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RESUMO

No presente trabalho destaca-se o contributo da microscopia electrénica de trans-
missao para o esclarecimento de aspectos fundamentais da patologia, patogenia e etio-
logia da hepatite B. S0 mencionadas as alteracdes principais dos organelos dos hepa-
tocitos no decurso da hepatite aguda e das formas crénicas da doenga, € a sua relagio
com as perturbacdes da fungio hepitica. Sdo referidos os caracteres morfolégicos
dos componentes antigénicos do virus da hepatite B (AgHBs e AgHBc), a sua loca-
lizagdo intra-hepatocitiria e a sua ocorréncia nas diferentes formas de doenga hepitica
com antigenémia HBs. E discutida a patogénese celular das alteragdes hepéticas na
hepatite aguda e sugere-se a possibilidade de as relacoes intercelulares entre linfocitos
e hepatocitos corresponderem 4 expressio morfolégica de mecanismo imunolégico
contributivo para a evolugdo crénica da doenca.

A microscopia electronica tem sido aplicada ao estudo das hepatites, quer para
o conhecimento das alteragSes subcelulares que ocorrem no decurso da doenga, quer para
a identificagdo de particulas e estruturas relacioniveis com virus.

No presente trabalho, pretendem abordar-se alguns dos aspectos principais do
conhecimento actual da hepatite B, obtidos com o emprego de técnicas de microscopia
electrénica de transmissdo:

— as alteracdes ultrastruturais das células parenquimatosas do figado na hepatite
aguda viral, e alguns aspectos relativos a formas crénicas;

—as particulas relacionadas com o virus da hepatite B de localizagdo intra-hepa-
tocitdria ;

-—a patogénese celular das alteragbes hepiticas nas formas agudas e crénicas
da doenga.

As conclusdes que se apresentam baseiam-se na revisio da literatura, e no estudo
de bidpsias hepiticas de doentes com hepatite aguda e hepatite crénica, efectuado na
Unidade de Microscopia Electrénica da Faculdade de Medicina de Lisboa, de 1974
a 1977.
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Fig. 1o Micsofotografia onde sc obsertam porgoes de + células bepa-
ticas, em um caso de hepatite aguda por virus. O nicleo estd aumentado d.
volume, a membrana nuclear, é irregulay, o nucléolo é proeminente. Hd
dilatacio ¢ disrupcao de cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
¢ diferengas na densidade da matriz das mitocondrias (M). Na célula
vitnada @ diveita na figura, observa-se praticamente o desapavecimento do
reticulo endoplasmético rugoso e a exuberante proliferacio ¢ vesiculagao
do reticulo liso (REL). Na confluéncia dos quatro hepatocitos observa-se
um canaliculo biliar (CB) moderadamente dilatado. com diminuicao do
nimero de vilosidades. x 3900

L. A wltrastrutura do figado na hepatite B

Os aspectos ultrastruturais do figado na hepatite aguda por virus sio idénticos
aos que se observam em outros processos inflamatérios agudos deste 6rgio, nomeada-
mente os produzidos por certas drogas. Tal como acontece na observagio ao micros-
cépio de luz também, em microscopia electrénica, nio hid caracteres distintivos, no
quadro das alteragbes hepéticas, entre as hepatites B e as ndo B, designadamente as
hepatites infecciosas. Existe uma relativa discrepincia entre as alteragbes observadas ao
microscépio 6ptico e as que se observam ao microscopio electrénico, sendo estas relati-
vamente menos importantes que aquelas (Jézéquel e Steiner 1967; Schaffner 1970).
A distribuicio das lesdes é varidvel, havendo zonas de marcadas alteragbes celulares,
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Fig. 1b— Ampliagao da regido marcada na fig. la. Observa-se no nicleo um corpo
nuclear de tipo IV. (Bouteille). x 23 150

vizinhas de outras com células aparentemente normais, ou com lesGes morfologicamente
minimas.

No ntcleo dos hepatocitos, os achados mais frequentemente observados dizem
respeito 2s alteragdes do seu volume e da configuragio da membrana nuclear, a qual
assume, em regra, um aspecto ondulado (figs. 1a e 1b). Este aspecto, que também
ocorre em outras infec¢bes virais, poderd relacionar-se com o aumento das interacgOes
niicleo-citoplasmaticas do hepatocito (Marsella 1972; Trump et al. 1976). A hipertrofia
do niicleo &, classicamente, indicativa de processo regenerativo celular. Igual significado
poderio ter o aumento das dimensGes e a duplicagdo do nucléolo, bem como a presenga,
em nfmero superior ao normal, de corpos nucleares, com estrutura por vezes muito
complexa, a que se atribui, também, uma relagao com o processo de replicagdo do virus.
(Scotto e Stralin 1976; Soares e Moura 1975).

No citoplasma do hepatocito as alteragdes mais importantes observam-se no
reticulo endoplasmitico. O reticulo rugoso apresenta dilatagio e disrupgdo das cisternas,
que ocorrem cedo no curso da doenga (fig. 1b). E frequente a perda da relagao habitual
dos ribosomas com os perfis do reticulo endoplasmatico. Estas alteragdes tém sido rela-
cionadas com perturbagdes intra-hepatocitérias da sintese proteica (Willis 1968 ; Ruebner
e Slusser 1968). O reticulo endoplasmatico liso apresenta vesiculagdo, por vezes muito
intensa. O aumento e a vesiculagio do reticulo endoplasmitico algumas vezes é exube-
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rante, originando grande aumento do volume da célula o que, em microscopia de luz,
corresponde ao aspecto de células em baldo.

As alteragbes das mitocondrias sdo pouco marcadas, podendo, contudo, observar-se
alteragbes do volume do organelo ou, ainda, formagles cristalinas intramitocondriais.

Existe, em geral, um aumento do niimero de peroxisomas cujo significado no
curso das alteragbes da doenga ndo esti ainda esclarecido (Schaffner 1970).

O complexo de Golgi esti frequentemente dilatado, contendo material floculento,
alteracBes estas que se relacionam com as perturbagSes da secregio biliar. Com frequéncia,
partticularmente nas formas ictéricas, obsetvam-se figuras de mielina ou inclusGes
lamelares (fig. 2), correspondentes a enrolamentos de membranas (fosfolipidicas?), em
geral atribuidos aos efeitos da lesdo celular subletal (Trump et al. 1976). Os processos
de necrose das células hepiticas podem conduzir & lise e condensagio das mesmas, que
sio eliminadas para os espagos vasculares. Apresentam-se, a0 microscépio electrénico,
como massas mais ou menos volumosas, densas aos electrGes (fig. 3), e correspondendo
aos corpos acidéfilos, achado histolgico habitual na hepatite aguda.

O edema e a redugio do nimero das vilosidades do hepatocito, na sua superficie
sinusoidal, sio uma observacio frequente na hepatite aguda (fig. 3). As alteracdes do
polo biliar da célula hepitica, embora, em geral, importantes, parecem ser reversiveis
€ associam-se com a estase biliar e a ictericia. Essas altera¢Oes traduzem-se na dilatagio,
distorsdo e perda das vilosidades, em maior ou menor grau, sendo os canaliculos biliares,
quando muito ectasiados, completamente desprovidos de vilosidades.

Na fase da recuperagio celular encontram-se, com frequéncia, células com abun-
dantes lisosomas, sobretudo formando corpos residuais com pigmento de lipofuscina e,
menos frequentemente, hemossiderina,

Na sequéncia do processo regressivo, os hepatocitos tomam um aspecto que, do
ponto de vista ultrastrutural, se nio distingue do do figado normal. Feixes de fibras
colagénias, em regra escassos, nos espagos de Disse, sdo indicativos de processo cica-
tricial residual (fig. 5).

Nas formas que evoluem para a cronicidade, as alteragdes da célula hepitica,
dependem da fase clinica em que a biépsia hepitica é feita: nas fases de agudizagio
as imagens dos hepatocitos sio sobreponiveis ds da hepatite aguda (fig. 4); nas fases
de doenga nio activa, os aspectos sdo sobreponiveis aos das fases de recuperagio, mais
ou menos préximos dos do figado normal (Trump et al. 1976). Em todo o caso sdo
frequentemente observadas alteracdes moderadas que, embora ndo especificas, se rela-
cionam com o processo subjacente e a actividade da doenga. Essas altera¢bes sio sobre-
tudo do reticulo endoplasmitico, quer liso quer rugoso, da forma e volume das mito-
coéndrias e do nimero de peroxisomas e lisosomas.

2. Estruturas intra-hepiticas relacionadas com o virus da hepatite B

Sabe-se que a particula viral do virus da hepatite B tem dois componentes: o
componente interior e o de superficie, a que correspondem determinantes antigénicos
distintos, respectivamente, AgHB, e AgHB,. Estes dois componentes sdo, provavel-
mente, sintetizados, a nivel do figado, em locais diferentes da célula hepdtica e tém
diferente expressio morfoldgica ultrastrutural (Jokelainen et al. 1970; Gerber et al.
1972). Assim, formagGes esféricas, de cerca de 20 nm de difmetro, dispersas no seio
da cromatina nuclear ou em pequenos agregados de dimensdes varidveis correspondem
ao componente central da particula viral (AgHB,) (fig. 6). Sio muito raramente
observadas na fase aguda da doenga, sendo mais frequentemente encontradas nas formas
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Fig. 2 — Por¢io de um hepatocito de um doente com hepatite aguda e icte-
ricia. Numerosas «figuras de mielina». Porcdo de um complexo de Golgi dila-
tado, com material floculento no interior das vesiculas e cisternas. x 22 100

4 5 & Lo fed

Fig. 3 — Massa osmiofilica contida numa célula macrofdgica do sinuséide he

tico (corpo aciddfilo). A superficie do hepatocito esid praticamente desprot

de vilosidades (setas). Hipertrofia do reticulo endoplasmdtico liso (RE
Corpo lamelar (CL). x 11 600
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Fig. 4 — Intensas lesoes celulares nos hepatocitos de um doente com reactivagao

clinica e laboratorial de bepatite cronica agressiva. Marcada dilatagao vesicular

do reticulo endoplasmitico (RL) Feixes de fibras colagénias (C). Célula de
Kupffer (K). x 5500

<ETT

Fig. 5 — Pleiomorfismo das mitocéndrias. Crista disposicio habi-
tnal. Aumento do niimero de peroxisomas (P). T e (C). x 14 500
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de doenga hepética crénica associadas ao AgHB, e, somente, em alguns hepatocitos
de portadores assintomiticos (Woolf e Williams 1976). .

As particulas que a imunofluorescéncia e as técnicas de imunomicroscopia elec-
trénica permitiram identificar como relacionadas com o Ag HB,, localizam-se no cito-
plasma da célula hepitica (Gerber et al. 1975).

Essas particulas tém o aspecto de perfis tubulares e circulares, de comprimento
varidvel e didmetro de 20-24 nm, e localizam-se no interior das cisternas do reticulo
endoplasmitico, o qual apresenta marcada proliferagio. Quando em grande quantidade
na célula hepitica, esta adquire o aspecto descrito em microscopia éptica por ground-
-glass, tomando essas células coloragio positiva pela orceina. Estes perfis tubulares
devem representar a camada exterior proteica do virus ou uma reacgio da célula-hospe-
deiro ao antigénio viral (Almeida e Waterson 1975). As particulas Ag HB, estio
presentes no citoplasma de menos de 5 9% dos hepatocitos na doenga hepética crénica
(hepatite crénica activa e’cirrose hepética) e, em quase metade dos hepatocitos nos
portadores assintomiticos do Ag HB, (Woolf e William 1976).

3. A patogénese celular das alteragies hep.iticas na bepatite agnda e cronica

As observagbes ao microscopio electrénico de bidpsias humanas realizadas em
diferentes fases da doenga viral permitiram alargar a compreensio das alteracdes iden-
tificadas em microscopia de luz, e da fisiopatologia das estruturas celulares do figado,
nomeadamente dos hepatocitos.

A redugio da fungio hepitica na hepatite aguda é, nio tanto o resultado da
diminuigio da massa do tecido hepitico funcionante, como, sobretudo, a consequéncia
do funcionamento deficiente da massa das células sobreviventes (Schaffner 1970).

A lesio dos organelos atras descrita e as perturbag¢Bes da secregdo biliar e da cir-
culagio sanguinea, pela presenca das células inflamatérias intra- e perisinusoidais, sio
responséveis pelas perturbagdes da fungio hepitica.

As alteragBes intrahepatocitdrias observadas no decurso da doenga permitiram
aventar modelos explicativos dos fendmenos patogénicos que ocorrem na infecgdo viral
aguda do figado. Assim, segundo Trump (1976), a interacgdo entre virus e célula
levaria, provavelmente por mecanismo imunolégico (mediado por complemento?,
anticorpos?), a alteragdes da membrana celular do hepatocito com comprometimento
dos mecanismos de difusio passiva, iénica e aquosa, e, também, dos de transporte activo.
A interacgio virus-hepatocito, involvendo primariamente lesio funcional da membrana
celular, inicia uma sequéncia complexa de fenémenos (Quadro I) de que resultaria a
caracteristica disfun¢do hepatocelular desta doenga. Os desvios anormais de ides através
da membrana plasmitica seriam, de acordo com Trump, predominantemente no sentido
da entrada de sédio para a célula e subsequente entrada de dgua, sem a saida corres-
pondente de outros ides, nomeadamente de potdssio. Haveria um aumento de volume
da célula, tendo como contrapartida morfoldgica a dilatagio do reticulo endoplasmatico
e o aspecto de balonizagio celular. Este facto também explicaria a obstrugdo canalicular
parcial e a estase biliar e, portanto, o componente colestitico observado em muitas formas
de hepatite. O hepatocito dilatado poderia sofrer duas evolugBes: ou a reparacio celular,
restitutio ad integram, com saida de sédio da célula, entrada balanceada de iGes potds-
sio e restabelecimento da integridade morfofuncional da membrana da célula hepitica,
ou a morte celular, por rebentamento.

A condensagio da célula hepitica, por lise, que em microscopia 6ptica se traduz
na presenga de corpos acidéfilos, poderia corresponder 4 saida de potissio da célula
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QUADRO 1

Representagdo esquemdtica de fendmenos patogénicos que ocorrem
ao nivel da célula bepdtica na hepatite aguda
{Adaptado e simplificado de Trump et al 1976)
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Condensacio celular
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c/estase
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Fig. 6 — Formagdes esféricas
de 20 nm (entre setas), cor-
respondentes ao componente
interior da particula viral no
niicleo de um hepatocito de
um doente com hepatite cré-
nica activa. Corpo nuclear

(CN). x 24000
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Fig. 7 — Hepatite ¢rénica activa.
Associagio de linfocito com uma
célula hepdtica que mostra alte-
racdes citoplasmaticas do reticulo
endoplasmatico com marcada di-
latagdo. Existe contacto de su-
perficie entre as membranas celu-
lares (seta). x 8500

Fig. 8 — Hepatite crénica activa.

Zonas de contacto entre as mem-

branas celulares de um linfocito

(L) e de uma célula bepditica
(H).x 18 000
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by

ndo contrabalangada pela entrada de ides sédio, fenémeno devido i perda dos meca-
nismos normais de transporte idnico. A célula lisada é eliminada para o compartimento
vascular, e, em geral, fagocitada por células macrofégicas.

O cilcio, com desigual distribui¢io intracelular, acumula-se sobretudo nas mito-
condrias. Em virtude dos desiquilibrios iénicos nos compartimentos intra- e extra-celu-
lares, libertar-se-ia para o citoplasma, despertando movimentos de membranas que
originariam a formacio de vacholos autofigicos e, ulteriormente, de corpos residuais.
Igualmente, ao nivel das préprias mitocOndrias, ocorreria a activagio de fosfolipases
que, actuando sobre a sua membrana interna, conduziriam 4 perda da integridade do
organelo.

Quanto as formas evolutivas ou crénicas, o interesse dos investigadores tem-se
centrado predominantemente nas técnicas imunoldgicas, no sentido da compreensio dos
mecanismos de persisténcia e agravamento da doenga hepitica. Da morfologia tem-se
colhido um contributo muito importante na definicdo dos quadros em que se divide
a hepatite crénica, base da classificagio actualmente adoptada.

Em trabalho recente, Kawanishi descreve a associagio morfoldgica de linfocitos
com hepatocitos, com inter-relagbes estruturais ao nivel das membranas celulares res-
pectivas (Kawanishi 1977). Em material que estuddmos, referente a doentes com
hepatite crénica activa, observimos, também, contactos intimos de agregados de pequenos
lintocitos com células hepiticas: contactos de superficie, invaginagBes, penetragdes e
fusio das membranas citoplasmiticas (Soares s. d.). E conhecido, in vitro, o alto
grau de especificidade de linfocitos imunes para a lise de células-alvo (Gerottini e
Brunner 1974). A associagio morfol6gica de agregados de linfocitos com hepato-
citos, na hepatite crénica activa, seria compativel com mecanismos imunoldgicos mediados
por células, e responsiveis pela evolugio crénica da doenga. Contudo, serdo necessrias
observagbes subsequentes para confirmar, efectivamente, se se trata da manifestagio
estrutural de uma reacgfo imunolégica, com intervencio de células mediadoras ou efec-

toras de citotoxicidade, dirigida contra a célula hepitica, e responsével pela cronicidade
da afecgio.

SUMMARY

In the present paper the contribution of transmission electron microscopy toward
a better understanding of the fundamental aspects of the pathology, pathogenesis and
etiology of hepatitis B is emphasized.

The main hepatic cell organelle changes occurrying during the course of acute
and chronic hepatitis are described and correlated with the hepatic function disturbances

The morphological features of hepatitis B virus antigenic components are briefly
described as well as their intra-cellular location and their occurence in the different
forms of HBsAg-associated liver disease.

The cellular pathogenesis of the hepatic cell changes in acute hepatitis is dis-
cussed. The possibility that the morphological association between lymphocytes and hepa-
tocytes could be related to the immunological mechanism responsible for the chronic
evolution of the disease is suggested.
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