORRES, C. M.-Communicagdes 4 “Societé Brésilienne de Biologie’’ em 24 de
Junho e 29 de Julho de 1028.
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- Similar changes in the nuclei of liver cells were afterwards found by
me in 13 M. rhesus and 2 M, cynomolgus injected with the Brazilian virus
of yellow fever recovered independently by BEAUREPAIRE ARAGAO (3)
and A. MARQUES DA CUNHA and J]. MUNIZ (4) from two benign cases
of yellow fever; one of these monkeys was directly injected with the blood
from the patient; two were injected with Aedes w@gypti after having fed
upon the blood of yellow fever patients or experimentally infected M.
rhesus ; the others were monkeys used in an unbroken series of passages
of the virus through M. rhesus; and perhaps this accounts for notable dif-
ferences found in the histopathology of the liver from case to case, as un-
der natural conditions the virus never passes directly from man to man.

The degree in‘which the oxychromatic degeneration occurs is in no
way dependent upon the degree in which falty and necrobiotic changes
are found; in one instance it was the only change present in' the liver,
being there particularly intense.

The acidophilic intranuclear inclusions (oxychromatic degeneration)
were not present in several M. rhesus not inoculated and dying of tuber-
culosis or obscutre causes; notwithstanding in these livers, fatty infiltra-
tion and degeneration associated to necrobiotic changes were found.

Some stages (“butterfly” and “entamocba-like’ intranuclear figures,
s. coloured Plate figs. ¢, and /%) are rather frequent and by its characteristic
shape facilitate the recognition of oxychromatic degeneration in sections
made by a rapid technique (small pieces of liver fixed in folmaldehyde
heated to 000C—thirty minutes, frozen sections, hematoxylin, eosin, ab-
solute alcohol, phenol-xylol-creosote, xylol, balsain) having no peculiar im-
portance besides this.

Since the fatty degeneration and infiltration, necrosis and necrobiosis
of the cells present considerable varjations in degree from case to case in
an unbroken series of passages of the virus through M. rhesus, lacking
in two animals the liver of which was able to reproduce typical symptoms
and lesions. in the following passage, the acidophilic intranuclear inclusions
(oxychromatlc degeneration), as a rule, were found with much more regu-
larity. In two M. rhesus killed on the 6th day, in one on the 8th, and in
two on the 10th day, oxychromatic degenerdtion was so abundant as to
occurs in almost every liver cell (s. fig. 2); in one instance, as previously
reported, beino rather intense, it was the only change found in the liver.

In two M. rhesus killed on the 14 and 15th days of moculatlon the
oxychromatic degeneration was scarce and it was entlrely absent m ano-
ther killed on the 19th day.

Apparently it occurs, therefore, a gradual disappearance of the aci-
dophilic intranuclear inclusions from the liver cells after having been in
some cases very pronounced on the 10th day, (s.- fig. 2) Notwithstanding
the fatty and necrobiotic changes can parsist and were, in fact, rather in-

TORRES, C. M.—Brasil-Medico, 1928, Anno XLII, n. 36.
TORRES, C. M..-—-Sciencia Medica, Anno. VI, n. 9, 1928,
(3) ARARAO, H. B.—loc. cit. |
(4) CUNHA,; A. M. e MUNIZ, . —Zonnunicazar a aocicté Brésilienne de Biologie’’,
em 20 de Julho de 1928.



Fig. 1-—Corte de figado de M. rhesus nao inoculado. As cellulas hepaticas
mostram nucleos normaes, Phot. |. Pinto



Fig. 2-—Corte de figado de M. rhesus inoculado com Aedes wgypti intectados em doente de
febre amarella e morto no decimo dia de inoculacio. Quasi todas as cellulas apresentam inclu-
soes acidophilas intranucleares. Phot . J. Pinto



€. MAGARINOS TORRES : InclusGes acidophilas intranucleares
(degeneracdo oxychromatica) na febre amarella experimental.
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tense in a monkey killed after 15 days, in which the oxychromatic degene-
ration was however very scarce. |

In one monkey killed after 5 days and which carried the virus to
another animal, no oxychromatic degeneration was found, slight fatty peri-
portal infiltration being the only change observed in the liver; the oxychro-
matic degeneration reappeared however in the next passage.

It one takes into account that sometimes in an unbroken series of
passages of the virus of yellow fever through M. rhesus the liver shows a
normal picture, that the histopathologic changes are very variable in inten-
sity from case to case and that the degree in which the oxychromatic de-
generation is found changes according to the day of inoculation the animal
is killed, the acidophilic intranuclear inclusions, in my opinion, are more
liable to assure the histopathologic diagnosis of the disease induced in M.
rhesus than any other pathological findings previously mentioned there.

The facts brought to light do not contradict the presumption that
the acidophilic intranuclear inclusions are associated to the presence of the
virus inside the affected cells, as stated by many writers in respect to other
filterable virus diseases in which similar changes occur in the nuclei (her-
pes zoster, symptomatic herpes, varicella, virus 111 infection of rabbits).

Assuming this it is explained at once the apparent independence
between oxychromatic degeneration and fatty and necrobiotic changes in
the liver, the former being related to the presence and possibly, multipli-
cation of the virus itself inside the cells, the late being in the dependence
of an associated toxemia.

To Drs. BEAUREPAIRE ARAGAO, A. MARQUES DA CUNHA
and J. MUNIZ I am indebted for their courtesy in lending me tissues for
histopathologic study from the monkeys used in the course of their expe-
riments.

Fig. 1 —Magnification X 1,150. Section of the liver from a M. rhe-
sus non-inoculated. The liver cells are seen to have a
normal nucleus.

Fig. 2—Magnification > 1,150. Section of the liver of a M. rhesus
injected with Aedes wgypti after having fed upon the
blood of yellow fever patient and killed on the 10th day
of inoculation. Almost every liver cell is seen to present
acidophilic intranuclear inclusions. |

PLATE

Liver cells from several M. rhesus inoculated with the Brazilian vi-
rus of yellow fever. Many stages of the oxychromatic degeneration are
represented. In /2 and g, “butterfly’’ and “entamoeba-like’”’ intranuclear fi-
gures. Figure ¢ is similar to fig. 14 of RIVER’s, article on filterable viruses.
Amer. Jour. Path., 1928, Vol. IX, n. 2, pg. 91.



