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Contribuicao ao conhecimento da. patogenia da Tri-
panosomose Americana

( Periodo inicial da infecgdo) (*)
Dr. C. Romafa

~ "Do que observamos parece podermos afirmar que o tripa-
nosomida penetra na célula, multiplica-se por divisdo binaria,
rompe a membrana e sai, motivando nessa ocasido reagdo grande,
na qual, ndo raro, perecem células nervosas'.

(GASPAR VIANNA)

(Com 18 figuras no texto)

O sintético e admiravel paragrafo de Gaspar Vianna, acima transcrito,
referc-se a lesdes por éle encontradas no sistema nervoso central de enfer-
mos que sucumbiram de tripanosomose americana aguda (1). Quando, no
mesmo trabalho, descreve as lesdes que encontrou no miocardio e nos mus-
culos estriados, manifesta idénticas idéias, se bem que em forma menos de-
finida. | |

As experiéncias relatadas no presente trabalho levaram-nos a convicgao
de que os conceitos enunciados por Gaspar Vianna constituem fundada base
explicativa para as principais lesdes anatdmicas, assim como para OS mais 1m-
portantes fenémenos patogénicos encontrados na moléstia de Chagas.

A primeira etapa da infeccdo pelo Schizotrypanum cruzi num organismo

noveo, constituida pela multiplicacdo do parasito no ponto de entrada, é um
fato basico demonstrado por EMMANUEL DiaAs e bem conhecido desde seus

primeiros trabalhos experimentais (2, 3, e 4).

(*) Trabalho do Instituto de Medicina Regional da Universidade Nacional de Tucuman,
Argentina e da Divisdo de Estudos de Endemias do Instituto Oswaldo Cruz.

* Recebido para publicagio a 7 de outubro e dado & publicidade em dezembro e 1943.
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Considerando que ¢é durante o periodo inicial da tripanosomose, ou
melhor, da esquizotripanose, que se pode acompanhar da melhor maneira os
fendmenos reacionarios desencadeados pela invasio do organismo pelo S.
cruzi, realizamos numerosas experiéncias em animais de laboratério que nos
levaram a precisar a relacao direta entre o parasito e a maior parte dos fené-

menos inflamatdrios observaveis na infeccao,
As, referidas experiéncias permitiram-nos observar como os fatos se de-

senrolam cronoldgicamente, bem como confirmar, por outros meios, concluses
anteriores baseadas no estudo de culturas de tecido, relativas & maturacao e
rutura dos ninhos intracelulares de S. cruzi (5).

Experiéncias efetuadas

No ano de 1941, durante nossa permanéncia no entdo Servico de Estudo
das Grandes Endemias, que devemos a honroso convite do saudoso Dr. Evan-
dro Chagas, tivemos oportunidade de praticar inoculacdes de séries de cu-
mondongos brancos, aproximadamente do mesmo péso e idade, com culturas
de Schizotrypanum cruzi ricas em formas metaciclicas.

Para produzir a contaminag¢ido procediamos a raspagem da pele ao nivel
da parte interna de uma das coxas, onde depositivamos gotas de cultura. Os
animais eram fixados por meio de tiras de esparadrapo em uma tabua e co-
bertos com um pano até completa dessecacio do material infectante. Um ca-
mondongo do mesmo lote e raspado do mesmo modo ndo era exposto a con-
taminacao e servia como testemunha.

Das séries de camondongos utilizadas, uma foi particularmente valiosa
para nossos estudos, pois os cortes histolégicos obtidos evidenciaram com
clareza os processos desenvolvidos. Os animais eram sacrificados a prazos
variaveis’ depois da exposicdo ao contagio e retiravam-se pedacos de pele e
tecidos subcutdneo do ponto de contaminacio, para estudo anatomo-patolé-
gico. Usualmente empregamos a fixagdo pelo formol e a dupla coloracdo pela
hematoxilina-eosina. '

Os animais da série em questdo levam os ns. 1.238, 1.237, 1.235 e 1.236
do fichario do laboratério do Dr. EMMANUEL Dias, e foram sacrificados res-
pectivamente 3, 5, 7 e 11 dias depois de contaminades com cultura. O ca-
mondongo testemunha, sem nimero, foi sacrificado no 6.° dia.

No camondongo 1.238, morto no 3.° dia, nao pudemos verificar nos
cortes nem a presenca de formas de multiplicacdo do S. cruzi nem fenémenos
inflamatoérios (fig. 1).

O camondongo 1.237, sacrificado no 5.° dia, mostrava leishmanias e tri-
panosomas intracelulares no cério, tecido celular subcutineo e miisculos
subjacentes, ndao havendo infiltracdo celular em térno das células parasitadas
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integras. Discreta infiltracdo era observada em relacao direta com os ninhos
parasitarios rotos, constituida por polimorfonucleares neutréfilos e eosinoéfi-

los (éstes em menor nimero do que aquéles), monocitos, alguns linfocitos e
ligeira proliteracao histiocitaria (fig. 2 e 3).

N. 1 — Camondongo 1238, tres dias. DPele do local contaminado, livre de reacio celular e
(le parasitos.

N. 2 — Camondongo 1237, cinco dias., Foco de fagocitose no musculo da regiio contaminadi,
com parasitos.

N. 3 — Desenho esquemaitico da fig. 2 mostrando a localizacio dos parasitos.

N. 4 — Camondongo 1236, onze dias. DP’andermite e foco de fagocitose no tecido celular

subcutaneo.,

N. 9 — t“‘;}mlnntlm go 1236, IFibra muscular integra, subcutanea, parasitada, livre de reacia
celular, -
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Leishmanias podiam ser observadas no protoplasma de fagocitos cuja
verdadeira natureza era dificil precisar.

O camondongo testemunha, sacrificado no 6.° dia, ndo apresentava fe-
nomenos inflamatorios nos corteshistolégicos.

No camondongo sacrificado no 7.° dia, as células parasitadas eram mais:
numerosas do que nos demais infectados, anteriormente referidos. Em térno
dos elementos inteqros nao havia fenémenos reacionais. Também os focos
intiltrativos eram mais abundantes; neles, além de células migradoras obser-
vava-se a presenca de numerosas células de tipo histiocitario, algumas encer-
rando o S. cruzi.

Por altimo, no camondongo sacrificado no 11.° dia (1.236) os fendome-
nos anteriormente descritos eram mais acentuados, em particular os infiltra-
dos celulares que invadiam o cério, o tecido gorduroso subcutdneo e os miis-
culos vizinhos (fig. 4). A inflamacio era especialmente intensa no tecido gor-
duroso, onde eram numerosas as células adiposas parasitadas. Nos focos de
infiltracdo abundavam os polimorfonucleares neutréfilos, monocitos e histio-
citos mobilizados contendo nc protoplasma leishmanias semi-destruidas ou
integras (figs. 6-7). No miisculo ocorriam fenémenos semelhantes, com fibras
parasitadas integras sem reacao em térno (fig. 5), enquanto que as destrui-
das ou rotas estavam invadidas por células migratérias que fagocitavam leish-
manias e restos nucleares (figs. 89). Observavam-se também fibras em de-
generagao cérea com auséncia de leishmanias (fig. 10).

Nos preparados déste iultimo camondongo era ainda possivel observar
edema intersticial do cério e do tecido celular subcutineo, bem como proli-
teragdo do tecido histiocitario denunciada por fregiientes figuras de mitose
(fig. 12), e mobilizagdo de grande nuamero de histiocitos. O protoplasma
déstes mostrava-se carregado de finas goticulas aparentemente de gordura,
possivelmente originadas nas células adiposas destruidas (fig 11).

Os fenémenos inflamatérios descritos, progressivamente mais intensos
a medida que a antiguidade da lesdo se acentuava, podiam ser atribuidos a
uma contaminagao secundaria partida das feridas causadas na pele pela ras-

pagem. A falta de fenémenos analogos no animal testemunha e no sacrifi-
cado no 3.° dia, assim como a evidente relacao dos focos infiltrativos com as
células destruidas pelos parasitos, ndo eram argumentos suficientes para efas-
tar a possibilidade indicada. Assim, renunciamos por algum tempo a dar a co-
nhecer estas experiéncias, até que outras fdssem realizacdas de modo a que
nos puzessemos a coberto da causa de érro constituida pelas infec¢des bacte-
rianas intercurrentes originadas ao nivel da regido traumatizada. Com éste
intuito, tentamos em diversas ocasides a contaminacao de camondongos adultcs
através a pele intacta, usando umas vézes culturas, outras vézes dejecdes de
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6 — Camondongo 1236, Foco de fagocitose subcutanco e infiltraciao celular. com leishmanias
do S. ecruzi.

— Mesmo campo da fig. 6, em outro plano.
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homogenizacio do protoplasma ¢ invasao por coélulas
macrofago com parasito.,

v — Ksquema da fig. 8.
10 — Camondongo 1236, Fibra muscular com degeneracio

L " - w6 * - - ; . .. . i - )
3 l;ll]H}l‘H]nII;ﬂu 1286 . Foco de lagocitose e libra muscular em desintegracao, ¢com

mieradoras. A seta indica um

{

erea e invasao por leucocilos

neutrofilos em funcao fazocitairia. Nao se veem parasitos.

11 -———iii'lIHHIHIHILL'.'H 1256, Histiocitos Ol ]ll'illllllliiﬁltlil Carre
de gordura.

—

o de goticulas possivelinente

12 — Camondongo 1256, Histiocito em divisao no tecido subcutanceo.
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barbeiros infectados com S. cruzi. Entretanto, os resultados foram negativos,
pois nos animais ensaiados nado encontramos leishmanias no ponto contami-
nado (retirado por biopsia) nem tripanosomas ao exame a fresco do sangue
(o que, alias, nao exclue a possibilidade de infec¢des inaparentes).

Resolvemos, entdo, tentar a infeccdo percutidnea em camondongos recem-
nascidos, pensando que a pele dos camondongos adultos representava uma
barreira dificil de vencer para os tripanosomas metaciclicos.

Dois lotes de camondongos de um dia foram contaminados. O primeiro
constava de quatro animais que foram envolvidos ac nivel da regiao téraco-
abdominal por um pedaco de gaze impregnado de deje¢des de barbeiro ricas
em S. cruzi e assim mantidas juntas durante uma hora até completa desse-
cacao do liquido.

O camondongo n. 25 (fichario de nosso laboratério no Instituto de Me-
dicina Regional de Tucuman) foi sacrificado no quarto dia apés a conta-
minacao; os outros trés (26, 27 e 28) apresentaram tripanosomas no sangue
no sexto dia, sendo sacrificados respectivamente no sexto, oitavo e 13.° dias.
Em numerosos cortes histolégicos, que compreendiam sec¢des completas de
torax e abdome déstes animais, ndo puderam ser encontrados ninhos de mul-
tiplicagao do Schizotrypanum cruzi ao nivel da pele.

Diante déste fato inesperado efetuamos a infeccdo de uma nova série de
camondongos de um dia de idade (ns. 81, 82, 83, 84 e 85), colocandc-as
dentro de um tubo de Borrel contendo dejecdes de triatoma ricas em forinas
metaciclicas. O liquido infectante era suficiente para molhar a superficie do
corpo dos animais, sem entretanto submergi-los. Os camondongos foram sa-
crificados ao cabo de 5, 7, 9, 12 e 15 dias; desde o sexto dia seu sangue es-
tava positivo. Também nesta série o exame histolégico da pele foi negativo.

Em vista disto, decidimos efetuar cortes atingindo a béca e o nariz dos
animais dos dois ultimos lotes. T'anto num como noutro lote, foi ao nivel da
zona olfativa das fossas nasais que se encontrou a porta de entrada da in-
feccao. Ai se poude sequir nitidamente o processo de aninhamento do flage-
lado e o desenvolvimento da inflamacao focal subseqiiente, quz em nada di-
feria do anteriormente descrito nos camondongos infectados pela pele.

No camondongo sacrificado no quarto dia (n. 25) ja se poude observar
leishmanias nas células da camada epitelial e no cério da mucosa oltativa
(fig. 13). Os ninhos parasitarios estavam integros e nao havia fenémenos in-
flamatérios. A parte anterior das fossas nasais, de tipo epitelial plano, nao
mostrou a presenca de flagelados.

No camondongo morto no quinto dia (n. 81) ja havia elementos arre-
bentados com fagocitose de leishmanias por células migradoras (tig. 14), e
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12— Mucosa nasal de camondongo recem-nascido, principal via de penetracao dos para-
<itos nas experiencias relatadas.
14 — Camondongo S1, cinco dias. Célula parasitada arrehentada,. vendo-se leishmanias

enelobadas por uin polimorlonuclear.,
15 — Camondongo 82, sete dias, Dilatacao de capilares da mucosa nacal. Elemento para-
sitado arrebentado, indicando a seta leishmanias livres com celulas migradoras de

permelo,

1 — Reproducao esquemiatica da tig. 1.

17 —— Cirande proliferacio parasitiria, com destruicao de leishmanias. Infiltracao por
polimorfonucleares ¢ proliferacio histiocitaria.

18 — Intensa ]}]‘Hlil-f_*]'; {':E*Lll it !.t'ib—%l]l'llil!lid.":: ;11_'1_:-!11]'HI,T111111_EEL e i]l!iilll'illfﬁﬂ celular por hi-""‘”“‘:il”b‘
¢ polimorfonucleares.
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ninkos de parasitos sob a forma de tripanosoma. Diversos focos inflamato-
rios compostos por polimorfonucleares, macréfagos e histiocitos apareciam
no cério da mucosa. Fenémenos analogos foram observados no camondongo

n. 26 (sexto dia).

O animal n. 82 (sétimo dia) mostrava ninhos de S. cruzi na mucosa do
sépto, cornetos e zona olfativa. As células parasitadas eram muito mais fa-
cilmente localizaveis e abundantes do que nos precedentes, assim como 0S
focos inflamatérios nos quais era facil ver leishmanias e tripanosomas livres.

Os capilares e precapilares da mucosa mostravam-se dilatados e congestos,
podendo notar-se polimorfonucleares no interior (fig. 15-16). Parasitos toram
localizados no pulmio (parenquima, brénquios e paredes de vasos), o que
faz supor que neste animal o liquido infectante penetrou até o pulmao por
aspiracdo. Nos demais 6rgados ndo foram achados parasitos.

O camondongo n. 83 (9.° dia) mostrava na mucosa nasal grande quan-
tidade de ninhos de S. cruzi e pronunciada infiltragdo por histiocitos e poli-
morfonucleares. Havia grande quantidade de leishmanias em vias de dege-
neracido. No pulmio e no coracdo, escassas localizagdes parasitarias, possi-
velmente estabelecidas por via endégena no primeiro e certamente no segundo
orgao. ,

Nos camondongos sacrificados no 12.°, 13.° e 15.° dias os fenémenos

descritos se acentuaram progressivamente.

Nas fossas nasais os ninhos de S. cruzi invadiam todos os tecidos su-
perficiais e profundos em relacio a mucosa (musculos, glandulas, tecido ce-
lular subcutdneo, etc.) chegando até as vizinhancas da pele e da mucosa
bucal. Os fendmenos inflamatérios se intensificaram consideravelmente, pro-
vocando a morte de grande numero de células e de enorme quantidade de
parasitos (figs. 17-18), desprendendo-se em certos lugares fragmentos de
epitélio e de corio carregados de elementos degenerados. Além disto, em
quase todos os 6rgaos dos camondongos havia parasitos, neles localizados

pela generalizacdo da infecgao.

A contaminacio através a pela raspada de macacos, cobaias e caezinhos,
com biopsias sucessivas do ponto de contaminagado, ja nos havia mostrado
processos inflamatérios e de multiplicacdo do S. cruzi andlogos ao que acaba-
mos de descrever; porém, como as experiéncias foram feitas em condigdes
analogas as do primeiro lote de camondongos deste trabalho, sua descrigao
seria repeticdo inttil. Além disto, ésses ensadios mereciam as mesmas restri¢goes
feitas a respeito dos primeiros camondongos, isto & poderia ser aventada a
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ocurréncia de possiveis infec¢des secundarias ao nivel do tegumento lesado,
obstando a correta interpretacdo das reacdes locais a invasdo pelo S. cru:zi.

Nao obstante, o encontro dos fendmenos descritos em outros animais de
laboratério além dos referidos camondongos, reforca o valor das experiéncias
efetuadas nestes altimos animais, ja relatadas.

Discussao e conclusées

As experiéncias que vimos de relatar, realizadas com o fim de investigar
0s processos patogénicos iniciais ‘da esquizotripanose, sugerem algumas con-
sideragbes e permitem algumas conclusdes interessantes sobre diversas ques-
tdes, como por exemplo o mecanismo de contaminacdo, o periodo de incuba-
cao, a formagao dos fenémenos inflamatorios e as relacdes entre o parasito e
as alteragbes patolégicas determinadas por éle no ponto de penetragdo no
crganismo.

Em primeiro lugar, ressaltaremos a dificuldade da obtencdo da infeccio
experimental em camondongos por contaminacido da pele intacta com formas
metaciclicas do S. cruzi, que se torna muito facil havendo solucdes de con-
tinuidade na barreira cornea tegumentar. Experiéncias anteriores ja haviam
deixado bem evidente éste fato: CArRposo (7), depositando dejegéeé de tria-
tomas infectados em 20 camondongos, obteve infec¢do aparente em 10 cuja
pele foi ligeiramente escarificada, ao passo que nos outros 10, cuja pele nao
foi tocada, ndo mostraram infeccdo aparente. Também Brumpt (8), traba-

lhando com 11 camondongos, jovens mantidos em atmosfera tmida durante
trés horas, conseguiu verificar a infec¢do em apenas um animal. Entretanto,
se ao decorrer das presentes investiga¢des nao consequimos a transmissio
através a pele nao escarificada, nas condi¢des referidas, em ensaios inéditos
com quatro camondongos obtivemos resultados positivos em trés, renovando
durante duas horas as deje¢des contaminadas postas em contacto com a pele
integra da parte posterior do pescoco.

Cabe ainda recordar que Dias (4) também relata em sua tese resultados
positivos de infec¢do percutdnea em cobaias (4 em 6) e em camondongos
brancos (5 em 6).

Quanto ao que pudemos verificar com relacio as mucosas, parece que a
mucosa bucal dos camondongos jovens ndo é via de penetracdo tdo favora-
vel quanto a mucosa nasal, que é permeavel sobretudo ao nivel da zona ol{a-
tiva. Demonstra-o o fato de que nove animais se infectaram por esta via, a
julgar pela localizacdo ao seu nivel de abundantes formas parasitarias, per-

manecendo livre de células parasitadas a mucosa bucal. A contaminacio ex-
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perimental déstes camondongos pela mucosa nasal é sugestiva de que o
mesmo fato deva poder ocorrer nas infec¢cdes humanas, conforme ja se tem
suspeitado; deve pensar-se nesta possibilidade nos casos agudos recentes sem
porta de entrada aparente, com o fim de procurar verifica-la.

Nas experiéncias relatadas pudemos observar como, durante o primeiro
periodo de multiplicacao intracelular do Schizofrypanum cruzi, nao ocorrem
fenémenos infiltrativos celulares, que sé aparecem quatro ou cinco dias de-
pois da contaminacao, em seguida as primeiras ruturas de elementos celulares
parasitados. Esta rutura pode dar-se nao s6 quando os parasitos atingem a
forma de tripanosoma, como também quando éles se acham sob a forma
imatura de leishmania, conforme também o observamos em culturas de te-

cidos (5).

Observando em conjunto os resultados fornecidos por estas experiéncias,
podemos dizer que os tripanosomas metaciclicos infectantes penetram nas
células do ponto de contaminacdo (histiocitos do cério, células adiposas do
tecido celular subcutaneo, fibras musculares vizinhas), onde se multiplicam
rapidamente. Confirmamos assim, mais uma vez, um fato fundamental para
a patogenia da esquizotripanose, o de que a principal sede da multiplicagao
parasitaria inicial constitue-se ao nivel dos tecidos do ponto de penetragdo do
tHlagelado (EMMANUEL Dias) (4). Quando se rompem as células parasita-
das, os protozoarios caem no meio intercelular, ganhando dai a circulagao lin-
tatica ou sanguinea.

E' no momento da rutura celular que se observam os primeiros fend-
menos inflamatérios, constantes da afluéncia ao local de numerosas células
migratoérias, leucocitos polimorfonucleares, monocitos, linfocitos e da mobi-
lizacdo e proliferacdo do tecido histiocitario regional. Observa-se o englo-
bamento, por alguns déstes elementos, de parasitos e de restos celulares, cons-
tituindo-se os pequenos nddulos infiltrativos a que se pode chamar focos de
fagocitose.

Poéde-se apreciar que muitos dos parasitos englobados sio destruidos no
protoplasma dos fagocitos, que encerram restos de niicleos e de bletaroplas-
tos; em outros casos a fagocitose é ineficaz, constituindo-se entao novos ni-
nhos de multiplicacdo intracelular, especialmente a expensas dos histiocitos.
Formam-se assim focos de infiltracio mais extensos, nos quais se observa
uma mistura de células infiltrativas, de histiocitos proliferados e de novos
ninhos parasitarios.

Estes fenOmenos sdo mais visiveis depois do 5.° dia de contaminagao.

-

Como nem todos os parasitos intracelulares chegam a maturidade em quatro
ou cinco dias, juntamente com os primeiros ninhos amadurecidos, é possivel
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observar-se nos dias subsequentes, junto aos focos de fagocitose descritos,
células parasitadas integras livres de qualquer reagdo em térno.

A medida que aumentam em nuamero as células destruidas pela multi-
plicagdo parasitaria, aumenta a infiltracdo celular, adquirindo a reacdo um
carater mais difuso, onde é sempre possivel identificar focos de fagocitose re-
centes. Esta infiltracdo se faz acompanhar de edema do cério, do tecido
celular subjacente e de diapedese leucocitaria através das paredes dos vasos
que aparecem ‘dilatados. |

No tecido adiposo a inflamacao adquire particular intensidade, vendo-se
numerosas células gordurosas destruidas e invadidas por células migradoras
no exercicio de ativa fagocitose de leishmanias e de restos celulares.

Nos misculos vizinhos desenvolve-se uma miosite focal provocada tam-
bém pela destruicao das fibras musculares ou de outros elementos parasitados,
seguida de migracdo célular. Algumas fibras mostram degeneracdo cérea e
invasdo por macréfagos, sem a presenga de parasitos no seu interior; é pos-

sivel que uma “noxina’’ libertada pela rutura e morte dos parasitos possa ser
a causa determinante dos fendémenos degenerativos observados nestes casos
(MAYER & RocHA Lima, 6). Outras mostram, além de degeneracdo, restos
de leishmanias e fagocitos em atividade.

Poude observar-se, em geral, que nos cortes de péle retirados mais tardia-
mente o parasitismo celular e os fenomenos inflamatdrios focais recentes eram
mais acusados no tecido celular subcutaneo e nos miusculos vizinhos do que
nas regides mais superficiais, nas quais eram mais notaveis fendmenos resi-
duais infiltro-proliferativos.

E’ interessante fazer notar a fugacidade das reacdes de tipo francamente
agudo, acompanhadas de exsudacdo polimorfonuclear, que deve ser surpre-
endida imediatamente depois da rutura dos ninhos de Schizotrypanum cruzi.

Chama também a atencio a precocidade da reacao histiocitaria, que desde

o0 primeiro momento adquire marcado carater proliferativo que se acentua a
medida que o processo se faz mais antigo.

Para concluir do exposto, consideramos perfeitamente exato o ponto de
vista classico de GAsSPAR VIANNA a propésito da sucessio dos fendmenos de
parasitismo e a reacao provocada pelo S. cruzi nos vertebrados sensiveis, ao
menos no que diz respeito & porta de entrada da infeccao experimental.
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