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hechos ordenados. En realidad, una teoría es una inter­
pretación libre de un orden y de leyes. Pero conviene
aún examinar esta libertad.

En los comienzos, los pensadores podían plantear li­
bremente sus problemas, elegir el modode interrogar a
la naturaleza y, a partir de esta elección, fabricar los
instrumentos y mecanismosdestinados a recibir las res­
puestas. Hoy somos menos libres porque la ciencia, a1 de­
sarrollarse, se ha orientado en determinado número de di­
recciones de las que el investigador no puede aprtarse.
Cada investigación implica una acción, cada acción impli­
ca una elección y, una vez que se ha elegido, ya no es
posible ponerla en duda. Para descubrir un sentido en una
cosa hay que dejar a un lado muchas otras cosas. Y es in­
dudable que la ciencia actual sólo nos permite estudiar
una parte del mundoexterior. Frente a la infinita va­
riedad del mundoexterior, debemos convenir en que el de­
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CAPITULO 1

INMUNOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO



La infección de seres humanos por el Taypano¿omacnuzi
provoca la enfermedad conocida como Trvpanosomiasis Ameri­
cana o enfermedad de Chagas. Esta patología constituye,
en Centro y Sudamérica, un problema médico-Social tan se­
rio que reclama las mejores esfuerzos de todos aquellos
relacionados con la salud pública. Minimizar la transmi­
sión, reducir el área endémicay controlar el desarrollo
de los procesos patológicos en los pacientes son objeti­
vos mínimos para los que se deben sumar los esfuerzos no
sólo de los especialistas en medicina, biología o bioquí­
mica, sino también en educación. economía y sociología.

EPIDEMIOLOGIA

La Trypanosomiasis Americana fue descripta por primera
vez por Carlos Chagas en 1909 (1), pero debieron pasar va­
rios años antes de que se hiciera evidente su magnitud co­
moproblema sanitario; hoy se sabe que el área de disper­
sión de su agente etiológico abarca casi todo el continen­
te: desde los Estados Unidos de Norteamérica (2,3) hasta,
aproximadamente, el paralelo 42 de latitud sur en Chile y
1a Argentina, y se estima que en Centro y Sudamérica está
infectado el 10%de la población (4), lo que significa me
1a cifra de posibles pacientes es varias veces millonaria.

En la Argentina se ha evaluado la prevalencia de la in­
fección en varias ocasiones. Los resultados más represen­
tativos son los obtenidos por estudios serológicos efec­
tuados en 1a totalidad de los varones de 18 6 20 años al
momentode ser convocados al servicio militar obligatorio.
Dichos resultados señalan que los porcentajes de infección
han disminuido en los últimos años: de 11%de seropositi­
vidad en 1970 a 6%en 1982 (5). Estos resultados coinci­
den con los de estudios efectuados en comunidades rurales
que, además, señalan que la prevalencia de la infección



chagásica crece con la edad y que los porcentajes de in­
fección dependen de las condiciones socio-económicas de
los habitantes (6). Este hecho está vinculado a la preca­
riedad de las viviendas y a la adaptación de algunos in­
sectos vectores del parásito, originariamente selváticos,
al ambiente domiciliario y oeridomiciliario. Aunquela
persistencia de reservorios selváticos con ciclos de in­
fección en animales silvestres hace virtualmente utópica
la erradicación definitiva del T.cnuz¿, 1a disminución
del número de triatominos en la vivienda humana trae co­
moconsecuencia la interrupción de la transmisión (7),
por lo que la actividad constante de las campañas de con­
trol tiene una importancia relevante en la limitación de
la infección.

AGENTE ETIOLOGICO E INFECCION

El agente etiológico de 1a Trypanosomiasis Americana es
el Tngpanoaoma (Schizotngpanum) cnuzi (Phyium Pnotozoa,
Superclase Maótigophona, Orden K¿netopiaót¿da) que, en su
ciclo de vida, es huésped alternado de insectos y mamífe­
ros. En ambas etapas su especificidad de huésped es muy
baja y, así comoparasita numerosas especies de los géne­
ros Tnáatoma, PaátnongyLuA y Rhodniuó (y otros miembros
de la Familia ReduuLidae), infecta normalmente a miembros
de, por lo menos, ocho órdenes distintos de mamíferos(8).

En su ciclo de vida, el T.cnuz¿ presenta distintos esta­
díos fisiológica y morfológiCamentedistinguibles, carac­
terizados según el flagelo (su nacimiento junto al cineto­
plasto, curso intracelular y punto donde emerge libre del
citoplasma) y la posición relativa del cinetoplasto res­
pecto del núcleo gelular (9). En la luz del tracto intes­
tinal del insecto los parásitos se multiplican extracelu­
larmente comoepimastigotes (flageloemergentedesde la re­
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gión lateral anterior, cínetoplasto anterior a1 núcleo)
y se transforman en tripomastigotes metacíclicos (flagelo
emergente desde el extremo apical posterior, cinetoplas­
to posterior a1 núcleo), que se acumulan en la ampolla
rectal y son excretados con las heces (10,11). Los Redu­
viideos defecan durante e inmediatamente después de la a­
limentación, por lo que los tripomastigotes son excreta­
dos en el entorno del área picada por el insecto; este he­
cho v la resouesta refleja de rascarse después de la pica­
dura fav0recen la invasión del huésned mamífero (12).

Los tripomastigotes que penetraron a través de 1a piel
o de las mucosas del mamífero pueden infectar cualquier
célula del organismo. El mecanismo de esta infección fue
estudiado in vitro en células en cultivo y es, esencial­
mente, el mismo en todos los casos (13): es un proceso ac­
tivo que, además, involucraría la participación de sustan­
cias quimiotácticas producidas por el huésped (14), y que
permite a1 tripomastigote llegar al citoplasma celular
para diferenciarse a amastigote (sin flagelo evidente al
microscopio óptico). Después de reproducirse por fisión
binaria, el parásito se rediferencia en tripomastigote y
escapa al líquido intersticial o a la sangre con destruc­
ción de la célula huésped, varios días después de 1a in­
fección (10,15).

Los tripomastigotes circulan en el torrente sanguíneo
y, con él, pueden alcanzar cualquier parte del organismo
e invadir otras células, fundamentalmente las fibras mus­
culares lisas, estríadas o cardíacas, o las células del
sistema reticulo endotelial (16). Si bien no parasitarían
las células nerviosas, si pueden hacerlo en las gliales
(17). La aparente predilección por algunos de estos tipos
celulares hizo clasificar a los parásitos de distintas
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"cepasen mioo reticulotrópicos, pero 1a base de este tropis­
mo celular es desconocida y no siempre hay acuerdo entre
los resultados in vitro e in vivo (18,19,20). Mas aún, hay
antecedentes de que la selectividad podría cambiar duran­
te el curso de la infección (21).

Los tripomastigotes circulantes son los responsables de
cerrar el ciclo de transmisión, ya que son las formas que
tomará otro insecto cuando se alimente con la sangre de
un mamífero infectado. A1 ingresar en el tracto digestivo
del insecto, los tripomastigotes se diferencian hasta epi­
mastigotes (intestino medio ) (10).

Debe mencionarse, además, que se ha demostrado la DOSí­
bilidad de infección transplacentaria. La incidencia de
este tipo de transmisión varía según el grado de endemici­
dad de las zonas estudiadas: 2,3% en Córdoba (22) 6 0,5%
en la provincia de Buenos Aires (23). También es importan­
te controlar la serologia de los dadores de sangre, por­
que es posible transmitir el T.cnuz¿ al transfundir (24)
extendiendo el área de infección al medio urbano.

Las distintas formas del parásito son cultivables in
vitro en medios axénicos: desde hace muchosaños para los
epimastigotes (25) y, más recientemente, para tripomasti­
gotes (26) y amastigotes (27).



ENFERMEDAD DE CHAGAS

En la Trypanosomiasis Americana pueden distinguirse 3
estadios o formas clínicas: 1) enfermedad aguda que se pre­
senta en el 5%de los sujetos infectados. El 95%restante
no presenta sintomatología o la presenta en forma inespecí­
fica; 2) fase latente, y 3) enfermedad crónica, que se
hace aparente en el 30-40%de los pacientes (28).

Enfermedad aguda

Comprendela primoinfestación parasitaria y el cuadro
panvisceral de generalización. Las manifestaciones agudas
aparecen lentamente después de un período
de incubación de 3 a 12 días con un cuadro clínico muy
proteiforme.

La evidencia de puerta de entrada del parásito (chago­
ma de inoculación) es notable en una fracción importante
de los casos agudos sintomáticos -75 a 100%- (28-30), ya
sea en su presentación ocular (signo de Romaña)o cutánea,
y constituye un elemento de alto valor diagnóstico. La
sintomatología incluye: hipertermia con intensidad y du­
ración variables; irritabilidad, cefalalgias y mialgias;
astenia, anorexia y, a veces, somnolencia; dolores osteo­
articulares; edemasde localización diversa, petequias y
exantemas(esquizotripánides); adenopatias, satélites y/o
generalizadas, hepato y esplenomegalia, sobre todo en
lactantes e infantes y, ocasionalmente, diarreas y vómi­
tos, también en lactantes (31).

En un alto porcentaje de casos -60 a 100%- (6,30,31) hay
compromisocardíaco (miocarditis o pancarditis aguda) y,
en menor porcentaje -30%- (32), compromiso neurológico
(que puede llegar a la meningoencefalitis); ambosse pre­
sentan con mayor frecuencia e intensidad entre los lactan­



tes infectados, y su severidad guarda estrecha relación
con el pronóstico. Algunos investigadores opinan que 1a
agresión cardíaca y encefálica estaria presente en todos
los casos aunque, en algunos, se mantendría inaparente
(29).

Dadas las características socio-económicas de 1a epide­
miología de la enfermedad de Chagas, las cifras reales de
mortalidad en fase aguda son difíciles de definir, aunque
es posible asegurar que no son altas: por ejemplo, sólo 3
de 73 casos agudos de un estudio longitudinal realizado
durante 40 años en la región de Cuyo (31), 6 33 de 1232
casos en la experiencia de S.Mazza (33).
Fase latente

Cabe aquí discutir si deben o no llamarse "enfermos" a
los infectados inaparentes. Si consideramos que la apari­
ción y evolución posterior de la sintomatología es gra­
dual y que su incidencia está directamente relacionada
con la antigüedad de la infección, podemosconsiderar que
estamos en presencia de un proceso de evolución lenta que
se desarrolla sblapadamente desde el comienzo de la para­
sitosis. Por lo tanto, desde un punto de vista biológico
y no clinico, para nuestro criterio, todo sujeto infecta­
do con el T.cnuz¿ debe ser considerado enfermo.

Enfermedad crónica

La llamada forma crónica de la enfermedad de Chagas a­
fecta con grado variable de compromisoa distintos siste­
mas y aparatos del organismo. Los órganos más frecuente­
mente afectados son el corazón y los del tubo digestivo.
Hasta el presente no hay una explicación definitiva de
cuáles son los mecanismosetiopatogénicos, ni si éstos
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son comunespara los distintos órganos involucrados; ni
siquiera se sabe si las formas crónicas son secuelas de
1a enfermedad aguda o manifestaciones tardías e indepen­
dientes de la infestación. A este respecto, cabe señalar

que la mayor prevalencia de patología en la fase cróni­
ca se presentaría en los pacientes que tuvieron manifes­
taciones clínicas durante la fase aguda (34); y que exis­
te una significativa correlación entre la forma clínica
y el área geográfica de infestación, aunque se ignora si
esta asociación se relaciona con la variabilidad de los
parásitos, de los huéspedes, de las condiciones ambienta­
les y nutricionales, de más de uno de estos factores y/o
de otros aún desconocidos.

El compromiso cardíaco es la manifestación más frecuen­
te y de mayor importancia de la forma crónica de la en­
fermedad de Chagas en la Argentina (7,35). Por lo común,
se manifiesta varios años después de adquirida la infec­
ción, a edades significativamente más tempranas que otras
cardiopatías. En general, evoluciona en forma lenta, pro­
gresiva e irreversible, aunque puede detenerse pero no
retroceder.

Clínicamente, puede presentarse con palpitaciones, ma­
reos, síndromes de Stokes-Adams y/o disnea de esfuerzo,
edemas en los miembros inferiores, hepatomegalia y desdo­
blamiento del segundo ruido en foco pulmonar, es decir.
con síntomas de trastornos del ritmo cardíaco y/o de in­
suficiencia miocárdica. Debe destacarse que no pocos tras­
tornos realmente severos pueden ser asintomáticos. Las i­
mágenes radiológicas muestran que el tamaño cardíaco evo­
luciona desde la normalidad hacia la cardiomegalia, por
dilatación e hipertrofia principalmente de las cavidades
izquierdasï con punta cardíaca redondeada.



Las anormalidades electrocardiográficas más frecuentes
corresponden a trastornos en la conducción del impulso e­
léctrico y en el ritmo cardiaco, aunque se puede encon­
trar cualquier tipo de alteración electrocardiográfíca
conocida. Entre los primeros predomina claramente el blo­
queo de rama derecha, solo o combinado con el hemibloqueo
o bloqueo del fascículo anterior de la rama izquierda;
mientras que la arritmia más frecuente es la debida a ex­
trasistoles ventriculares, generalmentepolifocales, que
pueden desembocar en períodos de taquicardia ventricular
y aun matar súbitamente al paciente por fibrilación ven­
tricular (36). Los estudios de electrocardiografía diná­
mica (sistema Holter) han permitido detectar un conside­
rable número de arritmias ventriculares complejas en pa­
cientes aparentemente "sanos", comoasí también procesos
de mayor severidad en pacientes con arritmias leves en el
ECGbasal. Es preciso hacer notar que el descenso en el
umbral de detección que permite esta técnica alcanza tam­
bién a los sujetos aparentemente sanos, por lo que es
aún materia de discusión 1a exacta interpretación de es­
tos resultados.

El empleo de pruebas de esfuerzo graduado (ergometria)
resulta de sumautilidad en estos nacientes. no sólo por­
que permiteewaluar la reserva cardíaca del individuo, si­
no porque pone en evidencia o agrava trastornos cardíacos
silentes o minimos en condiciones de reposo.

Recientemente se ha propuesto el empleo de ajmalina pa­
ra evidenciar anormalidades electrocardiográficas. La ad­
ministración intravenosa de este fármaco en sujetos infec­
tados por el T.cnuz¿ ha permitido detectar distintos cam­
bios del ECG,compatibles con la miocardiopatía chagásica,
en 35 de 101 pacientes estudiados (37).
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Por tanto, el empleo de este método de detección ines­
pecifica de daño miocárdico, asi comode los registros
continuos y de las pruebas de esfuerzo, amplían signifi­
cativamente la fracción de enfermos con compromiso car­
díaco.

Las imágenes obtenidas con el empleo de la cámara ga­
mmamuestran áreas cardíacas no homogéneas con un perfil
característico, el aumentode las cavidades cardíacas,
la disminución del flujo miocárdíco efectivo y la existen­
cia de focos de hipermotilidad.(38).

Los estudios histopatológicos revelan anormalidades en
distintas áreas cardíacas, especialmente sobre el sistema
de conducción auriculo-ventricular y en el nódulo sino­
auricular. Las lesiones sobre el sistema de conducción
son complejase incluyen fibrosis, esclero-atrofia, infil­
tración por tejido adiposo y células mononucleares. Se
presentan desde el nódulo auriculo-ventricular, preferen­
temente sobre la rama derecha del haz de Hiss y, en menor
medida, sobre los haces anteriores de su rama izquierda.
Esta miocarditis, microfocal y dífusa,es compatible con
los trastornos de conducción eléctrica antes mencionados.
Las lesiones en e1.nódulo sino-auricular son semejantes:
áreas de fibrosis, que aumentan el estroma nodular, e in­
filtrados con células mononucleares; las fibras muscula­
res aparecen fragmentadas, vacuolizadas y/o atrofiadas e
infiltradas con adipocitos. Estas lesiones explicarían
los problemas de ritmo cardiaco antes citados. La miocar­
ditis no se limita a 1a porción de conducción sino que se
extiende al miocardio contráctil, con áreas de fibrosis
evolutiva y difusa, necrosis y edema, e intensos infiltra­
dos de células mononucleares (39). Otra lesión caracterís­
tica de 1a miocardiopatía chagásica es el aneurisma apical.
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Finalmente, debe destacarse que el hallazgo de nidos de
parásitos intracardíacos no es frecuente (40).

Los trastornos neurológicos y digestivos de 1a enferme­
dad crónica incluyen paresias, parálisis, síntomas cere­
belosos, disartria, anartria y megavísceras, especialmen­
te megaesófago y megacolon (42).

Los estudios de rutina necesarios para diagnosticar es­
tas alteraciones digestivas son radiológicos, empleando
sustancias de contraste,para estudiar fenómenosde dilata­
ción y dinámica. Resultan también de gran utilidad los es­
tudios endoscópicos, especialmente en el esófago, y la ma­
nometría para caracterizar el tipo de disturbio contráctil.

Desdeel punto de vista histológico, las lesiones se
distribuyen irregularmente, sin relación aparente con la
presencia de parásitos, y afectan tanto a neuronas comoa
células de Schwann,fibras nerviosas.y componentes de la
vaina. Pueden verse, además, focos de células mononuclea­
res infiltradas en las fibras musculares, así comocélu­
las musculares lesionadas (43).

El compromiso de los distintos componentes del tubo di­
gestivo parece tener como denominador común la denerva­
ción focal del sistema nervioso autónomo (41). Se ha pro­
puesto que la destrucción de algunas neuronas induciría
el aumento del número de vesículas secretoras de neuro­
transmisores en las restantes neuronas, lo que resultaría
en estímulos focales incoordinados que definírían zonas
de hiperperistaltismo infructuoso y explicarían el desa­
rrollo de megavísceras (40,46).

Esta hipótesis ha tenido confirmación farmacológica: la
administración de sustancias colinérgicas (metacolina,
por ejemplo) a enfermos chagásicos indujo respuestas hi­
perreactivas de musculatura lisa (44), además de sudora­



ción, broncoespasmoy bloqueo auriculo-ventricular tran­
sitorio (45). Estos resultados son coherentes con el c0­
nocido fenómenode "hipersensibilidad por denervación",
en el cual la falta de nervio o de sus terminaciones po­
tencia los efectos de los neurotransmisores; y sugieren,
además, que la destrucción neuronal no está limitada al
tubo digestivo.

La reducción del número de neuronas del plexo mientéri­
co en los enfermos chagásicos ha sido demostrada en esó­
fago, estómago y duodeno, yeyuno, apéndice ileo-cecal, y
colon y recto (42). Aunque no se ha determinado una rela­
ción de proporcionalidad entre el número de neuronas des­
truidas y la disfuncionalidad, se ha propuesto que la a­
parición de síntomas requiere que la destrucción neuro­
nal supere el 50%del contenido del plexo mientérico
(41). Por otro lado, la necesidad de que el proceso de
destrucción sea un fenómeno activo puede desprenderse
del hecho demostrado de que el número de neuronas dismi­
nuye con la edad, sin que sea acompañado del desarrollo
de megavísceras.
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ANTIGENOS DEL TRVPANOSOMA CRUZI

La metodología empleadapara la caracterización antigé­
nica del parásito va desde la clásica separación física
de sus distintas partes y el aislamiento químico de sus
constituyentes hasta 1a modernaproducción de anticuerpos
(Acs) monoclonales, pasando por el análisis de los Acs in­
ducidos in vivo por la infección con el T.cnuz¿ o sus com­
ponentes.

La heterogeneidad antigénica del T.cnuz¿ fue demostra­
da al obtener numerosas (30 a 36) bandas de precipitación
por reacción de sueros hiperinmunes con el sobrenadante
de 10 000 x G del lisado de epimastigotes (47,48). Parte
de estos Ags mostraron reactividad cruzada con Ags de T.
congotcnóe y, en menor medida, con Leióhman¿a donouani
(48).

Sin embargo, no se ha encontrado una variación sistemá­
tica del perfil antigénico del T.cnuz¿ a lo largo de sus
diversos estadios o, sobre todo, de la multiplicación en
un mismo huésped. Esto es opuesto a lo que se ha demos­
trado en los tripanosomas africanos (49), que modifican
permanentemente su perfil antigénico, lo que permite al
parásito escapar de la respuesta inmune del huésped. En
términos generales, aunque se han encontrado diferencias
estructurales y antigénicas en la membranade los distin­
tos estadios del T.cnuz¿ (SO-59), un buen número de deter­
minantes antígénicos permanece estable a lo largo del ci­
clo de vida del parásito (57,60-64). Más aun, numerosos
investigadores coinciden en afirmar que no hay diferencias
importantes entre los Ags que pueden detectarse en pará­
sitos de distintas cepas (59,65-67), aun los realizados
en regiones geográficas distantes entre sí, o a partir de
huéspedes de distintas especies, aunque recientemente se
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han presentado evidencias en contrario (56).
El fraccionamiento subcelular del T.cnuz¿ permitió ca­

racterizar el perfil antigénico de los distintos compo­
nentes del parásito (68,69) y, comoveremos más adelante,
relacionar su citoestructura con el desarrollo de mecanis­
mos de agresión y/o de defensa en la relación huésped-pa­
rásito.

También ha sido demostrada la presencia de Ags de T.
cnuzi en la circulación de huéspedes infectados (70-72).
Este hecho bien podria estar relacionado con la capacidad
del parásito, demostrada.en tripomastigotes y amastigotes
de varias cepas (73-77), para movilizar hacia uno de sus
polos los Acs fijados a sus Ags superficiales (formación
de casquetes o "capping") y endocitar o liberar a1 medio
circundante los complejos Angc.

Distintos autores han demostrado que Ags parasitarios
libres se adsorben a.1as células del huésped (78-80), y
han propuesto que, in vivo, un mecanismo semejante media­
ria fenómenos de autoagresión vinculados con las manifes­
taciones patológicas de la enfermedad (81).

Tambiénha sido propuesta la existencia de alguna simi­
litud estructural entre Ags del parásito y Ags propios
del huésped (82). Aunque la base experimental es indirec­
ta, esa suerte de mimetismopermitiría al parásito disi­
mular su presencia y haría al huésped vulnerable, por re­
actividad cruzada, desencadenando mecanismos de autoagre­
sión.

RESPUESTA INMUNE AL TRYPANOSOMA CRUZI

1. PAPEL DE LOS MACROFAGOS

El parásito, tras penetrar en el huésped mamífero, inva­
de sus células (15). En el caso particular de las células
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de la serie monocito-macrófago (o sistema reticulo endo­
telial) la incorporación ha sido documentadahace mucho
tiempo (83) pero su mecanismo es aún discutido: hay evi­
dencias de que puede ocurrir tanto pasivamente, por fago­
citosis (84-87), comoactivamente, en células cuyos meca­
nismos fagocitarios fueron bloqueados (88). Bs muyproba­
ble que ambos caminos tengan lugar independiente y para­
lelamente: de hecho, la infección de células no fagociti­
cas (89) demuestra fehacientemente la capacidad de los
trípomastigotes para penetrar activamente en las células
del huésped.

Los factores que pueden influir en la penetración de
los parásitos en los macrófagos están siendo estudiados
actualmente: tanto en lo que se refiere al parásito, sus
formas cíclicas (90-94), sus cepas (90,92,95-97), y sus
requerimientos metabólicos (98), comoal efecto de sueros
(93,99,1003 y drogas (91,94,101-103) sobre los macrófagos.

Después de la penetración, y por mecanismos aún desco­
nocidos pero, evidentemente, efectivos, el parásito puede
escapar del fagosoma a la matriz citoplasmática (84-86)
para transformarse en amastigote. Durante algún tiempo se
pensó que allí se alojaría en vacuolas con membrana(104)
pero, actualmente, se acepta que dichas formaciones son
sólo artificios de técnica (105). Los factores que influ­
yen en la destrucción de los parásitos dentro de las cé­
lulas fagociticas son numerosos y sólo están muyparcial­
mente aclarados (100,102,106).

Es un hecho bien conocido que las células de la serie
monocito-macrófagoson cruciales para 1a sensibilización
de los linfocitos T (107). Si bien hasta el presente no
hay datos que se refieran específicamente a1 papel de a­
quéllas en la inmunización contra el T.cnuz¿, puede supo­
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nerse que son las responsables del procesamiento de los
Agsparasitarios para su presentación a los linfocitos
que, comoen toda inmunización, resultan así específica­
mente sensibilizados. Esto conferiría a los macrófagos u­
na enorme importancia en 1a iniciación de 1a respuesta
anti-T.cnuz¿.

Esta mismaserie celular tiene también un papel impor­
tante en la etapa efectora de dicha respuesta, y son prue­
bas concluyentes de esto: 1) los animales de experimenta­
ción cuyo sistema retículoendotelial está estimulado es­
pecífica (108,109) o inespecíficamente, tanto sea por
BCG(89,108, 110,111), Toxopiaóma gondii (112), Bebnoiti­
dió jeffiboni (113), comopor linfoquinas (114) o drogas
(115,116), presentan mayor resistencia a 1a infección;
2) por el contrario, la infección es más grave en los a­
nimales con el sistema previamente bloqueado (117,118),
y 3) las cepas de ratones capaces de generar factor(es)
que activa(n) a los‘macrófagos en su capacidad trípanocí­
da son más resistentes a la infección que aquellas en las
que la producción de dicho(s) factor(es) es menor o más
tardía (119).

En conclusión, si bien hay diferencias individuales re­
lacionadas tanto con el huésped comocon el parásito, és­
tas son más cuanti que cualitativas y es evidente que los
macrófagos desempeñan un papel dual en la infección con
T.cnuz¿: por un lado, ofrecen al parásito un habitat para
1a vida y 1a reproducción y, por el otro, participan acti­
vamente en la respuesta anti-parásito, tanto en su faz de
inducción comoen su faz efectora.

2. PAPEL DE LA RESPUESTA HUMORAL

2.1. Anticuerpos
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La existencia de una respuesta inmune humoral específi­
ca contra el T.cnuz¿ es un heCho incontrovertible: tanto
es así que, si bien sólo la demostración de la presencia
del parásito en un organismo sería prueba irrefutable de
infección, la detección de Acs específicos es, actualmen­
te, el criterio diagnóstico de certeza de infección por
T.cnuz¿.

Comoen toda primoinmunización, la primera inmunoglobu­
lina (Ig) específica detectable en el suero es 1a IgM,
que aparece 3-4 días después de la infección y presenta
su máximaconcentración hacia los días 15-20, para luego
descender. Este descenso es acompañado de un aumento de
la IgG específica, que se hace detectable 10-15 días des­
pués de la infección (120-122).

No hay acuerdo generalizado en cuanto a los niveles
plasmáticos de X -globu1ina (K-G), y de las distintas
inmunoglobulinas, en la fase aguda de la enfermedad: se
han informado valores normales de ¿f-G, IgG, IgM (123) e
IgA (121,123), o bien valores altos, tanto de 5-6 (124)
como de IgM e IgG (120,121,125). En cambio, son más cons­
tantes los resultados obtenidos para la fase crónica:
g'-G aumentada (123,126), IgMnormal (120,123,125,127),

IgA normal (123) e IgG normal (125,127) o aumentada (120,
123). Un trabajo reciente (128) agregó a esta información
1a presencia de niveles altos de IgE tanto en fase aguda
comocrónica. De todas maneras y, más.allá del contenido
total de Igs, los Acs específicos se conservan siempre sig­
nificativamente superiores a los de sujetos no infectados,
sin que, hasta el presente, se conozcan datos que demues­
tren fluctuaciones temporales significativas en sus títu­
los a lo largo del período crónico de la enfermedad, ni
relación con el estadío clínico (129).
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El polimorfísmo de 1a respuesta por Acs anti-T.cnuz¿
queda evidenciado no sólo por 1a cantidad de determinantes
antigénicos que reconocen, sino también por la variada ca­
pacidad funcional de las Igs específicas: hay Acs agluti­
nantes, precipitantes, liticos, fijadores de complemento,
citofílicos, etc., los que, a su vez, tienen distinta ci­
nética de aparición después de la infección. Así, los Acs
responsables de la aglutinación directa (130) y de la in­
munofluorescencia indirecta (132) son los primeros en ser
detectables; luego aparecen Acs fijadores de complemento
(130) y, por fin, los detectables por ensayos de hemoa­
glutinación (130,132). Pero, sea cual fuere su momentode
aparición, todos tienen alta especificidad y parecida uti­

'1idad diagnóstica, aunque la certeza de infección requie­
re el enpleo de, por lo menos, 2 reacciones serológicas.
Este polimorfísmo funcional ha sido largamente demostrado
por diversos autores, tanto en la enfermedad humana como
en modelos experimentales. Ya en 1944 fue documentada la
existencia de Acs anti-T.cnuz¿ con capacidad para agluti­
nar y para precipitar parásitos (133,134) y, muchomás
recientemente, fue demostrada 1a existencia de Acs capa­
ces de mediar in vitro 1a lisis de formas tripomastigote
del parásito (135,140). Si bien estos Acs líticos
están aún en estudio, se ha visto que aparecen sólo en pa­
cientes crónicos (138) y que su actividad disminuye o de­
saparece cuando son tratados (138,139). Otras evidencias
recientes de la variada actividad funcional de los Acs
anti-T.cnuz¿ están dadas por los siguientes hechos: 1)al­
gunas cepas de parásitos, pero no todas, pueden inducir
la formación de Acs neutralizantes, capaces de anular la
infectividad de los parásitos (141,142); 2) existen Acs
capaces de interactuar con los leucocitos para mediar
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fenómenos de citotoxicidad (143); y 3) la existencia de
Acs citofílicos (144). Otra demostración de la heteroge­
neidad de los Acs en la enfermedad humana se obtuvo por
1a purificación de Acs anti-distintas fracciones subcelu­
lares de T.cnuz¿ : se aislaron Acs con alta capacidad fi­
jadora de C' y baja actividad precipitante (anti-Mc) y
Acs con baja capacidad litica (anti-CS) (145). Esta pro­
bada diferencia de afinidad de Acs dirigidos contra dis­
tintos Ags del parásito y la demostración, a través de la
producción de Acs monoclonales, de que distintos Acs no
tienen igual afinidad por los distintos estadios delpará­
sito/{gmarcan el amplio espectro de actividades biológi­
cas tanto de los Acs como de los Ags del parásito.

El papel activo de los Acs específicos en la defensa
del organismo infectado ha sido demostrado con experimen­
tos de transferencia pasiva de protección con sueros ín­
munes y mediante el empleo de animales genéticamente in­
munodeficientes (146) comomodelos experimentales. Los ex­
perimentos de transferencia pasiva han resultado contra­
dictorios: mientras algunos investigadores han logrado
proteger animales de experimentación contra un desafío
con dosis letales de parásitos por la inoculación previa
de suero de animales inmunes (146-154), otros no lo han
logrado (155-157), o han encontrado que la transferencia
de protección requiere el empleo de parásitos de una mis­
ma cepa en las dos etapas (148), o bien, que la protec­
ción depende de la antigüedad de 1a infección (158).

Otra demostración de que los Acs participan activamente
en los mecanismos de protección a la infección aguda re­
sultó del empleo de ratones con baja capacidad de res­
puesta por Acs ("Biozzi LowResponders”) (159,160) y ra­
tas genéticamente deficientes en linfocitos B (161): en
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ambos casos 1a infección aguda fue exacerbada.
En resumen, la presencia siempre demostrable de Acs es­

pecificos contra el T.cnuz¿ en la enfermedad de Chagas y
en sus modelos experimentales es especialmente útil para
el diagnóstico y para estudios epidemiológitos sin que,
hasta el presente, se haya relacionado claramente con el
estado clínico del huésped.

2.2. Sistema complemento (C)

La participación del sistema C en la defensa del hués­
ped infectado por el T.cnuz¿ es múltiple. Por una parte,
coadyuva con los Acs, por ejemplo: su presencia es "con­
ditio sine qua non" para evidenciar in_vitgg
su capacidad lítica (162), mecanismoque, in vivo, muy
posiblemente sea activo sobre.las formas circulantes del
parásito. Apoyaesta idea la demostración de que los tri­
pomastigotes circulantes en ratones infectados pueden lle­
var moléculas de Acs ligadas a su superficie, lo que los
hace susceptibles a la lisis por.e1 simple agregado de C
(136). Por otra parte, en distintos sistemas experimenta­
les se ha demostrado que el/participa activamente en la
fagocitosis: la activación de receptores específicos ca­
paces de ligar a productos de degradación de algunos com­
ponentes del C desencadena la fagocitosis en células mo­
no y polinucleares (163).

La importancia del papel del sistema C en el control de
1a infección por T.cnuz¿ resulta de numerosas evidencias
indirectas, comola refractariedad de las aves a la infec­
ción con el T.cnuz¿ (164); durante mucho tiempo esto se
atribuyó a la presencia de "Acs naturales" hasta que pudo
demostrarse que la inmunidad de las aves se debe a que
los parásitos activan 1a vía alternativa del C (165-168).
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Lamentablemente para los seres humanos, este mecanismo
no se desencadena en los mamíferos. Aunque los animales
con el C desactivado hacen infecciones agudas más graves
(135,169), la infección de ratones y cobayos genéticamen­
te deficientes en distintos componentes del C no mostró
diferencias en el curso de la infección ni en su desarro­
llo, ni en 1a sobrevida (170), lo que sugeriría que el pa­
pel de la vía clásica del C no es central en la resisten­
cia al T.cnuz¿.

Además, la infección experimental de distintas cepas de
ratones mostró que la susceptibilidad al T.cnuz¿ es corre­
lativa con la complementemia (171), hecho relacionado con
la capacidad del parásito para liberar factor(es) con ac­
tividadanticomplementaria (172) y con 1a demostración de
que la concentración sérica de C3 y de la proteina amiloi­
de P (SAP), reactantes de fase aguda, acompañan la parasi­
temia (173).

Estas aparentes discrepancias podrían ser explicadas de
varias maneras, la más evidente de las cuales es 1a dife­
rencia de metodología, sobre todo en el uso de parásitos
de distintas cepas que, comoya se discutió, pueden pre­
sentar importantes diferencias estructurales y funciona­
les. Pero más importante podría serel hecho de que muchas
cepas de ratones, a pesar deseq'deficientes en ciertos
factores del C, tienen vidas "normales" y no son especial­
mente susceptibles a las infecciones, lo que sugiere la
existencia de.mecanismos humorales aún desconocidos capa­
ces de compensar esas deficiencias.

En 10 que se refiere a la relación entre C y enfermedad
de Chagas en el ser humano, no hay demasiada información:
los datos conocidos no muestran diferencias estadística­
mentesignificativas en la actividad hemolítica total ni
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en las concentraciones séricas de algunas de sus fraccio­
nes, comparandoinfectados asintomátícos y sintomáticos,
aunque si presentan diferencias individuales bastante im­
portantes (174).

2.3. Complejos inmunes

Varios investigadores han descripto la presencia tanto
de Ag como de complejos inmunes circulantes (CIC) en la
infección por T.cnuz¿ experimental y humana (175-177), y
demostraron también que estos CIC contienen Ags de T.cnuz¿
(177). En realidad, dada la presencia constante del pará­
sito y de los Acs anti-T.cnuz¿ en el organismo infectado,
la existencia de CIC no debe llamar la atención; en cam­
bio, queda por dilucidar si, comose ha demostrado en res­
puestas a otros Ags, tienen un papel importante en la re­
gulación de 1a respuesta específica. Si bien se ha demos­
trado la acumulación de gammaglobulina tanto en gloméru­
los (178) como en corazón y vasos (179) de ratones infec­
tados, no se conocenreferencias clínicas o histopatológi­
cas que hablen de daño renal por depósito de inmunocomple­
jos en la enfermedad humana. Queda entonces por ver si hay
alguna correlación entre 1a presencia o ausencia de CIC,
y de la especificidad de sus componentes, con las manifes­
.taciones patológicas de la enfermedad.
2.4. Interferón IF

La producción de IF está íntimamente relacionada con el
desarrollo intracelular de micro-organismosparásitos, e­
sencialmente los virus. Su actividad biológica (inhibi­
ción del desarrollo intracelular de los parásitos) ha si­
do demostrada en infecciones por Piaámodium benghei (180)
y Toxopiaóma gondLL (181,182), por 10 que es importante
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establecer si desempeñaalgún papel en la infección por
T.cnuz¿.

En varios trabajos (183-185) se demostró que el T.cnuz¿
es capaz de inducir 1a producción in vivo de IF en anima­
les de experimentación; si bien no se encontró relación
entre los niveles sanguíneos de IF y el curso de la infec­
ción (184,185), el tratamiento con IF exógeno podría au­
mentar la resistencia (186). El empleo de inductores sin­
téticos para estimular 1a producción de IF ha dado resul­
tados contradictorios: aumento (187) o no (188) de la re­
sistencia a la infección aguda en ratones de experimenta­
ción. Comose ve, la información conocida es inSufícien­
te para establecer exactamente el papel del IF en el de­
sarrollo de la infección chagásica, pero parece dudoso
que tenga mucha importancia en el control de la infección.

3. PAPEL DE LA INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS (IMCl

Así comofue relativamente sencillo demostrar la presen­
cia de Acs específicos en la enfermedad de Chagas, la de­
mostración de fenómenos de IMCdirigidos contra él T.Uwz¿
ha resultado muchomás difícil: tanto en las manifestacio­
nes in vivo comoen distintos estudios in vitro, sólo una
fracción de los sujetos infectados presenta respuestas de
IMC. Recordemos a este respecto que la presencia de chago­
ma de inoculación (189) y/o de esquizotripánides (190) só­
lo es evidente en la minoría de los pacientes y que, si
bien es relativamente sencillo obtener reacciones de hi­
persensibilidad inmediata tras la inyección intradérmica
de Ags de T.cnuz¿ (reacción de Guerreiro Machado), las
respuestas cutáneas típicas de hipersensibilidad tardía
(HTa) en la enfermedad de Chagas humana son negativas pa­
ra la mayoría de los autores y sólo alguno de ellos encuen­
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tra resultados positivos (191-193). Esta característica
fue corroborada cuando se empleó para ensayos de HTa 1a
fracción citoplasmática soluble (CS) de T.cnuz¿: mientras
los 38 pacientes estudiados presentaron respuesta inmedia­
ta, sólo 3 de ellos dieron respuesta tardía (194).

En animales de experimentación, tanto infectados cróni­
cos como inmunizados con fracciones subcelulares del pará­
sito, la presencia de reacciones de HTaparece ser más
constante (195,196) aunque otros investigadores, que no
encuentran esta respuesta en los animales en fase aguda
de infección, atribuyen la reacción tardía a fenómenos
tipo Arthus, es decir, en lugar de una reacción típica de
IMCse desarrollaría un fenómeno mediado por complejos
Ag-Ac-C asociado a un estado de supresión para los meca­
nismos celulares (197).

3.1. Inhibición de la migración leucocitaria (IMLl

Los linfocitos T presensibilizados a1 ser re-estimula­
dos por el Ag específico producen una serie de factores,
las linfoquinas, capaces de ejercer múltiples efectos. U­
na de ellas, 1a inhibición de 1a migración de los leuco­
citos (LIF), es fácilmente eVidenciables in vitro en la
prueba de IML, que es aceptada como una demostración de
la existencia de reacciones de IMC.La aplicación de esta
técnica en los pacientes chagásicos ha dado resultados
positivos frente a distintos Ags (194,198-200), aunque
hay datos discrepantes: por ejemplo, el empleo de HTy de
distintas fracciones subcelulares del parásito permitió
evidenciar respuestas positivas en el 60%de los pacientes;
sin embargo, la incidencia de positividad era menor entre
los cardiópatas (40%) (194). Por el contrario, cuando se
usó un extracto dializado del parásito, la incidencia to­
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tal fue semejante (61%), pero la reactividad fue signifi­
cativamente superior entre los cardiópatas (75%) que en­
tre los asintomáticos (200). Un extracto soluble de epí­
mastigotes tratados con glutaraldehído indujo un porcen­
taje semejante de respuestas positivas (198).

Estos ejemplos bastan para demostrar la variabilidad de
los resultados según los Ags empleados y los pacientes es­
tudiados: aunque 1a existencia de respuestas positivas
frente a Ags del T.cnuz¿ está claramente limitada a enfer­
mos chagásicos, no todos responden. Es más: estudios lon­
gitudinales demostraron que un mismopaciente puede va­
riar su reactividad a lo largo del tiempo (194). La causa
de estas diferencias no se conoce, pero demuestran que
las reacciones de IMCno son una constante en 1a enferme­
dad de Chagas.

En animales de experimentación se utiliza una técnica
similar, la inhibición de la migración de los macrófagos
peritoneales, que ha dado resultados positivos en conejos
(196) y ratones (201-203) infectados. Sin embargo, las
reacciones dependen del inóculo infectivo y de la anti­
güedad de la infección: se hacen positivas entre los 60
y 150 días, según cuál sea el material inoculado (202,
203).

3.2. Transformaciónblástica de linfocitos en cultivo

Esta técnica, comola anterior, se baSa en el hecho de
que los linfocitos sensibilizados son capaces de recono­
cer al Ag sensibilizante y reaccionar en forma distinta
de los linfocitos vírgenes. En presencia del Ag, los lin­
focitos inmunes en reposo se desdiferencian a linfoblas­
tos y hay un aumento de la velocidad de sintesis de RNA
y proteinas, que culmina en la síntesis de novo de DNAy



32

mitosis. La estimulación puede evaluarse microscópicamen­
te o, mejor aun, por 1a incorporación de precursores me­
tabólicos radioactivos, de los cuales el más usado es la
timidina tritiada.

La aplicación de esta técnica para la detección de res­
puestas de IMCanti-T.cnuz¿ dio resultados claramente po­
sitivos en un alto porcentaje de enfermos chagásicos, in­
dependientemente del título de Acs específicos, y de la
presencia o ausencia de cardiopatía (192,204,205), de la
edad de los pacientes y de los Ags empleados (204,205).

En estudios con ratones infectados se encontró que las
respuestas de.proliferación linfoide a extractos totales
de T.cnuz¿ recién se hacen medíbles 60 días después de la
infección, sin evidencias de que la falta de respuesta en
el período anterior se deba a mecanismosespecificos de
supresión (206). La capacidad de respuesta proliferativa
in vitro también fue demostrada en conejos infectados cró­
nicamente con T.cnuz¿ (196).

3.3. Citotoxicidad mediada por células

El sistema inmune cuenta con diversos mecanismos para
lisar células vivas; ya se mencionaronlos que involucran
a los macrófagos y a1 sistema C, y debe agregarse que
existen al menosotros tres mecanismospara lisar parási­
tos. Ellos son: 1) citotoxicidad directa (CMC):ejercida
por linfocitos T citotóxicos sensibilizados, que recono­
cen directamente al Ag específico siempre y cuando se pre­
sente asociado con Ags de histocompatibilidad del huésped
(107); 2) citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC);
ejercida por células presensibilizadas, o no, que se ac­
tivan por contacto con la célula blanco recubierta por
Ac; y 3) actividad NK, mediada por linfocitos NK (por
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"natural killer") sobre células blanco en replicación ac­
tiva, sin necesidad de presensibilización.

Todos estos mecanismos han sido estudiados en la infec­
ción por T.cnuz¿:
1) CMC:se conoce únicamente una evidencia, y muy indirec­

ta, de la actividad de este mecanismo: la disminución
del número de parásitos cuando son cocultivados con
linfocitos sensibilizados (207).

2) ADCC:actividad repetidamente demostrada. Es efectiva
in vitro tanto contra las formas epi (208,211-213,217)
y tripomastigote (214,215) comocontra células no san­
guíneas revestidas de Ag de T.cnuz¿ (219) y puede evi­
denciarse con células efectoras humanas (212-214,217),
de rata (209-211) y de ratones (208,215,216,218).

A diferencia de otros sistemas estudiados, cáncer por
ejemplo, en la ADCCanti-T.cnuz¿ las células éfectoras
son fundamentalmentelos granulocitos, tanto neutrófilos
(211-214,216,217,219), comoeosinófilos (209-211,214,216,
219) y los monocitos (218), pero no los linfocitos (209,
213,216). In vitro, este sistema es capaz de destruir has­
ta el 90%de los parásitos (211,213,216,217), pero su efec­
tividad in vivo aún se desconoce.
3) Actividad NK:varios trabajos sugieren que la infección

por T.cnuz¿ estimula la actividad citotóxica de las cé­
lulas NK;tanto inespecífica, contra células tumorales
(220,221), comoespecífica, contra epimastigotes y tri­
pomastigotes de T.cnuz¿ (222). Estos resultados con co­
herentes con la mayor sobrevida de ratones infectados
cuando son tratados con inductores de IF (166), uno de
cuyos efectos conocidos es aumentar la actividad NK
(223).

La participación de las células NKen la resistencia a
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la infección ha sido demostrada en otras parasitosis
(224) y fue sugerida en la tripanosomíasís americana por­
que el curso de 1a infección y 1a sobrevida de ratones
"beige", mutantes deficientes en NK,no son alterados por
inductores de IF (166).

4, OTRAS EVIDENCIAS DE ACTIVIDAD INMUNE MEDIADA POR

í
CELULAS

De todo lo dicho, se desprende que el sector timo-de-'
pendiente del sistema inmune de un huésped infectado pue­
de reaccionar contra los Ags del T.cnuz¿, y los siguien­
tes hechos dan cuenta de 1a importancia global de esta
reactividad in vivo.

1. Falta del sistema T

Tanto en ratones timectomízados (225,226),tratados con
suero anti-timocito (227),como genéticamente atímicos
(228-230) la infección aguda es más grave: hay mayor para­
sitemia y mayor número de parásitos tisulares y menor
tiempo de sobrevida; además, la depresión del sistema T
convierte en letales dosis de parásitos que no lo son en
animales normales (230). Idénticos resultados se obtuvie­
ron empleando ratas (227). La demostración de que la memo­
ria inmunológica anti-T.cnuz¿ reside en las células T co­
rrobora estos datos (226).
2. Transferencia de inmunidad

La posibilidad de transferir inmunidadcontra 1a enfer­
medad aguda experimental ha sido muy explorada, usando
tanto suero como células de animales inmunizados. Los
resultados obtenidos con células hasta ahora no son cate­
góricos: sólo algunos investigadores lograron resultados
positivos. Pero esto no es todo: si bien varios autores
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obtuvieron protección por transferencia de células esplé­
nicas inmunes totales, tanto en ratas (232) comoen rato­
nes (232,233-236), la separación de estas células en las
dos grandes subpoblaciones permitió adjudicar 1a protec-'
ción a las células B en unos casos (234,236) y a las T en
otro (235). Frente a estas aparentes incoherencias se ha
propuesto que 1a inmunidad protectora está mediada por
las células B pero requiere.1a actividad "colaboradora"
de las T (236), mecanismoque explicaría 1a baja capaci­
dad defensíva de los animales timo-deficientes (234).

3. Efecto de la inmunodepresión

Las observaciones hechas en animales infectados o pa­
cientes chagásicos tratados con drogas inmunodepresoras
también muestran resultados contradictorios.

Así, por ejemplo, los ratones tratados con cortisona du­
rante la fase aguda, hicieron infecciones más graves (237,
238). En 1a fase crónica, ni el imurán ni 1a mercaptopuri­
na tuvieron efectos (239), mientras que la cortisona (240),
la irradiación y la ciclofosfamida produjeron reagudiza­
ciones (240-243).

En el caso de pacientes diagásicos crónicos, los resulta­
dos obtenidos no son concordantes: mientras el seguimien­
to de un grupo relativamente numeroso de enfermos que, por
patología concurrente, han sido tratados con prednisona,
ciclofosfamida y/o citostáticos, no mostró alteraciones
en la evolución de 1a infección parasitaria ni signos his­
tológicos de reactivación (244,245),/a1gunos casos aiála­
dos con tratamientos semejantes (por ejemplo, cítostáti­
cos, corticoides e irradiación, por presencia de linfomas
malignos) se favoreció 1a infección transfusional (246—
248) o reagudizó 1a infección chagásica (193). En varios
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casos se llegó a la encefalitis aguda sin cardiopatía con­
comitante (247,248); y los datos histológicos mostraron
severos compromisosinfecciosos (246). La interpretación
de estas observaciones, aparentemente discordantes, sobre
la reagudización de 1a forma crónica de la enfermedad no
es sencilla, sobre todo porque, hasta el presente, no se
conoce acabadamente el efecto de cada uno de estos trata­
mientos sobre la modulación de la respuesta inmune, aun­
que sí se sabe que dicho efecto puede variar enormemente
según la dosis, el tiempo de tratamiento, el estado previo
del sistema inmune respecto del Ag, etc. Por tanto, será
necesario esperar más información para poder interpretar
válidamente los resultados recién citados.

5. INMUNIDAD CONCOMITANTE

Con lo antedicho queda demostrado que el sistema inmune
tiene un papel defensivo activo en la infección por el T.
cnuzL. Esta actividad, si bien no logra eliminar total­
mente al parásito del huésped, se confirma por 1a existen­
cia de 1a así llamada "inmunidad concomitante", que se re­
fleja en una resistencia relativa a nueva invasiones para­
sitarias. Este fenómenoha sido demostrado en infecciones

experimentales (249-252), aunque hay resultados en contra­
rio (253). De hecho, no se conocen casos de infección hu­
mana donde se repitan naturalmente episodios agudos en un
mismoindividuo, aunque queda por saber todavía si las re­
infecciones pueden o no aumentar el riesgo de desarrollar
manifestaciones patológicas en la enfermedad crónica.
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EFECTO DE LA INFECCION CHAGASICA SOBRE EL SISTEMA INMUNE

La mayoría de los investigadores coincide en que 1a fase
aguda de 1a tripanosomíasís americana experimental conlle­
va una depresión inespecífíca de 1a respuesta T, mientras
que no observan alteraciones durante 1a fase crónica (254,
255). Para algunos autores, 1a depresión se debería a una
sobreestimulación de células supresoras (256). Otros la a­
tribuyen a una condición anérgica inducida por el parási­
to, equivalente a una desensibilización (257,258), que es
evidenciable o no in vitro, según las condiciones experi­
mentales (259). También se ha propuesto que 1a infección
aguda reduce cuantitativa y funcionalmente el sistema T
(206,242,260) probablemente en las subpoblaciones colabo­
radora y/o respondedora (206), y que la célula implicada
en esta supresión pertenecería a la población adherente
(261); además, se atribuye a1 T.cnuz¿ capacidad para in­
hibir "per se" la blastogénesis durante los estadios tem­
pranos de 1a activación linfocitaria (262).

Por fin, otros investigadores han demostrado que 1a ac­
tivación y expansión de células supresoras específicas
contra Ags del T.cnuz¿ puede no ir acompañada de altera­
ciones en 1a respuesta a Ags no relacionados (236).

Estas contradicciones podrían explicarse por las dife­
rentes cepas de parásitos y de ratones utilizadas, como
lo sugiere el hallazgo, o no, de supresión de la respues­
ta celular segün 1a cepa de ratones, aun cuando 1a parasi­
temía y mortalidad fueran semejantes (263).

Otros resultados conocidos en modelos experimentales de­
muestran la estimulación de 1a actividad fagocítica ines­
pecífica de las células mononucleares (264,265) y de 1a
liberación a1 medio de un factor no-proteico con activi­
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dad anticomplementaria (172).
Las únicas observaciones a este respecto en pacientes

chagásicos se refieren a la fase crónica de la enfermedad,
y la opinión generalizada es que no hay alteraciones sig­
nificativas en el númerode linfocitos T (199), ni en la
respuesta a mitógenos (192,266), ni en otras manifesta­
ciones funcionales de actividad T (204). Sólo un autor
halló parámetros celulares ligeramente alterados (267).

En cuanto a la respuesta humoral, varios trabajos han
'mostrado que el T.cnuz¿ puede activar en forma inespecífí­
ca a clones de linfocitos B no pre-comprometidos con la
respuesta específica a1 parásito; por ejemplo, la respues­
ta por Acs a Ags eritrocitarios heterólogos está aumenta­
da en animales infectados (268-271). Sin embargo, otros
trabajos han mostrado lo contrario: respuesta disminuida
(272,273). Es muyposible que estas discrepancias se de­
ban al momentoen que se hace la inmunización con eritro­
citos en relación con la fase de la enfermedad (274), pe­
ro también es posible que el efecto sobre la respuesta a
los glóbulos rojos se deba a una reacción cruzada, ya que
en distintas cepas de ratones habría correlación entre la
capacidad de respuesta primaria a eritrocitos de carnero
y la resistencia a la infección por T.cnuz¿ (275).

Con respecto a la realidad o no de una activación poli­
clonal de los linfocitos B por el T.cnuz¿ en los seres hu­
manos infectados, debe recordarse 1a heterogeneidad de
resultados obtenidos al cuantificar el contenido de a'-G
y de las distintas Igs. El único trabajo experimental co­
nocido, con células humanas, mostró respuestas humorales
muyreducidas ante distintos Ags (276).

En contraste con esta discutida activación policlonal
B, varios autores mostraron que 1a infección aguda expe­
rimental se acompaña de una disminución de la respuesta
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humoral a Ags no relacionados (275,277). Algunos investi­
gadores atribuyen esta disminución a la producción de un
factor sérico supresor (SSS) inducido por 1a infección
cuya actividad puede ser mediada por células macrofágicas
y alcanzar a Ags T-dependientes y T-independientes (278).
Este factor ha sido purificado y caracterizado estructu­
ralmente y seria capaz de actuar tanto directamente como
por inducción de linfocitos supresores, capacidad ésta
demostrada sobre células esplénicas o de ganglios linfá­
ticos de animales normales (279). La actividad supresora
debida directamente al SSSestá presente en distintas ce­
pas de ratones y parece controlada genéticamente por el
complejo mayor de histocompatíbilidad (280); su efecto es
claramente distinto del de las células supresoras y lo
precede en el tiempo (281), y disminuye la actividad de
células T colaboradoras (283), lo que resulta en una hi­
porreactividad de los linfocitos T que se extiende a la
respuesta humoral (278,283).

Cuandose estudió simultáneamente 1a respuesta humoral
a Ags autólogos y alogeneicos se comprobó que la reactivi­
dad es heterogénea, que 1a supresión puede afectar dife­
rencialmente a las distintas respuestas y que dependería
de la susceptibilidad de la cepa de ratones empleadós
(284).
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REACCIONES AUTOINMUNES EN LA INFECCION POR TRYPANOSOMA

CRUZ!

Desde hace más de 40 años se sospecha que el T.cnuz¿
puede inducir en el huésped mecanismos inmunes dirigidos
contra Ags propios y que esta autoagresión estaria vincu­
lada con la patogenia de la enfermedad de Chagas (285).

La primera evidencia clara de la existencia de Acs di­
rigidos contra tejidos normales fue la detección, en el
suero de pacientes chagásicos, de Igs que, por técnicas
de inmunofluorescencia, mostraban reacciones contra endo­
cardio, intersticio, endotelio vascular y membranaplas­
mática de células de miocardio y músculo esquelético de
rata. Por esta reactividad se los definió comoAcs EVI
(82, 286). Este y trabajos posteriores demostraron que el
factor EVI presenta reactividad cruzada con T.cnuz¿ y T.
nhodienóe (287), alta prevalencia entre los infectados
chagásicos (288,289), y que su presencia/Égrrelacionaría
con la de lesiones histopatológicas en músculo esqueléti­
co (290). Se vio también que el factor EVI es detectable
en las etapas tempranas de la infección (291) y que su
presencia en el suero no es afectada sensiblemente por el
tratamiento con tripanomicidas (292), a diferencia de los
Acs anti-tripanosoma. Trabajos recientes han puesto en e­
videncia que la imágen EVI reune dos reactividades de dis­
tinta especificidad: una imagenextracelular de actividad
heteróloga y una imagen intracelular de reactividad homó­
loga, probablemente dirigida contra la miosina (293). Tal
vez por este motivo estos Ac, asi comootros análogos en­
contrados en el suero de pacientes con distintas patoló­
gías, por ejemplo, fibrosis endomiocárdica (294), o aun
en sujetos sanos de raza negra (295), no es indicativa ni
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tiene valor pronóstico de lesiones orgánicas (289,296,
297). La causa de la aparición de este Ac, así como de o­
tros Acs con actividad contra células de 1a vaina de
Schwannde nervios periféricos (Ac NP), también descrip­
tos en la enfermedad de Chagas, tanto aguda como crónica
(298,299), es discutida; pero puede razonablemente pensar­
se que aparecen comoconsecuencia directa o indirecta de
la ruptura de células del huésped por la invasión parasi­
taria o bien, según postulan sus descubridores, por 1a
presencia de determinantes antigénicos comunesa1 parási­
to y a células somáticas del huésped. Esta última hipóte­
sis estaría avalada por hallazgos recientes que eviden­
cian la existencia de determinantes antigénicos comunes
al T.cnuz¿ y, por un lado, a ciertas poblaciones de neu­
ronas de rata (277,300) y, por el otro, al retículo sarco­
plasmático de músculo de una gran variedad de especies
que incluyen desde los peces hasta los primates (301,
302). De todas maneras e, independientemente de su origen
y de su falta de relación con las manifestaciones patoló­
gicas de la enfermedad de Chagas, la existencia de acti­
vidad EVI y NP es un hecho, corroborado no sólo por las
observaciones citadas sino también porque ha sido detec­
tado en animales muchos años después de la infección (303)
y porque su producción fue inducida en forma experimental
en conejos empleando diversos inmunógenos: corazón, múscu­

.lo o riñón heterólogo aislados o combinados con Ags de T.
cnuzi (304). Además, los sueros EVI-posítivos han demos­
trado poseer actividades características en estudios de
farmacología cardíaca: actúan comoagonistas -adrenér­
gicos sobre auriculas aisladas de rata (305) por un meca­
nismo sólo parcialmente dilucidado que involucra la esti­
mulación reversible de 1a captación extraneuronal de ca­
tecolaminas (306) y 1a modificación de los flujos de Ca++
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(307,303). En estudios recientes se ha demostrado que es­
tos mismosefectos se logran utilizando linfocitos no-T
normales como"efectores" de la actividad mediada por las
inmunoglobulinas EVI (309).

También se ha podido demostrar que la infección con T.
cnuzL induce, tanto en el hombre como en animales de expe­
rimentación, la aparición de Acs anti-laminina, una gli­
coproteina constitutiva de las membranasbasales; estos
Acs reaccionan también con tripomastigotes y amastigotes
pero no con epímastigotes de T.cnuz¿ (310)..La importan­
cia clínica de este Ac puede ser muy grande pero aún no
ha sido demostrada. Por otra parte, las células linfoi­
des de organismos parasitados también reaccionan con te­
jidos normales: se pegan a cortes de miocardio y pueden
agredir la superficie tisular (311) y destruir in vitro
células cardiacas, parasitadas o no, especialmente si los
linfocitos provienen de una infección aguda (312,313).
Por ensayos de IMLse demostró que los leucocitos de pa­
cientes chagásicos reaccionan frente a extractos cardia­
cos (200,314), aunque otros autores encuentran resultados
negativos frente a extractos de corazón y de músculo es­
quelético, y positivos frente a hígado, riñón y cerebro
(315). Por proliferación de linfocitos en cultivo también
se ha demostrado reacción anti-corazón, frente a tejido
de rata, en pacientes con y sin miocardiopatía (266).

En resumen, parece haber evidencias abundantes de la
capacidad de los pacientes chagásicos para montar reac­
ciones inmunes, tanto sea por Acs comopor células, con­
tra estructuras antigénicas de órganos normales; pero nin­
gún autor pudo encontrar correlación entre cualquier tipo
de respuesta y presencia o ausencia de manifestaciones
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patológicas específicas de la enfermedad, como tampoco
demostrar alguna especificidad de tejido en dichas reac­
ciones que, in vitro, parecen alcanzar a órganos usual­
mente no comprometidos en las formas crónicas de la en­
fermedad de Chagas.

RELACION HUESPED-PARASITO

Todo lo dicho sugiere que después de la infección se es­
tablece una relación bidireccional entre huésped y pará­
sito en la cual, además de los mecanismos de escape para­
sitario, intervienen factores genéticos, ambientales y
de regulación.

1. FACTORES GENETICOS Y AMBIENTALES

1.1. Del huésped

Numerosos trabajos ya mencionados demuestran que la re­
sistencia a 1a infección.aguda en animales de experimenta­
ción depende del contenido genético del huésped; por ejem­
plo, la resistencia está asociada a 1a capacidad genética
para sintetizar Acs (159), para montar respuestas celula­
res (228,230), para ejercer actividad NK(187) y para pro­
ducir linfoquinas (96).

Cuandose encuentran cepas de ratones sensibles y re­
sistentes a la infección aguda -evaluadas por parasitemia
y mortalidad- es evidente la influencia genética, aunque
todavía no se ha determinado cuáles y cuántos son los ge­
nes responsables. Para algunos, tanto la resistencia como
1a parasitemia dependen de un control multigénico que, en
el caso.de la parasitemia, es independiente del CMB(316).
Otros trabajos explican el amplio espectro de sensibili­
dad a la infección comoel resultado de la interacción de
factores genéticos (múltiples y sólo parcialmente ligados
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al CMH)y de la actividad del sistema inmune (317,318), a
los que se unen diferencias metabólicas, tales como1a
concentración cardíaca y cerebral de acetilcolin-transfe­
rasa durante la infección (319). Por fin, también se ha
demostrado que 1a expresión de genes que controlan ciertas
manifestaciones autoinmunes incrementa notablemente la
sensibilidad a la infección aguda (320).

Por lo tanto, la relación entre sensibilidad a la in­
fección y composición genética del huésped es un hecho,
aunque los datos mencionados sólo deben tomarse como in­
dicativos, dado que pueden hasta invertirse según la ce­
pa del parásito empleada (321).

En la enfermedad humanano.se ha podido correlacionar
la infección ni 1a patología con factores genéticos; es
más, aún no se sabe si las diferencias geográficas en la
presentación de la enfermedadse deben a características
genéticas de 1a población o del parásito, o a factores
independientes de éstas, como1a nutrición. Un dato ilus­
trativo del efecto ambiental es la influencia del "stresS'
en el desencadenamiento de ciertas manifestaciones patoló­
gicas (41).

1.2. Del parásito

En este terreno las cosas tampoco están suficientemente
aclaradas, pero debemos considerar algunos hechos ya de­
mostrados o planteados.

Está claramente probado que existe una alta variabili­
dad genética intraespecie en el T.cnuz¿. Por ejemplo, hay
diferencias de hasta un 30%en el contenido total de DNA
no sólo en distintas cepas sino también entre clones de
parásitos derivados de una mismacepa (322). Esta varia­
bilidad estructural está acompañadade diferencias fun­
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cionales intercepas e interclones, comopor ejemplo, las
demostradas en tropismo tisular (21), en 1a infectividad
de macrófagos (19,93-96), en el perfil de productos de
clivaje del DNApor endonucleasas de restricción (323),
y en el tiempo de duplicación (324). Es evidente que el
T.cnuz¿ debe de contar con un repertorio genético muy am­
plio: además de sucesivas metamorfosis, debe ser capaz
de llevar vida libre e intracelular, debe invadir distin­
tos huéspedes, adaptarse metabólicamente a sus ambientes
y evadir los mecanismos de defensa de éstos. Ejemplos de
esta variabilidad adaptiva son: la distinta capacidad de
los tripomastigotes de una misma cepa para infectar ma­
crófagos, según provengan de circulación periférica, de
cultivo de células o de cultivo axénico (92,93) y e1"fac­
tor antifagocítico", presente exclusivamente en las for­
mas circulantes del T.cnuz¿ (96).

2. FACTORES REGULATORIOS

La existencia de mecanismosregulatorios en toda res­
puesta inmune es un hecho bien conocido. Dicha regulación
se puede producir en distintos momentosde proceso: desde
1a captación y presentación de los Ags por los macrófagos
hasta 1a instancia efectora en sus diversas expresiones.

Muypoco se sabe de este tema en 1a infección chagási­
ca: ya mencionamosque la infección aguda experimental es
acompañada de una disminuCión de 1a respuesta tanto celu­
lar comohumoral a Ags no relacionados con el T.cnuz¿, y
también mencionamosdiversos factores que influyen en la
relación entre el parásito y los macrófagos. Los siguien­
tes pasos de 1a respuesta inmune han sido menos estudia­
dos, sobre todo en 1a infección crónica pero, por ejemplo
está claramente demostrada la existencia de células T co­
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laboradoras ("Th") especificas contra el parásito desde
el dia 10 post-infección (325), y la presenCia de célu­
las T supresoras especificas para reacciones de HTaanti­
T.cnuz¿ en el bazo de animales crónicamente infectados
(326).

Estos datos aislados indican que, en 1a enfermedad de
Chagas, están presentes distintos mecanismosreguladores
que, si bien no impiden la existencia de reacciones anti­
T.cnuz¿, controlan su potencia en un nivel evidentemente
insuficiente para eliminar al parásito.
3. MECANISMOS DE ESCAPE

Ademásdel nivel funcionalmente insuficiente de res­
puesta inmune, parece evidente que el T.cnuz¿ ha desarro­
llado, a lo largo de su evolución, ciertos mecanismos de
"escape" que le permiten sobrevivir en un ambiente bioló­
gicamente hostil. Algunos de estos mecanismos han sido
descubiertos y están siendo estudiados.

Uno de los aspectos que más llaman la atención es la
capacidad de los tripomastigotes para sobrevivir, dife­
renciarse y replicarse dentro de los macrófagos, células
esencialmente liticas para todo aquello que ose invadir­
las ylmsta tocarlas. Se ha propuesto que.a1gunos de los
parásitos fagocitados logran resistir la actividad pro­
teolitica de las enzimas lisosomales (aunque no se ha
postulados cómolo harían) y escapar del fagolisosoma al
citoplasma (94,106,318), inclusive en los muyeficientes
macrófagos activados (327).

Otro hecho notable es la existencia de formas circulan­
tes en organismos con Acs potencialmente líticos y com­
plementemia normal. En este casor el escape podría resul­
tar del fenómeno de "capping" (73-76), que ya analizamos
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anteriormente; pero debe tenerse en cuenta que, en gene­
ral, este fenómenono es, in vivo, lo suficientemente rá­
pido comopara protejer al parásito de la activación del
C.

Se ha descripto un tercer mecanismo de escape, la "fabu­
lación": ciertas cepas de T.cnuz¿ tienen la capacidad de
producir y liberar enzimas capaces de clivar las Igs pe­
gadas a su superficie y así eliminar sus fragmentos Fc,
que son los que fijan al C, Aunque este fenómeno no es co­
mún a todas las cepas, se ha demostrado que formas circu­
lantes pueden llevar en su cubierta fragmentos Fab de Igs
(139).

Finalmente, un fenómenomuy interesante recientemente
descripto es que los sueros de enfermos chagásicos faci­
litan 1a penetración de parásitos en células parenquima­
tosas en cultivo (99), fenómenoque ya había sido descrip­
to para macrófagos (93) y que no pudo ser corroborado por
otros autores (328).

Comose ha revisado precedentemente, a pesar de que el
sistema inmune ejerce un control sobre el parásito duran­
te la infección, el T.cnuz¿ puede escapar del sistema in­
mune y, más aun, utilizar "pro domo suo" algún mecanismo
originalmente agresivo; sólo el tiempo y, por supuesto,
el trabajo científico, dirán si estos mecanismosson los
únicos y cuál podría ser la forma de contrarrestarlos.



48

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es estudiar algunos
mecanismos relacionados con la regulación de 1a respues­
ta inmune al TnypanOAomacnuzL en los enfermos chagási­
cos; según el siguiente proyecto:
1- investigar la respuesta inmune celular al T.cnuz¿ en

relación con distintos antígenos parasitarios y con
el curso de la enfermedad;

2- investigar la existencia de mecanismoshumorales y/o
celulares que sean capaces de modificar esa reSpuesta,
y su relación con distintos antígenos del parásito y/o
con el curso de 1a enfermedad;

3- investigar la existencia de fenómenos de inmunidad me­
diada por células en la cardiopatía chagásica crónica,
y su relación con los mecanismos regulatorios de la
respuesta inmune a1 T.cnuz¿.
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TESIS

Se postula que la persistencia de la infección chagásí­
ca es consecuencia de que,en los individuos infectados
por el T.cnuz¿, 1a respuesta inmunecelular está regula­
da a un nivel insuficiente para rechazar al parásito; y
que la existencia de pacientes con diferente grado de
compromisoclínico está vinculada con la existencia de
distintos niveles de regulación de la respuesta inmune.



CAPITULO 2

DESARROLLO DE UNA TECNICA PARA EL

AISLAMIENTO DE CELULAS INMUNOCOMPETENTES
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INTRODUCCION

Para estudiar in vitro la respuesta inmunecelular en
los sujetos infectados con el Tnypanvoma cnuzi es nece­
sario aislar células inmunocompetentesde su torrente san­
guíneo.

Los estudios parasitológicos demostraron parásitos cir­
culantes por lo menos en el 50%de los enfermos chagásí­
cos crónicos (329); los parásitos pueden, entonces, apa­
recer contaminando los aislamientos de células inmunocom­
petentes. Esta contaminación ha sido documentada (330,
331), y puede distorsionar los fenómenos en estudio y a­
fectar su evaluación; no sólo porque los parásitos pueden
proliferar sino también porque incrementarían en cantida­
des desconocidas las usualmente muybajas dosis de antí­
genos empleadas en este tipo de técnicas in vitro. Más
aun, algunas formas de T.cnuz¿ pueden incorporar timidina
(332) y esto distorsionar aun más el ensayo si se emplea
la incorporación de [3HJ-timidina paraevaluarla respues­
ta inmune.

Por lo expuesto, se consideró necesario, en primer lu­
gar, desarrollar una técnica que permitiera obtener célu­
las hábiles para estudios in vitro de inmunidad que, a1
mismotiempo, no estuvieran contaminadas con formas cir­
culantes de T.cnuz¿.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Suspensiones celulares

2.1.1. Se recoge sangre periférica en tubos con anticoa­
gulante (Heparina-Liquemine ROCHE—50 U/ml) y dextrán
(Dextrán 70 - ROUXOCEFA - 6% en NaCl 0.15M, 1:4 v/v) y

se deja sedimentar 60 min en posición inclinada 20°. Se
separan, entonces, el plasma sobrenadante y la capa de
células blancas que se encuentran en la interfase para
ser escurridas sobre una solución de Ficoll-Hypaque (FH)
(Ficoll PM400.000 9%: Hypaque 33.9%; 24:10; densidad
1.077 g/ml), en una relación plasma: FH 5-7:2 aproximada­
mente. Se centrífuga 40 min a 400 x g y se procede luego
a aspirar cuidadosamente la interfase, donde han sido re­
tenidas las células mononucleares (333). Estas células
son lavadas tres veces con medio mínimo para cultivo(MEM)
(MEMN° F-14, GIBCO, New York, E.E.U.U.) y resuspendidas
en MEM.A continuación, Se procede a contar las células
empleando azul de tripan al 2%, para evaluar simultánea­
mente la viabilidad, y se ajusta consecuentemente 1a con­
centración según necesidad.

2.1.2. La misma técnica fue empleada con sangre de rato­
nes Rockland, machos de 30 días de edad, infectados 4-6
días antes con 3 x 105 tripomastigotes de T.cnuz¿, cepa
Tulahuén, obteniéndose en la interfase una suspensión ce­
lular con leucocitos y parásitos.

2.1.3. Las suspensiones celulares obtenidas según 2.1.1.
y 2.1.2. fueron mezcladas para obtener una concentración
final de 5-6 x 106 tripomastigotes en 1 ml de MEM.Estas
suspensiones fueron depositadas cuidadosamente sobre gra­
dientes de densidad.
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2.2. Gradientes de densidad

2.2.1. Preparación

Se emplearon las siguientes soluciones: SSC (sacarosa
0.25 M, CaClz 3 mM)y FH en SSC (según composición antes
citada). Conellas se prepararon gradientes continuos de
densidad, empleando una bomba peristáltica (LKBtipo A,
LKBProd., Suecia) de aproximadamente 6 cm de altura y 12
ml de volumen final. Los gradientes tenían una densidad
de 1.077 g/ml en el fondo del tubo y subían hasta 1.034
g/ml en 1a superficie. Esta distribución de densidades
fue controlada durante 1a preparación de los gradientes y
comprobadaal finalizar los experimentos.

Tambiénse prepararon gradientes discontinuos depositan­
do sucesivamente 2 ml de diferentes combinaciones de SSC
y FH con densidades de 12077, 1.060 y 1.051 g/ml respec­
tivamente.

2.2.2. Tratamiento

Los gradientes, y las suspensiones celulares deposita­
das sobre ellos, fueron centrifugados 40 min a 400 x g
(4°C).

2,2.3. Fraccionamiento

Los gradientes continuos fueron fraccionados en 12 ali­
cuotas iguales desde 1a superficie hasta el fondo. Los
gradientes discontinuos fueron fraccionados en 7 alícuo­
tas tomandoel sobrenadante, todas las fases e interfases
y el fondo.
2.2.4. Análisis

De cada una de las fracciones se determinó el contenido
proteico, siguiendo la técnica de Lowryet a1 (334), y el
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contenido celular, contando en un hemocitómetro alicuotas
mezcladas con azul de tripán 2%.

2.3. Ensayo de inoculación

2.3.1. Preparación del inóculo

Se sangraron ratones BALB/c, de 60 días de edad, infec­
tados como en 1.b. La sangre fue diluida 1:2 con PBS
(KH2P04 12,3mM NazHPO4 47,5mM NaCl 0.15M, pH 7.2) y depo­
sitada sobre un gradiente bifásico de densidad preparado
con 2 capas, de 3 ml cada una, de FH con densidades 1.077
y 1.060 g/ml respectivamente, en tubos de nitrato de ce­
lulosa de 16 mm x 75 mm.

Los tubos fueron centrifugados 40 min a 400 x g (4°C) y
el sobrenadante obtenido fue descartado.

La interfase superior fue recuperada cuidadosamente em­
pleando una pipeta Pasteur. Esta interfase de baja densi­
dad (IBD) contenía cantidades equivalentes de leucocitos
y tripomastigotes de T.cnuz¿, que fueron lavados 2 veces
con MEMy resuspendidos a una concentración final de
1,5 x 104 leucocitos y 1,5 x 104 parásitos por mililitro.

La interfase de alta densidad (IAD) fue recuperada por
medio una aguja y jeringa a través de 1a pared del tubo,
pinchando justo por debajo de 1a interfase y aspirando
lentamente. A la observación microscópica, esta suspen­
sión no mostró parásitos, por lo que fue lavada 2 veces y
resuspendida en MEMa una concentración de 1.0 x 106 cé­
lulas/ml.

2.3.2. Inoculación y seguimiento

Alicuotas del contenido de ambas interfases (0.1 m1 de
IBD 6 0.2 m1 de IAD) fueron inoculadas en ratones BALB/c
de 3 días de edad por vía subcutánea.
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La presencia o ausencia de parasitemia fue controlada
diariamente por observación microscópica de muestras de
sangre obtenidas por corte de cola.desde el día 3 hasta
el día 13 post-inoculación (pi). El día 15 pi los anima­
les inoculados con 1a suspensión de IADfueron estudiados
por xenodiagnóstico, alimentando sobre cada uno de ellos
10 ejemplares de Taáatoma.¿nóe¿tan¿ en tercer estadío
(329). E1 día 32 pi los animales del grupo IAD fueron
sangrados y, en los sueros individuales, se exploró la
presencia de anticuerpos anti-T.cnuz¿ por ensayos de do­
ble difusión en placas (335), empleando como antígeno ho­
mogenato total de T.cnuz¿ (68), y de inmunofluorescencia
indirecta (IFI) sobre epimastigotes de cultivo (336).
2.4. Cultivo de linfocitos

2.4.1. Aislamiento de células

Se obtuvo plasma rico en leucocitos de dadores sanos se­
gún se describiera en 2.1.a. Las células mononucleares
periféricas fueron aisladas usando paralelamente dos téc­
nicas: a) una columna de FH como la descripta en 2.1.a.,
y b) un gradiente discontinuo con dos fases, de 1.077 y
1.060 g/ml de densidad respectivamente, preparado comoen
2.1.

En el primer caso se recogieron las células sobrenadan­
tes al FH (linfocitos totales = LT) y, en el segundo, las
células de la interfase que se encontró entre las dos ca­
pas de FH (linfocitos densos = LD).

Todas las células fueron lavadas dos veces con MEM,re­
suspendidas en medio para cultivo RPMIsuplementadoCRPMI­
1640, GIBCO, New York, E.E.U.U., con 80 mg/l de gentami­
cina, Gentamina 400, ESSEX,Arg.), contadas con azul de
tripán y su concentración ajustada.
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2.4.2. Cultivo propiamente dicho

Las células fueron cultivadas en tubos de polipropileno
(10 mmx 35 mm, POLYSTORN°8, Buenos Aires) triplicados.

Cada cultivo consta de 2 x 105 células en ZOOIPl de volu­
men final con 20% de suero humano normal AB, Rh positivo,
inactivado por calentamiento (30 min a 56°C). Para eva­
luar la respuesta linfoproliferativa inespecífica se cul­
tivó en presencia de fitohemaglutinina (PHA-P, DIFCO,
E.E.U.U.) a una concentración final de 15 pg/ml durante
72 hs en una atmósfera de aire con 5% de C02. Tres horas
antes de cosechar las células se agregó a todos los cul­
tivos 1.0 pCi de [SH] -timidina (NewEngland Nuclear, act.
esp.20 Ci/mmol, Massachusetts, E.E.U.U.).
2.4.3. Cosecha de células

Las células de cultivo fueron aisladas utilizando un
cosechador automático multi-canal (LondonMiniharvester,
Londres, Gran Bretaña) por aspiración con corriente de
vacío y retención sobre papel de filtro con fibra de vi­
drio (Whatman GF/A).

2.4.4. Evaluación del cultivo

El papel con material retenido fue cortado y colocado
en viales de centelleo. Se agregó a cada vial 2 gotas de
solubilizador de tejido (NCS,AmershanSearte,Bucks, Gran
Bretaña) y, 18 horas después, 3 m1 de solución centellea­
dora (PPO 5 g, Dimetil POPOP250 mg, tolueno 1 litro). La
emisión radioactiva de cada vial fue cuantificada en un
contador Unilux_II-A (NewEngland Nuclear, Massachusetts,
E.E.U;U.) leyendo 5 min con 2%de error.



RESULTADOS Y DISCUSION

Gradientes de densidad

La Tabla 1 presenta un resultado típico de la centrífu­
gación sobre gradiente continuo de densidad. Todos los
tripomastigotes de T.cnuz¿ fueron encontrados entre 1.051
y 1.057 g/ml; en 4 de 5 experimentos no se encontraron
parásitos por debajo de 1.055 g/ml. Los leucocitos mono­
nucleares se distribuyeron entre 1.046 y 1.080 g/ml, esto
es, a lo largo de todo el gradiente; en el caso ilustra­
do, el 86%y en otros hasta el 90%de las células linfoi­
des aparecieron a densidades superiores a 1.060 g/ml, o
sea, libres de parásitos.

Resultados semejantes se encontraron con los gradientes
discontinuos (ver Tabla 2).

En todos los casos, la viabilidad de los linfocitos fue
superior al 95%, y 1a recuperación del 60-80%, es decir,
equivalente a la que se obtiene usualmente empleando mo­
nocapas de FH (333).

Los parásitos presentaban.una morfología normal y buena
movilidad, excepto en algunas fracciones de alta densidad
donde se encontraron formas inmóviles que recuperaron su
movilidad cuando se disminuyó la densidad por agregado
de agua.

El contenido proteico de cada fracción guardó relación
con el número de células.

Ensayo de inoculación

Este experimento fue diseñado para investigar la pre­
sencia o ausencia de tripomastigotes de T.cnuz¿ en las
zonas de mayor densidad. Se operó, entonces, con un gra­
diente discontinuo con dos fases de 1.077 y 1.060 g/ml
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respectivamente. Sobre este gradiente se centrifugó san­
gre de un ratón infectado y las dos interfases obtenidas
fueron ínoculadas en ratones recién nacidos, es decir,
muysensibles a 1a infección.

Comomuestra la Tabla 3, los animales inoculados con la
interfase de baja densidad desarrollaron una infección a­
guda y fallecieron rápidamente. En cambio, los animales
inoculados con la interfase de alta densidad sobrevivie­
ron hasta su sacrificio el día 32 pi sin parasitemia ni
anticuerpos específicos detectables.

Respuesta proliferativa de células mononuclearesde alta
densidad

En estos ensayos se comparó la capacidad funcional de
las células aisladas de gradientes bifásicos con las que
se obtienen siguiendo 1a técnica tradicional sobre una
columna de FH. Para ello se empleó un ensayo de transfor­
mación blástica empleando PHA como mitógeno.

La Tabla 4 muestra que ambos métodos de aislamiento per­
miten purificar células con una capacidad blastomitogéni­
ca equiparable.
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QQNCLUSIQNES

El aislamiento de linfocitos viables no contaminados
con formas circulantes de T.cnuz¿ puede obtenerse con dos
procedimientos distintos: 1) la lisis selectiva de los pa­
rásitos, y 2) la separación físico-química de ambostipos
celulares. El primer procedimiento tiene algunas desven­
tajas: por ejemplo, que el tratamiento lítíco afecte fun­
cionalmente a los leucocitos, o bien que los productos de
la lisis del parásito no sean totalmente eliminados aun
cuando se laven las células exhaustivamente que, por otra
parte, pueden resultar "pulsadas" in vitro por componen­
tes antigénicos del parásito que contacten o queden ad­
heridos a los monocitos y/o linfocitos durante esta eta­
pa. La separación no destructiva es, entonces, la alter­
nativa recomendable.

El método de centrifugación y separación empleando gra­
dientes de densidad carece de todos los inconvenientes
arriba mencionados:ni los linfocitos ni los tripomasti­
gotes son dañados durante la separación, se obtiene una
población de células mononucleares pura y no estimulada
sin control.

La pérdida del 10-20%de los linfocitos, porque su den­
sidad equivale a la de los tripomastigotes, no parece a­
fectar la capacidad de dar respuestas blastomitogénicas
in vitro, aunque no puede asegurarse si se está descar­
tando una muestra al azar o poblaciones celulares funcio­
nalmente específicas.



Tabla 1

DISTRIBUCION DE LINFOCITOS HUMANOSY TRIPOMASTIGOTES DE

TRVPANOSOMA CRUZI EN GRADIENTES CONTINUOS DE DENSIDAD

6 Células Tripomastigotes
Fracción (g/ml) Mmonucleares de T.Uu¿u' Proteinas

Ü) (35) H)
1 1.037 2.2 18.1 1.9
2 1.046 1.3 ' o 1.5
3 1.050 1.0 36.8 1.7
4 1.054 1.8 25.4 2.4
5 1.057 3.5 19.7 5.5
6 1.060 3.8 0 6.5
7 1.063 6.4 0 6.4
8 1.065 7.6 0 7.7
9 1.068 7.9 0 7.6

10 1.071 25.0 0 19.8
11 1.077 27.5 0 19.2
12 1.079 12.0 0 16.4



DISTRIBUCION DE LINFOCITOS HUMANOSY TRIPOMASTIGOTES-DE

TRVPANOSOMA CRUZI EN GRADIENTES DISCONTINUOS DE DENSIDAD

Fracción

goma-MN...

Tabla 2

á Células
(g/ml) Mononucleares

(Ü

.037 7.8

.051 9.4

.060 10.4

.060 12.4

.068 7.5

.077 26.4

.079 26.1

Triponnstigotes
de T.cnuz¿

(%)

28.1

71.9

O

COCO

Proteínas

(%)

3.4
14.0

13.9

15.1

3.7
21.8
23.1
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Figura 1

DISTRIBUCION DE GLOBULOS BLANCOS HUMANOS (GB) Y

TRIPOMASTIGOTES DE TRVPANOSOMA CRUZI (Tc) EN

GRADIENTES DE DENSIDAD DE FICOLL HYPAQUE (FH)

__ __ r. __

PLASMA
PLASMA.

Tc+GB
PLASMA

LO3O Fil LOGO

L046 ]TcGB+Tc FH 1.055 GB GB

FH 1.077 1.077 FH 1.077

GR GR 'JGR

GR= glóbulos rojos
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Tabla 3

INOCULACION DE RATONES LACTANTES

CON CELULAS DE BAJA Y ALTA DENSIDAD

Interfase de Interfase de
baja densidad alta densidad

Número de ratones 9 5

Inóculo/ratón 1500 GB,'1500 TC 2x105 GB

Parasitemia positiva desde el día 8 pi siempre negativa
Muerte entre días 11 y 13 pi ninguna
Xenodiagnóstico no efectuado negativo el dia 15 pi
Anticuerpos anti-T.cnuz¿ no efectuado negativo el día 32 pi

GB= glóbulos blancos
TC = TnypanOAoma cnuz¿
pi = post-inoculación
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Tabla 4

RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS DENSOS

Dato Estimulante Linfocítos totales IE* Linfocítos densos“ IE

cpm cpm

1 - 1471 Ï 128*** 55 1640 Ï s33 46
1104 80990 Í 12380 75186 Í 8021

2 - 2047 Í 445 86 1533 Ï 449 106
PHA 176676 Ï 14059 162643 Ï 11457

3 - 740 Í 52 125 1116 Í 166 90+ +
PHA 91624 - 1725 100049 - 2319

4 - 412 Ï 52 200 770 Í 81 116+ +
PHA 82617 - 4559 89368 - 3088

5 - 1016 Í 20 63 431 T 64 169+ +
PHA 63647 - 3267 72997 - 3219

* IE = Indice de estimulación: cpmcon antígeno/cpm sin antígeno
* 30' Linfocítos humanos con densidad > 1.060 g/m
*** i Í SD



CAPITULO 3

EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE

CELULAR EN ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS
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INTRODUCCION

En el Capítulo 1 hemos presentado información que de­
muestra, fuera de toda duda, que los Ags del T.cnuz¿ son
capaces de estimular reacciones específicas del sistema
inmune tanto en animales como en seres humanos infectados
con este parásito. Los Acs anti-Tacnuzi aparecen en la
circulación pocos días después de 1a primoinfección y per­
sisten allí durante toda la vida del organismo infectado,
aun en individuos carentes de síntomas y/o signos de en­
fermedad. Las reacciones de inmunidad celular (IMC), en
cambio, son menos regulares: tanto in vivo comoin vitro
sólo parte de los individuos infectados presentan reaccio­
nes típicas de IMC.

En la estimulación del.sistema inmuneestán involucra­
dos múltiples Ags parasitarios; el huésped infectado no
sólo debe enfrentar a tripomastigotes metacíclicos en la
infección original y a trípomastigotes circulantes y amas­
tigotes tisulares derivados de la proliferación parasita­
ria, sino también a distintos fragmentos subcelulares pro­
ducidos por la metabolización y/o destrucción de los pa­
rásitos por la propia actividad del sistema inmune.

Este amplio espectro antigénico, 1a demostrada presen­
cia de antígenos comunesa distintos estadios del parási­
to y el hecho de que los Ags de epímastigotes de cultivo
axénico sean útiles en ensayos de serología diagnóstica
justifican el empleo de preparaciones antigénicas de epi­
mastigotes para evaluar fenómenos de IMCen la infección
chagásica. La conveniencia de utilizar fracciones subce­
lulares del parásito en la evaluación de células inmuno­
competentes se apoya en la separación del universo anti­
génico y 1a consiguiente posibilidad de hacer distincio­
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nes en él, según su efecto estimulador. De hecho, estas
mismaspreparaciones demostraron en trabajos previos, en
modelos experimentales, que distintos Ags del T.cnuz¿ po­
drían estar relacionados.con mecanismosde protección
(337) o de daño tisular (338).

El propósito de los siguientes trabajos fue evaluar la
respuesta linfoproliferativa a distintas fracciones físi­
cas del T.cnuz¿ y la presencia de reactividad inmune anti­
tejidos del huésped; se buscó también relacionar estas
respuestas con la presencia de manifestaciones patológi­
cas de la enfermedady con el tratamiento anti-parasita­
rio.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Antígenos

3.1.1. Antígenos de TnypanOAomacnuzi

3.1.1.1. Fraccionamiento subceiular

La técnica de fraccionamiento subceluhar empleada puede
verse esquematizada en la Figura 2. Brevemente, se rompen
los parásitos por presión-descompresión (353) y se sepa­
ran distintas fracciones por centrifugación diferencial
(68,69).

3.1.1.2. Homogeneización

E1 HT y las fracciones F y Mc fueron sometidos a1 si­
guiente tratamiento adicional de homogeneización; en su
transcurso y, salvo expresa indicación en contrario, se
trabajó en baño de hielo y se utilizó la solución buffer
BKS (KH2P04 ZOmM, EDTA 1mM).

a- pasaje por homogeneizador de vidrio con mano de teflon
DouncePotter (10 viajes)

b- centrifugación 15 min a 1000 x g (4°C)
c- separación de sobrenadantes
d- resuspensión de precipitados con BKS
e- tratamiento con ultrasonido, 150 seg a 65 W (se utili­

zó un "standard microtip" y un aparato SUDprovisto
por Branson Sonic Power, Connecticut, E.E.U.U.)

f- ídem a (5 viajes), b y c
g- ídem d con KCL-0.05M, f, b y c
h- ídem d con KCL 0.10M, f, b y c
i- idem d con KCL 0.20M, f, b y c
j- ídem d con KCL 0.40M, f, b y c
q- se reunen sobrenadantes obtenidos en c, f, g, h, i y j
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T- centrifugación 20 min a 5000 x g (4°C) (rotor HB-4,
centrífuga Sorvall RC-SB)

s- se recupera el sobrenadante que es dializado sucesiva­
mente contra HZOy BKShasta prueba de cloruros nega­
tiva

t- el material dializado es filtrado por membranas
(Millipore, tipo GSWP,poro 0.22 pm), fraccionado y
conservado a -20°C

u- sobre una alícuota se determina el contenido proteico
siguiendo 1a técnica de Lowry et a1 (334).

3.1.1.3. Caracterización

Las distintas preparaciones antigénicas de T.cnuz¿, ob­
tenidas antes o después de 1a homogeneización por ultra­
sonido, fueron comparadas empleando dos técnicas distin­
tas: inmunodifusióny electroforesis.
Inmunodifusión en placa: se dejó difundir a las distintas
preparaciones en portaobjetos cubiertos con agar al 1.5%
en solución salina empleando como fuente de Acs un suero
de conejo anti-homogenato total de T.cnuz¿ (68). La difu­
sión fue realizada en cámara húmeda durante 48 hs, las
primeras 24 hs a temperatura ambiente y las últimas a
4°C. Luego, la placa fue lavada con solución salina y te­
ñida para revelar proteinas con negro de Amido (335)"
Electroforesis: se realizó una electroforesis en bloque
en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil-sulfato
de sodio a1 0.1%. Se empleó un aparato para placa verti­
cal BRL(Bethesda Research Laboratories, Bethesda,
Maryland, EJE.U.U.) y gel con acrilamida 10%P/V (339).
La electroforesis fue corrida durante 17 hs.a 4°C con u­
na intensidad de corriente de.7mA,y el gel teñido para
revelar proteinas con azul de Comassie.
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3.1.2. Antígenos tisulares
3.1.2.1. Obtención

Se obtuvieron muestras de tejido cardíaco, renal y he­
pático humanodurante las autopsias de sujetos fallecidos
por causas accidentales. Los donantes estaban clínicamen­
te libres de todo tipo de tumor, enfermedades infecciosas
o autoinmunesy trastornos.cardiovasculares. Para corro­
borar la ausencia de lesiones orgánicas relevantes se
realizó especialmente un estudio histopatológico de las
muestras de los distintos tejidos seleccionados.

Desde la evisceracíón hasta el tratamiento en el labora­
torio las muestras de tejidos fueron conservadas en baño
de hielo.

3.1.2.2. Preparación

Los distintos tejidos fueron trozados bajo flujo lami­
nar, empleandotijeras de cirugia y bisturí, sobre fil­
tros de malla de alambre (poro = 50 pm). Se filtró las
fracciones obtenidas por arrastre con MEMsuplementado
con antibiótico (Gentamicina 80 mg/l). La suspensión que
resultó del trozado exhaustivo y de abundantes lavados
fue centrifugada suavemente (15 min a 100 x g, 4°C) para
separar los componentes groseros.

El sobrenadante así obtenido fue sometido a un trata­
miento homogeneizador en un todo equivalente a1 anterior­
mente descripto (ver 3.1.1.2).
Pacientes

Fueron estudiados 132 voluntarios elegidos entre las
personas que concurren a1 Instituto Fatala Chabén en bus­
ca de diagnóstico serológico para la enfermedad de Cha­
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gas. Noventa de estos pacientes concurrieron posteriormen­
te al Servicio de Cardiología del Hospital RamosMejía de
la ciudad de Buenos Aires, donde se les efectuaron estu­
dios clínico-cardiológicos de rutina. Estos estudios ín­
cluyen, en todos los casos, un examenclínico, electro­
cardiograma (ECG)y radiografía de tórax (Rx).

El diagnóstico cardiológico se realizó con los ensayos
de fijación de complemento(340), hemoaglutinación indi­
recta (341) e inmunofluorescencia.indirecta (336); se con­
sideró positivo a todo suero reactivo por dos técnicas,
por lo menos. Aquellos pacientes con reacciones negativas
para todas las técnicas constituyeron el grupo control.

Tomandoen cuenta los datos serológicos y clínicos, los
pacientes fueron clasificados en los siguientes grupos:
Grupos control (C): pacientes con serología negativa

(n = 36)

C-O, n=10, datos clínicos incompletos
C-1, n=22, clínicamente normales
C-Z, n=4, cardiópatas.

Enfermos chagásicos (ECh): pacientes con serología positi­
va (n = 96)

ECh-O, n=31, datos clínicos incompletos
ECh-1, n=34, clínicamente normales
ECh-Z, n=11, anormalidades cardiológicas mínimas
ECh-3, n=20, cardiópatas.
La Tabla 5 detalla las características de cada grupo,

con las siguientes consideraciones:
a) el grupo C-Z incluye 4 pacientes con diagnóstico de

miocardiopatía hipertrófíca;
b) se reconoció como cardiomegalia (cM) a toda silueta

cardíaca agrandada, según 1a evaluación del índice car­
diotorácico;
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c) se registraron las siguientes alteraciones del ECG:

d

e

V

V

AVM arritmias ventriculares malignas
BAV1 bloqueo auriculo-ventricular de primer grado
BAV3bloqueo aurículo-ventricular de tercer grado
BCRD bloqueo completo de rama derecha
BIRD bloqueo incompleto de rama derecha
BS bradicardia sinusal
EV extrasistolias ventriculares, por lo menosbifo­cales
HBAI hemibloqueo anterior izquierdo
HBP hemibloqueo posterior
HVI hipertrofia del ventrículo izquierdo
NSE nódulo sinusal enfermo;
el grupo ECh-Zincluye los siguientes casos:
BIRD + cM n=1

BIRD n=4

BS n=4

BAV1 n=1

EV n=1

el grupo ECh-Sincluye los siguientes casos:
AVM + cM n=1

BIRD + BAV1 + EV + cM n=1

BAV3 + cM n=1

BCRD + NSE + cM n=2

BIRD + HVI + cM n=3

BCRD + cM n=3

BCRD n=3

BIRD + HBP n=1

BIRD + HBAI n=1

BIRD + NSE n=1

HBAI n=3

Además, 14 de estos pacientes habían sido tratados con



z

73

drogas tripanomicidas, S con Nifurtimox (Lampit, Bayer),
y 9 con Benznídazol (Radanil, Roche), entre 20 meses y
45 días antes del momento del examen.

Aislamiento de células

Las células mononuclearesperiféricas fueron aisladas
empleando1a técnica descripta en el capítulo anterior.

Brevemente: la sangre obtenida por punción venosa y re­
cogida sobre anticoagulante fue diluida 1:1 en PBS, depo­
sitada sobre columnas bifásicas de FH (con densidades de
1.077 g/ml en la capa inferior y 1.060 g/ml en la supe­
rior) y centrifugada 40 min a 400 x g. La interfase supe­
rior, que retiene a las formas sanguíneas de T.cnuz¿, fue
descartada; y 1a inferior recuperada. Las células deteni­
das en esa posición fueron lavadas 3 veces, empleando MEM,
y resuspendidas en RPMIsuplementado. Con la ayuda de a­
zul de tripán se determinó, en todos los casos, la canti­
‘dady viabilidad de las células aisladas.

En ningún caso se continuó trabajando con poBlaciones
con viabilidades inferiores a1 95%y/o con menos del 95%
de células mononucleares. .

En la mayoría de los casos.se realizó simultáneamente
un extendido, para evaluar la fórmula leucocitaria, y un
recuento de leucocitos de la sangre original. El recuento
se realizó con la ayuda de ácido acético 2%, y los exten­
didos fueron teñidos con la técnica tradicional de May
Grunwald-Giemsa.

Cuandofue necesario (ver Resultados), 1a muestra origi­
nal fue repartida para separar las células paralelamente
con 1a columna bifásica y la clásica columna monofásica
de FH (333).

Cultivo de linfocitos
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Las células mononuclearesperiféricas fueron cultivadas
tal comose describiera en el Capítulo 2, excepto las si­
guientes modificaciones técnicas menores:
a) se reemplazaron los tubos plásticos con placas de 96

orificios (12 x 8) con fondo plano (Linbro IS-FB 96,
Linbro Inc., Hamden,Connecticut, E.E.U.U.);
se utilizó [3HJ-timidina con actividad específica =
= 6.7 Ci/mmol en lugar de 20 Ci/mmol;

c) se cambió el cosechador automático MASHpor un cosecha­
dor automático mini-MASH23-500.(Microbiologíca1 As­
sociates, Walkersville, Maryland, E.E.U.U.);

d) se utilizaron otros contadores de centelleo líquido

b
V

en reemplazo del Unilux-IIA; primero un aparato
Beckman650 (BeckmanInst.Inc., Palo Alto, California,
E.E.U.U.) y, últimamente, un Rack Beta LSC 1215-004
(LKB-Wallac, Turku, Finland).

Resumen de las condiciones de cultivo: 2 x 105 células

en 200 P1 de volumen; 20% final de suero humano AB, Rh
positivo,decomplementado; y las cantidades correspondien­
tes de los distintos antígenos según los resultadosobte­
nidos en los estudios de dosis-respuesta-tiempo. Medio em­
pleado: RPMI-1640.

Xenodiagnóstico

La búsqueda de formas circulantes del parásito por xe­
nodiagnóstico fue realizada en 42 pacientes, de los cua­
les resultaron 12 controles y 30 sujetos con serología po­
sitiva para la enfermedad de Chagas. La técnica empleada
fue descripta en el capítulo anterior y se corresponde
con la presentada con total detalle en 1a publicación co­
rrespondiente (329).
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterización de fracciones subcelulares de T.Umz¿

Las figuras 3 y 4 presentan los resultados obtenidos
por inmunodifusión en placa y por electroforesis en gel
al comparar las distintas fracciones subcelulares de T.
cnuzi tratadas con Tritón X-100 a1 1%(v/v) entre sí, y
con respecto al tratamiento de homogeneizaciónpor ultra­
sonido. '

Ambosanálisis coinciden en demostrar que las distintas
fracciones tienen contenidos proteicos típicos, con ban­
das comunesy bandas propias de cada preparación, coinci­
dentemente con los resultados obtenidos en estudios ante­
riores (68,69). Es, asimismo,.evidente que el tratamiento
con ultrasonido produce un cambio, por lo menos cuantita­
tivo, en 1a distribución de bandas.

3.2. Estimulación policlonal

La Tabla 6 presenta los resultados obtenidos cuando se
cultivó a las células en presencia de fitohemoaglutinina
(PHA). Comopuede verse, los ECh dieron respuestas equi­
valentes a los controles, tanto se comparenlas cantida­
des de [3HJ-timidina incorporada comolos índices de es­
timulación calculados.

Estos resultados coinciden con los obtenidos antes por
otros investigadores (192,199) y nos permiten caracteri­
zar a 1a muestra poblacional estudiada comonormal desde
el punto de vista de la capacidad de sus células inmuno­
competentes para proliferar.in vitro ante un estímulo mi­
togénico.
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3.3. Respuesta específica al T.cnuz¿

a. Relación dosis de Ag-tiempo de respuesta

Para buscar las mejores condiciones de trabajo se estu­
dió la cinética de la respuesta proliferativa empleando
distintas concentraciones de cada una de las preparacio­
nes antigénicasensayadas. Se realizaron cultivos de 4 a
10 días de duración con concentraciones de hasta 100 Pg
de proteina por m1 de cultivo, en 9 EChy 5 controles.

En ninguna de las dos variables se obtuvieron resulta­
dos rotundos; un ejemplo de los valores obtenidos puede
verse en 1a Tabla 7.

Conrespecto al tiempo, las respuestas resultaron rela­
tivamente homogéneas;estimulaciones positivas aisladas
en el día 4 (3 de 9 con F y 1 de 9 con HT), y abundantes
en los días 5, 6 y 7; los valores mayores se obtuvieron,
en general, con 6 días de cultivo y este período fue, en­
tonces, fijado para el resto del trabajo.

Conrespecto a la dosis antigénica, los resultados fue­
ron más heterogéneos: para ninguna de las preparaciones
antígénicas se pudo definir una finica.concentraci6n que
brindara máxima-estimulación.Esta característica se i­
lustra en la Figura 5: se muestran allí los resultados de
tres ECh enfrentados a distintas dosis.de Mc. Comopuede
verse, el paciente 1 sólo presenta respuestas positivas
frente a dos de las diez concentraciones ensayadas (7,5
y 40 pg/ml) con reacciones francamente negativas tanto
por debajo comopor encima de tales concentraciones, y
en el rango intermedio. El perfil de respuesta del pa­
ciente 2 es semejante: tres respuestas positivas de diez
ensayadas, y en puntos aislados del rango estudiado: 2,5,
20 y 75 Pg/ml. E1 paciente 3, en cambio, da una imagen
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más homogénea: responde en el rango 5 a 20 pg/ml y se
conserva cerca del límite definido arbitrariamente como
de positividad, en casi todo el resto del rango estudia­
do. Los estudios realizados con las restantes fracciones
dieron perfiles igualmente irregulares.

Con estos datos y, ante la imposibilidad práctica de
ensayar en todos los pacientes muchasdosis distintas
de cada una de las fracciones, se decidió ensayar, según
1a disponibilidad de células, dos concentraciones distin­
tas de cada preparación a los efectos de mejorar 1a pro­
babilidad de detectar respuestas..Las dosis elegidas fue­

ron: para HT, F y CS: 25 y 15 Pg/ml, y para Mc: 12 y 6
Pg/ml.

b. Prevalencia

Con las condiciones así determinadas se estudiaron 96
EChy 36 controles no infectados. Los resultados obteni­
dos pueden verse en 1a Figura 6. De ellos consideramos
necesario destacar los siguientes hechos:
1- Todas las preparaciones de T.cnuz¿ ensayadas estimula­

ron a una proporción significativa.de ECh: HT = 54%,
F = 48%, Mc = 58% y CS = 46%.

2- En particular, Mcresultó la fracción más estimulante
(tanto se considere la prevalencia de respuestas po­
sitivas comosu magnitud media) y más especifica: n6­
tese que no estimuló respuestas positivas en ningún
control.

3- CS evidenció una capacidad inmunogénica que trabajos
anteriores, realizados con la técnica de inhibición
de 1a migración leucocitaria, no habían podido demos­
trar (176).

4- F, que ha demostrado contener una importante capacidad
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inmunoprotectora en un modelo experimental (343), pre­
sentó una capacidad mitogénica relativamente baja.

5- Si bien dijimos que Mcera 1a fracción más específica,
ello no obsta para que todas las preparaciones ensaya­
das discriminen significativamente entre EChy contro­
les. La determinación estadística de los límites de
confianza (342) indica el siguiente ordenamiento: Mc,
HT, F y CS.

6- Si se define como respondedor a todo individuo que da
respuesta positiva a, por lo menos, 1 preparación de
T.cnuz¿, encontramos que el 79% (72/92) de los ECh y
el 17%(6/35) de los controles.fueron reactivos.

c..Antígenos: homogenatototal y fracciones subcelula­
res

Es importante destacar que el HTno fue la preparación
más mitogénica de todas las estudiadas, La Tabla 8 pre­
senta los resultados agrupando a los pacientes de acuer­
do con las preparaciones a las dieron respuesta positiva:
se observa que el 67% (48/72) de los.ECh respondedores
mostró reactividad frente al HT,mientras que el 33%(24/
/72) no reaccionó a este preparado y si lo hizo a, por
lo menos, 1 de las fracciones subcelulares de T.cnuz¿.

Esto indica claramente que el uso paralelo de múltiples
fracciones del parásito aumenta1a sensibilidad de la
técnica utilizada con respecto a1 empleo simultáneo del
conjunto de fracciones representado por el HT, aun cuan­
do da lugar a la aparición de algunas reacciones positi­
vas entre los controles no infectados. Con todo, la di­
ferencia entre ambosgrupos es altamente significativa
(p < 0,001) y, aunque no se puede descartar 1a presencia
de factores inhibidores en el HT, los resultados obteni­
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nico original.
d. Linfocitos totales (LT) y linfocitos de alta densi­

dad {LD}

En el Capítulo 2 presentamos resultados que demostraban
que los linfocitos aislados de un gradiente bifásico de
densidad LDeran tan hábiles comolos linfocitos habitual­
mente recuperables empleando una columna monofásica de
Ficoll-Hypaque, LT, para responder con proliferación por
lo menos a una estimulación policlonal masiva.

Cuando evaluamos la respuesta a1 T.cnuz¿, también ensa­
yamos paralelamente células obtenidas por ambos métodos
frente a los distintos antígenos parasitarios. Encontra­
mos que en esta respuesta, mucho más selectiva que aqué­
lla, el empleo de LDpermitía poner en evidencia respues­
tas más altas y específicas aun que la de los LT. La Ta­
bla 9 ilustra este aspecto mostrando los resultados de 36
EChy 9 controles estudiados en estas condiciones.

La diferencia de sensibilidad es estadísticamente sig­
nificativa (p1(0,05, test de Wilcoxon).

Un ejemplo límite de las diferencias encontradas se
muestra en la Figura 7. Allí puede verse no sólo importan­
tes variaciones en todos los cultivos estimulados sino tam­
bién en los cultivos de control, no estimulados. Aunqueno
tenemos una explicación definitiva para.este hecho, no po­
demosdescartar el que en la población linfoide de baja
densidad queden retenidos linfocitos con capacidad supre­
sora u otras células responsables de una estimulación lin­
focitaria autóloga, que fuera descripta en algunos ECh
(344).
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dos indican 1a utilidad de fraccionar el universo antigé­
nico original.

d. Linfocítos totales LLT)y linfocitos de alta densi­
dad gLD}

En el Capítulo 2 presentamos resultados que demostraban
que los linfocitos aislados de un gradiente bifásico de
densidad LDeran tan hábiles comolos linfocitos habitual­
mente recuperables empleando una columna monofásica de
Ficoll-Hypaque, LT, para responder con proliferación por
lo menos a una estimulación policlonal masiva.

Cuandoevaluamos la respuesta al Ï.cnuz¿, también ensa­
yamos paralelamente células obtenidas por ambos métodos
frente a los distintos antígenos parasitarios. Encontra­
mos que en esta respuesta, mucho más selectiva que aqué­
lla, el empleo de LDpermitía poner en evidencia respues­
tas más altas y específicas aun que.1a de los LT. La Ta­
bla 9 ilustra este aspecto mostrando los resultados de 36
EChy 9 controles estudiados en estas condiciones.

La diferencia de sensibilidad es estadísticamente sig­
nificativa fl)<0,05, test de Wilcoxon).

Un ejemplo límite de las diferencias encontradas se
muestra en la Figura 7. Allí puede verse no sólo importan­
tes variaciones en todos los cultivos estimulados sino tam­
bién en los cultivos de control, no estimulados. Aunqueno
tenemos una explicación definitiva para.este hecho, no po­
demos descartar el que en 1a población linfoide de baja
densidad queden retenidos linfocitos con capacidad supre­
sora u otras células responsables de una estimulación lin­
focitaria autóloga, que fuera descripta en algunos ECh
(344).
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fórmula leucocitaria, ni las cantidades circulantes de
distintas poblaciones de células mononucleares (linfoci­
tos T y B, y monocitos) (199), pero si mostraron afectar
algunas reSpuestas funcionales: hicieron perder 1a res­
puesta de inhibición de 1a migración leucocitaria (194,
199). En uno de estos trabajos (194) el Ag empleado fue
la fracción flagelar del parásito preparada en forma se­
mejante a la que nosotros utilizamos y, coincidentemente
con nuestros resultados, los EChtratados resultaron en
ese caso menos reactivos que los no tratados.

Todos estos datos sugieren que el tratamiento podría a­
fectar selectivamente a los distintos equilibrios antíge­
no-respuesta que juegan en 1a infección chagásica, e indi­
can claramente que existen importantes diferencias indi­
viduales.

f. Respuesta"in vitrdíy xenodiagnóstico

La presencia de formas circulantes de T.cnuz¿ pudo ser
demostrada en el 23% (7/30) de los ECh estudiados con xe­
nodiagnóstico (XD). Cuandose analizó 1a relación entre
estos resultados y la reactividad linfoproliferatíva in
vitro al parásito, se encontró que el 100%de los ECh con
XDpositivo y el 74% (17/23) de los pacientes con XDnega­
tivo eran respondedores, diferencia que no es estadística­
mente significativa fl3<0,10). Esta tendencia a mayorpo­
sitividad se encontró con todas las fracciones ensayadas,
haciéndose máxima con Mc (86% = 6/7 vs.'44% = 8/18). Aun­
que esta amplia diferencia porcentual tampoco es estadís­
ticamente significativa (p4(0,10) y, por ende, no alcanza
para definir la importancia que tendría la masa antigénica
circulante en relación con la estimulación linfoprolifera­
tiva señala, sin embargo, una tendencia que será necesario
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confírmar con el estudio de mayor número de pacientes.

g. Perfil de respuesta a los antígenos de T.cnuz¿

El análisis del perfil de reactividad de los EChrespon­
dedores, que se resume en la Tabla 11, muestra que el 29%
de los pacientes ensayados con todas las preparaciones de
T.cnuz¿ dio respuesta positiva en todos los casos; el 71%
restante sólo respondió a algunas preparaciones.

Tal vez este variable perfil es, simplemente, una con­
secuencia de la imposibilidad de realizar los estudios
con dosis óptimas de cada Ag para cada paciente, como se
discutió antes, pero más importante quizás es que esa va­
riabilidad revela otra variabilidad: la del nivel en que
se encuentra regulada la respuesta inmune a cada epitope
resultado de la acción e interacción de numerosas/áñgíggíes
la infección natural,no sólo son desconocidas sino también
impredecibles. Factores comola dosis infectante, 1a anti­
güedad de la infección y el perfil antigénico del parási­
to juegan su papel junto a la constitución genética del
huésped y su relación con la interacción con el parásito
y los factores ambientales, nutricionales, etc. que, como
vimos en el Capítulo 1, tienen efecto demostrado sobre 1a
respuesta inmune y la evolución de la enfermedad.

Por estar estrechamente vinculado.con este aspecto, de­
bemos recordar que ningún investigador pudo poner en evi­
dencia fenómenos de IMC en el 100% de los ECh que estudió
(194,200,204,205).

3.4. Reactividad a tejidos homólogos

En el Capítulo 1 hemos presentado información clínica y
experimental que sugiere la existencia de alguna relación
entre 1a actividad del sistema inmune en la infección cha­
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gásica y los mecanismosde lesión tisular que la caracte­
rizan. Sin embargo, hasta el presente no se ha logrado po­
ner en evidencia la causa desencadenante ni el o los meca­
nismos específicamente involucrados.

En otras enfermedades causadas por microorganismos intra­
celulares, Lepra (349) y Leishmaniasis (357), ha sido po­
sible relacionar el pronóstico con la actividad inmunece­
lular específica; y en 1a infección chagásica experimental
se ha logrado inducir daño tisular en ausencia de infección
por el simple inóculo de alguna fracción del parásito(338).

Con estos antecedentes nos propusimos investigar la res­
puesta linfoproliferativa de los ECha tejidos homólogos,
especialmente a miocardio.

Los resultados obtenidos pueden verse en la Tabla 12: el
40%de los ECh estudiados y ningún control sano dieron
respuesta positiva frente a un homogeneizadode miocardio
humano normal. En ensayos paralelos frente a Ags del T.
cnuzi los mismospacientes mostraron reactividades igual­
mente específicas; más aun, todos los EChreactivos frente
a miocardio fueron también reactivos al T.cnuz¿.

La especificidad de esta reactividad anti-miocardio fue
estudiada desde dos ángulos distintos: los pacientes y el
tejido. Para el primero se investigó 1a.presencia de res­
puestas equivalentes en pacientes con miocardiopatías de
etiología no chagásica, y se encontró que 1 de 4 sujetos
con cardiopatía hipertrófica resultaba reactivo en las
mismas condiciones.

Para evaluar la especificidad tisular de esta reactivi­
dad se emplearon paralelamente muestras de hígado y riñón
homólogo; los resultados obtenidos se presentan en la Ta­
bla 13: comopuede verse, todos los tejidos preparados y
ensayados en iguales condiciones fueron capaces de indujr
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respuestas blastomitogénicas in vitro.
Diez de los 16 EChestudiados reaccionaron al T.cnuz¿;

de esos 10, 9, 6 y 5 reaccionaron ante miocardio, hígado
y riñón, reSpectivamente, mientras que ninguno de los 6
EChque no reaccionaron a1 parásito 10 hicieron ante cual­
quiera de los tejidos. Esta importante asociación de reac­
tividades mostró importante correlación estadistica cuan­
do se compararon las intensidades de las distintas res­
puestas (ver Tabla 13).

En resumen: encontramos una significativa reactividad
inmune anti-tejidos humanosen los ECh; esta actividad no
parece dirigida selectivamente hacia estructuras específi­
cas de algún tejido sino, tal vez, hacia elementos comunes
a distintos tejidos. Probablemente, los mecanismosrespon­
sables de este fenómeno no sean exclusivos de 1a infec­
ción chagásica sino, más bien, comunesa distintos proce­
sos patológicos. Acaso 1a exclusividad esté en los pasos
desencadenantes.

3.5. Relación del estado clinico de los enfermos chagási­
cos con la reactividad a T.cnuz¿ y a tejidos homólo­
gos

Los resultados presentados en lo que Va de este capítu­
lo demuestran claramente que la mayoría de los ECh son ca­
paces de responder con linfoproliferación a 1a estimula­
ción por distintos antígenos del T.cnuz¿, y que buena par­
te de ellos también muestra reactividad inmune ante dis­
tintos tejidos humanos.Interesa entonces analizar si es­
tas reactividades tienen alguna relación con el estado
clinico y, para ello, hemos agrupado a los pacientes de a­
cuerdo con las categorías presentadas en Materiales y Mé­
todos; sintéticamente: pacientes infectados sin ninguna
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evidencia de daño tisular (ECh-1), pacientes con signos
y/o síntomas mínimos (ECh-Z), y pacientes con miocardio­
patía manifiesta (ECh-S).

La Tabla 14 presenta los resultados obtenidos ante las
distintas preparaciones de T.cnuz¿. Dos hechos deben ser
destacados:
1- La presencia de inmunorreactivídad anti-T.cnuz¿ es ho­

mogénea en todos los grupos; y
2- la reactividad a las distintas fracciones es, en cam­

bio, heterogénea: los EChcon miocardiopatía manifies­
ta (ECh-S) presentan más y mayores respuestas a las
fracciones F y CS que los ECh-l. Los ECh-Z presentan
resultados intermedios, semejantes a los ECh-3 para CS
y a los ECh-1 para F, aunque el.menor número de pacien­
tes en este grupo y su heterogeneidad clínica hacen
más difícil el análisis que, por lo tanto, limitamos a
los dos grupos polares. La reactividad a Mc, que seña­
lamos en la primera parte de este capítulo como 1a de
mayor especificidad para la enfermedad de Chagas, es
equivalente en todos los grupos.

Podemossintetizar estos resultados diciendo que el de­
sarrollo de patología clínicamente evidenciable no parece
ir acompañada de alguna ganacia o pérdida de inmunorreac­
tivídad ante los antígenos del parásito, pero sí parece
ir asociada a una muydiferente modulación de la respues­
ta al T.cnuz¿. Esto se desprende de la mayor frecuencia
de respuestas linfoproliferativas positivas que los pa­
cientes sintomátícos presentan ante F y CS que ante Mco
HT. Es difícil relacionar esta observación con la mejor
capacidad inmunoprotectora que F demuestra en modelos ex­
perimentales (343) y con la capacidad de inducir daño
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hístico que muestra Mc cuando es ensayada como inmunógeno
(338).

La Figura 8 presenta los resultados de estos mismos pa­
cientes en relatión con la respuesta a corazón. Comopuede
verse, no hay diferencias ni en la proporción de respues­
tas positivas ni en la intensidad.medía de esas respuestas
entre los distintos grupos. Estos resultados podrían reve­
lar una reactividad permanentea los antígenos tisulares
y apoyaria anteriores sugerencias en el sentido de que si
los mecanismos de lesión tisular son de naturaleza inmuno­
lógica, podrían estar presentes desde el comienzo de la in­
fección y sólo se harían evidentes después de un periodo
"silencioso" caracterizado por la existencia de lesiones
minimas insuficientes para expresarse comoalteraciones
evidentes de la fisiología del organismo infectado. Sólo
su desarrollo hasta involucrar una masa crítica, aún no
definible, de tejido(s) dañado(s) haría manifiestas las
lesiones características de la enfermedad de Chagas.
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CONCLUSIONES

En este capítulo hemos presentado datos experimentales
que demuestran que los-linfocitos periféricos de los en­
fermos chagásicos crónicos, obtenidos en condiciones ta­
les que aseguran que no están contaminados con formas cir­
culantes de T.cnuz¿, son capaces de responder in vitro a
la estimulación con distintos antígenos parasitarios y/o
con antígenos tisulares homólogos. Esta capacidad de res­
puesta no es alterada por el tratamiento con drogas tri­
panomicidas y se presenta tanto en pacientes con xenodiag­
nóstico positivo comoen aquéllos en quienes no se pudo
demostrar la presencia de parásitos circulantes.

Es de gran importancia el hallazgo de diferencias en el
perfil de reactividad a los distintos antígenos parasita­
rios según el progreso de la patología chagásica: si bien
desde un enfoque global el reconocimiento y/rgspuesta al
parásito apareceihomogéneoseindependientesdel estado clí­
nico, esto es sólo una verdad a medias; los pacientes con
cardiopatía chagásica manifiesta presentan una reactivi­
dad más intensa y dirigida a mayor cantidad de estructu­
ras del T.cnuz¿ que aquellos pacientesxlibres de síntomas
y/o signos patológicos.

En cambio, 1a reactividad anti-tejidos se presentó con
semejante intensidad y positividad en todos los estadios
clínicos considerados, y con una significativa inespeci­
ficidad de órgano, sugiriendo que se trataría de un meca­
nismo generalizado de temprana aparición y, por lo tanto,
más probablemente vinculado con el desencadenamiento de
mecanismos de daño tisular que con su progreso. De todas
maneras, estas hipótesis sólo podrán corroborarse con el
seguimiento clínico de los pacientes.



Figura 2
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Tabla 5

POBLACION ESTUDIADAa

Sexo Edad(años)
Grupo n 0'“? xtSD(rango)

c-o 1o 7-3 29Í3(13-50) sin datos sin datos
c-1 22 13-9 27Ï2(18-43) normal normal
c-z 4 2-2 42Ï2(37-46) alteradoa cardíomegalia

ECh-O 31 26-5 38Ï2(23-66) sin datos sin datos
ECh-1 34 20-13 32Ï2(18-63) normal normal
ECh-Z 11 7-4 33Ï3(19-4S) alteradoa normal(n=10)

cardiomeg.(n=1)
a norma1(n=9)

cardíomeg.(n=11)
ECh-3 20 14-6 37Ï2(23-61) alterado

a: ver texto



Figura 3 9L
INMUNODIFUSION EN PLACA

Antígenos de T.cnuz¿: Homogenato total (HT) y fracciones
flagelar (F), mícrosomal (Mc)y citoplasmática soluble
(CS), antes y después de tratamiento con ultrasonido
(HTS, Mcs y Fs)

Antísuero: suero de conejo anti-HT de T.cnuz¿
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Figura 4
ELECTROFORESIS EN PLACA DE PREPARACIONES ANTIGENICAS DE
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Tabla 6

92

RESPUESTA A LA PHA EN PACIENTES CHAGASICOS

ECh (n=46)

a i Í sn 1227 Í 103 1304 Ï
CONTROL (rango) (275 - 3163) (299 ­

a i Ï SD 102252 Í 741o 95181 Ï
PHA (rango) (24188 - 263134) (20155 ­

b i Í SD 118.8 Í 13.9 83.5 ÏIE (rango) (16.3 - 494.8) (24.0 ­

Controles(n=21)

124

2230)

12383

234453)

12.8
254.0)

a: datos expresados en cpm de [SHJ-timidína incorporada.
: datos expresados comoíndice de estimulación (IE):

cpm en presencia de PHAmenos cpm inespecíficas/cpm
en ausencia de PHAmenos cpm inespecíficas.



Tabla 7

CINETICA DE LA RESPUESTA PROLIFERATIVAa DE LINFOCITOS

PERIFERICOS DE ENFERMOS CHAGASICOS ANTE FRACCIONES DE

T.CRUZI

A.Homogenatototal B.Fracci6n flagelar
Dosis Días ' Dosis Días
Pg/ml 4 5 6 7 Pg/ml 4 5

15 - 6.0 10.0 3.2 3.2 1.6
25 5.4 8.8 12.6 4.1 25 14.8 1.1 1
50 6.0 5.4 11.0 2.9 50 15.1 1.3

100 3.4 4.0 2.1 1.0 100 8.5 0.7

C.Fracción microsomal D.Citop1asma soluble

Dosis Días Dosis Días
Pg/ml 4 S 6 7 Pg/ml 4 5

6 0.3 0.7 4.5 - 15 0.5 2.1
12 1.3 0.9 2.1 0.9 25 1.1 4.6 1
25 1.3 0.8 1.2 1.6 50 1.2 1.0
50 1.0 0.9 1.2 1.2 100 1.6 4.6

a: datos expresados comoíndices de estimulación.
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Figura 5

ESTIMULACION DE LINFOCITOS PERIFERICOS HUMANOS EN CULTIVO

FRENTE A DISTINTAS DOSIS DE FRACCION MICROSOMAL DE T.CRUZI
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Tabla 8

DIFERENTE RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA AL HOMOGENATO

TOTAL Y A FRACCIONES SUBCELULARES DE T.CRUZI EN ENFERMOS

CHAGASICOS (ECh)

Respuesta a ECh Controles
HTa FSubc.b (n=93) (n=35)

SI SIc 42 1

SI NO 6 2

NO SI 24 3

N0 NO 20 29

a: homogenato total de T.cnuz¿
b: fracciones subcelulares de T.cnuz¿:(flage1ar, microso­

mal y citoplasma soluble)
c: se consideró positivo a todo paciente que respondió,

por lo menos, a 1 de las fracciones ensayadas
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Tabla 9

LINFOCITOS TOTALES Y DE ALTA DENSIDAD: REACTIVIDAD AL
T.CRUZI

Línfocitos de Línfocitos
alta densidad totales

ECh 28/363’b (78%) 12/36 (61%)
Controles 2/9 (22%) 4/9 (44%)

a: datos expresados como: nro.de individuos respondedores
a, por lo menos, 1 preparación de T.cnuz¿/nro.de indi­
viduos estudiados

b: análisis estadístico, ECh-Linfocitos de alta densidad:
vs.controles (¡1/2 = 9.66, p < 0,0025), vs.ECh-Línfoci­
tos totales (X2 = 14.46, p < 0,001)



FIGURA 7

EJEMPLO DE REACTIVIDAD AL TRVPANOSOMA CRUZI

LINFOCITOS TOTALES (El) Y DE ALTA DENSIDAD (I)
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Tabla 10

RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVAa EN ENFERMOS CHAGASICOS (ECh)

EN RELACION CON EL TRATAMIENTO CON DROGAS TRIPANOMICIDAS

HT F Mc cs T.cnuz¿b

29/61 26/52 33/49 25/60 46/61
ECh n° tratad°5 (43%) (50%) (67%) (42%) (75%)

9/14 4/12 10/14 9/14 12/14
ECh tratad°5 (64%) (30%) (71%) (64%) (86%)

a: se presentan número de respuestas positivas/número
total de individuos estudiados

b: se considera RESPONDEDORa todo individuo que da
respuesta positiva (ver Materiales y Métodos) a, por
lo menos, 1 de las preparaciones.antigénícas ensayadas
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PERFIL DE RESPUESTAS A ANTIGENOS DEL T.CRUZI EN 58 ECh

Tabla 11

RESPONDEDORESa

T.CRUZI

HT F Mc cs

+ + + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ + +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

nes antigénicas ensayadas

NO

“UNION

N-ANNU'lC)

¿una

ECh

gb

29

22

21

28

: se considera RESPONDEDORa todo individuo que da res­
puesta positiva a, por lo menos, 1 de las preparacio­

100
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Tabla 12

REACTIVIDAD "IN VITROú ANTI-MIOCARDIO HOMOLOGODE

LINFOCITOS PERIFERICOS DE ENFERMOS CHAGASICOS (ECh)

Respuestalinfoproliferatíva
a

Miocardio T.cnuz¿

ECh 30/74 56/74 (76%)
Controles 0/18 3/18 (17%)

a: Análisis estadístico de proporciones de pacientes
respondedores: )(2 = 11.3, p <'0,001
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Tabla 13

DISTINTOS TEJIDOS HUMANOSESTIMULAN "IN VITRO" RESPUESTAS

PROLIFERATIVAS DE LINFOCITOS DE ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS

ECh Respuesta a
T.cnuz¿a Corazónb’C Riñón Hígado

1 sí 14.0 10.5 6.2
2 sí 7.4 6.2 s.d
3 sí 3.7 3.2 3.2
4 sí 3.1 2.6 3.7
5 sí 3.0 4.1 4.6
6 sí 2.8 1.7 2.2
7 sí 2.5 1.5 2.6
8 sí 2.5 0.7 0.4
9 sí 2.3 1.6 1.7

10 sí 1.2 1.5 0.6
11 no 1.8 1.1 1.3
12 no 1.2 0.3 0.4
13 no 0.8 1.7 1.0
14 no 0.8 1.0 0.7
15 no 0.8 s.d 0.9
16 no 0.2 0.1 1.4

a: se considera respondedor (sí) a todo EChque dio res­
puesta posítiva a, por 10 menos, 1 fracción de T.cnuz¿

b: se presentan índices de estimulación (cpmen presencia
de antígeno/cpm control)

c: estudios de correlación estadística: Corazónvs.Riñ6n,
Corazón vs.Hígado y Ríñón vs.Hígado: p <'0,001

sd: sin datos.



Tabla 14

EFECTO MITOGENICO DE DISTINTAS FRACCIONES DE T.CRUZI EN

RELACION CON EL ESTADO CLINICOa DE UN GRUPO DE ENFERMOS

CHAGASICOS CRONICOS (ECh)

HTb Pd Mc cse T.cnuz¿c

14/33 11/29 ¡17/32 9/33 23/33
ECh-1 (42%) (38%) (53%) (27%) (70%)

2.2Ïo.3 2.0Ï0 6 2.6Ï0.4 1.8Ï0.3

7/11 2/9 6/11 9/11 9/11
ECh-Z (64%) .(22%) (55%) (82%) (82%)

4.4Ï1.3 2.0Ïo.5 2.530,5 3.4Ï0.7

8/20 11/16 11/20 12/19 15/20
ECh-3 (40%) (69%) (55%) (63%) (75%)

2.7Ï0.ó 2.730.4 3.4Ï1.0 3.0Ï0.9

a° ver criterio de clasificación en Materiales y Métodos.
b: se presentan resultados como:nro.de pacientes respon­

dedores/pacientes estudiados (%) y i Ï SD de los co­
rrespondientes índices de estimulación.

c: se presenta: fracción de pacientes respondedores a,
por lo menos, 1 fracción de T.cnuz¿/pacientes estudia­
dos (%).
Análisis estadístico de proporción de pacientes respon­
dedores:

d: J(2 = 6.13, p < 0,050
e: )(2 = 12.45, p < 0,005



FIGURA 8 A,

RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA IN VITRO

DE ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS ANTE

MIOCARDIO HUMANO NORMAL
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CAPITULO 4

RELACION ENTRE MECANISMOS INMUNES HUMORALES

Y CELULARES EN LOS ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS
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INTRODUCCION

Los fenómenos humorales y celulares de respuesta a 1a
infección por el T.cnuz¿ son relativamente conocidos, mu­
cho más en el caso de los mediados por Acs pero, aun así,
prácticamente nada se sabe de los mecanismos de regula­
ción que los gobiernan y menos aun de los que los vincu­
lan.

En el Capítulo anterior hemos presentado datos experi­
mentales que permitieron conocer algunas características
de la respuesta inmune celular en los enfermos chagási­
cos. En el presente Capítulo, nos proponemos investigar
la relación que existe entre estas reactividades y los
aspectos humorales mediados por Acs, tanto en lo que se
refiere específicamente a la respuesta a1 T.cnuz¿ y a
Ags tisulares, comoa las posibles vinculaciones que pu­
diere haber entre ambas. A tales fines, se agregaron a
los ensayos de linfoproliferación in vitro una serie de
estudios para evaluar distintos aspectos de la actividad
humoral, tanto en 1a reactividad inmunedirigida contra
los Ags del T.cnuz¿ comoen la dirigida contra Ags tisu­
lares homólogos.

Inicialmente, se realizaron cultivos de linfocitos em­
pleando en ensayos paralelos suero humanonormal y suero
chagásico, tanto autólogo comoalogeneico. En estas con­
diciones, 1a estimulación por distintos Ags de T.cnuz¿
mostró importantes diferencias que llevaron a analizar
los sueros empleados.

Se estudió el perfil de especificidades de los Acs sé­
ricos de acuerdo con el siguiente detalle: Acs reactivos
con Ags de membrana de T.cnuz¿ (ensayo de inmunofluores­
cencia), Acs reactivos con Ags citoplasmátícos (ensayo
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de hemoaglutinación) y Acs reactivos con distintas frac­
ciones subcelulares del parásito a través de una reacción
inmunoenzimática. A estos estudios, que revelaron distin­
tas actividades mediadas por Acs IgG, se agregó la deter­
minación de Acs IgMespecíficos (ensayo de captación).
Para explorar las propiedades funcionales de los Acs sé­
ricos, se estudió su capacidad citotóxica, contra formas
de cultivo del parásito, y.su capacidad para lisar for­
mas circulantes de T.cnuz¿. Todos estos resultados fueron
relacionados con la respuesta linfoproliferativa a1 pará­
sito. Tambiénla actividad celular anti-tejido se mostró
sensible a la presencia de suero chagásico, por lo que
se estudió la reactividad humoral anti-miocardio homólo­
go empleando distintos ensayos: inmunoenzimáticos, para
Ags de homogeneizado total de este tejido, y por inmuno­
fluorescencia para distintas estructuras celulares del
mismo (laminina y miosina), y se relacionan estos resul­
tados con la respuesta celular al tejido.

Finalmente, se investigaron las posibles relaciones en­
tre los distintos fenómenos celulares y humorales con ac­
tividad anti-T.cnuz¿ y anti-tejido.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Para los distintos estudios presentados en este Capitu­
lo se utilizaron muestras de sangre de un total de 60 pa­
cientes que fueron agrupados de acuerdo con los resulta­
dos de la serología y el examenclínico, según los crite­
rios presentados en el Capítulo anterior (ver Tabla 5),
en 28 enfermos chagásicos asintomáticos (ECh-l), 11 ECh
con trastornos mínimos (ECh-Z) y 21 ECh con cardiopatía
manifiesta (ECh-S). Comogrupos controles, se estudiaron
35'sujetos no infectados, 25 normales y 10 con miocardio­
patía de etiología no chagásica.

Los exámenes clínicos de los pacientes fueron realiza­
dos en el Servicio de Cardiología del Hospital RamosMe­
jía de la Municipalidad de la Ciudad de Buenos-Aires.

Obtención de células inmunocompetentes y suero

En todos los casos se obtuvieron muestras de sangre pe­
riférica por punción venosa. La sangre extraída fue inme­
diatamente transferida a tubos estériles con y sin Hepa­
rina (Abbot, Argentina) para la posterior separación de
células mononucleares y suero respectivamente.

El tubo sin anticoagulante fue incubado a 37°C 3-4 hs
para facilitar 1a retracción del coágulo y/Eentrifugado.
El suero sobrenadante fue separado en condiciones de es­
terilidad, fraccionado en alícuotas de'1 m1, decomplemen­
tado por calentamiento (30 min a 56°C), y empleado en el
día o conservado a -20°C hasta su uso.

La sangre heparinizada fue tratada según se describie­
ra en el Capítulo anterior hasta el aislamiento de célu­
las mononucleares, empleando el gradiente bifásico de den­
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sidad que se describiera en el Capitulo 2.
Cultivo de linfocitos: estudio del efecto de distintos
SUCI‘OS

Las células mononuclearesperiféricas aisladas fueron
llevadas a cultivo en las condiciones que se describieran
anteriormente, incluyendo las dosis de las distintas pre­
paraciones antigénicas de T.cnuz¿ o de tejido homólogo
ensayadas.

Para investigar el efecto del suero de pacientes chagá­
sicos (SECh)sobre la respuesta linfoproliferativa se re­
alizaron cultivos paralelos empleando en un caso el suero
humanonormal ya descripto y, en otro(s), suero del mismo
paciente (suero autólogo) y/o de otro ECh (suero alogenei­
co). En todos los casos se emplearon sueros obtenidos en
el mismo día.

Determinación de anticuerpos anti-T.cnuz¿

1- Ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y de
hemoaglutinación indirecta (HAI)

Para evalur la actividad de Acs presentes el SECh, se
utilizaron los ensayos de IFI y HAIsobre diluciones se­
riadas de cada uno de los sueros.

En el ensayo de IFI se utilizan epimastigotes formola­
dos; por lo tanto, su empleopermite evaluar la reactivi­
dad de los Acs séricos con la membrana-de los parásitos
(336); mientras que, para sensibilizar los glóbulos rojos
de carnero empleados en el ensayo de HAI, se utilizan
Ags citoplasmáticos de T,cnuz¿ obtenidos por ruptura del
parásito (341).

Por ambas técnicas se estudiaron 36 sueros diluidos des­
de 1/2 hasta 1/256 (IFI) o hasta 1/2046 (HAI). En ambos
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casos se presentan los resultados comoel log2.de la ma­
yor dilución reactiva, o sea: 1/2 = 1, 1/4 = 2, 1/8 = 3,
etcétera.

2- Ensayos inmunoenzimáticos
Las distintas fracciones subcelulares de T.cnuz¿ (F,

Mcy CS), preparadas comose describiera en el Capítulo
3, fueron ensayadas como Ags en ensayos inmunoenzimáticos
para evaluar los Acs específicos contenidos en el suero
de 61 EChy 25 controles. Los ensayos fueron realizados
en placas de poliestireno de 96 (8 x 12) orificios con
fondo plano (Dynatech, Virginia, U-S.A.) siguiendo el pro­
cedimiento descripto anteriormente (348). La actividad de
cada suero fue determinada por duplicado empleando un es­
pectrofotómetro (MicroELISAmini reader MR590, Dynatech),
con los ensayos reactivos y testigos apropiados. Los re­
sultados se expresan por las absorbancias a 490 nm.

3- Ensayos de captación para la titulación de IgMemecí­
fica

Este ensayo se realizó siguiendo la técnica reciente­
mente descripta por Freilij et al (34a). Brevemente, di­
lucionesseriadas de suero en PBS (pH 758) fueron incuba­
das 30 min a 37°C en microplacas de poliestireno, de 96
(12 x 8) orificios con fondo en U, presensibilizadas con
anti-IgM humana. Después de lavar, se agregó una suspen­
sión de antígenos de Aglutinación Directa, y se incubó
18 hs a 4°C en cámara húmeda. Se define el título reacti­
vo de cada suero como la última dilución cuyo manto de a­
glutinación cubra el 50%del fondo del orificio, con bor­
des estrictamente regulares.

Evaluación de actividades.mediadas por anticuerpos
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1- Actividad citotóxica mediada por anticuerpos (ADCC)
Este ensayo se realizó utilizando leucocitos polimor­

fornucleares (PMN)humanos de dadores sanos como células
efectoras y epimastigotes de cultivo, cepa Tulahuén, co­
mo células blanco. La técnica de trabajo siguió un proce­
dimiento ya descripto (213). Brevemente, 5 x 106 PMNy
5 x 105 3H-epimastigotes (3H-Tc) fueron mezclados con dos
diluciones distintas de suero en un volumen final de
0,4 m1. Las mezclas de reacción se centrifugaron 10 min
a 350 x g (4°C) y se llevaron a 28°C. Tres horas después
se centrifugó 10 min a 500 x g (4°C) y se separó 0,2 m1
de cada sobrenadante, que fueron transferidos a viales
de centelleo y tratados para determinar la radioactivi­
dad contenida. Utilizando los controles apropiados, la
capacidad para mediar fenómenos citotóxicos de los dis­
tintos sueros se calculó de la siguiente manera:

cpmde sobrenadante de reacción
Citotoxicidad(%)= x 100

cpm de 5 x 105 3H-Tc lisados

(La lisis total de los 3H-Tcse realizó con dodecil sul­
fato de sodio = SDS).

Las determinaciones fueron realizadas por tubos dupli­
cados, y repetidas empleandocélulas efectoras de distin­
tos dadores. Se consideró positivo a todo suero que me­
diara la lisis de, por lo menos, el 30%de.los parásitos.

2- Actividad lítica mediadapor anticuerpos
Este ensayo se llevó a cabo incubando los sueros a es­

tudiar, en presencia de complemento (suero humano normal=
= SHN), con tripomastigotes de sangre de ratón, de acuer­
do con un procedimiento ya descripto (150), y el efecto
lítico determinado por la disminución del número de pará­
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sitos después de la incubación.
Con el fin de evitar 1a presencia de Acs específicos

en la superficie de los tripomastigotes empleados, los
parásitos fueron obtenidos de ratones irradiados (600 R)
72 hs antes de la infección.

Los pasos de la reacción fueron, brevemente, los si­
guientes: volúmenes iguales de suero y de una suspensión
de tripomastígotes fueron incubados a 37°C durante 60 min
y centrifugados 2,5 min a 3150 x g. El material precipi­
tado fue resuspendído al volumen original y dividido en
dos fracciones. Cada una de ellas fue, entonces, incuba­
da 60 min a 37°C con igual volumen de SHN o de SHN inac­
tivado por calentamiento (30 min a 56°C) (SHNi) y el nú­
mero de parásitos vivos en cada tubo fue cuantificado por
observación microscópica.

Cada suero fue ensayado por duplicado y, en la mayoría
de los casos, el ensayo se realizó en más de una oportu­
nidad.

El porcentaje de lisis se calculó de la siguiente mane­
ra: N° de parásitos después de incubar con SHN

LiSiSÜ’) = 100 ' N° de parásitos después de inCLbar con SHNi
x100

Los resultados se presentan como: suero POSITIVO,todo
aquel que lisó más del 25%de los parásitos cada vez que
fue ensayado, NEGATIVOtodo aquel que nunca logró lisar
más del 25% de los parásitos, y OSCILANTEaquel que pre­
sentó una capacidad lítica variable en distintos ensayos.

Determinación de Acs reactivos con tejido homólogo

Ensayo inmunoenzímático (ELISA)

En las mismas condiciones operativas que se describie­
ron con detalle anteriormente, y empleando comoAg el ho­
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mogeneizado de miocardio humano, cuya preparación se des­
cribiera en el Capítulo 3, se montó una técnica inmune
enzimática dirigida a detectar y cuantificar, en términos
relativos, Acs reactivos contra tejido homólogo. En esas
condiciones se estudiaron 40 EChy 26 controles sanos.

Ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFll

Se investigó la presencia de Acs reactivos contra dis­
tintas estructuras del tejido cardíaco de acuerdo con la
técnica descripta oportunamente por Khouryet al (293).
Brevemente: se incubaron muestras de suero diluido en
PBS sobre cortes de aurícula de corazón humano (grupo
sanguíneo O), se lavó el tejido y se lo enfrentó con frag­
mentos F(ab')2n, de IgG de cabra anti-IgG humana, conju­
gados con isotíocianato de fluoresceïna (FITC-F(ab‘)2)
(Cappel Lab., Cochraneville, U.S.A;) diluidos en PBS.

Los sueros fueron ensayados por duplicado y 1a inmuno­
fluorescencia resultante fue leída en un microscopio
Leiss con epi-iluminacíón.

En la lectura de los ensayos se distinguieron dos imá­
genes: una extracelular asociada a una reactividad anti­
laminina y denominadaEVI, y otra intracelular (IC) aso­
.ciada a una reactividad contra miosina (350). La intensi­
dad de estas reacciones fue cuantificada con una escala
arbitraria: NEGATIVOo Grado O, LEVE o Grado 1, MODERADO

o Grado 2, INTENSO o Grado 3 y MUY INTENSO o Grado 4.
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RESULTADOS Y DISCUSION

EVALUACION DE MECANISMOS CELULARES Y HUMORALES ANTI­

TRVPANOSOMA CRUZI

4.1. Efecto del suero de pacientes chagásicos sobre 1a
respuesta linfoproliferativa

4.1.A. Suero autólogo

La Figura 9 ilustra las diferencias obtenidas al ensa­
yar 1a estimulación de linfocitos de EChen suero normal
y en suero autólogo. Se muestran allí los resultados apa­
reados de 17 pacientes obtenidos frente a1 homogenato to­
tal de T.cnuz¿. Se observó que predomina una tendencia a
menor reactividad en presencia de suero autólogo.

La Tabla 15Apresenta los valores medios de todos los
ensayos realizados empleandolas distintas preparaciones
antígénicas de T.cnuz¿. Comopuede.verse, en todos los
casos se obtuvieron estimulaciones medias inferiores en
presencia de suero autólogo; aunque las diferencias son
estadísticamente significativas sólo en el caso del HT
(p < 0,001), los índices de estimulación obtenidos en am­
bos sueros correlacionaron significativamente para HT
(p <0,01) y CS (p< 0,05).

Cuandose analizaron los resultados agrupando a los pa­
cientes segün su estado clínico, se encontró que la co­
rrelación entre los índices de estimulación es significa­
tiva exclusivamente para el grupo ECh-3 ante el HT (n = 9,
p < 0,01) y está miel limite de significación para ese
mismo grupo ante F (n = 6) y Mc (n = 9) (0,05 < p <’0,10)
(datos no presentados en tabla).

Otro enfoque para analizar estos resultados es el estu­
dio de las diferencias individuales. Se decidió conside­



115

rar comodiferentes aquellos resultados con discrepancias
superiores al 30%entre los valores apareados. Para selec­
cionar este valor, consideramos que cada dato individual
es el resultado de cultivos efectuados por triplicado,
que no difieren entre sí en más del 10%, de donde la acu­
mulación de los errores máximos posibles de dos ensayos
distintos no puede superar el 20%; a este valor se le su­
mó un 10%adicional de margen para asegurar que las dife­
rencias son reales.

Bajo estas condiciones se analizaron los resultados pa­
ra agruparlos en 3 categorías: 1) respuesta inalterada
(las diferencias no alcanzan el 30%); 2) respuesta dismi­
nuida (la estimulación con suero chagásíco es, por lo me­
nos, 30%más baja que con suero normal); y 3) respuesta
aumentada (la estimulación con suero chagásico es, por
lo menos, 30%más alta que con suero normal).

Los resultados de este análisis se muestran en la Tabla
1SB, en la que los ECh se presentan en conjunto y agrupa­
dos según su estado clinico, en relación con 1a estimula­
ción por las distintas preparaciones antigénicas de T.
cnuzi. Esta presentación propone dos niveles de análisis:
desde los pacientes y desde los antígenos.

El primer hecho que resalta es que el suero autólogo
modifica una proporción significativa de respuestas de
los ECh a todos los antígenos: HT = 80%; F = 68%, Mc =
= 85%y CS = 82%. Esta modificación es preponderantemente
inhibidora de 1a capacidad linfoproliferativa: HT= 23/27
(85%), F = 15/19 (79%), Mc = 20/28 (71%) y CS = 18/28
(64%). Los resultados son menos homogéneos cuando se con­
sidera el estado clínico de los pacientes o los antígenos
del parásito. Por un lado, nótese que los pacientes del
grupo intermedio, con trastornos mínimos (ECh-Z), presen­
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tan una mayor sensibilidad al suero autólogo que los o­
tros dos grupos ante todas las fracciones antigénicas (F,
Mc, y CS); por otro lado, los pacientes cardiópatas (Ech­
-3) se distinguen de los asintomáticos (ECh-1) tanto con
F como con Mc: los ECh-3 "pierden" su capacidad de res­
puesta linfoproliferativa a F y "ganan" reactividad a
los Ags de Mc.

Ante la posibilidad de que estos efectos estuvieran re­
lacionados con mecanismosde reactividad anti-idiotípica,
se realizaron ensayos semejantes a los aquí descriptos
empleando suero "chagásico" alogeneico.

4.1.B. Suero alogeneico

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 16 y
muestran que el suero "chagásico" también disminuye los
índices medios de respuesta de células alogeneicas a dis­
tintos Ags del parásito. Estas diferencias tienen signi­
ficación estadística para HT (p <'0,02), F (p < 0,005) y
CS (p < 0,02). El efecto es heterogéneo según las frac­
ciones antigénicas: es mayor para CS (11/12 = 92%de res­
puestas alteradas) y Mc (15/17 = 88%).y menor para F (7/
/14 = 50%); en todos los casos predomina el carácter in­
hibidor: (F = 7/7, 100%, Mc - 11/15, 74% y CS = 10/11,
91%).

Los ensayos realizados implicaron 1a combinación de las
actividades inmunes de células y sueros de distintos ECh,
por 10 que no resulta sencillo relacionar los resultados
con el estado clínico de los dadores de unas y otros y,
en muchos casos, el número de datos es pequeño.

Las células de ECh-1 dieron, en promedio, menores res­
puestas linfoproliferativas al HT (n = 10, p < 0,02), F
(n = 9, p < 0,005) y CS (n = 9, p < 0,05) en presencia de
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suero alogeneico, con una alta proporción de descenso de
los índices de estimulación por debajo del 70%del co­
rrespondiente valor de referencia: HT= 7/10, F = 7/9,
Mc = 8/10 y CS = 7/9.

Los sueros de ECh-1 disminuyeron significativamente la
reactividad media de células alogeneicas a F (n = 6, p<f
0,05) y CS (n = 6, p < 0,05), pero no a Mc (n = 9); y u­
na fracción importante de respuestas individuales: HT=
= 4/9, F = 4/6, Mc = 5/9 y CS = 5/6.

Los resultados presentados hasta ahora demuestran la
influencia de factores séricos en la reactividad blasto­
mitogénica de las células de los ECh. La universalidad
de este fenómeno queda evidenciada porque fue encontrada
en ensayos efectuados con sueros autólogos y alogeneicos,
en pacientes con distinto nivel de compromisoclinico y
en la respuesta frente a diversos Ags del T.cnuz¿.

Aunque, como ya vimos, los efectos no son exactamente
homogéneos, se puede considerar que los resultados obte­
.nidos en 1a respuesta a1 HTdel parásito son representa­
tivos de un fenómeno que puede resumirse así: el suero
chagásico modifica significativamente'la intensidad de
la respuesta celular a1 T.cnuz¿, el efecto predominante
es de inhibición.

Una vez más, el empleo de fracciones subcelulares del
parásito permitió hacer evidente la heterogeneidad de la
respuesta inmunea distintos Ags del parásito, y su va­
riabilidad respecto del curso de la enfermedad. La res­
puesta a los Ags de Mcy CS resultó más sensible a 1a pre­
sencia de suero que la dirigida contra F; sin embargo,
los efectos sobre la respuesta.a F, cuando se presenta­
ron, fueron más homogéneamente inhibidores que los co­
rrespondientes a Mcy CS. Esta diversidad se amplía cuan­
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do se considera el estado clinico de los pacientes: tanto
los ECh-2 como los ECh-3 muestran diferencias con los
ECh-1, su respuesta inmune no parece estar regulada de
1a mismamanera y las diferencias en la reactividad a
distintas estructuras antigénicas del parásito se magni­
fican.

En resumen, la reactividad celular de los ECha los
Ags del T.cnuz¿ no es independiente de factores humora­
les. Esta compleja regulación es diferente para los dis­
tintos Ags y se modifica con el curso de la enfermedad,
comose traduce del estado clinico de los pacientes aquí
estudiados.

Para investigar algunos aspectos de la regulación entre
respuesta inmune celular y humoral señalada anteriomente,
se estudiaron 33 ECh (18 ECh-1, 6 ECh-2 y 9 ECh-3).

La reactividad celular fue evaluada por 1infoprolifera­
ción en las mismas condiciones que;fueran descriptas con
amplitud en el Capitulo 3. Los resultados obtenidos se
detallan en 1a Tabla 17.

Las manifestaciones humorales fueron evaluadas con dis­
tintas técnicas. Los sueros se analizaron por hemoagluti­
nación indirecta e inmunofluorescencia indirecta para in­
vestigar los Acs reactivos contra Ags citoplasmáticos y
de membranade T.cnuz¿ respectivamente; Los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 18. Para poder anali­
zar con mayor detalle el perfil de especificidades de
los Acs séricos, se desarrollaron ensayos inmunoenzimáti­
cos (ELISA) dirigidos a determinar Acs reactivos con dis­
tintas fracciones subcelulares de T.cnuz¿ (F, Mcy CS).
Esta elección partió de las siguientes consideraciones:
1) la reacción de ELISAhabia sido previamente desarro­

llada en nuestro Laboratorio, empleando comoantígenos
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fracciones subcelulares de T.cnuz¿;
2) ELISApresenta una sensibilidad similar al radioinmu­

noensayo (RIA) para detectar Acs contra parásitos
(351), y es tan específica como IFI en la enfermedad
de Chagas (352);

3 ELISApermite cuantificar los resultados y, adaptadaV

para utilizar las mismaspreparaciones antigénicas em­
pleadas en estudios de inmunidad celular, probablemen­
te facilite e1 hallazgo de relaciones entre los aspec­
tos humorales y celulares de la respuesta inmune.

Los resultados obtenidos con el ensayo de ELISAse pre­
sentan en las Figuras 10 y 11. El número de pacientes es­
tudiados con esta técnica supera al presentado anterior­
mente por razones que se describirán más adelante. Ellas
muestran que todas las fracciones subcelulares del pará­
sito revelan la presencia de cantidades significativas
de Acs específicos en el suero de ECh.

En la Figura 11 se presenta un hecho que consideramos
especialmente relevante: la cantidad de Acs detectados
con 1a fracción Mces significativamente distinta (p‘<
0,001, test t de Student) en ECh asintomáticos y ECh con
cardiopatía o, dicho en otros términos, los EChcardiópa­
tas presentan mayores títulos de Acs frente a Mcque los
EChasintomáticos. Para corroborar este hecho es que a­
.gregamosa nuestro estudio una serie adicional de sueros
con diagnóstico clínico definido hasta llegar a un total
de 61 ECh (35 ECh-1, 12 ECh-Z y 14 ECháS) y 25 controles.
.Las diferencias se conservaron y permiten proponer que
esta mayor reactividad sérica contra Mcestá asociada a1
desarrollo de manifestaciones patológicas que son carac­
terísticas de la enfermedad de Chagas. Consideramos que
estos resultados son insuficientes por sí solos para dis­



120

cutir si este fenómeno es causa o consecuencia de la pa­
tología pero, comodiscutíremos más adelante, son cohe­
rentes con otros resultados obtenidos con anterioridad.

Este crecimiento de la reactividad humoral detectable
con 1a fracción Mc de T.cnuz¿ trasciende a 1a compara­
ción singular y parece relacionarse con el conjunto de
las reactividades humorales a las distintas fracciones
del parásito: la Tabla 19 presenta los resultados de to­
dos los pacientes estudiados, agrupados según sus maní­
festaciones clínicas, ordenados según las intensidades
relativas de reactividad.a las distintas fracciones. N6­
tese que los ECh-1 presentan una pronunciadamente mayor
reactividad humoral a CS que a F y Mc; en los ECh-Z dis­
minuye la respuesta a CS, a favor de F permaneciendo Mc
comola fracción con menor reactividad relativa. Los
ECh-S, en cambio, muestran una tendencia importante a
reaccionar con Mc, en mayor medidazque con CS y, sobre­
todo, que con F.

4. Relación entre reactividad celular y humoral
Consideraremos ahora estos resultados en relación con

los estudios de respuesta celular de los pacientes des­
criptos en el punto 3.

En resumen, 33 ECh fueron agrupados según su estado
clínico y estudiados en ensayos in vitro de reactividad
inmunecelular y humoral específica a distintas fraccio­
nes antigénicas del T.cnuz¿. Las relaciones encontradas
se presentan en la Figura 12.

Comopuede verse, las reacciones humorales y celulares
muestran, en varios casos, una relación inverSa de inten­
sidades (de la forma y = a abx): los anticuerpos reacti­
vos con estructuras de la membranadel T.cnuz¿ (determi­
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nados por IFI) crecen a medida que disminuye la reacti­
vidad celular a F (a = 7.8, b = -0.02, r = 0.66, p<0,01),
Mc (a = 8.2, b = -0.04, r = 0.69, p < 0,01) y CS ( a =
= 8.2, b = 0.06, r = 0.74, p < 0,001).

Todas estas relaciones tienen forma asintótica, y sig­
nificación estadística, exclusivamentecon los resulta­
dos de los ECh-l; no pudo demostrarse relación en los o­
tros grupos de ECh. Algo similar se encontró en el mismo
grupo de pacientes al relacionar ambostipos de respuesta
contra un mismo conjunto antigénico: reactividades com­
plementarias anti-Mc (a = 0.34, b = -O.16, r = 0.65,
p < 0,01) y anti-CS (a = 0.53, b =.-0.23, r = 0.74, y
p < 0,001).

Los resultados obtenidos también.permiten relacionar
las distintas técnicas para determinar Acs: la reactivi­
dad por IFI y por ELISAcorrelacionó significativamente,
cualquiera que fuese el Ag empleado en el ensayo inmuno­
enzimático, tanto en el grupo de ECh-1 como en el conjun­
to de ECh (ver Figura 13).

Antes de admitir comodefinitivas a estas relaciones,
investigamos si la aparente complementación entre meca­
nismos celulares y humorales estaba vinculada con el ti­
po de inmunoglobulina que estábamos detectando en los
distintos ensayos. Todas las técnicas aplicadas a la de­
terminación de Acs se dirigían a Acs IgG, y no podía des­
cartarse a priori que las diferencias relativas fueran
un subproducto de alguna forma de modulación de los dis­
tintos tipos de Acs. Por ello investigamos el título de
Acs IgMespecíficos en los sueros. Los resultados, in­
cluídos en la Tabla 18, indican que los Acs IgMespecífi­
cos están homogéneamenteausentes en estos pacientes.

Estos datos señalan la importancia de la relación in­
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versa entre las intensidades de las respuestas celulares
y humorales a distintos Ags del T.cnuz¿.

El conjunto de resultados presentados en este Capítulo
indica 1a existencia de mecanismosde regulación, que,
significativamente, pudieron ser demostrados en los en­
fermos chagásicos asintomáticos. Sea cual fuere el o los
mecanismos involucrados, y más allá de la causa por 1a
cual en algún porcentaje de pacientes este equilibrio se
desplaza, 1a regulación se modifica o desaparece con la
aparición de patología clínicamente detectable.

S. Actividad citotóxica mediada por anticuerposgiADCQl

Los resultados obtenidos a1 evaluar 1a actividad tripa­
nocida mediada por los Acs presentes en los sueros estu­
diados se presentan en 1a Tabla 18;

Nose encontraron diferencias significativas entre los
valores medios de los distintos grupos de pacientes
(ECh-l: 43 Ï 2, ECh-Z: 39 Í 4, Bcn-3: 39 Ï 3), mientras
que la ADCCfue negativa en 1/12 infectados asintomáti­
cos y 1/7 ECh-S. En estos aspectos, estos resultados con­
cuerdan con datos recientes de otros autores (218).

Todas las evidencias experimentales conocidas indican
que los Acs mediadores de los fenómenos de ADCCanti-T.
cnuzi corresponden a la clase IgG (143, 218). Los resul­
tados aquí presentados revelan una correlación estadísti­
camente significativa entre 1a intensidad de 1a ADCCy el
título de Acs IgG reactivos con Ags de 1a membrana del
parásito (IFI) (r = 0.68, p < 0,001).

No encontramos igual relación con los Acs reactivos con
Ags citoplasmáticos de T.cnuz¿ (determinados por HAI),
aunque sí fue posible demostrar relaciones estadística­
mente signifícativas entre la actividad tripanotóxica y
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los Acs reactivos contra Ciertas estructuras subcelula­
res del parásito. Los datos, que se presentan en la Figu­
ra 14, revelan relaciones lineales entre la capacidad ci­
totóxica y los Acs anti-CS (n = 22, r = 0.64, p < 0,01)
por una parte, y los Acs anti-Mc por otra, en este segun­
do caso, la relación solamente tiene significación para
los ECh-1 (n = 11, r = 0.61, p < 0,05).

Anticuerpos líticos

La presencia de Acs con capacidad lítica para tripomas­
tigotes de T.cnuz¿ fue investigada en el suero de 25 ECh;
resultaron positivos 12, negativos 10 y 3 oscilantes.

Sí bien no encontramos ninguna relación evidente con
los restantes estudios de actividad inmunehumoral, debe­
mos destacar dos hechos por discrepar abiertamente con
los resultados de otros autores ( ): 1) la mayorpositi­
vidad de los ECh-3 (6/8 = 75%) que de los ECh-1 (5/13 =
= 38%) y ECh-Z (1/4 = 25%); 2) la demostración de capaci­
dad lítica en el suero de pacientes tratados previamente
con drogas tripanocidas (4/7).
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EVALUACION DE REACTIVIDAD CELULAR Y HUMORAL CONTRA

TEJIDOS DEL HUESPED

1. Efecto del suero sobre la respuesta celular

Aplicando el esquemaya descripto, se cultivaron linfo­
citos de ECh en presencia de SHNy SEChparalelamente.
En 26 pacientes (13 ECh-1, 6 ECh-2 y 7 ECh-3) se ensayó
suero autólogo y en 11 (8 ECh-1, 1 ECh-2 y 2 ECh-3) se
usó suero homólogo. Los resultados obtenidos se presen­
tan en 1a Tabla 20 y muestran que, in vitro, el suero
chagásico modifica la reactividad linfoproliferativa a
miocardio homólogo. E1 efecto es evidente en todas las
situaciones estudiadas; las diferencias de estimulación
media alcanzan significación estadistica para el conjun­
to de EChestudiados en presencia de suero autólogo (t =
= 2.24, pr< 0,05) y para los ECh-1.en presencia de suero
alogeneico (t = 2.45, p <Ï(),OS). E1 número de respuestas
modificadas es proporcionalmente elevado (73%) en ambos
casos y el efecto predominante es de inhibición.

Por lo tanto, la reactividad celular anti-tejidos pa­
rece estar vinculada a componentes humorales, en un fe­
nómenosemejante a1 que presentáramos antes, para la
respuesta específica al T.cnuz¿. Esto nos sugirió, como
paso siguiente, la evaluación de las reactividades ce­
lulares y humorales anti-miocardio en un grupo de pacien­
tes .

2. Respuestas celular y humoral

Para ello se estudiaron los Acs reactivos con tejido
homólogo, a través de ensayos inmunoenzimáticos y de en­
sayos por IFI para revelar actividades dirigidas contra
distintas estructuras antigénicas, y las respuestas pro­
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liferativas de linfocitos en cultivo de 33 ECh.y 36 con­
troles (18 ECh-1, 6 ECh-2, 9 ECh-3, 26 C-1 y 10 C-Z).

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 21.
La reactividad celular a miocardio homólogo, caracteri­

zada en el Capitulo anterior, pudo ser demostrada en 12
de los 32 (38%) ECh estudiados. Esta capacidad de res­
puesta se presentó en pacientes de todos los grupos clí­
nicos (ECh-1 = 4/17, ECh-2 a 3/6, y ECh-3 = 5/9).

La reactividad humoral contra el mismohomogeneizado
de miocardio homólogo, investigada por ELISA, presenta
dos características:
1) está presente en prácticamente todos (30/33) los ECh

estudiados, con una intensidad media (0.24 Ï 0.02)
significativamente superior (p < 0,05) a la de 26
controles sanos (datos individuales no presentados,
0.08 Ï 0.01) y 10 controles cardiópatas no-chagásícos
(0.16 Í 0.02);

2) su presencia e intensidad, en un modosemejante a1
que viéramos en la reactividad celular a los mismos
Ags, parece independiente del estado clínico de los
pacientes. Los valores medios de los distintos grupos
son: ECh-1= 0.27 Ï 0.03, ECh-2 = 0-.17 Ï 0.05 y ECh-3
= 0.26 Ï 0.04.

La reactividad humoral dirigida contra distintas estruc­
turas de las células de miocardio, demostrada por IFI,
corrobora los resultados previos de otros autores (288,
289) tanto en frecuencia de positividad (EVI = 7/31-55%;
IC = 13/31-42%) comoen la falta de relación entre posi­
tividad y estado clínico.

Desde un punto de vista global, los.resu1tados de los
distintos ensayos realizados muestran importantes dife­
rencias de reactividad a miocardio entre EChy controles
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sanos. Sin embargo, es importante destacar que las dife­
rencias entre sujetos infectados y no infectados se es­
trechan cuando se trata de controles con miocardiopatía.
Esto replantea un tema para el que no tenemos respuesta:
¿cuán ligados a la infección están los mecanismos de re­
actividad anti-tejido? ¿hasta dóndeson específicos?

3. Relaciones entre las respuestas celulares y humorales

El primer hecho que debemos destacar de los distintos
estudios realizados es que los resultados de los ensayos
dirigidos a conocer las manifestaciones humorales anti­
tejido no guardan relación alguna entre si. Esto sugiere
que estudiamos distintos fenómenosy no manifestaciones
diversas de una mismareactividad.

E1 análisis de las respuestas celulares y humorales
permitió poner en evidencia una relación inversa (asin­
tótica: Acs = a x LPRb, con a y b constantes) entre 1a
intensidad de ambas reacciones. Estas relaciones están
ilustradas en la Figura 15. Para la.imagen extracelular
(EVI, a = 2.60, b = -0.32, r = 0.51, p < 0,05) se puede
ver que 1a intensidad de la respuesta proliferativa dis­
minuye cuando crece la intensidad de la imagen fluores­
cente. Igual perfil se obtiene al considerar los resulta­
dos individuales por su carácter de reactividad (positi­
vo-negativo), es decir, sin tener en cuenta 1a intensidad
de la reacción celular a miocardio: 5/13 ECh con EVI ne­
gativo, 6/11 con EVI positivo leve o moderado y sólo 1/6
ECh con EVI positivo intenso. Esta relación apareció tan­
to al considerar el conjunto de ECh estudiados comolos
resultados del grupo ECh-1, pero no así en los restantes
grupos, tal vez por el bajo número de pacientes estudia­
dos.
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El mismo fenómeno encontramos a1 considerar la imagen
intracelular (IC, a = 1.88, b = 0.29, r = 0.56, p < 0,05)
con los datos individuales, y con el carácter de respon­
dedor: 7/17 ECh con IC negativo, 3/5 con IC positivo dé­
bil, 2/5 con IC positivo moderado y 0/3 con imagen inten­
sa.

En otras palabras, cualquiera que sea el criterio de
análisis de los datos: resultados individuales, valores
medios de respuesta o porcentaje de pacientes respondedo­
res, la tendencia resultante es a disminuir la reactivi­
dad celular en la medida que crecen algunas manifesta­
ciones de reactividad humoral.

Los resultados obtenidos no muestran relación signifi­
cativa entre la reactividad celular y humoral al homoge­
neizado de miocardio. Esto podría explicarse, consideran­
do que las estructuras antigénicas.reconocibles en uno y
otros sistema podrían no ser las mismas, tanto sea por­
que naturalmente los mecanismos celulares y humorales re­
accionen hacia diferentes epitopes de una mismaestruc­
tura, comoporque el desarrollo de ambas técnicas in vi­
tro haya permitido que sean distintas.las estructuras ex­
puestas al reconocimiento inmune.

Por otra parte, las relaciones demostradas sugieren 1a
existencia de un fenómeno muy amplio: vinculan una re­
actividad celular a un homogeneizado de miocardio, es de­
cir, de una respuesta seguramente policlonalncon reacti­
vidades humorales algo más específicas dirigidas contra
estructuras extra e intracelulares que, curiosamente en
ambos casos, corresponden a proteinas ampliamente distri­
buidas en el organismo: la laminina y'la miosina. Una
mayorprecisión de estas relaciones deberá ser investiga­
da trabajando con Ags más purificados; pero, aun con esa
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limitación, las tendencias complementarias entre los me­
canismos humorales.y celulares en la reactividad dirigi­
da contra tejidos parecen reproducir el fenómenoque pu­
dimos demostrar en la reactividad al parásito.

Esto sugiere una tendencia comúnen toda la actividad
inmune de los sujetos infectados por el T.cnuz¿.

Relaciones entre las reactividades celulares y humorales
al T.cnuz¿41 a tejidos homólogos

En la última parte del Capítulo anterior dijimos que
no parecía haber relación alguna entre la reactividad
celular a T.cnuz¿ y a miocardio homólogo. Sin embargo,
los datos aquí presentadOSpermiten vincular la estimula­
ción inmune debida a1 parásito y al organismo del hués­
ped.

La Tabla 22 presenta los resultados de la evaluación
de Acs anti-distintas fracciones subcelulares del T.
cnuzi en relación con la reactividad humoral anti-miocar­
dio. Comopuede verse, existe una significativa asocia­
ción entre 1a reactividad humoral a la fracción CS de T.
cnuzi y la presencia de imágenes extracelulares (p< 0,05)
e intracelulares (p < 0,01) de reacción a miocardio. Más
aun, en este último caso.existe una correlación signifi­
cativa entre la intensidad de ambas reacciones (p < 0,01).

Coneste último enfoque resultó significativa la corre­
lación entre la reactividad, por ELISA, a miocardio y a
la fracción Mc de T.cnuz¿ (p < 0,05), especialmente en
el grupo asintomático (ECh-1, p < 0,01).

Cuando analizamos la reactividad celular a T.cnuz¿ en
relación con la reactividad humoral a miocardio, encon­
tramos las relaciones ilustradas en la Figura 16: en la
medida en que se positiviza y/o intensifica la actividad
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humoral anti-miocardio demostrable por inmunofluorescen­
cia, disminuye la respuesta celular in vitro a F (EVI,
ECh-1, p ( 0,05), CS (EVI, ECh, p <.0,05) y Mc (IC, ECh­
-.1, p< 0,05).

En consecuencia, nótese que, más allá de un análisis
detallado e hipotético sobre el significado biológico de
cada una de estas asociaciones, hemos encontrado relacio­
nes que, con distinto grado de significación particular,
permiten vincular en términos globales diversas manifes­
taciones de inmunidad anti-parásito con manifestaciones
igualmente diversas de actividad inmuneanti-tejidos.

Estas relaciones son especial pero no exclusivamente
demostrables en los pacientes asintomáticos lo que su­
giere, comootros resultados anteriormente presentados,
que no es equivalente el estado inmunológico de pacientes
asintomáticos y de pacientes con manifestaciones eviden­
tes de compromisotisular.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados demuestran que en los enfer­
mos chgásicos crónicos algunos fenómenos celulares y hu­
morales involucrados en la respuesta inmune al T.cnuz¿ y
en la reactividad anti-tejido están profundamentevincu­
lados entre sí.

El suero "chagásico" alteró significativamente la capa­
cidad de respuesta linfOprolíferativa especifica a dis­
tintos Ags del T.cnuz¿, independientemente del estado clí­
nico del paciente. El efecto es especialmente notable con
las fracciones Mcy CS para el conjunto de ECh estudiados
mientras que, con F, se ve especialmente en los ECh-3.

El estudio de los sueros mostró que todas las fraccio­
nes del parásito revelan importantes niveles de Acs es­
pecíficos. En particular, Mcmostró ser capaz de distin­
guir de entre los pacientes aquéllos con un severo com­
promiso cardíaco. Además, el perfil de reactividad humo­
ral a las distintas fracciones difiere según el estado
clínico de los pacientes: en los ECh=1predominan los Acs
dirigidos contra CS mientras en los ECh-3 son más abun­
dantes, en términos relativos, los Acs reactivos con Mc.

Al estudiar la relación entre las reactividades humo­
rales y celulares se pudo hacer evidente que estos no son
fenómenosindependientes: las relaciones de intensidad
inversa entre el contenido de Acs y 1a:respuesta linfo­
proliferativa a las distintas fracciones subcelulares de
T.cnuz¿ ensayadas sugieren que los fenómenos celulares y
humorales son complementarios. Este hecho podría inter­
pretarse considerando que la capacidad defensiva de un
huésped infectado estaría regulada a un cierto nivel glo­
bal, independientemente de la potencia relativa de sus
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distintos componentes. Así, es llamativo que esta rela­
ción no haya podido ser demostrada en los pacientes con
compromisopatológico manifiesto.

El estudio de algunos mecanismos mediados por Acs reve­
ló relaciones entre actividad citotóxica y la cantidad
de ciertos Acs: los dirigidos contra la membranadel pa­
rásito, o contra ciertas fracciones subcelulares de éste
(Mc y CS). .

Considerando los antecedentes presentados en el Capítu­
lo 1, y nuestros resultados al estudiar la reactividad
anti-tejido (Capítulo 3), podemosdar por demostrada la
exsitencia de mecanismos inmunes autorreactivos en la En­
fermedad de Chagas.

En este Capítulo, hemosdirigido nuestra investigación
al estudio de 1a amplitud de esta reactividad y a sus
vinculaciones con 1a respuesta inmune al T.cnuz¿ de los
pacientes crónicos.

Mostramosantes (Capítulo 3) que existe reactividad ce­
lular al tejido cardíaco; agregamosahora que hay alguna
forma de regulación humoral sobre esta reactividad. Aun­
que nuestros resultados no alcanzan para explicar cuál o
cuáles factores séricos son los responsables de este fe­
nómeno,significativamente demuestran que la reactividad
celular decrece en la medida en que crecen algunos Acs
con especificidad para miocardio. También se demostró
que algunas manifestaciones de reactividad anti-tisular
están vinculadas con la reactividad al parásito o, más
precisamente, a algunas fracciones subcelulares del pa­
rásito; por ejemplo, y para citar 5610.1as relaciones
más conspicuas: los Acs dirigidos contra Mc y contra mio­
cardio, los Acs dirigidos contra CSy contra la miosina
contenida en células de miocardio. Estas relaciones mos­
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traron significación estadística al considerar los re­
sultados de todos los EChestudiados; otras relaciones
igualmente significativas sólo pudieron ser demostradas
en los ECh asintomáticos.

Todos estos datos permiten proponer las siguientes con­
alusiones:
1) los ECh tienen distintos mecanismos inmunes activos

N

bw

dirigidos contra estructuras tisulares;
estos mecanismosestán parcialmente relacionados entre
sí,
y están vinculados con la respuesta al parásito;
así como en la reactividad al T-cnuz¿ encontramos di­
ferencias entre pacientes asintomáticos y pacientes
con compromiso orgánico manifiesto, también en la re­
actividad anti-tejido hay diferencias.
En términos generales, las relaciones entre las dis­
tintas manifestaciones de actividad inmune son más e­
videnciables en los ECh-1 que en los ECh-3. Aunque en
nuestro trabajo el menor número de ECh-3 podría re­
sultar insuficiente para revelar ciertas tendencias,
en nuestra opinión, la verdadera causa de esta dife­
rencia reside en que, inmunológicamente, estos pacien­
tes son tan distintos de los ECh-1 como lo son clíni­
camente. Los resultados obtenidos en este trabajo no
permiten aseverar cuál de estos aspectos es causa y
cuál es consecuencia, pero el hechoevidente es que hay
cambios en la regulación de la respuesta inmune de ma­
nera tal que aparece "organizada" en los ECh-1 y muy
poco "correlacionada" en los ECh-3.
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Tabla 15A

EFECTO DEL SUERO AUTOLOGO SOBRE EL INDICE DE ESTIMULACION

BLASTOMITOGENICO IN VITRO DE LINFOCITOS DE ENFERMOS

CHAGASICOS CRONICOS EN PRESENCIA DE FRACCIONES ANTIGENICAS

DE T.CRUZI

Antígenosa n- .Suero noÍmal Suero autólogo

HT 34 2.6 Í 0.2b 1.o Í 0.1C'd

F 23 2.4 T 0.4 1.2 Í 0.1

Mc 33 2.o Ï 0.1 1 7 - o 1

cs 34 2.3 Í 0.3 1.6 Í o 1d

7m

n

D.

: HT, F, Mc y CS = preparaciones de T.cnuz¿, ver texto
los datos se presentan como i Ï ES de los índices de
estimulación de los cultivos en suero humanonormal
y suero autólogo
test de Student para muestras apareadas;
HT: p < 0,001

: estudio de correlación de datos apareados (y = a+bx)
HT: p < 0,01, cs p < 0,05
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Tabla 153

EFECTO DEL SUERO AUTOLOGO SOBRE LA RESPUESTA LINFO­

PROLIFERATIVA IN VITROa EN ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS

AGRUPADOS SEGUN SU ESTADO CLINICO

EChb n InalteradaC Disminuida Aumentada

1 17 3 (131) 12 (713) 2 (11s)

HT z a 1 (123) o (75%) 1 (133)
3 9 3 (333) s (55%) 1 (123)

Total 34 7 (21s) 23 (68!) 4 (121)

1 15 s (331) s (s33) 2 (143)
z 7 4 (573) 2 (291) 1 (14s)

F 3 o o (03) 5 (s31) 1 (173)
Total 23 9 (321) 15 (s41) 4 (14:)

1 16 3 (193) 1o (62%) 3 (193)

2 s o (0%) o (731) 2 (25:)
“C 3 9 2 (44s) 4 (443) 3 (341)

Total 33 s (15%) zo (aos) a (251)

1 16 4 (251) 7 (441) 5 (311)
2 9 o (oz) 7 (781) z (223)

C5 3 9 2 (221) 4 (451) 3 (33%)

Total 34 5 (18%) 13 (531) 1o (293)

: según la comparación de los índices de estimulación
obtenidos en suero humano normal y en suero autólogo

N

U' : ver criterios clasificación en Tabla 5
: se consideró INALTERADAtodo par de respuestas que di­

fieren en hasta un 301 de estimulación, DISMINUIDA
cuando el cultivo en suero autólogo fue, por lo menos,
un 30% menos estimulado, y AUMENTADAcuando, por lo me­
nos, un 30% más estimulado

n
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Tabla 16

EFECTO DEL SUERO ALOGENEICO SOBRE LA RESPUESTA LINFO­

PROLIFERATIVA IN VITRO A DISTINTOS ANTIGENOS DE T.CRUZI

EN ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS

HT F Mc cs

N° de ensayes 16 14 17 12
SHN 1.7Ïo.1b 1.7301c 16Ïo.1 1.9Ïo.1b

¡Ea SALo 1130.1 0,930.1 12Ïo.1 1.030.1
resp.dinalter. 4 (251) 7 (sos) 2 (12%) 1 (81.)

dismin. 1o (62%) 7 (501) 11 (65%) 1o (su)
aumen. 2 (13%) 0 4 (23%) 1 (8%)

O-OU"

los datos se presentan como i Ï ES de los índices de
estimulación de los cultivos en suero humanonormal
(SHN) y suero alogeneico (SALo)

Análisis estadístico (test de Student para muestras
apareadas); diferencias significativas:

: p < 0,02
: p < 0,005
: se consideró INALTERADAtodo par de respuestas que di­

fieran en hasta un 30%de estimulación, DISMINUIDA
cuando el cultivo en suero alogeneico fue, por lo me­
nos, un 30% menos estimulado, y AUMENTADAcuando, por
lo menos, un 30% más estimulado
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Tabla 17

RESULTADOS DE ENSAYOS DE LINFOPROLIFERACIONa CON ANTI­

GENOS DE T.CRU21b EN 33 ENFERMOS CHAGASICOS (ECh)c

ECh HT F Mc cs T. cuau‘d

101 1.7 0.3 3.2 0.6 1
102 2.3 5.0. 3.4 1.2 1
103 0.3 1.2 0.a 1.4 o
104 1.3 2.2, 0.6 1.2 1
105 0.9 1.3 1.1 0.3 o
106 0.6 1.0 1.1 0.8 o
107 2.4 0.6 1.1 0.6 1
103 1.5 0.3 2.6 1.5 1
109 2.2 2.1 2.1 1.o 1
110 2.3 5.0. 1.9 2.o 1
111 0.4 1.4 0.6 0.2 o
112 2.2 1.a 2.0 1.9 1
113 2.9 2.o 2.2 2.7 1
114 6.6 16.5 3.1 7.6 1
115 1.9 2.6 3.3 1.5 1
116 5.5 1.3 1.9 0.3 1
117 1.2 5.0. 2.3 0.3 1
110 1.1 0.6 0.0 1.6 o
201 1.5 0.6 1.3 4.5 1
202 3.2 0.9 0.7 2.3 1
203 1.0 0.9 0.a 0.9 o
204 4.5 1.a 2.3 3.1 1
205 1.4 0.6 1.4 1.3 o
206 1.4 1.3 3.o 2.o 1
301 11.7 6.4 4.4 13.0 1
302 4.1 5.0. 2.3 2.o 1
303 1.1 5.0. 0.7 0.a 0
304 1.2 2.0 2.o 2.o 1
305 5.1 4.7 3.4 2.9 1
306 0.9 2.1 1.6 0.5 1
307 1.9 2.o 2.2 2.o 1
303 1.1 1.4 0.5 0.a o
309 6.2 3.2 3.o 5.3 1

a: los resultados se expresan como Indice de Estimulación
debida a la presencia de Ags

b: Ags ensayados: Homogenato total (HT) y fracciones fla­
gclar (F), microsomal (Mc) y citoplasmática soluble
(CS) de T. cnuu’

: agrupados según criterios presentados en Tabla S en
Asintomáticos (li), con Trastornos Leves (Zi) y Cardió­
patas '
Responde-dor 1 si demostró reactividad a, por lo nenes, 1 Ag de
T.cAuz¿. En caso contrario, No Rcspondedor = 0

n

Q­
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Tabla 18

ICUERPOS ANTI-TRVPANOSOMA CRUZIa EN 33 ENFERMOS

CHAGASICOS CRONICOS

IF] HAI CAP ADCC LISIS

6 6 0 SD SD
6 6 0 SD SD
8 6 0 28 SD
8 10 4 48 SD
8 9 0 47 negativo-0
B 11 0 40 negativo-0
8 S 1 48 SD
8 6 0 48 SD
8 11 0 SD positivo-1
B 11 1 39 SD
7 5 1 5D negativo-0
8 9 1 50 positivo-1
7 7 0 40 negativo-0
7 SD 0 SD SD
5 3 0 31 oscilante
8 8 2 52 .posítivo-1
8 10 1 48 .posítívo-1
8 8 1 SD negativo-0
8 7 SD SD SD
8 6 SD 39 SD
4 5 SD 32 positivo-1
8 6 1 SD SD
7 10 0 48 negativo-0
7 8 1 47 oscilante
6 8 0 31 negativo-O
8 11 0 38 SD
S 11 O SD positivo-1
6 10 0 44 negativo-0
6 3 O 32 positivo-1
7 6 SD 46 SD
7 10 SD 48 positivo-1
8 9 0 SD positivo-1
7 9 0 27 positivo-1
6 7 1 40 positivo-1

los resultados se presentan como el Log de 1a inversa
e la mayor dilución reactiva (ensayos áe inmunofluo­

rescencia indirecta = IF], de hemoaglutinación indirec­
ta = HAI, y de captación de IgM - CAP). La cítotoxíci­
dad (ADCC)se expresa como el 1 de epimastigotes muer­
tos por leucocitos PMNnormales en presencia de cada
suero (1/100) Ver criterio de Lisis en texto.
ver criterio de presentación en Tabla 17.



Figura 10
ANTICUERPOS SERICOS ANT]-T.CRUZI REVELADOS POR LAS

FRACCIONES FLAGELAR (F) Y CITOPLAShHTICA SOLUBLE (CS)

DEL PARASITO EN ENSAYOS INHUNOENZIPMTICOS (ELISA) DE JS?
04 ENFERMOS CHACASICOS CRONICOS Y 32 CONTROLESa

DO

F 49° CSO >.w "¡con o .Í
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ver criterios de clasificación en Tabla 5
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Figura 11
ANTICUERPOS ANTI-FRACCION MICROSOMAL DE TRVPANOSOMA CRUZ]

DETERMINADOS POR ELISA EN 61 ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS

Y 39 CONTROLES

DOSQOnm

0.5 .

0.5- 3

0.1.- z

0.2- ' " g

0'" z 2.:

C1 ECh1 EChZ ECh3 C2

IitDS] .o7to1 24:01 25:03 37:03 122.01 J

Análisis estadístico (test t de Student): C1 vs.ECh-1
p ( 0,001, ECh-1 vs.ECh-3 p < 0,001



Tabla 19

VARIABILIDAD DEL PERFIL DE REACTIVIDAD HUMORAL A

DISTINTAS FRACCIONES SUBCELULARES DE TRVPANOSOMA CRUZ!

EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA

Intensidad relativa de reactividada
Mayor Intermedia Menor

F 4mm) 16 (44%) 16(44t)
ECh-1 Mc 2 (6% 14 (391) 20(551)

CS 30(83t) 6 (17%) 0 (0%)

F 6(SO%) 3 (25%) 3(25t)
ECh-Z Mc 1 (81) 2 (17%) 9(751)

CS S(4Zt) 7 (58%) 0 (0%)

F 5(29%) 3 (181) 9(SS%)
ECh-S Mc 10(591) 2 (12%) 5(291)

CS 2(12%) 12 (70%) 3(181)

Los Acs séricos reveladospor ensayos inmunoenzimáticos
(ELISA)empleando distintas fracciones subcelulares de
T.cnuz¿ como antígenos fueron ordenados para cada pacien­
te en orden decreciente de intensidad. Los datos de 36
EChfueron agrupados según las distintas secuencias y
según su estado clínico. En cada caso se presenta el nú­
mero (S) de pacientes
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Figura 12
RELACION ENTRE LA INTENSIDAD DE LA RESPUESTA LINFOPROLIFERATIYA

A DISTINTAS FRACCIONES DE TRVPANOSOMA (‘IZUZIb Y LA CONCENTRACION

DE ANTICUERPOS ESPECIFICOSc EN 18 ENFERMOS CHAGASICOS ASINTOMA­

Tlcosd

a

índicede estimulación

NU)

7.o ao [Fl

.h

.20 .40 A
(a) expresada comoíndice de estimulación (IE); (b) flagelar
(-—O——),microsomal (—-€F—)y cítoplasmática soluble (——D—-);
(c) reactivos con la membranade epímastigotes (IFI) o con las
precitadas fracciones subcelulares de T.cnuz¿ empleadas como
antígenos en ensayos inmunoenzimáticos (ELISA); (d) ver crite­
rio en Tabla 5

Se presentan relaciones de] tipo y=aebx en ambos gráficos:
IE-F vs.IFI (n=15, r=0.657, p< 0,01), IE-Mc vs.IFI (n=18, r=
=0.686, p< 0,01), IE-CS vs.IF1 (n=18, r=0.742, p< 0,001), IE­
Mc vs.ELISA-Mc (n=18, r=0.652, ])< 0,001) e IE-CS vs.ELISA-CS
(n=18, r=0.741, p< 0,001)



Figura 13
RELACION ENTRE LAS CANTIDADES DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS

DETECTADOS POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI) Y

ENSAYOS DE INMUNOABSORCION SOBRE DISTINTAS FRACCIONES

SUBCELULARES DE T.CRUZI EN 33 ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS

ELISA
.50­

.cs

.40 ' 'xllocs-(1)

.30­
Mc-(1)

.20'

.10 ‘

\‘ . . . .
z. 5 e 7 a IFI

Se presentan las curvas de correlación (y=a.ebx) entre las
concentraciones de Acs detectados por IFI (Log; de la ín­
versa del título) y por ELISA (DO.a 490 nm) empleando como
Ags: F (ECh-1—, ECh—), Mc (ECh-1— — —, ECh———)
y cs (ECh-1 ---, ECh.......)



Figura 14
CAPACIDAD CITOTOXICA MEDIADA POR ANTICUERPOS DE RELACION

CON LA CONCENTRACION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS EN LA

ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA

ITOTDXlCIDAD(°/o)
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.: 02:. scr‘ : O'.
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¿o , , 3%. Mc
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L 5 6 7 8 .1'0 .2'0 .3b 1:0 .5'0 .80

IFI ELISA
Se presenta el i de epimastigotes de T.cnuzi muertos por
acción de cada suero en relación con e] título de Acs de­
tectables por IF] (como Log de la inversa de 1a mayor dí­
1uci6n positiva) y 1a conceñtración de Acs detectable por
ELISA usando las fracciones Mc y CS de T.cnuz¿ como Ags
(D0.a 490 nm), en 11 ECh-1 (Mc, p (0,05) 6 ZZ ECh (CS,p mou un,p<omon
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Tabla 20

EFECTO DEL SUERO DE PACIENTES CHAGASICOS SOBRE LA

RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA A MIOCARDIO HUMANO NORMAL

N° ECh-1 N° ECh

Estimulación en 2.9 Í 0.7 3.2 Í 0.6*
suero normal 1 262

+ ' +
Suero autólogo 1.7 - 0.3 1.6 - 0.2

Respuestasc:
inalteradas 3 (23%) 7 (27%)
disminuidas 7 (54%) 14 (54%)
aumentadas 3 (23%) 5 (19%)

Estimulación en + *
suero normal 8 2.4 - 0.5* 11h - 0.
Suero alogeneico 1.0 Ï 0.2 Ï O.

Respuestas:
inalteradas 3 (37%) 3 (27%)
dísminuidas 5 (63%) 6 (551)
aumentadas 0 2 (18%)

N 13 ECh-1, 6 ECh-Z y 7 ECh-3

8 ECh-1, 1 ECh-Z y 2 ECh-3

INALTERADA= diferencias de estimulación en SHNy SECh
inferiores a1 301, DISMINUIDA- estimulación en SECh
por lo menos 30% menor que en SHN, y AUMENTADA= esti­

mulación en SECh más de un 30% mayor que en SHN

* p < 0,05

00"



Tabla 21

REACTIVIDAD CELULAR Y HUMORAL A TEJIDO HOMOLOGO EN 33

ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS

ECh LPr ELISA EVI IC

101 0.9 .31 4 0
102 1.3 .11 0 0
103 1.8 .23 2 2
104 0.6 .51 3 3
105 1.3 .40' 1 0
106 1.5 .52 3 1
107 1.3 .37 SD SD
108 5.4 .35 2 0
109 1.5 .19 1 1
110 1.8 .15 1 1
111 1.9 .36 0 0
112 0.2 .31 0 2
113 1.2 .24 Z 0
114 14.0 .17 0 0
115 3.0 .16 2 2
116 2.5 .14 3 1
117 SD .11 0 0
118 0.8 .20 4 Z
201 10.7 .39 1 0
202 2.5 .15 0 0
203 0.8 .08 0 3
204 3.1 .15 0 0
205 1.8 .08 4 0
206 0.5 .07 0 0
301 7.4 .38 Z 0
302 1.7 .30 0 0
303 0.7 .37 0 0
304 1.2 .20 0 0
305 10.8 .38 0 0
306 3.7 .09 SD SD
307 2.3 .30 2 2
308 1.2 .14 Z 3
309 7.4 17 0 1

Treinta y tres ECh, clasificados según su estado clínico
en Asintomáticos (101 a 113), con Trastornos Leves (201
a 206) y Cardiópatas (301 a 309) fueron estudiados con
ensayos de Línfoproliferación (LPr) -para evaluar reacti­
vidad celular- y ELISAe inmunofluorescencia extracelular
(EVI) e intracelular (IC) -para evaluar reactividad humo­
ral- frente a preparaciones de miocardio alogeneico



Figura 15
RELACIONES ENTRE LAS INTENSIDADES DE LAS REACCIONES

CELULARES Y HUMORALES A MIOCARDIO HOMOLOGO EN

ENFERMOS CHAGASICOS CRONICOS

índicede estim.
(anti-miocardio)

3 EVI IC

intensidad IFI
1 2 3 lo 'l 2 3

6/11 1/6 3/5 2/5 0/3 resgondcdortotal

Se presentan las curvas de correlación (y=a xb) entre los
índices do estimulación y la intensidad de las imágenes
inmunofluoresccntes extra (EVI, n=17, p (0,05) e intra­
celular (IC, n=13, p (0,05) ante miocardio alogeneíco,
en EChcon probada reactividad humora] anti-tejido
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Tabla 22

ANTICUERPOS ANTI-TRVPANOSOMA cnu21 EN RELACION con LA

PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-MIOCARDIO EN 31 ENFERMOS

CHAGASICOS CRONICOS

b
T.cnuz¿a EVIb IC

neg pos ' neg pos
(n = 14) (n z 17) (n = 1a) (n = 13)

F 0.30Ïo.o4 0.31Ïo.02 0.3030.03 0.3230.04
Mc o.zsïo.o4 0.2930.03 0.23Ïo.03 0.3030.03
cs o.3zïo.o4 04130.04C 0.3230.03 0.4430.03d'e

a: se presentan los valores medios (i Ï DS) de los re­

(BO-ñ

sultados obtenidos por ELISAempleando como Ags dis­
tintas fracciones subcelulares de Tacnuzi (F, Mcy
CS) de 31 ECh,agrupados según sus reacciones a miocar­
dio homólogo,en positivos (pos) y negativos (neg)

: EVI = imagen extracelular, IC = imagen intracelular
de reactividad sérica anti-miocardio evaluada por in­
munofluorescencia

Análisis estadístico (test t de Student):
: p < 0,05
: p < 0,01
: estudio de correlación, ELISA- 0.44 * 0.03 Ln IC,

p (0.01
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Figura 16

REACCION LINFOPROLIFERATIVA ANTI-T.CRUZI EN RELACION

CON LA ACTIVIDAD HUMORAL ANTI-MIOCARDIO EN 31

ENFERMOS CHACASICOS CRONICOS

n F Mc CS

negativo 11,

pos. débil 11

pos.fuerte 5

negativo 15

pos.débil 5

pos.fuerte 5 I I

O 20 0 20 0 20

VoEChrespmdedores/estudiados

Se presenta el %de ECh respondedores/estudiados en en­
sayos de linfoproliferación ante distintas fracciones
subcelulares de T.cnuz¿ (F, Mc y CS) de 31 ECh agrupados
según su reactividad humoral (negativa, positiva débil y
positiva fuerte) ante miocardio alogeneico.
Análisis estadístico: (a) correlación (y=a xb): LPr-F vs.
EV], Ech-1, p< 0,05; LPr-Mc vs.IC, ECh y ECh-l, p( 0,05;
(b) frecuencia de asociación (chi-cuadrado): LPr-Mcvs.
IC, ECh-I, p( 0,05; LPr-CS vs.EVI, ECh, p< 0,05



CAPITULO 5

REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE

EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
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INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es
una patología endémica en Centro y Sudamérica. Producida
por un protozoo flagelado, el Taypanoeomacnuzi, esta en­
fermedad presenta tres formas clínicas: aguda, indeter­
minada y crónica que, si bien no tienen un cuadro único,
tienen preSentaciones características.

Dos aspectos centrales en la forma crónica de esta en­
fermedad han sido desde hace muchos años vinculados con
el sistema inmune de los seres humanos infectados: 1) la
persistencia de los parásitos en el organismo, coexistien­
do con manifestaciones funcionales del sistema inmune, y
2) el desarrollo progresivo de lesiones viscerales, más
frecuentemente cardíacas en nuestro país, con aparente
independencia de la presencia de parásitos en el sitio
de lesión.

La presencia de reacciones inmunes específicas, espe­
cialmente humorales y, en menor medida, celulares, en or­
ganismos infectados por el T.cnuz¿, ha sido demostrada
pero, hasta el presente, no se conoce la relación que
puedan tener esos mecanismos con el curso de la enferme­
dad ni con el perfil antigénico del parásito. Tampocose
conocen los mecanismos regulatorios de la respuesta in­
mune.

También se han demostrado algunos fenómenos inmunológi­
cos que podrían tener relación con el daño tisular, pero
ni su desencadenamiento, ni su mecanismo, ni su vincula­
ción con la presencia del parásito o con la respuesta a
él son conocidos.



SINTESIS DE LA LABOR DESARROLLADA

De acuerdo con las finalidades específicas de este tra­
bajo, enunciadas en la última parte del Capítulo 1, hemos
investigado la respuesta inmune en la forma crónica de
la Enfermedad de Chagas.

Nuestro primer paso fue desarrollar una técnica para
el aislamiento de células inmunocompetenteshábiles para
estudiar in vitro fenómenos'de inmunidad mediada por cé­
lulas. Para evitar que este aislamiento estuviera conta­
minadocon formas circulantes del parásito, desarrolla­
mos una técnica que aprovecha las diferencias de densi­
dad de tripomastigotes y linfocitos. El empleo de una co­
lumna bifásica de Ficoll-Hypaque permite aislar más del
80%de las células mononucleares periféricas humanas li­
bres de parásitos. Estas células demostraron retener una
capacidad de respuesta blastomitogénica equivalente a la
de linfocitos aislados según las técnicas convencionales.

Investigamos entonces la reactividad in vitro al T.
cnuzi. Para ello, empleamos como antígenos el homogenei­
zado total y distintas fracciones subcelulares de epimas­
tigotes de cultivo. Demostramosque los distintos antíge­
nos del parásito evocan con distinta especificidad y pre­
valencia respuestas blastomitogénicas de los linfocitos
en cultivo. Esta capacidad de respuesta, indicadora de
actividad inmune celular, no se ve afectada en los pa­
cientes tratados con distintas drogas tripanocidas; y
vimos que es más demostrable en los pacientes con xeno­
diagnóstico positivo, es decir, con parásitos circulan­
tes comprobados. Demostramos, además, que el perfil de
antígenos hacia los cuales pudo demostrarse reactividad
celular,se modifica de acuerdo con el estado clínico de
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los pacientes.
La respuesta humoral a1 T.cnuz¿ también fue investiga­

da: pudimos demostrar algunas relaciones entre distintos
ensayos utilizados para estudiarla y poner en evidencia
que, comoen la reactividad celular, el perfil de especi­
ficidades antigénicas de los anticuerpos circulantes cam­
bia con el curso de la enfermedad.

El análisis de ambosaspectos, celulares y humorales,
de 1a respuesta inmune a1 T.cnuz¿ en un grupo de pacien­
tes permitió demostrar que las distintas vías están re­
lacionadas: los fenómenos celulares y humorales parecen
tener intensidades complementarias, sobre todo en los pa­
cientes asintomáticos. Además,1a reactividad celular es
modificada sensiblemente por 1a presencia de factores sé­
ricos, lo que apoya la existencia de una interrelación
entre ambas.

Desde el punto de vista de los antígenos parasitarias
podemossintetizar los resultados de 1a siguiente manera:
1) todas las fracciones ensayadas (F, Mcy CS) muestran

alta especificidad para distinguir enfermos chagásicos
de sujetos no infectados. En este sentido, Mcse re­
veló superior a F y CS, tanto en reactividad celular
como humoral;

N
x.) además, el contenido de anticuerpos anti-Mc permite

distinguir pacientes asintomáticos de cardiópatas,
aunque esta relación parece estar más vinculada con la
cardiopatía que con 1a infección chagásica;

3) inversamente, 1a reactividad celular a F y CS, y no a
Mc, crece con el desarrollo de manifestaciones patoló­
gicas;

4) e] contenido totoal de Acs circulantes se reveló co­
rrelativo con e] contenido de Acs dirigidos contra las
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distintas fracciones del parásito, y
5) complementario con la reactividad celular a las dis­

tintas fracciones;
6) sin embargo, cuando se relacionaron ambas respuestas

frente a las mismaspreparaciones antigénicas, esta
correspondencia sólo pudo ser demostrada en los pa­
cientes asintomáticos frente a Mcy CS.

La reactividad a tejidos homólogos también fue estudia­
da en sus manifestaciones celulares y humorales. En am­
bos casos pudimos demostrar su presencia, generalizada
cuando se evaluaron Acs específicos y en una significati­
va proporción de pacientes cuando se evaluó desde el pun­
to de vista celular. En ninguno de los dos casos la pre­
sencia y/o intensidad de 1a reactividad tuvo relación
con el estado clínico, aunque si encontramos que algunos
de los fenómenos deben de estar relacionados entre sí
ya que sus intensidades relativas aparecen asociadas en
una forma complementaria.

Finalmente, analizamos ambas reactividades, a tejido y
a T.cauz¿, en un grupo de enfermos chagásicos y pudimos
demostrar algunas relaciones que permitirían vincularlas.
Así, la reactividad humoral a miocardio correlacionó con
la reactividad humoral a Mcy las reactividades celula­
res a Mcy F,en los pacientes asintomáticos, correlacio­
naron respectivamente con las reactividades humorales a
estructuras citoplasmáticas (IC) y de membrana (EVI) de
células de miocardio. Más aun, pudimos.encontrar una sig­
nificativa relación entre la reactividad humoral a CSy
a miocardio.
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CONCLUSIONES DEL TRABAJO

Hemosestudiado diversos aspectos celulares y humora­
les de la respuesta inmune en la Enfermedad de Chagas
crónica.

La respuesta al T.cnuz¿ está presente en prácticamente
todos los sujetos infectados y está dirigida contra la
amplia gamade antígenos del parásito. Los resultados
presentados demuestran que esta respuesta presenta dife­
rencias según el estado clínico de los pacientes; tanto
los mecanismos celulares comolos humorales están diri­
gidos con distinta intensidad hacia diversas estructuras
antigénicas durante el curso de la enfermedad.

Demostramos, además, que los mecanismos celulares y hu­
morales están vinculados entre si, por lo menos, de una
manera clara en la fase asintomática de 1a enfermedad.

Hemosinvestigado también 1a existencia de reactividad
inmune contra tejidos del huésped. Demostramossu presen­
cia tanto por mecanismos celulares comohumorales, sin
relación aparente con el curso de la enfermedad. Vimos
que estos mecanismos son múltiples y que, muy probable­
mente, no sean absolutamente independientes entre si.

Finalmente, demostramos que los mecanismos inmunes di­
rigidos contra el parásito y contra los tejidos están
vinculados entre síu

Todo lo señalado permite proponer que existe una dife­
rencia importante de actividad inmuneespecífica entre
los pacientes asintomáticos y los pacientes con compro­
miso orgánico manifiesto; que, evidentemente, en ambas
situaciones, la respuesta inmuneestá regulada, pero que
esta regulación operaría en muydistintas condiciones, de
maneratal que resultaría insuficiente para eliminar al
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parásito del organismo infectado.
La importancia de estas diferencias y su relación con

el curso de 1a enfermedad podrían ser evaluadas tanto
por el seguimiento longitudinal de los pacientes como
por la investigación clínica de un número importante de
pacientes. Estos trabajos deberían también poner en evi­
dencia si alguno de los fenómenos inmunológicos presenta­
dos tiene un valor pronóstico para la clínica.
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ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y DEFINICIONES

Anticuerpos
Antígenos
Citotoxicidad mediada por AcsCitotoxicidad directa
Complejo mayor de histocompatibilidad
Sistema complemento
Complejos inmunes circulantes _
Citoplasma soluble de epimastigotes de T.cnu24
Enfermos chagásicos crónicos
Ensayo inmunoenzimático
Imagen extracelular de Acs reactivos con miocardio
Fracción flagelar de epimastigotes de T.cnu24
Ficoll-Hypaque
Gammaglobulina
Hcmoaglutinación indirecta
Homogeneizado total de epimastigotes de T.cnuz¿
Hipersensibilidad tardía
Imagen intracelular de Acs reactivos con miocardioInterferón
Inmunofluorescencia indirecta
Inmunoglobulinas(s)
lnmunidad mediada por células
Inhibición de la migración leucocitaria
Factor inhibidor de la migración leucocitaria
Linfoproliferación
Fracción microsomal de epimastigotes de T.cnuz¿
Medio mínimo para cultivo de células
Fitohemoaglutinina
Medio completo para cultivo de células
Xenodiagnóstico

Autólogo o Singeneico: perteneciente al mismoindividuo
o cepa

Alogcneico y Homólogo: perteneciente a un individuo de
a misma especie, pero genética­

mente diferente
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