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RESUMEN

El material de once biopsias provenientes de pacien-
tes con el diagnostico de panencefalitis esclerosante sub-
aguda (PEESA) fué estudiado con microscopia de luz y
electrénica.

Con microscopia de luz se vieron corpisculos de in-
clusion en 5 casos y en 3 de ellos se encontraron nucleo-
cdpsidos con microscopia electrénica. En dos biopsias
que no mostraron corpisculos de inclusian, fueron vistos
nucleocapsidos en el estudio ultraestructural.

Con el microscopio electronico se observaron: Nu-
cleocdpsidos vellosos citoplasmaticos, estructuras éstas
que estdn habitualmente presentes en la infeccidn aguda
por el virus del sarampion y en la fase productiva de la
PEESA. También se identificaron nucleocdpsidos lisos
en el nicleo. Estos han sido vistos en la infeccion crénica
por el virus del sarampion y en las fases productivas y
latente de la infeccion con el agente de Ja PEESA. Nu-
cleocdpsidos lisos intracitoplasméaticas, descritos por lo



regular en la fase latente de la infeccion con el agente
de la PEESA también fueron observados. En todos se
vieron alteraciones celulares ultraestructurales que pue-
den ser atribuidas a la presencia del virus. Sin embargo
se requiere la aplicacidn futura de otros procedimientos,
como las técnicas inmunocitoquimicas a nivel de micros-
copia electronica, para dilucidar la relacion que diches
cambios pudiesen tener con el virus.

INTRODUCCION

La panencefalitis esclerosante sub-aguda (PEESA) es una enfermedad
progresiva y mortal que afecta al sistema nervioso central de nifios y ado-
lescentes.

Sus caracteristicas histoldgicas como son: el infiltrado linfoplasmo-
citario perivascular, la astrogliosis y la presencia de inclusiones intranu-
cleares tipo A de Cowdry en muchos de los casos, asi como la distribu-
cibn topogréfica de estas lesiones han sido bien definidas (14). En la revi-
sibn de la literatura a nuestro alcance, los estudios ultraestructurales de
£asos humanas, con ultraestructura, han demostrado diferentes tipos de
inclusiones intranucleares e intracitoplasmaéticas (19, 27). De especial im-
portancia ha sido el hallazgo de nucleocapsidos lisos semejantes a mixo-
virus, pues éste abrio las puertas al conocimiento etiolégico de la enferme-
dad (3, 35). '

Se cree que ésta es causada por un mutante del virus de sarampion y
que en los enfermos con PEESA la relacion virus-huésped se encuentra
alterada (3, 21, 35}. Alin cuando han sido estudiados y aclarados algunos
aspectos de la enfermedad, otros particularmente en lo que se refiere ala
patogenia, no estdn bien dilucidados (3, 6, 7, 13, 17, 18, 21, 35).

En la oportunidad que tuvimos de revisar este material{s}, nos llamé
la atencitn el incremento de la enfermedad en nuestro medio. Es intere-
sante destacar la coincidencia de esta observacion con el incremento de la
PEESA en Colombia{2s). Ello vy {a relacidn de esta enfermedad con el
virus de una eruptiva tan com(n como es el sarampidn, nos impulsd a
estudiar los aspectos histoldgicos y ultraestructurales de once biopsias
de PEESA. Nos interesd en particular la bisqueda y las caracteristicas
de las particulas virales, asi{ como las modificaciones de organelos de las
células neuroectodérmicas y mesodérmicas afectadas, atribuibles a la pre-
sencia del virus.



MATERIAL Y METODOS

Se recibio material de 11 biopsias cerebrales de pacientes con PEESA.
Cada muestra se dividid en dos partes: una para su estudio con micras-
copia de luz y otra para microscopia electronica. El material para estudio
histoldgico ¢convencional fué fijado en formol al 10%, deshidratado e in-
cluido en parafina. Las secciones fueron tefiidas por procedimientos de uso
corriente en neuropatologia.

El material para el estudio con el microscopio electronico se fijd in-
mediatamente después de obtenido, en glutaraldehido al 2,5%; se post-fijo
en tetradxido de osmio al 1% se sometid a deshidratacion con alcohol
etilico y fué incluido en Epon o en una mezcla de Ep6n-Araldita. Se hi-
cieron cortes de una micra de espesor en todos los bioques de cada caso,
los cuales fueron coloreados con azul de totuidina y sirvieron para escoger
cada drea de interés para examinaria en cortes finos en el microscopio
glectronico.

RESULTADOS

En la Tabla | se presentan datos clinicos y patolagicos encontrados
en los casos estudiados. De los 11 pacientes, 6 eran varones. Las edades
oscilaron entre 7 y 20 afos. El tiempo de evolucion de la enfermedad en
el momento de la toma de la biopsia varié entre 4 meses y 4 afios. Cinco
de los casos habian tenido sarampion algunos afios antes de padecer la
PEESA y en el resto de los pacientes el dato no estaba registrado en la
historia clinica. En la mayoria de los pacientes las gamma-globulinas en
el liguido cefalo-raquideo (LCR) se encontraron elevadas, aGin cuando el
nivel de proteinas totales estaba en los limites de la normalidad.

Microscopia de juz:

Los cambios histopatoldgicos mas resaltantes fueron la presencia de
infiltrado inflamatorio difuso de linfocitos y plasmocitos perivasculares
(Fig. 1). En la mayoria de los casos vimos plasmocitos en el neuropilo
(Fig. 2). Las células en bastones {microglia reactiva) estaban proliferadas,
en forma difusa o formande nodulillos. En todas las biopsias habia astro-
citosis difusa que era mas importante en la substancia blanca (Fig. 2).
Pudimos identificar corplsculos de inclusion intranucleares en 5 de los 11
casos, tanto en neuronas como en oligodendroglia.

Microscopia Electronica:

Con el microscopio electronico pudimos ver infiltrado de linfocitos,
plasmocitos y monocitos perivasculares que irrumpian al neuropilo. En
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éste, los monocitos emitian prolongaciones digitiformes que rodeaban
a las neuronas y sus prolongaciones, asi como también a la neuroglia. En
ocasiones éstos cambios se acompaiiaban de un aumento del espacio ex-
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Fig. 1.— Infiltrado linfoplasmocitario perivenoso (flecha curva) y astroci-
tosis reactiva de substancia blanca cerebral. 100 X,




tracelular y ruptura de la membrana celular de algunas prolongaciones de
células neuroectodérmicas. En muchos capilares se encontrd engrosamien-
to y desdoblamiento de la membrana basal. Las células endoteliales tenian
un incremento de las vesiculas de pinocitosis, de las proyecciones citoplas-
méticas dirigidas hacia la luz y de lispsomas secundarios y cuerpos densos
(Fig. 3). Ocasionalmente los nicleos de estas células mostraron “cuerpos
nucleares” fibrilares y encontramos “agregados tubulares” ondulados ve-
cinos al reticulo endoplésmico granular (R E G).

R

Fig. 3.— Endotelio capilar con incremento de pinocitosis {flechas) y de
proyecciones citoplasmaticas (puntas de fiechas). 57000 X ME.
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En el neuropilo habia prolongaciones astrocitarias tumefactas o con

aumento de gliofilamentos. También se vi6 degeneracién axonal con dis-
rupcion y desintegracién de algunas vainas de mielina, asi como prolonga-
ciones celulares no identificadas, con degeneracion vesicular.

Las neuronas mostraron cambios diverses. Muchos ndcleos tenian
agregados de heterocrematina e incremento de los granulos de pericroma-
tina (Fig. 4). Se vieron numerosos "‘cuerpos nucleares” (fibrilares, granu-

Fig. 4.— Neurona con cisterna perinuclear dilatada y proyecciones de la
membrana externa (flecha curva). Nicleo con agregados de heterocroma-
tina (flechas) 7980 X ME.

lares, granulo-fibrilares y tubulo-fibrilares (Figs. 5, 8, 7). Las dimensiones
de estas estructuras nucleares oscilaron entre 700 y 1400 nm, eran Unicos
o multiples y en un mismo niicles podian verse de varios tipos. Se obser-
varon estructuras paracristalinas fibrilares y ““cuerpos vermiculares” en al-
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Fig. 5.— Cuerpos nucleares tibulo-fibrilares (a) y fibrilares (b} 11400
XME.
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Fig. 6.— Cuerpo nuclear granulo-fibrilar. 11400 X ME.
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gunos niicleos neuronales. La cisterna perinuclear en ocasiones estaba dila-
tada y tenia proyecciones de la membrana externa (Fig. 4). En algunas
neuronas se vid material granular (Fig.8) fino o formando agregados tu-
bulares ondulados (Fig. 9) en las proximidades del REG. Habi{a areas del
citoplasma con disminucidn de los ribosomas del REG.

o

iy,

Fig. 7.— Cuerpo nuclear “vermicular” (a). 25000 X ME.

Los astrocitos tenian “cuerpos nucleares” en sus diferentes formas.
Algunos mostraban incremento de gliofilamentos y lisosomas secundarios.

Se vieron oligodendrocitos con disminucion de la densidad del cito-
plasma.

Las alteraciones descritas en las diferentes células fueron vistas en 11
£asos.

Se encontraron nucleocapsidos (NC) semejantes a mixovirus en 5 de
los 11 casos estudiados. Los NC eran de dos tipos, uno representado por
tibulos lisos de 18 a 20 nm, por lo general dispuestos irregularmente, pero
en ocasiones se ordenaban en haces. Estaban ubicados en los nicleos de
neuronas y células neurogliales de los 5 casos mencionados {Fig. 10) y sélo
3 de ellos se encontraron también en el citoplasma de neuronas, en axones,
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Fig. 8.— Agregados granulares (flecha) en la proximidad del aparato de
Golgi. 33000 X ME.

Fig. 9.— Agregados tubulares ondulados (flechas) préximos al reticulo en-
doplasmatieo granular. 19000 X ME.
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Fig. 11.— Nucleocapsidos “vellosos” (flechas) en citoplasma neuronal.
21600 X.ME.
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dendritas y en prolongaciones celulares del neuropilo. Observamos rup-
tura de la membrana nuclear y liberacion de la cromatina en una célula
con NC intranucleares y citoplasmaticos. E! otro tipo de NC correspondio
a tibulos con superficie granular que midieron alrededor de 40 nm in-
cluidos a veces en una matriz granular. Se encontraron en el citoplasma
{(Fig. 11} y en las prolongaciones de neuronas {Fig. 12} y neuroglia, for-
mando grupos o distribuidos difusamente. Los NC se vieron en la proxi:
midad de la superficie interna de la membrana celular, sin que ésta mos-
trara cambios.

g
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Fig. 12 .— Nucleocapsidos “vellosos” (flechas) en una prolongacion neuro-
nal. 19800 X.ME.

Los cuerpos nucleares fueron mas numerosos en los casos en los cuales
identificamos NG.
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DISCUSION

Tal como sefialamos en una publicacion previa(s), en los casos que
estamos analizando la enfermedad se presentd con més frecuencia en la
primera y segunda década de la vida. Uno de los pacientes estaba en el co-
mienzo de la 3a. década. Se han visto casos de PEESA en adultos que cur-
saron como un sindrome demencial (26).

En la Tabla | podemos ver que no hay correlacidn entre la intensidad
de las alteraciones histopatolGgicas encontradas y el tiempo de evolucién
de la enfermedad en el momento de la biopsia. Al revisar la literatura en-
cantramos que hay dificultades para delimitar histologicamente las lesiones
subagudas de las crénicas, cuando en una zona afectada se superponen al-
teraciones recientes {14).

En la encefalitis aguda por virus del sarampion se han descrito NC de
aspecto “velloso” en el citoplasma de células neuroectodérmicas{1). En
cultivos de tejido nervioso infectados en forma cronica con este virus, se
encontraron también NG lisos intranucleares (12, so). Estas estructuras
eran semejantes a las sefialadas en biopsias cerebrales de pacientes con
PEESA (1, 2). En nuestros casos los NC “lisos” intranucleares son maés
frecuentes que los “vellosos” intracitoplasmaticos vistos en la infeccibn
aguca del sarampidn (1). Estos haliazgos son semejantes a los descritos en
infecciones crénicas por virus del sarampion y en casos de PEESA (3, 12,
30, 31, 35},

Al aislar el agente de la PEESA ha sido posible producir varios mo-
delos experimentales en animales y en cultivos celulares o de tejidos (12,
16, 30, 31, 32, 33, 36). As{ se ha encontrado que en el hamster lactante
infectado, las lesiones son semejantes a las de la infeccion aguda por el
virus del sarampion, mientras que en los animales destetados las alteracio-
nes encantradas son parecidas a las de la infeccin crdnica antes descri-
ta(aa). Esto sugiere que ia respuesta humoral del hospedero alterarfa la
sintesis de antigeno viral a nivel de la membrana celular y solamente
persistiria el virus latente intracelular. La presencia de plasmocitos en el
neuropilo fué constante en todas nuestros casos, ha sido referida comin-
mente en la literatura(s) y estd en relacion con la elevacion del titulo de
anticuerpos en el L.C.R.

Se habla de dos mecanismos para explicar la persistencia del virus en
presencia de altos niveles de anticuerpos contra e} virus del sarampion:
uno seria la presencia de un “factor” sérico en el liquide cefalorraquideo
que bloquearia el reconocimiento del virus por el sistema inmunocompe-
tente (). El otro mecanismo seria debido a una “Modulacion” del anti-
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geno viral en la membrana celular inducida por los altos niveles de anti-
cuerpos {23).

En la maduracibn in vitro del virus de la PEESA se ha descrito una
fase productiva y otra latente {10). En la primera fase se ven cambios en
la membrana celular representados por gemaciones y alineamientos de NC
por debajo de ella y en la segunda fase se ven NC lisos en el citoplasma.
Nuestros hallazgos ultraestructurales en 3 de los b casos con NC corres-
ponden a la fase no productiva de la infeccion in vitro. Los NC lisos no
reaccionan con las inmunoglobulinas séricas de la PEESA y han sido con-
siderados como formas defectuosas del virus de sarampitn (10). Segin
algunos estudios hioguimicos hay diferencias cuantitativas y cualitativas
en las proteinas virales del virus del sarampidn y el de la PEESA (10). En
3 de nuestros casos la observacion, ademas, de NC “velloso” en el cito-
plasma o en prolongaciones celulares, orientaria hacia una infeccion cro-
nica y latente (10, 12, 30). Todas sstas observaciones propias y de la litera-
tura parecen indicar que existen diferencias en el comportamiento del
virus probablemente dependiente de una alteracién en la interaccidn virus
huésped (4, 33, 36).

En lo referente a la forma de propagacion del virus, no pudimos evi-
denciar virus libre en el espacio extracelular, ni puentes de unién en el cito-
plasma de las células infectadas, ni evidencias de fusion celular. Se han en-
contrado policariocitos en un caso humano y en casos de infeccion cronica
experimental (s). Algunos autores creen que en las fases iniciales se produ-
cen puentes intercelulares (o). Mientras que ofros piensan en un meca-
nismo de citolisis mediada por completo cuando la célula infectada incor-
pora antigeno viral en su membrana {20). Tampoco encontramos virus en
las células mononucleares que infiltraban el neuropilo. Ha sido postulade
gue linfocitos infectados migren al tejido nervioso y propagarian la infec-
cion a las células nerviosas (s, 18, 20, 31).

En todos los casos vimos numerosos “cuerpos nucleares”. Han sido
observados con frecuencia en PEESA vy los llegaron a considerar caracte-
risticas de la enfermedad (19, 27, 35). Estos son inclusiones fibrilo-tiibulo-
granulares que también han sido descritos en organismos normales y au-
mentan en tamafio, ntmero y complejidad en las células con hiperactividad
metabdlica (1s, 28, z0). También vimos algunas inclusiones paracristalinas
intranucleares y citoplasméticas. Estas han sido descritas en infecciones
con diferentes virus y se cree sean debidas a una sintesis proteica exage-
rada, aunque no se sabe si por el huésped o el virus (1, 5).

En dos de las biopsias se observaron alteraciones en el aspecto y orga-
nizacion de la heterocromatina, as/ como también aumento en el ndmero
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de granulos de pericromatina, hallazgos que podrian relacionarse con una
modificacion de la sintesis proteica, posiblemente inducida por el virus.
En la literatura se ha mencionado ocasionalmente la presencia de cuerpos
vermiculares en infecciones por virus herpes{as4). La presencia de tales
cuerpos en el nicleo de algunas neuronas de dos de nuestros pacientes con
PEESA, que tenian antecedentes de sarampion y nucleocapsidos lisos
(biopsias N° 90992 y 93010), plantearia la posibilidad de una interaccion
entre dos virus, tal como fué sefialado por Koprowski y colaboradores
con respecto al virus papova (24). Joncas y colaboradores (22) encontraren
titulos de anticuerpos contra el virus Epstein-Barr por encima de 1/80 en
8 de 12 casos de PEESA vy detectaron por aislamiento o microscopfa elec-
trénica un herpes latente y un adenovirus 21 en dos casos.

Los “agregados’’ tubulares asociados con el reticulo endoplasmico,
vistos en algunas neuronas y en células endoteliales, son semejantes a los
observados en nefritis l(pica, en células neopldsicas y en miositis (2, 15, 29,
a7, s9). Cuando fueron encontrados en casos de lupus se pensd que corres-
pondian a paramixovirus, pero la inmunofluorescencia y los cultivos han
resultado negativos {29). Hasta ahora su verdadero significado no ha side
dilucidade.

Conviene sefialar que observamos en nuestro material, numerosos cam-
bios como son; dilatacidn e irregularidad de la cisterna perinuclear, altera-
ciones del aparato de Golgi y del reticulo endoplasmico y presencia de ma-
terial granular fino con densidad electrénica en las proximidades del re-
ticulo endoplasmico, que pueden ser atribuidos a la presencia del virus.
Con ia aplicacion de inmunocitoquimica a nivel ultraestructural, tal vez
seria posible demostrar una relacion entre esas lesiones y el antigeno viral.
Se han publicado trabajos experimentales que mediante esa técnica eviden-
cian antigeno viral no estructurado en el nicleo, membrana del reticulo
endoplasmico, membrana celular, en neurotiibulos y en material finamente
granular (11, 21, 22, 28, 28). S0l0 se ha estudiado un caso humano con este
método (20).

En conclusidn, en cinco (5) de las once {11) biopsias de pacientes con
PEESA estudiados, se encontraron cambios comparables con los casos hu-
manos descritos en la literatura y, sin son comparados con estudios experi-
mentales, corresponden a las fases cronica y latente o no productiva de la
infeccion con el agente de la PEESA.

Se planted la influencia gue puede tener la respuesta humoral de los
pacientes en la sintesis del antigeno viral asi como las probables diferencias
entre el virus del sarampion y el de la PEESA.
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En dos (2) de los cinco (5) casos mencionados el hallazgo de cuerpos
“vermiculares” deja la interrogante sobre una posible interaccion entre dos
virus.
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ABSTRACT

Histological and ultrastructural studies in 11 human cases of subacute
sclerosing panencephalitis. Cespedes G. (Instituto Anatomopatolégico.
Universidad Central de Venezuela. Apartado Postal 50647, Caraces. Vene-
zuela). Gonzilez IE. Invest Clin 26(1): 5-24, 1985.— Eleven cerebral
biopsies from patients with diagnosis of subacute sclerosing panencepha-
itis (SSPE) were examined by light and electron microscopy. Light mi-
croscopy showed nuclear inclusions in five cases: in three of them nucleo-
capsids were demonstrated on electron microscopy. In two biopsies
without nuclear inclusions ultrastructural study showed nucleocapsids.
Other electron microscopic findings include: citoplasmic fuzzy nucleo-
capsids usually seen in acute measles infection and productive infection
of SSPE; nuclear smooth nucleocapsids that have also been demonstrated
in chronic measles infection and productive and latent system of SSPE
virus, and intracytoplasmic smooth nucleacapsids, often found in latent
infection with SSPE virus. Cellular alterations were observed in all cases,
which could be atributed to the virus. However, further methaods, parti-
culary immunocitochemistry at ultrastructural level, may contribute to
clarify the relationship of those changes with viral antigen,
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