CORRELACIONES PATOGENICAS ENTRE
LA ENCEFALITIS CHAGASICA
EXPERIMENTAL Y LA HUMANA

Dr. Armando Dominguez, C.

En 1911, publicé Carlos Chagas su trabajo “Nova entidade mérbida
do homen. Rezumo geral do estudos etioldgicos e clinicos”, y dedico
un capitulo a la "Forma nerviosa” describiendo una gran variedad de
sindromes clinicos neuroldgicos, entre los cuales asignaba gran impor-
tancia a los cuadros clinicos de diplejia cerebral donde predominaban
los sintomas espasticos sobre los paraliticos. Como criterio para atri-
buirle a tales sindromes una etiologia chagisica se basaba en la coin-
cidencia en tales enfermos de otras manifestaciones clinicas atribuidas
a la enfermedad de Chagas y a los resultados negativos de todas las in-
vestigaciones encaminadas a determinar otros factores etioldgicos. Una
primera autopsia practicada a un enfermo con schizotrypanosis; un hifio
muerto de una meningoencefalitis, suministr la base anatémica a sus
observaciones clinicas. La principal caracteristica anatémica de la loca-
lizacion del pardsito en el sistema nervioso central eran focos maltiples
dispersos en diversas zonas del encéfalo, en la corteza, en los ntcleos
centrales, en la protuberancia, bulbo, etc. Esta multiplicidad de locali-
zacién explica las variantes clinicas del sindrome nervioso.

En ¢l mismo afo, Gaspar Vianna en su trabajo fundamental “Con-
tribuicdo para o estudo da anatomia patoldgica da Molestia de C ‘_;}_r
Chagas” establece los fundamentos de la morfogénesis de la encefﬁtis
chagasica. _ A7

A base de sus observaciones él concluye que el tripanosoma pénetra
en la célula donde se multiplica por particién binaria, distieiide la
membrana celular y finalmente la rompe a consecuencia de lo cual se
produce una fuerte reacciéon en donde raramente las células nerviosas
perecen. El afirma que las células invadidas por el parisito pertenecen
a la neuroglia, pero cree que sus investigaciones hasta entonces no le
permiten afirmar esto de manera absoluta; asevera no haber ninguna
célula ganglionar o leucocitos parasitados. Concluye que en la enferme-
dad de Chagas existe una meningoencefalomielitis.
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Con estas investigaciones iniciales de Carlos Chagas y Gaspar Vian-
na se inicia el capitulo de la historia natural de la encefalitis chagisica,
el cual ha venido evolucionando con el aporte de numerosos investiga-
dores. Entre éstos son dignos de mencién los trabajos experimentales
de Magarinos Torres, Torres y Villaga, Torres y Villela, quienes de-
muestran que en Ja fase aguda de la infeccién chagdsica estd compro-
metido el sistema nervioso central, produciéndose disturbios nerviosos
como }nr&li‘;is del tren posterior.

La mayoria de los autores que se han ocupado del problema de la
encefalitis chagasica estin de acuerdo en que existe una correlacién en
lo referente a la morfogénesis del proceso en el hombre y en los ani-
males de experimentacién (Crowell, Torres y Villela, Alencar, Elejalde,
Nador, etc.) Para ellos las alteraciones histoldgicas consisten principal-
mente en acamulos celulares situados en las proximidades de los vasos
sanguineos; formados en su mayor parte por elementos microgliales
movilizados viéndose ocasionalmente pardsitos en el interior de estos
pequenios granulomas o parasitando células de estirpe macroglial. John-
son encuentra en muchos de estos nédulos necrosis centrales.

En 1962, describimos en material humano una forma anatémica, la
cual se caracterizaba por el predominio cortical de las lesiones; por su
caricter necrotizante con presencia o no de calcificaciones, la cual desig-
namos forma necrotizante cortical y expresamos la opinién de que el
mecanismo patogenético estaba intimamente ligado a la colonizacién
masiva de los astrocitos corticales por los pardsitos, los cuales se necro-
saban, y a esto se sumaba la necrosis de las células parenquimatosas
comprendidas en la zona de influencia del proceso patoldgico. Hacia-
mos resaltar el hecho de la tendencia a la necrosis de la célula parasi-
tada y le restibamos importancia al factor mecinico que conducia a la
ruptura simple de dicha célula. Nos faltaba explicar por cuil mecanis-
mo se producia dicha necrosis. Nuestro objetivo, por consiguiente, es
tratar de reproducir en estudios experimentales las alteraciones ne-
créticas observadas en las células parasitadas y tratar de esclarecer su
mecanismo patogenético y de este modo discutir las correlaciones pa-
togenéticas entre la encefalitis humana chagisica y la encefalitis chagi-
sica experimental, asi como también investigar el comportamiento de
diversas cepas en cuanto a su capacidad de provocar agresion al sistema
nervioso central.

Material y métodos

Las cepas de §. cruzi utilizadas son de procedencia humana y han
sido aisladas en el Instituto de Medicina Tropical de la Universidad
Central de Venezucla, mediante hemocultivos de material humano y se
denominan asi:
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1. Cepa "Bertoldo” obtenida de un italiano adulto recién llegado
al pais, quien desarroll6 una miocarditis subaguda de evolucién grave.

2. Cepa "MA" de paciente también adulto, venezolano, con larga
permanencia en un irea endémica de enfermedad de Chagas, sin mani-
festaciones clinicas ni electrocardiograficas de dafio miocardico durante
un periodo de observacién de cuatro afio. Ambas cepas se estabilizan
en su infectividad y virulencia en ratones altamente homocigotos.

Hemos utilizado en nuestra experiencia un total de 286 ratones alta-
mente homocigotos de las razas CFW y C*H. El material de inoculaciéon
empleado ha sido siempre sangre de ratén tomada en el momento de
méixima parasitemia mezclada al 1 por ciento con solucién salina iso-
ténica citratada al 3.8 por ciento usando la via intraperitoneal, subcu-
tinea-abdominal e intracerebral. La cantidad de pardsitos inoculados
varian entre 500 a 1 000 000 de tripanosomas por cada ratén de 20 a
25 gramos de peso.

Los animales inoculados fueron examinados en periodos de 8 dias
segan el siguiente procedimiento.

1. Autopsia del craneo, con extraccién del encéfalo inmediata-
mente después de sacrificado el animal.

2. Seccion en dos del encéfalo por un corte verticotransversal o
por un corte horizontal anteroposterior.

3. La mitad del encéfalo se fija en formol al 10 por ciento y se
incluye en parafina, la otra mitad se congela a —70° en cabeza de
congelaciéon de anhidrido carbénico y se cortan en el Criostato a —20°
para estudio histoquimico. El material restante destinado para los cortes
de Criostato se fija en formol-bromuro para estudios de glia.

El material incluido en parafina fue estudiado por los siguientes
métodos de coloracién: Hematoxilina-eosina, tricromico de Gallegos,
cresil-violeta, impregnacién de plata segin Bodian.

El material fijado en formol-bromuro fue cortado en el microtomo
de congelacién e impregnado por el método del oro sublimado de Cajal,
para astrocitos.

En los cortes de Criostato se investigd la actividad de las fosfatasas
dcidas segin los métodos de plomo de Gomori y el método de L. S
Kaplow y M. S. Bustone con naftole AS-TR fosfato como substrato y
la técnica Nachlas, Crawford y Seligman para Leucina-aminopeptidasa
(S. W. Thompson).

Resultados

Con la via de inoculacién subcutinea o intraperitoneal se logré la
localizacién del parisito en el sistema nervioso central en un 5 por
ciento de los animales utilizados, siendo el parasitismo de grado varia-
ble y no permitiendo establecer con precision de una manera dinimica
la evolucién patogenética del proceso encefalitico, presentindose ade-
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mis dificultades para los estudios histoquimicos. Con la via de inocu-
lacién intracerebral se logré producir, con una gran regularidad, el
cuadro morfoldgico de la encefalitis chagisica, tal cual lo habian ob-
servado otros investigadores utilizando otras vias, pero con la ventaja
de poder seguir en una secuencia proyectada en el tiempo y el espacio la
evolucién del proceso patogenético. En estas condiciones se comprueban
los hechos expuestos a continuacion:

En las etapas tempranas del proceso, en las coloraciones de hema-
toxilina y eosina predomina la colonizacién del parisito en células di-
versas del sistema nervioso central. Se aprecian numerosos seudoquistes,
los cuales contienen nimero muy variable de pardsitos. Las células
parasitadas exhiben las caracteristicas siguientes:

Células de estirpe glial, provistas de nacleos vesiculosos con granu-
los de cromatina dispersos sin nucléolo evidente. En muchas células los
granos de cromatina nuclear han desaparecido, evidenciindose la ima-
gen de nicleos vacios, con marcada hipercromasia de la membrana nu-
clear y festoneamiento de la misma. Otros ntcleos son hipercromaticos
y picndticos. El cuerpo celular estd por lo general balonado, y en el
protoplasma se ven las formas leishmanoides del patésito; cada uno de
éstos estd rodeado de un halo claro. Cuando el nimero de parisitos es es-
caso, el protoplasma celular exhibe marcada eosinofilia. Ocasionalmente
se observan en dichas células, con la coloracién de hematoxilina y eosina,
prolongaciones protoplasmaticas conteniendo pardsitos. Por las caracteris-
ticas morfolégicas se pueden clasificar dichas células como astrocitos,
lo cual se comprueba por las impregnaciones del oro sublimado de
Cajal. Con este procedimiento se ve que algunos astrocitos conteniendo
alin pardsitos, exhiben signos francos de necrosis y fluidificacién, vién-
dose con precision la fragmentacién de las prolongaciones; los parasitos
también se impregnan. En la vecindad de las células necréticas se apre-
cia proliferacion microglial e histiocitaria, la cual invade el sitio de la
célula necrética, originando un nodulillo microglial-histiocitario; éste
es poco compacto en su fase inicial, donde es posible observar atn
restos del astrocito necrético y algunos parisitos. En los nodulillos com-
pactos de las fases avanzadas no se observan parisitos. En un mismo
corte histolégico es posible seguir la secuencia desde la fase inicial de
seudoquiste parasitario hasta la constitucion del nodulillo compacto.

Ocasionalmente se ven grupos de dos o tres astrocitos necréticos
conteniendo atn parisitos, rodeados por células microgliales e histioci-
tarias movilizadas; otras veces nodulillos microgial-histiocitarios en eta-
pa evolutiva laxa con centro necrético. En los cortes impregnados por
el método de Bodian los cilindroejes estin fragmentados o hinchados,
con desaparicién de muchos de ellos en las vecindades de los astrocitos
necréticos, apreciandose atn grupos de parasitos. En la fase de nudi-
llos compactos, los cilindroejes estin amputados en la periferia del
nodulillo, no viéndose restos de ellos en el seno del mismo.



Fic. 1. Corte vértico-transversal de cerebro de ratén blanco cepa C. F. W. Se aprecia
foco de inoculaci6én intracerebral.

Fig, 2. Hematoxilina-eosina, Diversos estadios de la necrosis de los astrocitos parasi-
tados. Tumefaccién de los endotelios vasculares,



Fi. 3. Impregnacién segan Bodian. Nidos parasitarios. Intensa alteracién de los cilin-
dro-ejes de la sustancia blanca. Observar la extensién de la alteracién en relacién con
los nidos de pardsitos,

Fic. 4. Impregnacion Oro-sublimado de Cajal. Astrocitos parasitados, hinchados, en
vias de necrosis y desintegracion.




Fi6. 5. Impregnacién Oro-sublimado de Cajal. Astrocito hinchado, necrético, con
fragmentacién de las prolongaciones.

FiG. 6. Técnica para fosfatasa dcida segn Gomori. Intensa actividad enzimdtica a
nivel de los seudoquistes parasitarios,




Fi6. 7. Técnica para fosfatasa dcida segin Kaplow y Bustone, (Naftaol AS-TR fos-
fato). Actividad enzimitica electiva en los seudoquistes parasitarios,

Fig. 8. Actividad de la leucina-amino-peptidasa segin técnica de Nachlas,
Grawford y Seligman,
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Ademas de la macroglia existen células de la adventicia de los vasos
que han sido colonizadas por el parisito y ocasionalmente células endo-
teliales parasitadas. La evolucién del proceso en tales células es andloga
a la observada en los astrocitos.

El aparato vascular encefdlico participa en el proceso; esta partici-
pacion se traduce en hinchazén de los endotelios vasculares e infiltrados
perivasculares formados por linfocitos y algunas células histiocitarias.
A nivel de las leptomeninges existen de manera constante infiltrados
linfohistiocitarios difusos de grados variables de intensidad. En cuanto
a la distribucién de las lesiones, no parecen existir zonas de predilec-
cion. Las células parasitadas y los nodulillos resultantes de la evolucion
del proceso se encuentran diseminados sin ninguna sistematizacién en
las diversas regiones del sistema nervioso central. Al lado de una célula
recién parasitada se observan nodulillos en fase compacta. La relacion
con los vasos es también variable; a veces se observan nodulillos para-
vasculares resultantes de la colonizacién de una célula adventicial, otras
perivasculares o paracapilares o alejados de los vasos.

En nuestro material no se observé colonizacion de las neuronas por
el pardsito. Las células ganglionares por lo general no exhiben altera-
ciones regresivas; aquellas situadas en las proximidades de los astrocitos
necroticos muestran grados variables de cromolisis con alteraciones nu-
cleares, a veces necrosis y fluidificacién.

En algunos animales existian a nivel del encéfalo extensos focos
de necrosis aislados. En el seno de la necrosis se observan parasitos
libres y en sus bordes algunos seudoquistes parasitarios. Ocasionalmente
existen pequefias calcificaciones en estos focos de necrosis.

Desde el punto de vista de la incidencia del parasitismo del sistema
nervioso central en relacién con la cepa utilizada no se apreciaron dife-
rencias de significacién cualesquiera que fuese la via de inoculacion.

Con las técnicas usadas, la actividad de la fosfatasa dcida esta fuer-
temente presente a nivel de los seudoquistes parasitarios. La actividad
de la leucinaaminopeptidasa en menor grado. La fosfatasa acida fue
positiva pero en menor grado en las células nerviosas y algunos astro-
citos aislados en los plexos coroideos. La actividad de la aminopeptidasa
es débil a nivel de los plexos coroideos.

En las neuronas y la neuroglia no se aprecié actividad aminopepti-
dasica.

Comentarios

Al revisar la literatura referente al cuadro histopatoldgico de la
encefalitis chagisica, llama la atencién el que la mayoria de los autores
hacen referencia especialmente a la forma anatémica nodular disemi-
nada, algunos autores (Johnson, Noetzel y Cola) describen algunos
nodulillos con centro necrético. Ninguno de los autores explica el me-
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canismo patogenético ni la evolucién de las lesiones provocadas por el
parasito. S6lo Gaspar Vianna describe que los seudoquistes son invadi-
dos por células migratorias originindose grandes focos inflamatorios,
menciona que en los focos frescos se encuentran los pardsitos mientras
que en los focos antiguos desaparecen y opina que el proceso se origina
por accion directa del parasito.

Segln la descripcion de Vianna, se puede colegir la existencia de
un proceso de macrofagia de la célula parasitaria y que dicha célula
necesariamente debe haber sufrido fenémenos regresivos graves que la
conducen a la necrosis. El foco de necrosis observado por los autores
citados anteriormente, corresponde por consiguiente a la célula parasi-
tada necrdtica; esta necrosis no queda limitada a la célula en si, sino
que se extiende un poco mas de los limites celulares.

Ya hemos mencionado en la introduccién, la importancia que atri-
buimos nosotros a estos fendmenos necrdticos, en la patogenia de las
lesiones observadas en la encefalitis chagésica.

En nuestras observaciones en material humano y experimental ella
nunca falta, su comprobacién depende de la etapa evolutiva en que lle-
gue el material a nuestras manos. Las observaciones escalonadas en el
tiempo del material experimental, nos permite afirmar que toda célula
parasitada sufre un proceso de necrosis y que el nodulillo observado
en la etapa evolutiva avanzada, etapa observada mis frecuentemente
por los investigadores, es la culminacién de un proceso de remocién y
fagocitosis de microfoco de necrosis. En cierto sentido, dicho nodulillo
debe considerarse como un nodulillo residual.

En nuestro material experimental hemos comprobado extensos focos
de necrosis con pardsitos libres en su seno y seudoquistes parasitarios
en su periferia, no observindose por lo demas trombosis vasculares.
Estos focos extensos de necrosis son en todo comparables a los vistos
por nosotros en material humano, en la forma anatoémica necrotizante
cortical, en cuyo mecanismo patogenético juega un papel primordial
la colonizacion masiva de los parésitos en los astrocitos corticales. Estas
observaciones nos permiten presumir la existencia de un proceso cito-
litico, y nos conduce, por consiguiente, a una concepcion opuesta a la
sustentada por Alencar y Elejalde quienes en sus observaciones con ma-
terial experimental afirman no haber encontrado ninguna evidencia
histologica de que las leishmanias §. ¢r#zz produzcan alguna sustancia
de naturaleza tdxica o citolitica.

Segun Ferreira-Berrutti, las miofibrillas desaparecen en los nidos
repletos de parisitos, porque les sirven de medio nutritivo. En otros tér-
minos, los pardsitos se nutren de la sustancia de la miofibrilla y la hacen
desaparecer.

Sanabria, en sus estudios electromicroscopicos de la fase temprana
de la miocarditis chagdsica experimental en el ratén, comprucba des-
truccién de los sarcomeros y alteraciones de las mitocondrias en la fibra
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parasitada y opina que tales alteraciones caracterizan anatomopatolo-
gicamente la miocarditis chagasica ‘aguda experimental en el raton
blanco. Tales hallazgos evidencian la existencia de alteraciones re-
gresivas graves en elementos estructurales de la fibra parasitada, los
cuales pueden conducir a la necrosis segmentaria de la fibra, como ten-
dremos ocasion de demostrar en otra oportunidad. Parece evidente que
a nivel de los seudoquistes parasitarios se desarrollen fenomenos citoli-
ticos que conducen a la necrosis de la célula parasitada.

Nuestras investigaciones histoquimicas nos demuestran una gran
actividad de la fosfatasa acida y de la leucinaaminopeptidasa a nivel de
los seudoquistes parasitarios, lo cual sugiere la existencia de un sistema
enzimitico lisosémico liberado en ellos, lo que podria muy bien expli-
car los fendémenos citoliticos observados, Esta actividad enzimatica liso-
somica la hemos podido observar, por lo demis, en los seudoquistes
parasitarios del miocardio en la fase temprana de la miocarditis cha-
gasica experimental.

Sabido es que los lisosomas juegan un importante papel en la fago-
citosis, digestion, transporte transcelular, necrosis y autolisis. La mem-
brana de los lisosomas es frigil y puede romperse liberando su sistema
enzimatico bajo el mflu]o de ciertas reacciones de orden inmunol6gico
y en vitro bajo la accién de detergentes, solventes lipidos, fosfolipasa,
proteasa, vibraciones sonicas, etc. Al parecer, los lisosomas juegan un
importante papel en la remocién de partes de células, de células enteras
y de material extracelular. Existen evidencias que indican que las enzi-
mas lisosémicas pueden descargarse fuera de la célula para producir
efectos liticos.

Particularmente tenemos la impresion de que la actividad de la
fosfatasa 4cida y de la leucinaaminopeptidasa estd localizada inicial-
mente en el protoplasma de las formas leishmdnicas del pardsito y luego
se difunde en todo el seudoquiste. Esta 1mprcsmn no la podemos afir-
mar de manera categérica, para ello necesitariamos emprender investi-
gaciones que nos permitieran una localizacién més fina de la actividad
enzimatica, como seria la investigacion de la fosfatasa acida por el
microscopio electronico, puesto que existe la posibilidad de que el sis-
tema enzimatico lisosomico liberado provenga de la célula parasitada.

Presentamos estos aspectos de nuestras investigaciones sobre la
patogenia de la encefalitis chagasica experimental con el objeto de de-
mostrar el camino que hemos seguido, con la esperanza de que otros
investigadores repitan nuestras experiencias y las sometan a una rigurosa
critica cientifica.

Resumen

Se presenta un estudio comparativo entre la encefalitis chagdsica
humana y la encefalitis chagisica experimental desde el punto de vista
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morfoldgico y patogenético; se comprueba una similitud en el aspecto
de las lesiones. Se comenta la importancia de los fendomenos necroticos
en el mecanismo patogenético y el papel que juegan los fenémenos de
macrofagia. La técnica histoquimica utilizada sugiere la existencia de un
sistema enzimético lisosémico al cual se le atribuye los fendémenos cito-
liticos observados. Se discute el origen de este sistema enzimatico lisoso6-
mico. No se observé ninguna diferencia en el comportamiento de las
cepas parasitarias utilizadas en la experiencia.

Summary

A comparative pathogenetic and morphologic study of the human
and experimental chagasic encephalitis is made. There is a similarity
in the morphologic aspect. The pathogenetic importance of necrotic
and macrophagic phenomena are emphatized. The histochemical studies
suggest that there is an enzymatic lisosomic system to which the cytolitic
phenomena are probably due. Is discussed the source of this enzymatic
system. There was no difference in the behavior of the strains in-
oculated.
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