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I —A POSSIBILIDADE DE APARECIMENTO DE «CORPOS DE
INCLUSAO» INTRANUCLEARES NA PESTE SUINA CLASSICA
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O diagndstico das doengas provocadas por virus nos animais domés-
ticos, tendo por base a presenca de «corpos de inclus@on, quer intranu-
cleares, quer intracitopldsmicos, nio é um problema novo; igualmente o
nio é o facto de na peste suina cldssica poderem aparecer «corpos de inclu-
sdo» intranucleares; a frequéncia com que estes aparecem e o seu valor
no diagnéstico diferencial da referida afec¢io é que tem dado origem a
um grande nimero de controvérsias.

Na verdade alguns autores se tém dedicado, mais ou menos exaus-
tivamente, ao estudo do problema e os resultados ndo sio de maneira
nenhuma animadores.

Assim HiMMELBERGER (4) faz referéncia a «inclusdes citoplasmi-
cas» em esfregacos do epitélio conjuntival, colhidos durante o periodo de
elevagio da temperatura, e usando como meio de evidenciagio a classica
coloragio pelo Giemsa.

Pelo contrario Morris (7) servindo-se ndo s6 de porcos, como tam-
bém de diferentes animais de laboratério, inoculados com o virus da peste
suina cldssica, e utilizando os mesmos métodos de HIMMELBERGER, nega
a existéncia de «corpos de inclusdo» mna peste suina cldssica. Da mesma
maneira SEIFRIED (10) realizando observagdes microscpicas ao nivel do
sistema nervoso central de porcos normais e inoculados experimentalmente
com o virus da peste suina cldssica, ndo viu «corpos de inclusdo» tipicos.
Algumas imagens intranucleares que podiam suscitar confusdes foram
identificadas por aquele grande morfologista alemio, com imagens de
degenerescéncia nuclear. -



As pesquisas realizadas por Muir (8) em diferentes animais de
laboratério infectados experimentalmente, falharam no respeitante & de-
monstragdo de «corpos de inclusio» quer intranucleares, quer intracito-
plasmicos.

Boynton (2) e colaboradores no exame de esfregacos da vesicula
biliar de 600 porcos infectados com peste cldssica e em 50 sofrendo de
outras doencas, assinalaram a presenca de «corpos de inclusio» intranu-
cleares somente nos da peste suina cldssica.

Com base nestes resultados PLumMMER (9) efectuou o controlo his-
tologico das vesiculas biliares de 38 porcos infectados com peste suina
cldssica e ndo pode demonstrar em nenhum deles a presenca de «corpos de
inclusdo» intranucleares.

Dunse (3), em trabalho recente, afirma que as «incluses intra-
nucleares» na peste suina cléssica podem aparecer, especialmente nos gan-
glios linfdticos, nunca antes do 6.° nem depois do 11.° dias de infeccio,
o que limita verdadeiramente o seu valor no diagnéstico da doenca. Diz
0 mesmo autor que € por vezes muito dificil a diferenciagio entre «corpos
de inclusio» e outros aspectos degenerativos das células linfoides, donde
se deduz que os mesmos «corpos de inclusio» sdo evidenciiveis ao nivel
dos linfocitos; no entretanto, pelas imagens fotograficas que o mesmo autor
mostra, na sua publicagdo, € dificil realmente chegarmos A conclusio de
que se trata de verdadeiros «corpos de inclusdon.

Igualmente «corpos de inclusido» considerados especificos da peste
suina cldssica, foram descritos no museulo cardiaco (MaTHIAS) (6), nas
células hepdticas (Kreic) (5) e nas células dos ganglios linfiticos
(UrMaN, UNDERDAHL, AIKEN, STAIR ¢ YOoUNG) (11).

Benson (1) estudando igualmente o problema nio encontrou «cor-
pos de inclusion em nenhum dos tecidos estudados histoldgicamente e, por
esta razio, nfo lhe dd qualquer valor no diagnéstico da peste suina
classica. Nos esfregacgos de vesicula biliar encontrou realmente alteracoes
celulares que ndo se observam em porcos normais, mas que nio sio especi-
ficas da peste suina classica.

Como se vé hd grandes discordancias, aspectos pouco claros e, fun-
damentalmente, uma frequéncia pouco elevada no aparecimento dos «cor-
pos de inclusdo» na peste suina cldssica.




E, pois, evidente que nido podemos contar com eles para um diagnds-
tico efectivo da peste suina cldssica.

O presente trabalho nio tem, pois, por objectivo resolver definitiva-
mente um tdo discutido problema, mas sim dar uma simples contribuicdo
ao seu estudo.

I o facto que, no decurso dos nossos estudos sobre o diagnéstico dife-
rencial morfolégico entre a pesta suina cldssica e africana, nos apareceu
um caso em que os «corpos de inclusio» intranucleares da primeira das
afeccOes eram tdo nitidos, clissicos e numerosos que ndo quisemos deixar
fugir a oportunidade de os estudar um pouco mais detalhadamente.

Evidentemente que o estudo nao estd completo visto que a surpresa
da observacio microscopica nos impediu de realizar outras pesquisas cito-
quimicas que se imporiam e desejariamos efectuar: o material jd fixado
¢ incluido em parafina ndo era de molde a tais pesquisas.

MATERIAL E METODOS

Nos nossos estudos comparativos foram utilizados 13 animais, das
criagdes privativas do L. N. L. V., de raca Large-White, com 4 meses de
idade e cerc ade 40 kg de peso, sem quaisquer vacinagbes ou interven-
cies terapéuticas.

5 animais foram inoculados por via intramuscular com 2 c.c. de
virus-sangue, duma estirpe habitualmente utilizada no L.N. L V. para
provas de contraste de peste suina clissica; 6 animais foram inoculados
por via intramuscular com 1 c.c. duma suspensio de bago em soro fisiols-
gico, a cerra de 10 9%, sendo o material proveniente de porcos seguramente
mortos com peste suina africana; 2 animais serviram de testemunhas.

O material foi colhido imediatamente apds a morte dos animais ino-
culados e o sacrificio dos animais testemunhas,

Todos os suinos inoculados com peste suina cldssica morreram
entre os 9 e oz 13 dias apés a inoculaglo, com quadro morfolégico de peste
suina cldssica; o tinico onde foram vistos os «corpos de inclusfo» morreu
ao 13.° dia de inoculacao.

Todos os suinos inoculados com peste suina alricana morreram entre
0s 6 e 0s 8 dias apds a inoculagio ,com quadro morfolégico de peste suina
africana.
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Foram colhidos fragmentos de sistema nervoso central, ginglios lin-
tdticos, coragdo, pulmaio, figado, baco, rim, supra-renal, bexiga, intestino,
estdbmago e vesicula biliar.

Fixagdo imediata em Bouin-alcodlico e em Formol a 10 %, neu-
tralizado.

Métodos de coloracio:

Hematoxilina de Erhlich-Eritrosina (HE)

Mac-Manus-Hotchkiss (MM )

Tricrémico verde de Masson (TV)

Tricrémico de Mallory (TM)

Teste de Brachet (TB) (concentracio de ribonuclease 0,5 Miligrs.
por c.c.. Tempo de digestdo 1 h. e 30 minutos a 37°).

Feulgen (F)

Feulgen apés a digestdo com desoxiribonuclease (1 Miligr. de DNASE
por c.c. dum soluto tampdo de Veronal 0,025 M a pH 7,5 con-
tendo 0,0025 M de sulfato de magnésio — tempo de digestio
20 horas a 37°).

RESULTADOS E DISCUSSAO

~ Na descrigio dos resultados faremos, como é ébvio, referéncia exclu-
siva ao aspecto morfologico dos «corpos de inclusioy.

Assim os «corpos de inclusio» intranucleares foram observados no
figado, no bago ,nos ganglios linfdticos, na supra-renal, no pulmio e no rim.

A sua evidenciagio foi sempre mais ficil e objectiva no material
fixado com Bouin-alcodlico.

No figado, localizavam-se exclusivamente ao nivel do nicleo das cé-
lulas de Kupffer; no bago e ginglios linfiticos, nas células recticulares; na
supra-renal, nas células de revestimento dos eapilares sinusoides da zona
cortical, especialmente na drea recticular; no pulmio, nas células de reves-
timento alveolar e, no rim, nas células endoteliais do glomérulo ou nas
células do folheto visceral da cdpsula de Bowmann.

«Os corpos de inclusio» intranucleares assinalados sio sempre tini-
cos mas de volume varidvel e de forma arredondada ou eliptica; os mais
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pequenos ocupam geralmente uma posi¢io excéntrica enquanto que 0s maio-
res 1€m posi¢do mais ou menos central; sdo rodeados por um circulo claro
que resulta evidentemente da marginac¢io das massas cromdticas, o que por
vezes acarrela uma imagem hipercromédtica da membrana nuclear; o nu-
cléolo desaparece quase sempre, mas hd células em que ele é perfeitamente
visivel lado a lado com o «corpo de inclusdon,

Com os métodos de coloragio HE, TV e TM os «corpos de inclusio»
mostram diferencas de intensidade de coloragdo que vao desde o franca-
mente eosindfilo até ao intensamente basofilo; no entretanto, tanto a eosino-
filia como a basofilia resultam duma mistura das duas tonalidades, nunca
se mostrando no estado puro; sdmente nos mais intensamente basofilos se
déd quase que o desaparecimento total do fundo eosinéfilo.

Com o método de MM hd igualmente uma predominéncia da baso-
filia sobre um fundo muito fracamente PAS positivo.

O TB revela positividade & pironina e sobre esse leve fundo verme-
lho notam-se graos, mais ou menos abundantes, positivos ao verde de me-
tilo; apds a digestdo com a ribonuclease nota-se sbmente em poucos «corpos
de inclusao» uma diminui¢do pouco acentuada de intensidade de coloragio
com a pironina; na maioria dos «corpos de inclusion o RNA resiste a
digestio respectiva.

Com o método de Feulgen as granulagbes positivas ao verde de me-
tilo sao também nitidamente coradas, mas apds a digestdo com a desoxiri-
bonuclease, verifica-se que s6 em poucas «inclusdes» esses grios resistem
a acgfio diastdsica.

Conforme se depreende dos relatos efectuados até aqui os «corpos
de inclusio» intranucleares foram wobservados num s6 animal de entre
cinco inoculados com peste suina cldssica. Nos seis animais inoculados
com peste suina africana e nos dois testemunhas nfo foram vistas quais-
quer imagens que pudessem levar a uma tal concluséo.

O animal que apresentava os referidos «corpos de inclusio» morreu
ao fim do 13.° dia de inoculacio o que, em principio, estd em desacordo
com as afirmagdes de DUNNE que sOmente as assinala entre o 6.° € o
11.° dias. _

Igualmente, e como se disse, o mesmo autor (DUNNE) dd a entender
que esses «corpos de Inclusdo» intranucleares se observam ao nivel do
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nicleo das células linfoides; ora, no nosso caso, isso nunca se verificou,
sendo sempre as células do sistema histiocitirio ou outras com ele aparen-
tadas, as que os apresentam,

As imagens morfolégicas resultantes dos métodos citoquimicos que
tivemos possibilidade de empregar fazem supor que os «corpos de inclu-
s@o» intranucleares da peste suina cldssica estejam compreendidos num
auténtico ciclo evolutivo, conforme o atestam as variacies das suas afini-
dades tinturiais.

O TB € o I com as respectivas digestdes enzimdticas fazem acreditar
que na composicio dos «corpos de inclusion em estudo estdo fundamental-
mente representadas as nucleoproteinas, nomeadamente 0 RNA ¢ o DNA,
sempre com predomindncia do primeiro. A sua resisténcia diferente aos
testes enzimdticos mais refor¢a a ideia da existéneia dum ciclo evolutivo
da inclusdo.

CONCLUSOES

1 — Os «corpos de inclusdo» intranucleares podem aparecer na peste suina
cldssica num nimero muito restrito de casos o que diminui, evidente-
mente, o seu valor no diagnéstico da doenca.

2 — 0O seu aparecimento pode dar-se pelo menos até ao 13.° dia de ino-
culagio.

3 — A sua localizagio preferencial é ao nivel das células histiocitdrias
do figado, bago e ginglios linfaticos, bem como nas paredes dos capi-
lares da supra-renal e glomérulo de Malpighi e, ainda, nas células do
revestimento alveolar do pulmao.

4 — Nunca observdmos estes «corpos de inclusio» na peste suina africana
e nos animais testemunhas.

5 — Segundo as provas citoquimicas que pudemos realizar, parecem ser o

RNA e o DNA que constituem fundamentalmente o «corpo de inclu-

sdo», sempre com predominincia do primeiro.

6 — Em relagio com a variabilidade do seu aspecto morfolégico parece
que a sua formacfo estd sujeita a um auténtico ciclo evolutivo.

Maio de 1966
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RESUMO

Os autores assinalam a presenca de corpos de inclusio intranucleares
no figado, baco, ganglios linfaticos, supra-renal, pulmdo e rim dum suino
infectado experimentalmente com peste suina classica.

RESUME
Les A.A. signalent la présence des corpos d’inclusion intranucléaires
dans le foie, rate, ganglions lymphatiques, surrénale, poumon et rein chez
un pore infecté spérimentalment avec peste porcine classique.
SUMMARY
The A.A. point out the presence of intranucleal inclusions bodies in
the liver, spleen, lymphatic ganglions, supra-renal, lungs and kydney on
a pig experimentally infected with Hog Cholera.
RIASSUNTO
Gli A.A. riferiscono la presenza dei corpi da inclusione intranucleari
nel fegato, milza, linfonodi, surrenale, polmone e rene di un maiale inno-
culatto sperimentalmente con peste porcina classica.
ZUSAMMENFASSUNG
Die Verfasser stellen Kerneischliisse in der Leber, in der Milz, in
den Lymphknoten, in den Nebennieren, in den Lungen und in den Nieren

eines Schweines fest, das experimentell mit klassischer Schweinpest infe-
ziert wurde.



BIBLIOGRAFIA

1— Benson (D V.) — 1952 — The velue of Inclusion Bodies in the Diagnosis of Hog Cholera.
Am. J. Vet, Res., 13, 304.

2— Boynton (W. H.), Woons (G. M.) e Casseperry (N. H.} — 1941 — Cell changes in the
gall bladder as an aid in the dicgnosis of Hog Cholera. Proc. 45th. Ann. Meet V. S. Lives-
tock San. Assn,, 44, _

3—Dune (H. W.} — 1963 — Field and Laboratory Diagnosis of Hog Cholera. Vet. Med. 58, 222

4— Hmvvrioercer (L. B.) — 1956 — Cell Inelusions in Hog Chelera. J. Am. Vet Med. Ass.
48, 450,

5 — Kreie (K.) — 1961 — Cit, por Dunng (3).

6 — Marmas (D) — 1960 — Cit. por Dunwe (3).

7—Mozrris (M. C.) —1935— Cit. por Bewson (1).

8§ —Mur (R. 0.) — 193 — 4 search jor Diagnostic Symptoms in a variety of small experimen-
tal animals after administration of swine fever tissue suspensions by different routes.
J. Comp. Path. and Therap., 53, 237.

9— Prummer (P. ], G.) — 1943 — Cit, por Bewsox (1).

10 — Sgrrraep (0.) — 1932 — Cit. por Bexson (1),

11 — Upman (H. K.), Unperpann (M. S.), Amex (1. M.), Stamr (L. L.) e Youne (C, A.) — 1962
— Intranuclear inclusions bodies associated with hog cholera. J. Am. Vet. Med. Ass.,
141, 571.

e M s



INCLUSOES DE PESTE SUINA CLASSICA

Fig. 1 — Figado. Corpo de inclusio intranuclear numea célula histiocitdria. Leiiz-Leica
Oe. 10 Obj. Irmersao H. E.

Fig. 2— Figado. Corpo de inclusio intranuclear numa célula histiocitdria. Leitz-Leica
Ce. 10 Obj. Imersao H. E.




INCLUSOES DE PESTE SUINA CLASSICA

Fig. 3 — Figado. Corpo de inclusio intranuclear nume célule histiocitdria. Leitz-Leica
Oc. 10 Obf, Imersio H. E.

Fig. 4— Figado. Corpo de inclusio intranuclear numa célula histiocitdria. Leitz-Leica
Oc, 10 Obf. Imersido H. E.



INCLUSOES DE PESTE SUINA CLASSICA
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Fig, 5— Bago. Corpo de inclusido intranuclear nume célule histiocitdria. Leitz-Leica
Oc. 100 O&j. Imersiéo H. E.
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Fig. 6 — Bago. Corpo de inclusio intrenuclear numa célula histiocitdria. Leitz-Leica
: Oc. 10 0bj. Imersao H. E.



INCLUSOES DE PESTE SUINA CLASSICA

Fig. 7— Ganglio Linfdtico gastro-hepdtico. Corpo de inclus@o intranuclear numa cé-
Iula reticular. Leitz-Leica Oec. 10 Obj. Imersio H. E.
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Fig. 8 — Supra-renal. Corpos de inclusio intranucleares nas células dos capilares.

Leitz-Leica Oc. 10 Obj. Imersio H. E.




INCLUSOES DE PESTE SUINA CLASSICA

Fig. 9— Supra-renal. Corpo de inclusdo intranuclear numa célule dum capilar.
Leitz-Leica Oc. 10 Obj. Imersio H. E.

Fig. 10 — Supra-renal. Corpo de inclusdo intranuclear numa célula dum capilar.
Leitz-Leica Oc. 10 0bj. Imersao H. E.



INCLUSOES DE PESTE SUINA CLASSICA

Fig, 11 — Supra-renal. Corpo de inclus@o intranuclear numa célule dum capilar.
Leitz-Leica Oc. 10 Obj. Imersiao H. E.

Fig. 12 — Pulméo. Corpo de inclusfo intranuclear numa célula de revestimento al-
veolar. Leitz-Leica Oc. 10 Obj. Imersao H. E.




INCLUSOES DE PESTE SUINA CLASSICA

Fig. 13 — Pulméo. Corpo de inclusao intranuclear numa célula de revestimento al-
veolar, Leitz-Leica Oc. 10 Obj. Imersio H. E.

Fig. 14 — Rim. Corpo de inclusio intranuclear numa célula endotelial. Leitz-Leica
Oc. 10 Obj. Imersio H. E.




