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RESUMEN

Los mecanismos patogénicos subyacentes a las alteraciones neuromusculares
producidas durante la infeccióncon Mamma 9111ifiieron estudiados en un modelo
murino empleando una cepa miotrópica de escasa virulencia (CA-I) y una cepa letal pantrópica
(RA), mediante técnicas electrofisiológicas, histológicas e inmunológicas.

Ratones C3H/HeN infectados la cepa CA-I manifestaron un patrón electromiográfico
de compromiso muscular primario, en tanto los infectados con RA, revelaron un patrón
neuropático primario. Los estudios histopatológicos evidenciaron alteraciones inflamatorias
de severidad creciente en los tejidos afectados estudiados en este modelo: músculo ¡squiotibiaL
nervio ciático y médula espinal. Las lesiones musculares eran de mayor intensidad en la
infección con CA-I y las de tejido nervioso predominaban con RA, Io cual está de acuerdo con
el tropismo parasitario.

El fenotipo celular predominante en los infiltrados inflamatorios dependió de la cepa
de T.cruzi, del tejido y del tiempo post-infección. Los rasgos más destacados en la infección
con la cepa CA-I fueron: a) Predominio de linfocitos T CD4 en músculo esquelético durante
la fase aguda y crónica temprana y, b) Presencia de linfocitos B con IgM de superficie en la
fase crónica tardía en todos los tejidos. Las caracteristicas más relevantes de la infección con
RA fueron: a) predominio de linfocitos T CD8 en tejido nervioso durante todo el curso de la
infección, b) presencia de ce'lulasNK (asialo-GM1+) en tejido muscular durante la fase crónica
y, c) presencia células CD4', CD8" en tejido nervioso durante la fase crónica.

Estudios de proliferación linfocitariarealizados durante la infección crónica con el clon
K-98 de CA-I demostraron la existencia de linfocitos T CD4 y CD8 autorreactivos frente a Ag
de tejido muscular esquelético y sistema nervioso. En estudios similares con la cepa RA ambas
subpoblaciones de linfocitos T sólo proliferaron frente a Ag de SN.

La transferencia pasiva de linfocitos T CD4 de ratones infectados con K-98, indujo
miositis con predominio de células T CD4+ y macrófagos en ratones singeneicos normales,
sugiriendo el desarrollo de hipersensibilidad retardada (HR), frente a Ag musculares. Los
linfocitos T CD8 de los mismos ratones no desencadenaron patología neuromuscular en los
receptores. La transferencia de linfocitos T CD4 y CD8 de ratones infectados con RA, indujo
neuritis y leptomeningitis, sugiriendo el desarrollo de mecanismos de HR como de
citotoxicidad dependiente de linfocitos T frente a Ag de sistema nervioso.
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ABSTRACT

The pathogenic mechanisms underlying the neuromuscular alterations dun'ng
Lrypangsgma mui infectionwere studied in a murinemodel by means of electrophysiological,
histological and immunological techniques in inbred mice infected with a low virulence
myotropic strain (CA-l) and a highly virulent pantropic strain by means of electrofisiological,
histological and immunological techniques.

C3H/l-IeNmice infected with CA-I showed an electromyographic pattem of primary
muscle compromise while those infected with RA disclosed a primary neuropathic pattem.
I-listologicalstudies revealed inflammation of increasing severity in the affected tissues studied
in this model: harnsting muscle, sciatic nerve and spinal cord. The muscle lesions were more
intense in mice infected with CA-I, and those in nervous tissue were more intense in mice
infected with RA in agreement with the parasite tropism.

The predominant phenotype in the inflammatory infiltrates depended on the T.cruzi
strain, the tissue and post-infection time studied. The relevant features in the infection with
CA-I were: a) Predominance of CD4 T lymphocytes in skeletal muscle during the acute and
early chronic phases and, b) Presence of surface IgM positive B lymphocytes during the late
chronic phase in all tissues. The relevant features in the infection with RA were: a)
Predominance of CD8 T lymphocytes in nervous tissue during the course of infection, b)
Presencia of NK cells (asialo-GMI+) in muscle tisuue during the chronic phase and, c)
Presence of CD4', CD8' cells in nervous tissue during the chronic phase.

Lymphocyte proliferation studies performed during the chronic phase with the K-98
clone of CA-l showed the existence of nervous system Ag and muscle Ag autoreactive CD4
and CD8 T lymphocytes. In similar studies with the RA strain both T cell subsets proliferated
against nervous tissue Ag only.

Pasive cell transfer of CD4 T lymphocytes fi'om K-98-infected mic, induced myositis
with predominance of CD4 T cells and macrophages in normal syngeneic mice, suggesting the
development of delayed-type hypersensitivity (DTH) against muscle Ag. CD8 T lymphocytes
from the same donors did not develop neuromuscular pathology in recipients. The transfer of
CD4 and CD8 T lymphocytes from RA-infected mice induced neuritis and leptomeningitis in
recipients, suggesting the development of both DTI-Iand T lymphocyte-dependent cytotoxicity
against nervous system Ag.
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INTRODUCCION

l. EL AGENTE ETIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

I.A. POSICION TAXONOMICA

El Trypanosoma cruzi (T.c_ruzi), agente causal de la enfermedad de Chagas, es un

protozoario flagelado perteneciente al Orden Kinetoplastida. Los miembros de este grupo.

entre los que se incluye al género Leishmania, se caracterizan por la presencia de un flagelo

anterior bien desarrollado en los estadios extracelulares, y de una estructura denominada

kinetoplasto (Lee y Hutner, ¡985). Este contiene aproximadamente 20% del total de ADN (De

Souza W., 1984), muestra continuidad estructural con una mitocondria de grandes dimensio­

nes -el mitocondrión- y está asociado al cinetosoma y al cuerpo parabasal (Lewis, l975).

El parásito presenta diversos estadios, cuyos nombres hacen referencia a la presencia o

ausencia de un flagelo conspicuo que emerge por el extremo anterior del soma y a la localiza­

ción relativa del kinetoplasto con respecto al núcleo. Los esferomastigotes presentan un largo

flagelo rodeando el soma. En los epimastigotes el kinetoplasto es anterior al núcleo y el flagelo

es libre en casi toda su extensión. Los tripomastigotes presentan el núcleo en posición media.

por delante del kinetoplasto. El flagelo que se origina en el extremo posterior del soma. lo

bordea formando una membrana ondulante para emerger libre en el extremo anterior. Los

amastigotes tienen un flagelo poco aparente, que no emerge del saco flagelar. Este es un pliegue

de la membrana que rodea al cinetosoma, a través del cual emerge el flagelo en los otros

estadios y que está involucrado en la internalización de macromoléculas del huésped (Webster

y Russell, l993), incluyendo pequeñas cantidades de anticuerpos específicos (Teixeira y Martins

Santana, 1989).

I.B. CICLO BIOLOGICO

El T.cruzi tiene un ciclo heteroxeno en el cual diversas especies de mamíferos se com­

portan como huéspedes definitivos, en tanto que distintas especies de hemípteros dela Familia

Reduviidae se comportan como vectores y huéspedes intermediarios. En el intestino medio (le

estos últimos se multiplican por flsión binaria las formas esferomastigote y epimastigote. Este

último estadío progresa y se multiplica en el intestino posterior dando origen por diferenciación

a los tripomastigotes metaciclicos‘ o formas infectantes, que no se multiplican y se localizan en

la ampolla rectal. En el mamífero existen dos estadios, el tripomastigote circulante y el amastigote.
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que corresponden a las formas de diseminación sanguínea y de multiplicación intracelular en

los tejidos, respectivamente. Luego de picar a un mamífero para alimentarse, el vector infectado

deposita en la piel las heces que contienen los tripomastigotes metacíclicos infectantes (Fife

Jr., 1977).

Luego de ingresar a las primeras células blanco -células dendríticas de la piel y

fibroblastos del tejido subcutáneo- el parásito escapa de la vacuola parasitófora al citoplasma.

donde se multiplica como amastigote (González Cappa e Isola, 1994). Después de un numero

de duplicaciones genéticamente determinado (revisado por Dvorak, l975) se lisan las células

liberándose tripomastigotes hacía el torrente circulatorio. Se inicia así la diseminación

sanguínea y hacía los ganglios linfáticos regionales. Durante la diseminación hemática los

tripomastigotes atraviesan los capilares sanguíneos hacia los tejidos e invaden,
fimdamentalmente, células de músculo esquelético y cardiaco -miocítos y fibroblastos- y (le

linaje fagocítico mononuclear en hígado, bazo, sistema nervioso y otros tejidos, además (le

células no fagocíticas como los adipocitos en diversos tejidos. El ciclo se cierra cuando un

insecto vector no infectado succiona sangre de un mamífero infectado. La infección del vector

es tanto más probable cuanto mayor sea la parasitemia del huésped definitivo al momento de

acontecer la picadura. Por esta razón, los perros que presentan parasitemias persistentemente

elevadas actúan como reservorios eficientes en áreas endémicas (Gürtler, |987). Además del

nivel de parasitemia del huésped definitivo otros factores como las diferentes caracteristicas

genéticas de especies y diferencias fisiológicas de los estadios de desarrollo del vector, parecen

tener un papel importante para su infección (García y Azambuja, |99|).

II. HETEROGENEIDAD DE LAS POBLACIONES PARASITARIAS

La especie T.cruzi está constituida por poblaciones con diferencias morfológicas y

genéticas que han sido relacionadas con distintas características biológicas, como por ejemplo,

tropísmo, virulencia e inmunogenicidad en el mamífero, y progresión de la infección en el

insecto vector. Si bien las poblaciones de T.cruzi son relativamente estables en lo que a

comportamiento biológico se refiere, se ha demostrado que su composición es policlonal

(Tibayrenc y col., I986).

Se ha observado que clones derivados de una misma población exhiben diferente

virulencia e histotropismo en ratones de alta (Postan y col., 1983) y baja susceptibilidad a la

infección (Postan y col, l984). Por lo tanto, el comportamiento biológico de un aislamiento

dependerá del balance clonal dentro de la población. Este balance estará sujeto a la presion
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selectiva por la capacidad del huésped de desarrollar una respuesta inmune clon-especifich

la que dependerá, a su vez, de la inmunogenicidad del clon y de factores genéticos del huésped

(Ver Sección III: Resistencia del huésped).

lI.A. VIRULENCIA

En general se ha observado que la virulencia o capacidad letal de una población o clon

parasitarios de IE está vinculadaal tropismo tisular y a la capacidad de multiplicación
intracelular. En modelos murinos, los clones o aislamientos que se multiplican activamente

en células del sistema mononuclear fagocitico, generalmente dan lugar a parasitemias mas

elevadas y a mayores tasas de mortalidad que los que lo hacen en tejido muscular (Melo y

Brener, 1978). La presencia de receptores específicos para los componentes tisulares es de

particular importancia al considerar la virulencia de las poblaciones parasitarias. ya que de la

capacidad de invasión tisular y de su especificidad derivarían las consecuencias patológicas.

Actualmente se conoce una gran variedad de factores de virulencia, algunos de los

cuales son proteínas. Estas pueden ser receptores para componentes tisulares o enzimas que

facilitan la penetración y el establecimiento del parásito en la célula huésped. Ortega-Barría

y Pereira (|99|) demostraron que la penetración de T.cruzi en células no fagocíticas esta

vinculada con la presencia, en la membrana del parásito, de proteínas con capacidad de

unión para heparanos y colágenos y laminina, macromoléculas presentes en la membrana

basal y en la matriz intersiticial tisular. La trans-sialidasa es una enzima involucrada en la

transferencia de restos de ácido N-acetilneuramínico desde glicoconjugados del huésped a

glicoproteinas parasitarias (Schenkman y col., l99|), una de las cuales es la penetrina (PM

60 kDa), descrita por Ortega-Barría y Pereira (|99|), cuyo ligando seria el heparán sulfato.

rico en ácido siálico (Herrera y col., 1994). Células CHO mutantes (Lec 2) que expresan

escaso ácido siálico en sus membranas son infectadas en menor proporción que sus contra­

partidas salvajes (Schenkman y co|., ¡993). La neutralización de la enzima mediante

anticuerpos específicos aumenta la infectividad de los tripomastigotes in vitro (Cavallesco y

Pereira, 1988; revisado por Schenkman y Eichinger, 1993). Estos estudios demuestran que la

enzima es capaz de modular la invasión celular regulando la traslocación de restos de acido

siálico de glicoproteinas dela célula huésped a proteínas parasitarias (revisado por Schenkman

y Eichinger, l993). Algunos autores comunican que la unión a las glicoproteinas de la célula

huésped ocurre a través de los restos glicosidicos (Bonay y Fresno, 1995), en tanto otros

señalan la independencia entre la capacidad de unión y la presencia de hidratos de carbono

en el receptor del parásito o el ligando de la célula huésped (Giordano y col, I994). Aparte

de los receptores parasitarios especificos para ligandos tisulares, la activación de ciertos

receptores celulares asociados al desencadenamiento de señales intracelulares, por ejemplo
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los receptores I y ll para TGF-B, estaría involucrada en la penetración y multiplicación

parasitaria ya que los tripomastigotes son capaces de adherirse a células mutantes que no los

expresan pero son incapaces de penetrar o multiplicarse en las mismas (Ming y col.‘ |995).

II.B. TROPISMO

En los estudios experimentales con distintos aislamientos parasitarios, generalmente lle­

vados a cabo en ratones, se ha descrito parasitismo tisular en diferentes órganos y tejidos del

huésped. Las localizaciones más frecuentes de los amastigotes son: a) el músculo -cardiaco y

esquelético- en los que los parásitos se localizan en miocitos, adipocitos y fibroblastos, b) el

higado y el bazo, en los que los parásitos invaden células del sistema fagocítico mononuclear y.

c) sistema nervioso -periférico o central- en los cuales las células parasitadas son fibroblastos.

células de Schwann o de la glia (Amaral y col., 1975; Melo y Brener, 1978; Postan y col.

1983; Molina y Kierszenbaum, ¡988; Andrade y Rocha Silva, ¡995).

El tropismo también está definido por variables fisiológicas celulares. Por ejemplo. se ha

comunicado que las fibras musculares tipo I (de contracción lenta) se infectan predominante­

mente en relación a las de tipo II (Teixeira y Dvorak, ¡985). En humanos, Antunes Teixeira y

col. (1994) han descrito parasitismo dela vena central de las glándulas suprarrenales. Según los

autores esta localización podria actuar de reservorio parasitario, debido a la inmunosupresión

local asociada a la producción de corticosteroides que inhibirían mecanismos efectores

inmunológicos de destrucción parasitaria.

De acuerdo con los patrones de tropismo tisular en ratones, se ha convenido en distinguir

poblaciones o cepas miotrópicas y reticultrópicas (macrofagotropas), en función de los tejidos

predominantemente invadidos: muscular o reticuloendotelial. Así, las cepas CA-l y CL son

predominantemente miotrópicas para el ratón, en tanto Tulahuén e Y han sido descritas como

primariamente reticulotrópicas (Taliaferro y Pizzi, ¡955; Melo y Brener, ¡978; González Cappa

y col, 1980, |98|). En el caso de estas últimas y de otras cepas como Sylvio (Postan y col.

1983) y RA (Mirkin y col, 1994), además de encontrarlas en células de linaje monocitico es

frecuente hallarlas en otros tejidos, por lo que la definición de éstas como pantrópicas seria mas

adecuada (Mirkin y col, 1994).

II.C. INMUNOGENICIDAD

Diferencias enla inmunogenicidad de diversas poblaciones de Teri/zi, se establecieron al

observar que ratones exocn'ados o conejos infectados desarrollan distintos patrones de respuesta
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humoral (producción de anticuerpos líticos, opsonizantes y neutralizantes) (Vattuone y col.

1974; Krettli y col., l979; Sánchez y González Cappa, 1983; Müller y González Cappa.

1987; Celentano y González Cappa, 1992) y celular (Vattuone y col., l974).

La diferente inmunogenicidad de las poblaciones de 'IÏcruzi podría depender de múlti­

ples factores como la inmunodominancia de ciertos epitopes (Martins y col., I985; lsraelski y

col., 1988) y/o el enmascaramiento estructural y funcional de otros mediante la incorporación

de ácido siálico (revisado por Schenkman y Eichinger, ¡993). Por ejemplo, la presencia de

ácido siálico en las membranas celulares es un potente inhibidor de la lisis mediada por de la vía

alterna del complemento (Kazatchkine y col., 1979).

lll. RESISTENCIA DEL HUESPED

Lo mencionado en la sección anterior señala que, al evaluar resistencia a Ia infección, se

deben considerar las características biológicas del parásito así como los mecanismos desarrolla­

dos por el huésped para limitar la parasitosis. Muchos de estos mecanismos están relacionados

con las características genéticas del huésped, por lo que la expresión final de la virulencia y/o

patogenicidad de las cepas depende de un balance entre la expresión por parte del parásito de

los mecanismos de invasión celular, multiplicación y evasión de la respuesta inmune, así como

de los mecanismos de resistencia natural y específica del huésped.

Como se indicó en el apartado anterior, la virulencia como expresión de la capacidad del

parásito de producir patología, no puede desvincularse de la variación intrínseca que muestran

distintas especies animales, en cuanto a la resistencia o susceptibilidad a Ia infección. Se ha

observado que la misma población de 7Ïcruzi exhibe distinta virulencia dependiendo de la

asociación huésped-parásito considerada. En este sentido se han descrito diferencias en resis­

tencia, niveles de parasitemia y producción de patología entre distintas especies de mamíferos

de laboratorio como ratones (Laguens y col., 1980), ratas (Scorza y Scorza, l972), conejos

(Chiari y col, 1980), perros (Andrade, l984) y monos (Bonecini-Almeida y col, ¡990). En el

marco de estos experimentos la resistencia a la infección no debe entenderse en términos

absolutos, sino relativos al tiempo de sobrevida de los animales infectados, ya que todas las

especies mencionadas son susceptibles a la infección. Por otra parte, la posibilidad de estable­

cer una infección en los modelos experimentales depende de factores como la edad y el sexo

del huésped y del tamaño del inóculo. En este último caso el análisis comparativo de la suscep­

tibilidad de diferentes especies es dificil de llevar a cabo, ya que las dosis infectantes raramente

se expresan por unidad de masa corporal del animal inoculado en los estudios realizados.

Los modelos murinos aportan la mayor parte de la información relativa a mecanismos (le

resistencia por el conocimiento que se posee en relación a los aspectos genéticos vinculados
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con las respuestas innata y adquirida. Ratones con diferente constitución genética muestran

una notoria diversidad en cuanto a la susceptibilidad a la infección (Trischmann y col, ¡978).

En estos animales se ha demostrado que genes tanto asociados al CMH como no asociados al

mismo, están involucrados en el control de la parasitemia y determinan la capacidad de

sobrevida (Trischmann y Bloom, 1982; Wrightsman y col., 1982).

Las observaciones de esta sección y de la precedente señalan la complejidad de la inte­

racción entre el 7.'cruzi y el huésped, de cuyo balance dependerá el curso de la infección y el

posible desencadenamiento de la patología.

lII.A. RESISTENCIA NATURAL

Los mecanismos de resistencia natural están relacionados con la presencia de barreras

estructurales y fisiológicas que limitan o impiden el acceso de patógenos al organismo. Diversas

caracteristicas como la especie animal, edad y sexo involucradas en la resistencia o susceptibi­

lidad ala infección, pueden estar vinculadas a la integridad y desarrollo de las barreras mencio­

nadas. En relación a las diferencias de susceptibilidad de distintas especies, se ha observado.

por ejemplo, que las aves son refractarias a la infección. El mecanismo asociado a la resistencia

estaria relacionado con la activación eficiente del complemento por lavía alterna (Kierszenbaum

y co|., 1976), así como con la elevada temperatura corporal de las aves, ya que los amastigotes

se multiplican más lentamente a altas temperaturas (Neva y col, |96|). Por el contrario, todos

los mamíferos estudiados hasta el momento pueden infectarse, si bien las características de Ia

infección dependen de la especie, como se señaló previamente. Con respecto a la edad también

se observan variaciones; como es de esperar, los animales lactantes o recién destetados suelen

ser más susceptibles que los adultos, desarrollando mayores parasitemias y tasas de mortalidad.

También se han observado diferencias al comparar la susceptibilidad a la infección entre machos

y hembras de una misma especie. Ya en la década del ’40 Hauschka (l947) estableció que los

machos de ratones endocriados (C3H y DBA) manifiestan mayor susceptibilidad que las hem­
bras.

Si bien la resistencia natural es relativamente eficaz para la limitación de la infección, en

las especies susceptibles el mecanismo principal que restringe la diseminación parasitaria es la

respuesta inmune.
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III.B. RESPUESTA INMUNE

El sistema inmune de los vertebrados se originó como un mecanismo con capacidad

para el reconocimiento de lo propio y lo extraño, lo que permitió mantener la individualidad

de la especie frente patógenos potenciales. Los mecanismos más primitivos, presentes en

taxones invertebrados, corresponden al desarrollo de células sin especificidad alguna.

dedicadas a la fagocitosis. La aparición de mecanismos especificos de reconocimiento en los

vertebrados, dio lugar a un control más adecuado de los agentes patógenos, a través de

mecanismos de autorregulación de la magnitud de la respuesta frente a aquellos, asi como

por la capacidad de diferenciar, al menos en principio, al agente o el tejido infectado del

tejido no infectado (revisado por Marchalonis y Schluter, 1994).

III.B. l . MIX 'ANISMOS INE.S'I’E( .‘IFK.‘()S

Las células fagociticas mononucleares o polimorfonucleares son la primera barrera de

defensa que pone en marcha el sistema inmune, ante una infección de cualquier etiología. En

particular, durante la fase aguda de las infecciones por 'IÏcruzi, se ha descrito la presencia de

ambos tipos de fagocitos asociados a los nidos de amastigotes y a células necróticas en las

lesiones (Molina y Kierszenbaum, l988; Ben Younes-Chenoufii y col., 1988). El grado de

activación de los macrófagos es independiente de la población parasitaria infectante; tanto

cepas altamente virulentas como cepas no letales producen niveles similares de estallido respi­

ratorio, detectable mediante quimioluminiscencia, durante la fase aguda de la infección. Sin

embargo, en este período distintas cepas de T.cruzi pueden inducir diferente funcionalidad

microbicida (Celentano y González Cappa, 1992). Una vez activadas, en una fase más avanza­

da de la infección, estas células se encargan tanto de destruir parásitos como de eliminar el
debris celular resultante dela necrosis tisular.

La capacidad parasiticida aumentada de los macrófagos activados se ha relacionado con la

producción de metabolitos del O2(Nathan y co|., 1979) y óxido nítrico (Petray y col, 1904).

Al igual que las células de linaje mieloide/monocítico, existen células de linaje linfoide

con capacidad de destruir parásitos de manera inespecifica: las células NK (natural killer o

«asesinas naturales»). Ratones homozigotas para una mutación recesiva (bg/bg) que impide el

desarrollo de estas células, tratados con un inductor (tilerona) de la producción de interferón

(IFN) alfa (IFN-Ot) necesario para el desarrollo de las mismas, exhiben menor sobrevida que

sus pares heterocigotas (+/bg) (James y col, 1982). Ensayos in vitro con células peritoneales

de ratones tratados con ácido poliinositico-policitidilico (otro inductor de interferón alfa)

corroboran estas observaciones. En estos estudios se demostró que la actividad citóxica contra
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T.cruzi era dependiente de la presencia de células NK en la fracción celular no adherente. ya

que el tratamiento con un anticuerpo monoclonal contra el marcador NK l .2 y complemento

inhibia dicha actividad (Hatcher y Kuhn, 1982).

III.B.2. MI'X 'ANISMOSILIS'I’IX ÏII'°I(TOS

III.B.2.a. Papel de los fagocitos mononucleares: La actividad de las células fagocíticas de

linaje mononuclear constituye, además de un mecanismo inespecífico de defensa, la primera

etapa de activación de la respuesta inmune específica (Lu y Unanue, 1982). Las células de

Langerhans, un tipo de células dendríticas derivadas de precursores de la médula ósea (Caux y

col., 1995), son las encargadas dela captación, procesamiento y presentación de antígenos que

ingresan por vía cutánea (revisado por King y Katz, ¡990), asociada a la transmisión vectorial

de T.cruzi. Estas células migran, vía los vasos linfáticos que drenan la piel, hacia los ganglios

regionales transportando antígenos parasitarios (revisado por Knight y Stagg, 1993). Si bien no

se ha descrito este mecanismo en la infección por T.cruzi, se ha comprobado que el mismo es

funcional en las infecciones producidas por otras especies del Orden Kinetoplastida, Leishmania

spp., que presentan una vía de infección vectorial similar (Moll y col., 1993). En los ganglios

regionales tiene lugar la presentación antigénica, primera etapa para la activación de los linfocitos

T cooperadores. El antígeno procesado por las células fagocíticas, asociado a moléculas de

clase ll del CMH, es presentado a los linfocitos T que poseen en su superficie receptores

específicos para aquél (Morrison y col., l986). En un estudio reciente se demostró la disminución

en la capacidad para la captación, el procesamiento y la presentación antigénica por parte de los

macrófagos peritoneales de ratones infectados con T.cruzi, si bien la expresión de moléculas de

clase II no estaba alterada (Plasman y co|., 1995).

III.B.2.b. Señales de activación: La activación de los linfocitos T específicos requiere la

asociación del receptor T con las moléculas del CMH, que tienen unido el péptido antigénico

(Acuto y col., ¡983; Borst y col., l983; revisado por Rammensee y col., l993). En dicha

activación, además, interviene un co-receptor (CD4) que se asocia a la porción no polimórfica

del CMH clase II (revisado por Jenkins y Johnson, ¡993). En el modelo murino de

tripanosomiasis americana se ha descrito la disminución en la expresión del receptor T (Sztein

y col., 1990; Sztein y Kierszenbaum, l992), así como la modulación negativa (le la expresion

de CD4 (Sztein y col.,1990).

La unión entre estos componentes da lugar a una compleja red de señales intracelulares

secundarias que determinarán la transcripción de ARN mensajeros (ARNm) de citoquinas.

que promueven la proliferación y/o diferenciación celular de linfocitos T o B, asi como el
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desarrollo de colonias de células de linaje monocitico y/o granulocitico en la médula ósea

(revisado por Taniguchi, l988). En modelos murinos de enfermedad de Chagas se ha obser­

vado la disminución de la producción de interleuquina-2 (IL-2) (Harel-Bellan y col“ |983) y.

en humanos y ratones, modulación negativa de la expresión de su receptor (lL-2R) en los

linfocitos T (Beltz y col, 1988; Kierszenbaum y col., ¡990; Sztein y col, |990). Esto es

debido a una reducción en la transcripción del ARNm tanto de la citoquina como de su

receptor (Soong y Tarleton, ¡992). Recientemente, Kierszenbaum y col. (1996) han

comunicado que tripomastigotes viables inducen reducción de la expresión de lL-Z. -4. -5 e

IFN-‘y citoplásmica por linfocitos T humanos de sangre periférica‘ activados con

fitohemoaglutinina.

III.B.2.c. Linfocitos B, plasmocitos y producción de inmunoglobulinas: En las zonas B

de los ganglios linfáticos y del bazo se produce la activación de linfocitos B que poseen recep­

tores de tipo inmunoglobulina (Ig) y que una vez activados pueden actuar como células presen­

tadoras de antígeno (CPA) a los linfocitos T cooperadores (Krieger y col., l985). Además, el

contacto con co-receptores del linfocito T inicia la diferenciación de los linfocitos B a células

plasmáticas capaces secretar inmunoglobulinas (Lederman y col., ¡992).

La etapa aguda de la infección humana por T.cruzi está caracterizada por la secreción de

IgM durante un período de por lo menos tres meses (lsraelski y col, ¡988; Scott y Goss­

Sampson, 1984). La producción de lgG, cuyo pico coincide con el de producción de lgM

(lsraelski y col, 1988), muestra un patrón de isotipos con predominio de IgGl e IgG3, tenien­

do el primero capacidad de activar la lisiscomplemento-dependiente de tripomastigotes circu­

lantes (Scott y Goss-Sampson, ¡984; Romeiro y col, ¡984). Resultados obtenidos con ratones

confirman estos hallazgos, ya que los isotipos predominantes en la infección murina son lgG2a

e lgGZb, con funciones efectoras comparables ala IgGl humana (fijación complemento, CCDA

y opsonización) (Scott y Goss-Sampson, 1984). Los anticuerpos también están involucrados

en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA) (Abrahamson y Dias da Silva‘

1977).

Independientemente de la producción de una respuesta humoral específica frente al T.cruzi.

se ha observado que durante la infección murina se desarrolla una respuesta policlonal B

(D’imperio Lima y col, 1985). En este modelo se ha demostrado la expansión preferencial de

linfocitos B que presentan el marcador de membrana Lyl (CD5) (Minoprio y col, ¡989). La

activación policlonal es dependiente dela cooperación T, ya que el tratamiento con anticuerpos

anti-L3T4 (anti-CD4) de ratones infectados, inhibe dicha respuesta (Minoprio y col. ¡987).

La activación de la expansión preferencial de los linfocitos B CD5+ se relaciona con la producción

de autoanticuerpos que estaria bajo control tímico (Smith y col., 1983). Su relevancia en la
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enfermedad de Chagas experimental y humana será discutida en la Sección lV (Patologia.

clínica y patogenia de la enfermedad de Chagas).

III.B.2.d. Linfocitos T: Los linfocitos T comprenden dos fenotipos mayoritarios. CD4+

y CD8+. Su diferencia esencial está relacionada con el contexto de presentación y el tipo de Ag

que reconocen. Generalmente se acepta que los linfocitos CD4+ reconocen antígenos procesa­

dos por la vía exógena en el contexto de moléculas de clase II, y los linfocitos CD8+ reconocen

antígenos procesados por la vía endógena en el contexto de moléculas de clase l (revisado

por Germain, 1993). Sin embargo, se han descrito linfocitos CD4 con actividad citotóxica

que reconocen antígenos en el contexto de moléculas de clase I (Strassman y Bach‘ l984) y

linfocitos CD8 que lo hacen en el contexto de clase II (Salgame y col., |99|).

Estudios funcionales in vivo sobre el papel de las subpoblaciones de linfocitos T en la

enfermedad de Chagas, demostraron que ambos fenotipos están involucrados en la proteccion

contra la diseminación parasitaria durante la fase aguda. En la década del ’70 estudios realiza­

dos en ratones (Schmuñis y col., l97l) y ratas (Roberson y col, 1973) neonatalmente

timectomizados y en ratones tratados con suero anti-timocito (Roberson y col, ¡973), demos­
traron disminución de la sobrevida de los mismos cuando eran infectados con T.cruzi. En

estudios experimentales posteriores se demostró, empleando ratones atimicos «nude» (nu/nu.

genéticamente deficientes en linfocitos T), que estos linfocitos eran necesarios para controlar la

parasitemia (Kierszenbaum y Pienkowski, 1979). Russo y col. (1988), identificaron como CD4+

el fenotipo de los linfocitos T responsables del control de la parasitemia. Al eliminar dicha

población de linfocitos in vivo, mediante el uso de Ac monoclonales, observaron aumento de la

parasitemia y de la mortalidad. Estudios posteriores de Tarleton ( l990) demostraron que también

los linfocitos T CD8 tienen un papel preponderante en el control de la infección. Ratones

tratados con Ac monoclonales (AcMo) anti-CD8 para eliminar la población supresora/citotóxíca

presentaban parasitemias de mayor magnitud que los controles. En el mismo estudio, el

tratamiento con dicho AcMo, impedía el desarrollo de inmunidad conferida por inmunización

con epimastigotes en ratones no tratados y revertía la inmunidad en ratones preinmunizados y

tratados. En estos casos, los ratones tratados con el AcMo mostraban parasitemias mayores y

tiempos menores de sobrevida. Empleando ratones «knock-out» para el gen de la B:­
microglobulina (y que por lo tanto no expresan moléculas de clase l del CMH). el mismo grupo

observó que los ratones, deficientes en linfocitos T CD8, presentan mayores parasitemias.

menores tiempos de sobrevida y mayor parasitismo tisular durante la fase aguda (Tarleton y

col., 1992). En el modelo murino se demostró que durante la etapa aguda de la infección

predominan los linfocitos CD8+ (Sun y Tarleton, 1993). En otros estudios, se demostró que
en los ratones crónicamente infectados existen linfocitos T CD8 con actividad citotóxica

específica contra el parásito, restringida por el CMH (Nickell y col, 1993). lo cual explica el
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menor parasitismo sanguíneo y tisular en los ratones normales de los experimentos de Tarleton

y sus colaboradores.

Estos estudios demostraron, por lo tanto, que las poblaciones de linfocitos T CD4 como

CD8 son necesarias para controlar la diseminación parasitaria durante la etapa aguda
de la infección.

IV. PATOLOGIA, CLINICA Y PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La infección por Yicruziorigina un conjunto de alteraciones patológicas de localización

bien definida. Dicha patología está vinculada de diversas maneras con las características bioló­

gicas del parásito y con alteraciones en los mecanismos de regulación del sistema inmune
durante la infección. Si bien hasta el momento está en discusión la secuencia causal de los

fenómenos que dan lugar a la patología (Ribeiro dos Santos y Hudson, ¡980; Minoprio y col.

|99|), y el origen autoinmune de la fase crónica no ha sido fehacientemente comprobado

(Kierszenbaum, ¡986). algunos de los aspectos dela patogenia y el desarrollo de la patología
han sido aclarados recientemente.

IV.A. PATOLOGIA

Como consecuencia de la invasión parasitaria de diversos tejidos (cardiaco, muscular

esquelético, nervioso, etc.) durante la fase aguda y de la respuesta inflamatoria local desenca­

denada en los mismos, se desarrollan alteraciones histológicas progresivas que se manifestaran

en la clinica y anátomo-patología como trastornos cardiovasculares, del sistema nen/¡oso

autónomo y/o del periférico durante la fase crónica de la enfermedad.

IV.A. l. ( '()RAZ()N Y.S'IS'I'EMA('ARI)I()VAS( WLAR

Durante el período agudo de la infección humana o experimental se desarrollan focos

inflamatorios necróticos en el miocardio (revisado por Andrade y Andrade, 1979). Dichos

infiltrados se hallan invariablemente asociados a la presencia de parásitos (Molina y

Kierszenbaum, 1988; Palacios-Prü y col, l989) o de antígeno parasitario. Teixeira y Dvorak

(1985) han demostrado que durante la fase aguda, el parasitismo es mas acentuado en las libras

musculares de tipo I, las únicas presentes en el corazón (Lawrie, l952).
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En la infección crónica humana, histológicamente se observa fibrosis miocardica pro­

gresiva, acompañada por un infiltrado mononuclear (Rosenbaum, |964; Molina y
Kierszenbaum, ¡988). En modelos experimentales se ha establecido que la destrucción

ganglionar (denervación) de los plexos nerviosos autónomos que inervan el corazón. es un

fenómeno que tiene lugar desde las primeras etapas de la infección como consecuencia del

fenómeno inflamatorio, que además compromete los nódulos sinusal y auricular, así como el

haz de His y sus ramas durante la fase crónica (Molina y col., 1988). La naturaleza focal de

las lesiones sugiere que parte del compromiso cardíaco durante la fase crónica se debería a

alteraciones de la microvasculatura (Factor y col., 1985). Como resultado de las modifica­

ciones estructurales mencionadas, que conducirían a la hipoxia (Rossi y Carobrez, 1985). se

originaria la necrosis y fibrosis miocárdica y se manifestarían las alteraciones fisiológicas

características del corazón chagásico crónico.

IV.A.2. .S'I.S"/'IíA/IANERVIOSO AUTONOMO

En la enfermedad de Chagas humana y experimental se observa la despoblación neuronal

de los ganglios del sistema nervioso autónomo (SNA) desde la fase aguda, tanto en el corazón

(revisado por Oliveira, 1985) como en el tubo digestivo (revisado por Rezende y Luquetti.

l994). Estudios experimentales comparando diversas poblaciones de T.cruzi han demostrado

que no existe correlación entre la población parasitaria y la severidad del daño autonómico (de

Souza y col, 1996). Como consecuencia de la destrucción de los plexos intramurales (Alcantara

1970) de estas vísceras se produce la dilatación de las mismas, que tendrá consecuencias clinicas

que serán analizadas en otro apartado.

IV.A. 3. .S'IS'I'E/l/IANERVIOSO I’ERIFERK .'O

Si bien constituyen una alteración de menor significación clínica que las precedentes. las

lesiones de sistema nervioso periférico son un rasgo frecuente de la infección chagásica (revi­

sado por Sica, 1994). Los estudios electrofisiológicos (Sanz y col, 1977; Sanz y col. ¡978;

Sica y col., 1979) y de anatomía patológica (Taratuto y col, 1978; Sica y col.‘ l979) demues­
tran la existencia de denervación de fibras motoras en la enfermedad humana. En el modelo

murino, la necrosis de las miofibras, la centralización nuclear y la presencia de infiltrados

inflamatorios, son las características histológicas más evidentes en relación al daño miopático

(González Cappa y col., 1987; Losavio y col., 1989). También se observan fenómenos

neuropáticos en músculo, puestos en evidencia por la presencia de fibras atróficas.
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agrupamiento histoquímico de fibras tipo II y atrofia aislada o agrupada de miofibras (González

Cappa y col., l987; Molina y col., l987; Losavio y co|., 1989). Como se mencionó

anteriormente, estudios experimentales en un modelo murino de infección aguda ha demos­

trado que las fibras tipo I (contracción lenta) presentan un mayor parasitismo que las tipo ll

(Teixeira y Dvorak, ¡985). En los nervios periféricos en modelos experimentales, se observan

signos de desmielinización, degeneración axonal y remielinización (González Cappa y col.

1987; Molina y col, 1987; Losavio y col, 1989). Las alteraciones histológicas mencionadas

se pueden correlacionar con los aspectos clínicos en modelos experimentales y en humanos

(revisado por Sica y co|., ¡995), que se discuten brevemente en la siguiente sección.

IV.B. CLINICA

Una de las características dela enfermedad de Chagas es el desarrollo de una fase aguda.

raramente letal, que en el humano se manifiesta ocasionalmente con síntomas y signos clinicos

no patognomónicos (fiebre, eventualmente miocarditis aguda), a excepción del signo de Romaña

(edema bipalpebral unilateral, adenopatía satélite, etc.) y la parasitemia relativamente elevada.

En general, el curso agudo no reviste diferencias marcadas con otras patologías en las cuales se

desarrolla un síndrome infeccioso, caracterizado por un cuadro febril, acompañado (le

adenopatías, hepatomegalia y esplenomegalia leves o moderadas (revisado por Lugones y col.

l994). Excepcionalmente en algunos individuos se desarrolla un curso agudo grave, asociado a

miocarditis o meningoencefalitis (revisado por Andrade y Andrade, 1993). A la fase aguda

continúa un prolongado período de silencio clínico y parasitemia indetectable por los métodos

de rutina, conocido como fase indeterminada. En la fase crónica, diez o más años después del

inicio de la infección, es cuando se manifiestan los cuadros clínicos más severos asociados con

esta enfermedad, relacionados con las disfunciones del aparato digestivo, incluyendo disfagias

y alteraciones del tránsito intestinal (revisado por Rezende y Luquetti, 1994), y del corazón

(alteraciones de la contractilidad del miocardio y de la conducción, cardiomegalia): arritmias,

disfunción autonómica e insuficiencia cardíaca (revisado por Storino, 1994).

IV.C. PATOGENIA

Se han propuesto varias hipótesis para el desarrollo de la patogenia chagásica crónica.

Ribeiro dos Santos y Hudson (1980) argumentan que la invasión tisular desencadenaría un

fenómeno inflamatorio que comprometería tanto las células infectadas, como las no infectadas

adyacentes. En este caso, Ia progresión de la respuesta inflamatoria y la respuesta frente a

antígenos autólogos sería consecuencia directa de la lisiscelular mediada por el parásito y dela
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presencia de sus antígenos, asociados a los tejidos infectados. La segunda hipótesis propues­

ta por Mínoprio y col. (|99|), señala que la infección parasitaria originaria un (lesbalance

entre poblaciones de linfocitos reguladores de la respuesta inmune, desencadenando una

respuesta policlonal y el desarrollo de autoinmunidad, por la supresión de la autotolerancia.

Por último, diversos autores han determinado la existencia de epitopes comunes al parásito y

al huésped (Van Voorhis y Eisen, 1989; Mesri y col, l990) que podrían ser responsables (le la

abrogación de la tolerancia inmunológica frente a Ags propios (Félix y col, ¡993).

IV.C. l . ME( .‘ANISMOS I’A'I'()(¡'ENI( ,'()S DEPENDIEN'IES DEL I’ARASI '/'()

El principal mecanismo patogénico mediado en forma directa por el parásito es la lisis

celular de los tejidos afectados. La penetración del parásito en las células blanco requiere el

reconocimiento de ligandos o receptores en las mismas (Kierszenbaum y Stiles, l985).

Luego de la multiplicación parasitaria y de la lisis de la célula huésped tiene lugar la

liberación de antígenos tanto parasitarios como propios al torrente circulatorio. Estos promue­

ven la formación local de infiltrados inflamatorios asociados, al menos en principio, a la presencia

de parásitos o sus antígenos. En este sentido, se ha descrito la asociación in vilm de antígeno

parasitario a la membrana plasmática de células de mamífero no infectadas e infectadas asi

como la destrucción de ambas por poblaciones linfoides (Ribeiro dos Santos y Hudson. 1980;

Araujo, 1985).

Si bien no se han descripto toxinas específicas liberadas por 'I.'cruzi, se ha observado que

ácidos grasos insaturados de la membrana celular de tripomastigotes pueden ejercer efecto

citotóxico sobre células de neuroblastoma en cultivo (Asahi y col, l986). Es probable que la

destrucción de parásitos en los tejidos, mediada por mecanismos inmunológicos, tenga efectos

secundarios sobre las células no infectadas de los tejidos invadidos como consecuencia de la

liberación de lípidos de la membrana parasitaria. Por otra parte, Kierszenbaum y col. (1900)

han descrito la existencia de una(s) sustancia(s) de naturaleza proteica(s) de T.cruzi (PM entre

30 y lOOkDa) que ínhibe(n) la expresión del receptor de IL-2. El probable papel de factores

como los mencionados en la patogenia de la enfermedad será descrito en el siguiente apartado.

Tanowitz y col. (1990) observaron en un modelo murino de infección aguda por Luzi

y estudiando in vitro células endoteliales humanas, que las células parasitadas inducían un

aumento de la agregación plaquetaria. Esto sugeriría que las alteraciones microvasculares que

acontecen durante la fase aguda. como consecuencia del parasitísmo endotelial, podrían ser el

sustrato para las alteraciones observadas durante la fase crónica de la infección, incluyendo el

tromboembolismo (Oliveira y col, |983). Los cambios mencionados podrían estar vinculados

con modificaciones en la expresión de moléculas de adhesión. resultantes de la infección de
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las células endoteliales. En este sentido, D’avila Reis y col. (l993a) observaron que las celulas

endoteliales de pacientes con cardiomiopatia chagásica crónica expresan E-selectina, a dife­

rencia de los individuos normales o los que se hallan en fase indeterminada, aunque en ese

trabajo no se hace referencia a moléculas de adhesión plaquetaria (por ejemplo, CD36).

IV.C. 2. MI‘X'ANISMOS I’A'I'()(iIïNI( Ï()S DEPENDIENTES DE LA RIJSI’I /l'.'.\"l}4

INM IINE

La presencia de infiltrados celulares mononucleares de importante magnitud, asociada a

la escasa o nula presencia de parásitos y antígeno parasitario en la fase crónica de la enferme­

dad, indujo a muchos grupos de investigación a evaluar si la respuesta inmune desencadenada

por el parásito era, al menos en parte, responsable de la patología observada. En especial,

Kóberle (revisado por Kóberle, [974) plantea como hipótesis que diversos antígenos parasita­

rios (toxinas) o antígenos liberados luego dela destrucción parasitaria mediada por la respuesta

inmune, originan in_sit_uuna respuesta inflamatoria que producen la denervación del sistema

nervioso autónomo, dando lugar a las megavisceras (megacolon, megaesófago y cardiomegalia).

Numerosas líneas de investigación desarrolladas tuvieron como objetivo determinar de

qué manera la inmunidad humoral o celular estaban involucradas en la patogenía de Ia enfer­

medad de Chagas crónica. Las evidencias experimentales más fuertes a favor de un papel de la

respuesta inmune humoral enla patogenia provienen de trabajos sobre reactividad de sueros y

fracciones y-globulinicas humanas de pacientes chagásicos que reconocen estructuras tisulares

(Cossio y co|., 1974; Szarfman y col., 1977) o de anticuerpos monoclonales murinos y de rata

que definen epitopes comunes entre el parásito y tejidos del huésped (Wood y col. l982;

Snary y col., ¡983; Towbin y co|., l987; Paulin y col, ¡988). Estos estudios demostraron la

existencia de reactividad serológica frente a antígenos propios que en muchos casos correspon­

dían a antígenos altamente conservados en la escala evolutiva (Paulin y col., ¡988; Levitus,

199l ). Si bien los estudios experimentales ¡n vivo, la obtención de anticuerpos monoclonales y

los estudios de expresión de secuencias génicas han permitido demostrar Ia presencia de

anticuerpos autorreactívos y de epitopes comunes (Van Voorhis y Eisen, 1980; Van Voorhis

WC y col., 199]; Levin y col., 1989; Mesri y col., [990), hasta el presente ninguna investiga­

ción ha permitido probar que, in vivo, los anticuerpos estén relacionados con mecanismos
efectores del daño.

Una explicación plausible dela amplía autorreactivídad observada en la respuesta humoral,

comprobada en modelos murinos, es la existencia de activación policlonal que afecta a los

linfocitos B (D’lmperio Lima y col., 1985; Minoprio y col., l986a; Minoprio y col, ¡980) y

que se extiende hasta la fase crónica (D’lmperio Lima y col., l986). Además se observó que la
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respuesta policlonal abarca a los linfocitos T (Minoprio y co|., |986a; Minoprio y col, 19801)).

Por otra parte, linfocitos T CD4 serían los responsables dela activación policlonal B y T que se

manifiesta durante la infección (Minoprio y col., 1987). La activación policlonal B se mani­

fiesta por la expansión de clones B que secretan lgGl, lgGZa e lgGZb (D‘lmperío Lima y

col., 1985). Es importante recordar que estos isotipos no son predominantes en la infección

humana, si bien la IgG2 puede permanecer elevada por períodos prolongados (lsraelski y col.

1988).

Según Minoprio ( 1991), en el modelo murino Iadesregulación del sistema inmunológico.

una de cuyas expresiones es la activación policlonal, estaría asociada a una respuesta de tipo

Th2. Esta expansión incluye linfocitos B CD5+ y T CD4' CD8' (Minoprio y col, 1989). que

han sido involucrados en patologías autoinmunes medíadas por Ac (revisado por Smith y

Steinberg, ¡983). Esta población de linfocitos B secreta IL- l0 (O’Garra y col, 1992),citoquina

que inhibe la activación de linfocitos ThI (Fiorentino y co|., 1991) los que secretan citoquinas

activadoras de la inmunidad celular (Mossman y co|., 1986).

Otros aspectos de la desregulación de la respuesta inmune durante la infección por T.cruzi

están relacionados con las alteraciones en la producción de citoquinas. En los seres humanos

(Teixeira y co|., 1978; Cetron y co|., 1993) y en diversos modelos murínos de enfermedad de

Chagas (Cunningham y col, l978; Liew y col., 1987) se ha detectado inmunosupresión, tanto

específica como a antígenos no parasitarios, durante la fase aguda (revisado por Sztein y

Kierszenbaum, l993). Estudios experimentales en este último modelo han demostrado que

parte de este fenómeno está relacionado con la disminución de los niveles de lL-2 (Harel­

Bellan y col., ¡985; Tarleton, l988a, l988b), o dela expresión de su receptor (IL-ZR) (Beltz y

col., ¡988; Kierszenbaum y col, 1989; Sztein y col., ¡990). Estos resultados son coincidentes

con la inmunodepresión aunque no serían la única explicación del fenómeno, ni de las diferencias

en susceptibilidad de las distintas líneas de ratones. Como se mencionó previamente, diversos

autores han sugerido que en las distintas asociaciones líneade ratón/cepa de parásito, el desarrollo

de la infección está vinculado con la constitución genética del huésped (Trischmann y col,

1978; Wrightsman y co|., l982; Trischmann y Bloom, l982). Estudios recientes, sobre

producciónde citoquinaspor distintaslíneasde ratones,durantelainfecciónpor muestran

resultados discordantes al respecto. En efecto, por una parte Eski y col. (¡996) realizaron

ensayos sobre la producción in vitro de citoquinas por células linfoides de ratones infectados

que mostraron correlación positiva entre el haplotipo resistente (H-2‘4)y Ia producción de lL-2

e IFN-y, citoquinas producidas durante una respuesta Th]; el mismo tipo de correlación se

observó entre la producción de lL-4 (citoquina producida durante una respuesta ThZ) y el

haplotipo susceptible (H-Z“),en tanto la producción de lL-lO correlacionaba inversamente con

la producción de IFN-y. Además, el mismo estudio mostróque la cinética de producción de las

citoquinas dependía del compartimento linfoide considerado (bazo o ganglios linfáticos).
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Por el contrario, un estudio de caracterización in .s'ilude la cinética de producción de citoquinas

de tipo Thl (IL-2 e [FN-y), Th2 (IL-4, lL-S e lL- lO).proinflamatorias (TNF-Ot, lL- l(xe lL-o)

y reguladoras (TGF-B), y del fenotipo celular involucrado en la misma, empleando modelos

murinos resistentes y susceptibles, demostró que no existían diferencias en la producción de

citoquinas de ambos tipos a excepción del tiempo de aparición de dichas células en el bazo; en

los ratones susceptibles, las citoquinas Thl aparecían sólo un poco más tarde que en los

resistentes, pero manifestaban la aparición más precoz de TNF-0t (Zhang y Tarleton, 19%).

Esta citoquina proinflamatoria ha sido involucrada en la caquexia que manifiestan los ratones

susceptibles a la infección antes de su muerte (Starobinas y col_, 1991).

En general existe acuerdo entre los investigadores en cuanto al papel que los linfocitos T

CD4 tienen en el desarrollo de la patología en los modelos experimentales de la enfermedad de

Chagas. En los estudios in vivo, empleando modelos murinos, se ha demostrado que estas

células originan lesiones mediante mecanismos de hipersensibilidad retardada en tejido ner­

vioso (Said y col., l985; Hontebeyrie-Joskowicz y col., l987) y cardiaco (Ribeiro dos Santos

y col., ¡992). El tratamiento con anticuerpos monoclonales frente a esta población celular

disminuye la intensidad de la respuesta inflamatoria cardiaca (Russo y col, 1988).

Por el contrario, el papel de los linfocitos T CD8 en la patogenia aún no esta totalmente

esclarecido. Recientemente se ha comunicado que estas células predominan en las lesiones

inflamatorias cardíacas en la infección aguda humana y experimental (Sun y Tarleton, ¡903).

Como se mencionó en la Sección III.B.2.d, el concepto actual es que estas células estan

involucradas en la destrucción de células parasitadas limitando la diseminación de los parásitos

en los tejidos. De hecho, en estudios realizados por Tarleton y col. (1992), los autores observaron

que la disminución de la carga parasitaria en los tejidos estudiados (músculo esquelético y

cardiaco) precede a la disminución de la frecuencia de linfocitos T CD8 en el infiltrado.



OBJETIVOS

GENERALES

Analizar los mecanismos de daño tisular, en un modelo murino de neuropatia periférica

asociada a la enfermedad de Chagas y su dependencia con respecto a la población parasitaria.

ESPECIFICOS

l. Analizar el curso de las alteraciones electrofrsiológicas e histopatológicas del sistema

nervioso periférico (SNP), producidas en ratones infectados por poblaciones de '/.'crn:¡

con características biológicas marcadamente diferentes: CA-l (y el clon K-98), miotrópica

y habitualmente no letal para el ratón, y RA, reticulotrópica/pantrópica y habitualmente
letal.

A los fines de este trabajo de investigación se convino en considerar SNP a la unidad

formada por músculo isquiotibial, nervio ciático y médula espinal dorsolumbar.

2. Establecer el fenotipo de las poblaciones celulares en las lesiones inflamatorias del SNP

producidas durante la infección.

3. Determinar la presencia de componentes de la respuesta inmune humoral y de antígeno

parasitario en las lesiones.

4. Evaluar la respuesta proliferativa de subpoblaciones de linfocitos T de ratones infecta­

dos con T.cruzi, frente a los tejidos nervioso y muscular.

5. Evaluar la capacidad de las subpoblaciones de linfocitos T para producir patología
neuromuscular.



DISEÑO EXPERIMENTAL

Se realizaron estudios en ratones endocriados C3H/HeN, con el fin de establecer si

existían diferencias en las caracteristicas de las lesiones provocadas por dos cepas de '/.'cru:i

que difieren en virulencia, tropismo e inmunogenicidad.

Establecidas las características electrofisiológicas e histológicas de la progresión (le

las lesiones en ratones endocriados infectados con las dos cepas, se analizó el fenotipo de los

infiltrados inflamatorios, mediante la caracterización de las poblaciones celulares

inmunocompetentes y de los componentes humorales presentes en los tejidos afectados du­

rante las fases aguda y crónica de la infección.

Con el objeto de establecer si los hallazgos in vivo se debían, al menos en parte. a

mecanismos específicos de autorreactividad, se determinó la respuesta proliferativa de las

subpoblacionees de linfocitos T de ratones infectados, frente a antígenos de SNP.

Establecida la existencia de la misma se determinó la responsabilidad (le las

subpoblaciones de linfocitos T cooperadores/inductores y citotóxicos de ratones infectados.
en la inducción de lesiones en SNP.



MATERIALES Y METODOS

I. GENERALES

Los maten'ales y la metodologia descritos en esta sección se emplearon en todos los estudios

realizados, salvo que se indique lo contrario especificamente.

I.A. ANIMALES

Para los estudios que se descn'ben en esta Tesis se emplearon ratones C3l-I/HeN endocriados.

machos de 2 l-25 días o 4-6 semanas de edad dependiendo del experimento, que se mantuvieron

en grupos de 4 a 6 animales por jaula proveyéndoles agua y alimento balanceado ad [ibm/m, salvo

indicación. Para el mantenimiento de las cepas de T.cruzi en nuestro laboratorio se usan ratones

Rockland exocriados, machos de 2| a 25 días de edad.

I.B. MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS DE T.CRUZI:

La cepa CA-l, aislada de un paciente con miocardiopatia chagásica crónica (González Cappa

y col, 1980), se mantiene habitualmente por pasaje cada 30-45 dias, mediante inoculación por via

intrapeñtoneal (ip) de 2x lO5tripomastigotes sanguíneos (TS). El clon K-98, obtenido de la anterior

y con las mismas características biológicas que la cepa (Celentano y González Cappa, 1992) se

mantiene en iguales condiciones. La cepa RA, aislada de un caso agudo de enfermedad de Chagas

(González Cappa y col, 1981), es mantenida por pasaje semanal, mediante inoculación de 2x ¡0‘

por vía ip.

Como rutina en nuestro laboratorio para los pasajes se sacrifican los ratones mediante anes­

tesia con éter etílico y se obtiene sangre por punción cardíaca en condiciones de esterilidad. La

sangre se diluye en solución salina tamponada con fosfatos pH 7,2 (PBS) conteniendo l o 5% de

suero homólogo inactivado para proteger los parásitos ante altas diluciones de la sangre (Müller y

González Cappa, 1985), para su inoculación en ratones para pasaje o experimentación.

I.C. INFECCION DE LOS RATONES EXPERIMENTALES

Para los estudios realizados durante el curso de la infección se inocularon por via ip 5x l04TS

de la cepa CA-I y 50-100 TS de la cepa RA. La utilización de estas dosis se basó en estudios

previos sobre desarrollo dela respuesta inmunea la infección. Las dosis empleadas fueron aquellas

capaces de desencadenar la mayor respuesta inmune humoral, medida como anticuerpos líticos

(Müller y col, 1986) y neutralizantes (Sánchez y González Cappa, 1983;Müller y González Cappa.
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1987). Para los estudios de proliferación linfocitan'ay de transferencia pasiva de patología mediada

por linfocitos T se emplearon los inóculos señalados más arriba.

I.D. DETECCION Y CUANTIFICACION DE LA PARASITEMIA

En el caso de la cepa CA-I y el clon K-98 se detenninó la presencia de parásitos en sangre

periférica mediante microhematocrito (MHT; Freilijy co|., 1983)o por recuento con hemocitómetro

a los l5, 120 y 270 dias post-infección (pi). En el caso de la cepa RA se realizaron los mismos

estudios a los 4, 7, l5, 120 y 270 días pi.

LE. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Con el fin de obtener ratones crónicamente infectados con la cepa RA, altamente letal, se

trataron ratones infectados y controles con dos dosis de benznidazol de l mg/g peso corporal, a los

4 y lOdías pi. Con este esquema los ratones no curan pero disminuye la parasitemia, lográndose la

sobrevida del 95- l00% de los animales. Como controles farmacológicos se emplearon ratones no

infectados tratados con el mismo esquema terapéutico.

ll. ESTUDIOS ELECTROMIOGRAFICOS (EMG)

Con el fin de establecer si existia algún tipo de correlación entre las alteraciones fisiológicas e

histológicas que se desarrollan a nivelneuromuscular durante la infección se realizaron estudios

electrofisiológicos ¡n vivo.

Para ello se estudiaron los siguientes grupos experimentales:

l) Ratones infectados con ambas poblaciones parasitarias.

2) Ratones no infectados (controles).

Los EMG se efectuaron con un electromiógrafo Akonic 408 provisto de un electrodo

de registro tipo aguja coaxial Akonic óOACOZ que se insertó en el músculo isquiotibial ¡z­

quierdo, con el fin de analizar las características de los potenciales de unidad motora (PUM).

Los datos fiJeron almacenados en un osciloscopio ATl 80 l. Los PUM se alimentaron a través

de un amplificador con una relación señal a ruido elevada.

Se registraron la amplitud, duración y número de fases de los PUM, que aportan datos

sobre el tamaño de la unidad motora (signos de remodelación), y la actividad espontánea en

reposo (fibrilación y ondas positivas), que es evidencia de denervación. El patrón interferencial de

la actividad voluntan'a fiJeregistrado luego de estimular el músculo apretando suavemente el extre­

mo distal de la pata. Un patrón de interferencia completo indica integridad en la unidad motora

(González Cappa y co|., 1987).
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lll. ESTUDIOS HISTOLOGICOS E INMUNOHISTOQUIMICOS

III.A. OBTENCION Y PRESERVACION DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO

Muestras de músculo isquiotibial, nervio ciático y médula espinal se obtuvieron a partir de los

grupos señalados en la sección anten'or,a distintos tiempos post-infección (pi) o post-transtüencia

(pt). Estos tiempos fueron seleccionados a partir de un estudio longitudinal de infección con la cepa

CA-I (Losavio y col, 1989). En el caso de músculo, para evitar la vacuolización celular, el tejido

fue rápidamente transferido a una cápsula de Petri conteniendo talco y, en forma inmediata luego de

eliminar el excedente de polvo, se procedió a congelar el material. Las muestras se congelaron

directamente en N2líquido (músculo) o en isopentano preenfriado en N2liquido (nervio ciático y

médula espinal). El material congelado se almacenó en nitrógeno liquido hasta su preparación para

los estudios histológicos e inmunohistoquímicos.

III.B. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Las muestras congeladas se cortaron con criostato (IEC, Damon, USA) en secciones de 4­

6 pm y fiJeron fijadas en formol l0% o Bouin. Las secciones fueron teñidas con hematoxilina de

Mayer-eosina (H&E).

Los infiltrados se cuantificaron empleando un analizador de imágenes Zidas (Zeiss) y se

clasificaron de acuerdo a la siguiente escala: a) leves, infiltrados focales ocupando una super­

ficie de los campos del preparado menor que el 25%; b) moderados, infiltrados nodulares no

coalescentes, comprometiendo 25 - 50% de la superficie y c) intensos, infiltrados nodulares

coalescentes comprometiendo más del 50% de la superficie.

III.C. ESTUDIOS lNMUNOHlSTOOUIMICOS (IHO)

Se cortaron secciones de 4-6 pm con criostato que se fijaron por inmersión en acetona a

4°C durante lOmin. Los cortes se preservaron a -20°C (por un tiempo no mayor de una semana)

o a -70°C (hasta dos meses) hasta la realización de las pruebas IHQ. Para éstas las secciones se

descongelaron, se secaron al aire y se rehidrataron en PBS (0,137 M ClNa; 2,7 mM ClK; 8 mM

PO4HNa3, 15 mM POJHzNa) o en Tris salino (0, l 5 M ClNa en 0,05 M Tris, pH 7,4; TBS)

durante 5 min. A partir de ese momento se evitó que las secciones se secaran, manteniéndolas en
cámara húmeda.

Con el fin de analizar la composición celular de los infiltrados inflamatorios, detectar depósi­

tos de proteínas sén'cas (inmunoglobulinas y/o complemento) y establecer la presencia de parásitos

o Ag parasitario. se emplearon las técnicas de inmunofluorescencia directa (IFD) ó indirecta (lFl)
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(Johnson y co|., ¡978) ó de avidina marcada con peroxidasa (LAB, por «Iabelled avidin/biotin»)

(Guesdon y col., 1979; Kurstak, |986).

III.C. l . ANTI(.‘(/ERI’().S'Y(Ï()NJ(/(1A[)()SEMPLEADOSEN [HQ

III.C. l .a. Inmunofluorescencia: Para la realización de esta técnica se usaron los siguientes

anticuerpos:

i. Anticuerpos Primarias

l . IgG policlonal de cabra anti-lgM Fc de ratón, purificada por afinidad, marcada con isotiocianato

de fluoresceína (FITC-anti-IgM) (Cappel Labs, Inc., Cochranville, PAó Sigma Chemical Co. St.

Louis, MO).

2. IgG policlonal de cabra anti-IgG Fc de ratón, purificada por afinidad, marcada con FlTC

(FITC-anti-IgG) (Cappel ó Sigma).

3. IgG policlonal de cabra anti-C3 de ratón, purificada por afinidad, marcada con FITC

(FlTC-anti-C3) (Cappel).

4. IgG2b monoclonal de rata anti-CD1 lb (receptor para C3b en macrófagos y leucocitos

polimorfonucleares, PMN) de ratón purificada por afinidad (anti-CDI lb) (Sera-Lab, Ltd,

Crawley Down, Sussex).

5. IgG2b monoclonal de rata anti-Thyl .2 (receptor pan-T) de ratón purificada por afinidad

(anti-Thy) (Becton-Dickinson, Mountain View, CA).

ó. IgGZa monoclonal de rata anti-CD8 (linfocitos T citotóxicos, TC) de ratón purificada

por afinidad (anti-CD8) (Becton-Dickinson).

7. IgG2b monoclonal de rata anti-CD4 (linfocitos T cooperadores, TH) de ratón purifica­

da por afinidad (anti-CD4) (Becton-Dickinson).

8. IgG de policlonal de conejo anti-'lfcruzi (anti-Tc) obtenida en nuestro laboratorio, por

infección de conejos, y purificada por mediante cromatografia de intercambio iónico (Baumstark

y col, 1964). Este Ac detecta todos los estadios parasitan'os de las cepas empleadas en esta Tesis.

ii. Anlicuerpos .S'ecundarios

l. IgG policlonal de cabra anti-IgG Fc de rata, purificada por afinidad, marcada con FITC

(FITC-anti-rata) (Sigma ó Zymed Labs, lnc., San Francisco, CA).

2. IgG policlonal de cabra anti-IgG Fc de conejo, purificada por afinidad, marcada con

FITC (FITC-anti-conejo) (Sigma).
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III.C. l .b. Biotina/Avidina-Peroxidasa(BM: Cuando se utilizó esta técnica se emplearon

los siguientes reactivos:

i. An/¡cuerpos Primarias

l IgG policlonal de cabra anti-lgM Fc de ratón (anti-IgM) purificada por afinidad (Sigma).

2 IgG policlonal de cabra anti-lgG Fc de ratón (anti-lgG) purificada por afinidad (Sigma)

3. IgG policlonal de conejo anti-asialo-GMI (células NK) (Wako Chemicals Inc, Dallas, Texas).

4 IgGZb monoclonal de rata anti-CDI lb (receptor para C3b en macrófagos y leucocitos

polimorfonucleares, PMN) de ratón purificada por afinidad (anti-CDI lb) (Sera-Lab, Ltd, Crawley

Down, Sussex).

5. IgGZb monoclonal de rata anti-Thy l .2 (receptor pan-T) de ratón purificada por afinidad

(anti-Thy) (Becton-Dickinson).

6. IgGZa monoclonal de rata anti-CD8 (linfocitos T citotóxicos, Tc) de ratón purificada por

afinidad (anti-CD8) (Becton-Dickinson).

7. IgGZb monoclonal de rata anti-CD4 (linfocitosT cooperadores, Th) de ratón purificada por

afinidad (anti-CD4) (Becton-Dickinson).

8. IgG de policlonal de conejo anti-'I.'cruzi(anti-Tc) obtenida en nuestro laboratorio, por infec­

ción de conejos con la cepa RA, y purificada por mediante cromatografia de intercambio

aniónico (Baumstark y col, 1964).

ii. A micuerp0.s' SL’CHHLÍUI'ÍOS

l. IgG de cabra anti-lgG Fc de rata, purificada por afinidad, marcada con biotina (biotinil-anti­

rata) (Sigma).

2. IgG de conejo anti-lgG Fc de cabra, purificada por afinidad, marcada con biotina (biotinil­

anti-cabra) (Sigma).

3. IgG de cabra anti-IgG Fc de conejo, purificada por afinidad, marcada con biotina (biotinil­

anti-conejo) (Sigma).

iii. ( ,'()r(jugad()linzimúrico

Se empleó Avidina/Streptavidina-Peroxidasa (Extravidina, Sigma).

III.C. l .c. Titulación de los Ac y del conjugado enzimático: La dilución óptima de los

anticuerpos, para marcadores de poblaciones de células mononucleares, se estableció empleando

cortes de bazo y ganglio linfáticode ratón normal, realizados en cnostato. Las diluciones empleadas
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en la titulación fiieron: 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 y 1:160 para IF. y 1:50, I :100, 1:200, 1:400 y 1:000

para BAP.

La dilución óptima de la lgG anti-Tc se determinó sobre cortes músculo de ratones con

infección aguda, conteniendo amastigotes detectados mediante H&E. Las diluciones emplea­

das enlatitulación fueron: 1:10, 1:25, 1:50, 1:100y 1:200.

En el caso de métodos indirectos (IFI y BAP) se empleó un esquema de panel cruzado para

determinar la combinación de diluciones óptimas de Ac primario y secundario. Un esquema similar

se empleó para detenninar la dilución óptima de conjugado enzimático.

En todos los casos los Ac se diluyeronPBS o TBS conteniendo 5% de suero nonnal homólogo

al conjugado. Las diluciones de conjugado enzimático se diluyeron en TBS o PBS sin suero.

III.C.2. lNMI/N()MAR('A('I()N

Las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente (ZC-25°C) durante 30 min. salvo

indicación. Luego de cada incubación con los Ac específicos se realizaron tres lavados de 5

min en PBS o TBS, para eliminar el Ac excedente.

Los Ac fiieron aplicados a las muestras en las secuencias que se detallana continuación:

III.C.2.a. Inmunofluorescencia directa

i. Suero normal homólogo al conjugado (bloqueo dela marcación inespecífica).

ii. FITC-anti-IgM ó FITC-anti-lgG, en oscuridad (Detección de linfocitos B o depósitos

de inmunoglobulinas).

iii. Montaje en Tris-glicerol 10%, pH 8,6.

III.C.2.b. Inmunofluorescencia indirecta

i. Suero normal homólogo al conjugado (bloqueo de la marcación inespecífica).

ii. Ac primario (desarrollado en rata o conejo): específico para las distintas poblaciones
celulares.

iii. Ac secundario: FITC-anti-rata o FITC-anti-conejo.

iv. Montaje en Tn's-glicerol 10%, pH 8,6.

III.C.2.c. BAP

i. Fenilhidrazina.HCl 1% en TBS, 60 min a 37°C (bloqueo de peroxidasa endógena). Lavado
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(PBS o TBS, 3 cambios de 5 min).

ii. Suero nonnal homólogo al conjugado (Bloqueo de la marcación inespecifica).

iii. Ac pn'man'o: específico para las distintas poblaciones celulares. En algunos experimentos fue

incubado 16-18 horas a 4°C.

iv. Ac secundan'o: Ac biotinilado anti-Ac pn'mario.

v. Extravidina-Peroxidasa.

vi. Revelador: 3,3',4,4'-diaminiobenzidina.4HCl (DAB) 0,5 mg/ml en TBS conteniendo 0,0 l%

HZO2(sustrato) en oscuridad. El desarrollo de color se controló mediante observación microscopi­

ca breve y esporádica hasta marcación óptima. Luego del revelado se detuvo la reaccion lavando el

sustrato mediante inmersión en agua destilada.

vii. Deshidratación progresiva en alcoholes y xileno y montaje final con bálsamo de Canada.

En algunos casos se realizó contracoloración con H&E o eosina solamente, antes de la deshi­

dratación y el montaje.

III.C .3. ( ÏUAN'IYFK'A(‘I()N DE LAS P()BI,A( VON/{SCELULAR/¿S

El recuento de las células inflamatorias se realizó mediante dos métodos, dependiendo de la

técnica de inmunomarcación empleada. En el caso de marcación mediante inmunofluorescencia se

usó un ocular reticulado, determinando la cantidad de células marcadas en los tejidos estudiados.

analizando lOOcampos. Cuando el método empleado fue biotina avidina-peroxidasa, se emplea­

ron analizadores de imágenes Zidas o Vidas (Carl Zeiss). En este último caso se analizaron treinta

campos de cuatro secciones diferentes no seriadas y por lo menos l000 células en total en cada

tejido estudiado.

IV. ESTUDlOS DE INFECCION CON BAJAS DOSIS DE PARASITOS

Con el fin de definir la cinética de producción de lesiones con bajas dosis de parásitos. se

inocularon lotes de ratones de 2 l -25 dias de edad, con lO, lx 103, lx lO3y lx l0‘ tripomastigotes

de una u otra cepa de 7Icruzi, por vía iv. Se eligió esta vía ya que sería la empleada en los

estudios de transferencia pasiva de subpoblaciones de linfocitos T. En estos ratones se deter­

minó la parasitemia mediante microhematocrito o lectura en hemocitómetro, y se realizaron

estudios histológicos con el fin de detectar los cambios histopatológicos. El seguimiento

parasitológico se efectuó entre los 4 y 30 dias pi y se obtuvieron muestras de músculo isquiotibial,

nervio ciático y médula espinal para la realización de los estudios histológicos, y suero para la

realización de estudios serológicos (lFl y AD) en ese lapso.
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V.ESPECIFICIDAD ANTIGENICA DE LAS SUBPOBLACIONES DE

LINFOCITOS T

Con el fin de determinar los antígenos tisulares reconocidos por las subpoblaciones de linfocitos

T CD4 y CD8 de ratones infectados con una u otra cepa de 'Ifcruzi, se purificaron dichas

subpoblaciones y se determinó la especificidad estos linfocitos frente a concentraciones óptimas de

antígeno que estimulaban la incorporación de timidina tntiada (3H-TdR) al ADN.

V.A. PURIFICACION DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T

V.A. l. UB 'IZ'IN('IÓN DE ( 'IíI,(/LA.S'M()N()NU( 'LEARES

El bazo y los ganglios linfáticos poplíteos, axilares e inguinales se extrajeron en condiciones

de esterilidad, de ratones C3I-l/l-IeNnormales o infectados crónicamente con el clon K-98 de CA­

l o con la cepa RA. Los órganos se colocaron en placas de Petri sobre baño de hielo, conteniendo

medio RPM] 1640 adicionado de l0% de suero fetal bovino, antibióticos (gentamicina 50 ¡tg/ml y

penicilina [00 UI/ml) y bicarbonato de sodio, pH 7,2 (RPMI). Mediante un homogeneizador (le

vidrio previamente enfriado a 4°C se obtuvo una suspensión celular que fiJe filtrada a través (le gasa

estéril para quitar los restos de cápsulas de tejido conectivo y debris celular. La suspensión de

células aisladas se centrifugó a 200xg durante lOmin a 4°C. Se eliminó el sobrenadante y el sedi­

mento se trató con solución de lisisde eritrocitos (buffer Tris.ClH 0,05 M, conteniendo 0,83%

ClNH4, pH 7,2) durante l0 min a 20°C. Los leucocitos se diluyeron inmediatamente en RPMI a

4°C y se lavaron dos veces por centrifiigación a 200xg durante lO min a 4°C. Las condiciones de

lavado de las células en todos los procedimientos posteriores, fiJeron las aqui enunciadas, salvo que

se especifiquen otras. Para detenninar la concentración y viabilidadcelular se realizó el recuento de

leucocitos en cámara de Neubauer, en una alícuota incubada l min en presencia de Azul Trypan

0,33% en PBS (concentración final). Este procedimiento se repitió en todos los pasos de purifica­

ción hasta Ia obtención del fenotipo celular deseado.

V.A.2. 1)EI’LE( .'I()N DE MA ( .‘R()I'}4(¡'()S

Los macrófagos se eliminaron mediante la técnica de Mishell y col. (¡980) ó mediante adhe­

rencia a superficies de plástico o vidn'o (Walker, |981). En el primer caso, las suspensiones celula­

res se ajustaron a 5x l07células/ml y se sembraron 4 a 5 ml en unajeringa de 50- 60 mI conteniendo

30-35 ml de Sephadex G- l0 equilibrado en RPM]. Luego que todas las células ingresaran al lecho

del gel se comenzó a agregar PBS conteniendo 5% de albúmina sérica bovina (ASB) en alícuotas

de 2 ml. El flujo se mantuvo a l ml/min durante todo el procedimiento. Cuando la fracción celular
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alcanzó el extremo inferior de la columna. se recogieron 20 ml de la suspensión sobre hielo. La

suspensión celular eluída de la columna (linfocitos) se centrifiJgó a 200xg durante lO min y se

resuspendió en RPMI a una concentración de 2x l07células/ml. En el caso dela eliminación de

macrófagos por adhesión a superficies, las suspensiones de células tnononucleares se incubaron

dos veces durante 45 min a 37°C en atmósfera de 5% C02.

Las células no adherentes al Sephadex o a las superficies plásticas o vitreas (linfocitos)

se analizaron para evaluar la contaminación con macrófagos.

V.A. 3 . ANALIS/S DE LAS (TELl ¡LAS N()-A DHEREN'I'ES

El porcentaje de macrófagos contaminantes en la suspensión de linfocitos se determinó ana­

lizando mediante IFI la presencia de células CD] lb‘. Una alícuota dela suspensión, conteniendo

2x l O6células, se incubó en baño de hielo durante 30 min con anti-CD1 lb enla dilución óptima

como Ac pn'man'o. Como diluyente se empleó PBS conteniendo l% ASB y 0,1% de N=Na(PB S­

NJNa), en un volumen final de l ml. Luego de lavar las células para eliminar el exceso de Ac. las

mismas se incubaron en baño de hielo con FITC-anti-rata (Sigma) diluido en PBS-NïNa, como Ac

secundan'o. El exceso de FITC-anti-rata se eliminómediante dos lavados. El porcentaje de células

CD] lb‘ (macrófagos) se detenninó medianteobservación en un microscopio de fluorescencia Zeiss

modelo Standard provisto de un condensador para epifluorescencia modelo IV Fl epi. filtros

excitadores de 450 nm (LP450) y 490 nm (KP490), divisor cromático de 5 lOnm(FT 5 IO)y filtro

emisor de 520 nm (LP 520).

V.A.4. I)EI’LE( ÏI()N DE LINI<'()('I TOSB

Placas de Petri plásticas estériles de grado bacteriológico fiJeron sensibilizadas con Ac (le

cabra anti-inmunoglobulina (anti-lg) de ratón. Con este fin lOml de anti-lg ( l0 ¡lg/ml en bulfer

COJNaz/COJHNa 0,05 M, pH 9,5) se colocaron en las placas y se incubaron 24 horas a 4°C

sobre una superficie plana perfectamente nivelada. Luego de la sensibilización el liquido se removió

estenlmente, conservándose a 4°C para su reutilización (hasta 2 veces). El exceso de Ac se eliminó

mediante tres lavados con PBS-N3Na.La suspensión de linfocitos se ajustó a una concentración de

2x106 células/ml y se incubó en las placas durante 30 min a 4°C. El volumen máximo empleado fue

de lO ml/placa (2x107 células). Las células no adherentes, enn'quecidas en linfocitos T. se recolec­

taron para su posterior análisisy fraccionamiento.
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V.A.5. ANALISIS/JE LA líl'7('llíN(.'IA DE DEI’LIXÏIUN DE I,INI"()( 'I'/'().\' H

El fenotipo de las células no adherentes se confirmó mediante [FI empleando un ACMde rata

contra un marcador pan-T de ratón (Thyl .2) como Ac primario y FITC-anti-rata como Ac secun­

dario. Las células no adherentes (lg') se analizaron mediante IFD con Ac anti-IgM y anti-lgG de

ratón para determinar la contaminación con linfocitos B contaminantes.

V.A.6. .S'ELM .'(‘I()N DE I,'l'( '()()PI;'I\’AI)()RI;‘.S'(( ¿DJ-i) Yl,'l'( 'I '/'()'/'()X/( '().s-(( 'l m -)

La suspensión celular enriquecida en LT se ajustó a 2xl07 células/ml. Para purificar las

subpoblaciones se empleó indistintamente selección positiva o negativa, como se indica a continua­

ción:

a) Los linfocitos T se incubaron durante 30 min sobre baño de hielo, en presencia de AcMo de rata

contra CD8 ó CD4 (Becton-Dickinson), a una concentración de 2,5 ¡tg/ml. Alternativamente se

emplearon diluciones óptimas de los sobrenadantes de los hibn'domasde rata 53-672. que secreta

IgGZa específica para todos los alelos de CD8 (TIB l05, American Type Culure Collection, AT(‘(‘)

y GK l .5, que secreta IgGZb específica para L3T4 (CD4) (TIB 207, ATCC). Las diluciones óptimas

de los sobrenadantes de los hibn'domasse establecieron previamente sobre suspensiones (le células

totales viables de bazo y ganglio, libres de eritrocitos).

b) Luego de lavar las células para eliminar el exceso de AcMo, se sembraron sobre placas de Petri

plásticas sensibilizadas 24 horas antes con Ac de cabra anti-IgG de rata ( lOug/ml), de manera

similar a lo indicado para la eliminación de linfocitos B.

c) En los protocolos de selección negativa las células no adherentes se lavaron y ajustaron a Ix l0“

células/ml en RPM], empleándose para estudios de transferencia pasiva.

d) Para recolectar las células adherentes (selección positiva) se agregó a las placas de Petri PBS

conteniendo 1% ASB, y se incubaron a 37°C (5% C02) durante 30 min. Luego, las células se

desprendieron mediante pipeteo suave.

e) Las células recolectadas se lavaron en RPMI y ajustaron a lx l08células/ml en RPMI emplean­

dose para estudios de transferencia pasiva.

V.A. 7. ANALIS/S DEL FENO TIPO .S'ELE('( 'l()NAI)()

El fenotipo de las células adherentes y no adherentes se detenninó mediante lFl empleando

anti-CD8 ó anti-CD4 purificados por afinidad(Becton-Dickinson) como Ac primarios y FlTC­
anti-rata como Ac secundario.
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V.B. ESTUDIOS DE PROLIFERACION LINFOCITARIA FRENTE A AUTO­

ANTIGENOS

VB. l. TEJIDOS

Dado que la intención era establecer sien nuestro modelo existen fenómenos de autoinmunidad

asociados a las lesiones neuromusculares observadas durante la infección, se decidió seleccionar

tejido muscular y nervioso como Ag en los ensayos de proliferación.

VB. l .a. Obtención de Antígenos (Ag l: Se prepararon fracciones solubles totales de musculo

esquelético, nervio ciático y médula espinal de ratones C3H/HeN nonnales.

Los tejidos obtenidos en condiciones asépticas fiJeron colocados sobre baño de hielo en

cápsulas de Petri conteniendo PBS, cortados en pequeños fragmentos con bisturí, y lavados por

decantación para eliminar los restos de sangre. Los tejidos se homogeneizaron empleando un

homogeneizador eléctrico (Virtis). El material obtenido se sometió a lO ciclos de congelación/

descongelación, luego de lo cual el debris tisular se separó de la fracción soluble mediante

centrifugación a 5000 x g durante 15 min. En algunas ocasiones se empleó sonicación en lugar de

n o ' "-u/deScuugclacióu (lO ciclos a 60 Hz durante lO seg, con lapsos de I min de reposo

entre ciclos). El material obtenido se esten'lizó por filtración a través de membranas de acetato de

celulosa (0,22 um), se fraccionó en alícuotas y se congeló a -70°C hasta su uso.

VB. l .b. Concentración proteica de las preparaciones antigénicas: Se determinó mediante la

técnica de Lowry y col. (¡95 l). Como estándar se empleó una solución de ASB fracción V ( l mg/

ml).

V.B.2. ENSAY()S DE PROLlFIiRA ( 'l()N

V.B.2.a. Células efectoras: Se purificaron LT CD4 y CD8 de ratones C3H/HeN normales o

infectados con RA ó K-98, de acuerdo al método explicado enla Sección IVA. La concentración

se ajustó a lx 10"células/ml.

V.B.2.b. Células presentadoras de Ag: Las mismas se pueden obtener a partir de células

mononucleares de bazo mediante radiacióny (Chesnut y Gray, l981)o por tratamiento con venenos

mitóticos, como la mitomicina C (mitC) (Aune y Pogue, |989). En Iapresente Tesis se empleó esta
última altemativa.

La concentración óptima de mitC necesaria para inhibir la proliferación celular se deter­

minó evaluando la proliferación de células tratadas con distintas concentraciones de mitC y
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controles no tratados, en presencia de 5 ug/ml de concanavalina A (ConA), un tnitógeno de linfocitos

T obtenido dela planta Cannavalia ensifonnis. Se empleó como inhibidora la mínima concentración

de mitC capaz de impedir la proliferación inducida por ConA. El protocolo empleado se detalla a

continuación:

Se ajustó una suspensión de células mononucleares de bazo a 2x l07células/ml. Un ml de

dicha suspensión se incubó a 37°C en presencia de 0, lO,20, 40 y 80 ug/ml mitC (concentración

final) en RPMI ¡640 sin suero. Luego, las células se lavaron tres veces con RPMl conteniendo

SFB al 5%, para eliminar el exceso de mitC. La concentración celular se ajustó a lx l0‘ CA/ml.

V.B.2.c. Estimulación: Se agregaron l00 pl de la suspensión de células accesorias ( lx lOJ

células) a policubetas de 96 hoyos con fondo plano Nunclon (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Los

antígenos ensayados, fueron diluidos de manera de obtener las siguientes concentraciones proteicas

finales en el cultivo: O,5, lOy 20 ttg/ml. Cincuenta ¡1|de la solución de antígeno fueron agregados

a las células accesorias e incubadas (60 min, 37°C, 5% C02). Luego se agregaron lOOpl de la

suspensión de LT CD4 ó CD8. Se prosiguió el cultivo durante ó días.

V.B.2_d.Pulso de "H-Timidina: Al sexto día se agregaron 20 pl de RPMI conteniendo l pCi

de 3H-TdR (50 uCi/ml) a cada pocillo y la incubación se continuó durante l8 horas, luego de las

cuales las células fueron cosechadas con un cosechador de células Nuno-8 (Nunc) sobre filtros (le

papel/fibra de vidrio. Los filtros se secaron entre papeles de filtro Whatman N° l y se colocaron en

viales de polipropileno conteniendo líquido de centelleo (PPO, 4 g/l y POPOP lOOing/l, en tolueno).

Los viales plásticos se pusieron dentro de viales de vidrio y la lectura se efectuó en un contador de

centelleo liquido RackBeta l2 l4 (Phannacia, Uppsala, Suecia). Los resultados se expresaron en

desintegraciones/minuto (dpm), efectuando lascorrecciones necesarias de las cuentas/minuto (cpm)

para el «quenching», realizándose las lecturas frente al estándar externo del contador. Los resultados

se almacenaron emplando el programa incorporado del contador de centelleo.

VI. ESTUDIOS DE TRANSFERENCIA PASIVA DE SUBPOBLACIONES

DE LINFOCITOS T

Una vez establecido el perfil fenotípico de las poblaciones celulares inmunocompetentes

en las lesiones de los ratones infectados, se estudió la responsabilidad de los linfocitos T CD4

y CD8 en el desencadenamiento de la injuria tisular. Para ello se procedió a purificar las

subpoblaciones mencionadas a fin de transferirlas a ratones receptores singeneicos normales.

En estos ratones se realizaron estudios electrofisiológicos, histológicos e inmunohistoquimicos de
manera similar ala detallada en los estudios de infección.
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Las características de los Ac empleados en la purificación de las células de los ratones dado­

res y en los estudios inmunohistoquímicos de los ratones receptores son las que se detallaron en la

sección V.Las diluciones óptimas para los estudios analíticos o preparativos se establecieron me­

diante inmunofluorescencia empleando suspensiones de células viables de bazo y ganglio.

VI.A. TRANSFERENCIA DE CELULAS

Las subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 (lx l08células/ml) purificadas de acuerdo a

lo indicado en la Sección V se inocularon por vía iv en el seno retroorbital de ratones C3 H/HeN

normales de 2| dias de edad (O,l ml/ratón, lx lO7células).

A distintos tiempos pt (ver Resultados) los receptores se sacrificaron por anestesia con eter

etílico. Se obtuvieron muestras de músculo isquiotibial,nervio ciático y médula espinal para estudios

histopatológicos (H&E) e inmunohistoquímicos(detallados enla Sección l).

VI.B. CONTROLES DE CO-INFECCION

VI.B. l. I)15'IE('('I()N DE INI'73'('(.'I()NEN RATON/{SLA( 'MN'I'IfS

Para descartar la posibilidad de que las lesiones en los ratones receptores, fueran causadas

por pequeñas cantidades de parásitos presentes en las suspensiones celulares transferidas, se rea­

lizó la inoculación de las mismas en ratones lactantes de lOdías de edad, los cuales son altamente

susceptibles a la infección por ambas cepas. En los ratones inoculados se realizó el seguimiento

parasitológico (MHT) y serológico (lFl, AD) hasta los 30 días, al cabo de los cuales los ratones se

sacrificaron para realizar estudios histológicos (H&E) e inmunohistoquímicos (lFl) para detectar
T.cnm'.

VI.B.2. DETI'X'(‘I()Nl)liA/)Nl)lï 'I.'(‘R(/ZI

Como control adicional de infección se procedió a purificar ADN total a partir de tejidos (le

los ratones receptores de linfocitos T, para intentar detectar la presencia de ADN de T.cruzi em­

pleando la tecnica de PCR y corriendo los productos dela amplificación en geles de poliacrilamida.

VI.B.2.a. Purificación del ADN total: Muestras de músculo esquelético, nervio ciatico. me­

dula espinal y bazo se homogeneizaron en homogeneizadores de vidn'o enfiiados en nitrógeno liqui­

do. Cinco volúmenes de buffer de lisis ( lOmM Tris-CIH, pH 7,6; EDTA, IO mM; CINa. 0,! M;

SDS 0,5%; proteinasa K, 300 ¡tg/ml) se agregaron a las muestras y se incubaron toda la noche a
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37°C y 3 hr a 55°C. Luego de la incubación las muestras se centrifiJgaron para remover el debris

celular. Se separaron los sobrenadantes y se realizaron dos extracciones de los mismos con

fenol:clorofonno:alcohol isoamílico (25:24: l ). El ADN se precipitó a partir dela fase acuosa me­

diante el agregado de l/l 0 (V/V) acetato de sodio 3 M (pH 5,5) y 2 volúmenes de etanol li'io.

Luego de centrífugar durante 15min a 5.000 rpm, el sedimento se lavó con etanol 70%. se seco en

un liofilizador y se resuspendió en lOul de agua destilada.

VI.B.2.b. Amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa 1PCR ): Las ampli­

ficaciones se prepararon en 50 ul de cócteles que contenían: lO mM Tris-Cll-l (pH 8.3)‘ 50 mM

CIK, l,5 mM Cleg, 0,0 l% de gelatina, 200 ¡.LMde cada uno de los cuatro NTP (ATP. CTP, TTI’

y GTP), 1,25 U de Taq polimerasa (Perkin-Elmer-Cetus Corp, USA) y lOuM de cada uno de los

iniciadores TCZI y TCZ2 descritos por Moser y col. ( I989). Cinco ul (l pg) de templado (ADN

extraído de los tejidos) se agregaron a los cócteles y se cubrieron con aceite mineral. La PCR

consistió en los siguientes pasos:

l. Desnaturalización inicial del ADN: 5 min a 95°C.

2. Venticinco ciclos de amplificación con el siguiente perfil:

a) Desnaturalización del templado: 30 seg a 94°C.

b) Aparcamiento de los iniciadores: 90 seg a 60 °C.

c) Extensión de los iniciadores apareados al templado: 2 min a 72°C.

Finalizado el último ciclo las muestras se incubaron durante 3 min adicionales a 72 °C‘y luego

se enfriaron a 4°C.

Vl.B.2.c. Análisis de los amplicones: Veinte pl de cada muestra se corrieron en un gel de

poliacn'lamida (8,4%) en buffer TBE (0,09 M Tris, 0,09 M ácido bórico, 4 mM EDTA). El gel se

tiñó con bromuro de etidio (0,5 ug/ml) durante 40 min. Luego se lavó con agua destilada y se

observó bajo un transiluminador.
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l. ESTUDIOS DE INFECCION EN RATONES C3H/HeN

En un estudio longitudinal realizado previamente en ratones Rockland infectados con la

cepa CA-I de T.cruzi se habia determinado cuáles eran las alteraciones electrofisiológicas e

histopatológicas en el sistema nervioso periférico y músculo esquelético (Losavio y col. I980).

Tomando este trabajo como punto de partida para esta Tesis, se seleccionaron tres tiempos pi.

l5 (fase aguda), l20 (fase crónica temprana) y 270 días (fase crónica tardía)‘ con fm de

comparar la progresión de las lesiones neuromusculares en ratones endocriados C3H produci­

das por dos cepas de 'IIcruzi. La elección de esta linea de ratones se decidió a partir (le estu­

dios electromiográficos previos que demostraron laexistencia de alteraciones de tipo miopatico

en ratones C3H infectados con la cepa CA-I y de tipo neuropático en los infectados con RA

(Sanz y col, 199l).

I.A. INFECTADOS CON LA CEPA CA-I

LA. l . ELI'X "IR( )Ml( )(1'RAHA

En la etapa aguda (15 días pi) 80% de los ratones presentaron actividad espontánea, fibrilación

y potenciales positivos. Los valores de amplitud y duración de los PUM, así como el porcentaje de

potenciales polifásicos en los animales infectados con esta cepa fueron normales (Tabla l ).

En la fase crónica temprana ( l20 dias pi) no se registraron modificaciones en la actividad

espontánea, y los valores de amplitud y duración no difirieron de los registrados en los grupos

controles (Tabla l). Sin embargo, se observó polifasismoacentuado (que indica reinervación anterior

al momento del estudio electromiográfico) en elgmpo de ratones infectados vs. el grupo control

(Tabla l).

En la fase crónica tardía (270 días pi) tampoco se registró actividad espontánea‘ aunque

si reducción significativa en los valores de amplitud y duración de los PUM, en los ratones

infectados con respecto a los controles normales (Tabla l).

Estos resultados sugieren alteraciones de launidad motora con predominio de patrón miopatico.



TABLAl:AMPLITUDYDURACIONDELOSPUMYPORCENTAJEDEPUM INFECTADOSCONCA-IYRA

POLIFASICOSENRATONES

GRUPOPARAMETROl

CONTROLAMP

DUR POL

CA-IAMP

DUR POL DUR POL

15

242,0:t60,3

l,89:t0,18
16,4:t0,6

n=56

239,81369
1,91:t0,22

15,7:t0,9

n=43

306,2i105,4***

2,04:t0,38*

28,38i0,15***

n=37

DIASPI

120

476,5:t123,18

l,9l:t0,10
15,32:tl,17

n=69

448,0il31,7

1,87:I:0,08

51,32i0,94***

n=54

841,7:b362,3**"‘

2,51i0,57***

59,202tl,24***

n=58

270

324,0:t186,0

4,58:I:O,84
29,26i2,3l

n=59

240,0d:ISO,7* 3,74iO,99***

49,36:t1,83***

n=47

336,1:t127,9

4,46i0,39 26,8:t2,47

n=54

lAMP,amplitud(pV);DUR,duración(ms);POL,porcentajedePUMpolifásicos.n,númerodePUMregistrados.*,P<0,05;***,P<0,001.
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I.A.2. HI.S"I'()L()(:'IA

De manera similar a lo ya comunicado para ratones Rockland infectados con la cepa (TA-l

(González Cappa y col, 1987; Losavio y col, l989), se observó la presencia de vasculitis e

infiltrados inflamatorios mononucleares de magnitud creciente en los ratones C3H/HeN infectados

con esta cepa de T.cruzi, en todos los tejidos a lo largo del estudio.

l.A.2.a. Músculo isguiotibial: En los estudios histológicos de la línea endocriada de ratones se

detectaron infiltrados con localización intersticialy pen'vascular. Los infiltrados, inicialmente focales.

progresaron en intensidad durante la fase crónica, comprometiendo la histoarquitectura muscular

por la necrosis miofibrilar y la fibrosis subsiguiente (Figuras l A y lB, Tabla 2).

En este tejido se detectaron nidos de amastigotes desde la fase aguda, no siempre asociados

a focos inflamatorios (Figura lC y Tabla 3).

l.A.2.b. Nervio ciático: Al igual que con la líneade ratones Rockland (Losavio y col, 1989).

en los ratones C3H/HeN se observaron infiltrados epi-, pen'- y endoneurales desde la fase aguda,

de severidad creciente con la progresión de la infección (Figura 2A). En el período crónico se

detectaron cámaras de digestión de mielina-signo de degeneración axonal- (Figura 2A). Por otra

parte no se encontraron nidos de amastigotes de T.cruzi (Tabla 3).

I.A.2. .c. Médula espinal: De manera similaralo observado en ratones exocriados (Losavio y

col., 1989), los infiltrados se componían de células mononucleares que comprometian los ganglios

dorsales y las raíces espinales (2B), en tanto las sustancias blanca y gris estaban conservadas. Al

igual que en nervio no se detectaron nidos de amastigotes.

I.A. 3. INMI /N()HIST()QUIMI( 'A

Los linfocitos T fiieron la población celular predominante en todos los tejidos y tiempos pi

estudiados, excepto en nervio ciático a los 270 días pi. Los resultados no mostraron diferencias

significativas entre los ratones infectados y tratados con benznidazol y los no sometidos al trata­
miento.

I.A.3.a. Músculo isguiotibial: Se observó predominio de linfocitos T CD4 sobre CD8 en las

fases aguda y crónica temprana (Figuras 3A y 4A). Por el contrario, en la fase crónica tardía los

linfocitos T CD8 fiJeron la subpoblación mayoritaria. A este tiempo pi se detectaron escasos linfocitos

B con IgM de superficie (slgM), ausentes en pen'odos más tempranos de la infección (Figura 3A).



Figura 1A:_Lesion muscular en un ratónC H/HeN Infectado con Ia cepa CA-I de
T.cruz¡(120 días pl). Se observa un intenso
gnfiltrado.perlvascular (flecha llena) e
Interstlcral comprometiendo Ia
hIstoaquItectura. Muchas de las fibras
musculares presentan centralización
nuctear (punta de flecha hueca) o han
sufrido "spllttlngs" (punta de flecha llena).
H&E, 250x.

Figura 1B; Lesión muscular en un ratónC H/HeN Infectado con la ce_paCA-l (120
días pl). Intenso Infiltradopenvascular ue
compromete un nerVIo mtramuscu ar
(flecha hueca).H&E, 250x.

Figura 1C: Nidode amastigotes en un ratónC H/HeN a los 15 días de mfeccnoncon la
cepa CA-Ipunta de flecha llena). Notese la
ausencia e infiltradoinflamatorioalrededor
de lafibra muscularinfectada el inci ¡ente

infiltradogerivascular (pun a de lechahueca). H E, 400x.



FIGURA 1: COMPROMISO MUSCULAR EN
RATONES C3HIHeN INFECTADOS CON CA-l



TABLA2:ALTERACIONESHISTOLOGICASOBSERVADASENMÚSCULOESQUELETICO.

PARAMETRO

INTENSIDADDEL INFILTRADOl CENTRALIZACIONNUCLEAR2 ATROFIAMIOCELULAR3 FIBROSISYREEMPLAZOGRASO“ OBSTRUCCIONVASCULARS

CA-I

DIASPI

RA

A

120

270

DIASPI

A

120 ++ ++

AlS/AGR

+

270 ++ ++
AGR

++ ++

‘+,infiltradosfocalesdispersosmayoritariamenteperivasculares(área<25%);++,infiltradosnodularesnocoalescentes(25%<área<50%);+++,infiltradosnodularescoalescentes(área>50%). 2"‘"A,ausente;+,leve;++,moderada;+++,intensa.3A,ausente;AIS,atrofiaaislada;AGR,atrofiaagrupada.



Figura 2A:_Epi- y erineuritis en un ratónC H/HeN Infecta o con la cepa CA-I (120
días pl). En el centro d_e|campo se observa
una cámara de dl estlón de mielina (punta
de flecha hueca . EI inserto muestra el
Intenso compromiso endoneural.

Figura 28: Compromiso inflamatorio leve
de las raíces espinales en un ratón_C3H/
HeN infectado con CA-I (270 días pl).
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FIGURA 2

kxR)“11':

EN RATONES C3HlHeN INFECTADOS CON CA-I
COMPROMISO DE TEJIDO NERVIOSO



TABLA 3: CUANTIFICACION DE NIDOS DE AMASTIGOTES EN MUSCULO
ESQUELETICO Y NERVIO CIATICO.

TEJIDO

DIAS PI MUSCULO NERVIO CIATICO

CA-I RA CA-I RA

15 63:1:4' 3513 O l9i3

120 210i15 lZOill O 61:l:8

270 l7:t3 10i2 0 21i3

'MedíaiDE de 100 campos (400x) en cuatro secciones diferentes (IFI).



Fi?ura 3: Fenqti o de las poblacionesce ulares en los In'Iltradosinflamatorios de
múscqu esquelético en ratones C3H/HeN
mfectados con CA-I (A) y RA (B).



FiGURA 3: FENOTIPOS CELULARESEN MUSCULO
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Figura _4A:Infiltrado perivascular e
InterSItICIaicon predominio de linfocitos T
_CD4en un ratón C3H/HeN crónicamente
infectado (120 días pi) con CA-I (IFI,400x).

Figura 4B: Depósitos de I G en el intersticio
muscular en un ratón C H/HeN a los 120
días pi con la cepa CA-I (IFI, 400x).

Figura 4C: Fibra muscular en la que _se
observa reactividad ara Ag de T.cruz¡ a
los 120 días pi (IFI, 00x).



CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS

LESIONES MUSCULARES EN RATONES C3HIHeN

FIGURA4
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En todos los tiempos estudiados se detectó la presenciavariable de células CDI lb‘ (macrótagos)

(Figura 3A).

El estudio de componentes humorales en las lesiones permitió detectar depósitos de IgG en el

intersticio de las fibras musculares en ratones crónicamente infectados, sólo a los 120 días pi (Figura

4B). En ningún caso se hallaron depósitos de de IgM o C3.

El análisis de inmunofluorescencia empleando IgG anti-Tc permitió detectar Ag parasitario

(Figura 4C). Como era de esperar, el análisisde cortes histológicos mediante H&E presentó una

sensibilidad menor para la detección de parásitos, por lo que la cuantificación se realizó empleando

métodos inmunohistoquimicos. La presencia de parásitos fire mayor alos 120 dias pi que en los

otros tiempos estudiados (Tabla 3).

I.A.3.b. Nervio ciático: No se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de

linfocitos T CD4 y CD8 a los l5 y 120 días pi (Figura 5A).

A los 270 dias pi tanto los linfocitos B con IgM de superficie (sIgM+) como los

macrófagos representaban las poblaciones mayoritarias en los infiltrados (Figura 5A. Figura

6).

En este tejido no se observaron depósitos de componentes humorales (IgM, lgG o C3)

ni Ag parasitario.

I.A.3 .c. Médula espinal: Durante la fase aguda la subpoblación de linfocitos T preeminente

file CD8+ (Figura 7A). Por otra parte no se registraron diferencias estadisticas entre las

subpoblaciones de linfocitos T durante la fase crónica. En esta última, a los 270 dias pi se detectó un

bajo porcentaje de linfocitos sIgM+ (Figura 7A).

Al igual que en nervio ciático no se observaron depósitos de componentes humorales y

ni Ag parasitario en este tejido.

I.B. INFECTADOS CON LA CEPA RA

Con el fin de determinar si durante el curso de la infección con una cepa de alta virulencia las

caracteristicas de las lesiones difen'ande las observadas con una cepa que desarrolla una infección

de curso crónico, se extendieron las observaciones ala cepa RA, altamente letal y reticulotrópica

(Celentano y González Cappa l992).



Figura 5: Fenoti o de las poblacionesce ulares en los in ¡Itrados inflamatorios de
nervio ciático en ratones C3H/HeN
mfectados con CA-I (A) y RA (B).



FIGURA 5: FENOTIPOS CELULARESEN EN NERVIO
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Figura 6: Presencia de linfocitos B (punta
de flecha llena en infiltradosendoneurales
de un ratón C H/HeN infectado con CA-I
(2_7Odias pi). Se observa una cámara de
digestión de mIeIIna (punta de flecha
hueca). BAP/H&E,400x.



FIGURA 6: RATONES C3HIHeN INFECTADOS

CON CA-I: PRESENCIA DE LINFOCITOS B EN

NERVIO CIATICO



Fi ura 7: Fenqtigo de las poblacionesce ulares en los m Itrados inflamatorios de
médula en ratones C3H/HeN infectados
con CA-l (A) y RA (B).



FIGURA 7: FENOTIPOS CELULARES EN MEDULA
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l .B. l . [LUX "I'R()MI()(¡'RA HA

La actividad espontánea fiJeevidente en 5 de 9 ratones a los lS días pi. Los PUM presenta­

ron amplitudes y duraciones significativamente aumentadas en el grupo de ratones infectados en

comparación al grupo control (Tabla l). El porcentaje de PUM polifasicos registrados (que indican

reinervación anterior al momento del estudio) fue mayor en los ratones infectados que en los con­

troles (Tabla l). A los l20 dias pi no se detectó actividad espontánea en el grupo de ratones

infectados. La amplitud como la duración de los PUM y el porcentaje de PUM polifásicos también

se hallaron significativamente aumentado con respecto a los controles (Tabla l). A los 270 días pi 2/

6 ratones infectados revelaron actividad espontánea que se manifestó como fibn'laciones. Tanto la

amplitud como la duración de los PUM se aproximaron a los valores normales y el porcentaje de

PUM polifásicos file similar al del grupo control (Tabla l).

I.B.2. HI.S"I'()L()(:'IA

Los tipos celulares predominantes en los infiltrados fueron linfocitos y macról‘agos; al igual

que en el caso de los ratones infectados con la cepa CA-I.

I.B.2.a. Músculo isguiotibial: Los infiltrados inflamatorios en los ratones infectados con la

cepa RA no difirieron, con respecto al porcentaje de células mononucleares, de lo observado en

ratones infectados con la cepa CA-I. Sin embargo, la extensión de los de los mismos fue menor en

la mayon'a de los animales analizados. Al igual que con la cepa miotrópica la vasculitis y la obliteración

vascular progresiva fiJeron rasgos característicos de la infección con esta cepa de '/.'cru:i (Tabla 2).

La progresión de las lesiones se acompañó de necrosis miofibrilar, fibrosis y reemplazo graso, de

manera similar a lo observado con la cepa CA-I (Tabla 2).

En este tejido se detectaron nidos de amastigotes asociados a focos inflamatorios, al igual

que en la infección por CA-I (Tabla 3). De manera similara lo observado con esta cepa, la frecuencia

de nidos fiJemayor en la fase crónica temprana que en los otros tiempos estudiados (Tabla 3).

l.B.2.b. Nervio ciático: El rasgo sobresaliente de las lesiones encontradas fue la intensa

periendoneuritis en la etapa inicialde la infección. Abundantes camaras de digestión de mielina y

nidos de amastigotes (Figura 8A) se observaron en la etapa crónica.

I.B.2.c. Médula espinal: En la etapa aguda se observaron infiltrados mononucleares leves, los

que progresaron hacia una leptomeningitis crónica en etapas tardías de la infección (Figura SB). En

este tejido no se encontraron nidos de amastigotes.



Figura 8A: Nidode amasti otes (punta de
flecha) en el nerVIoClátlco e un ratón C3H/
H_eNInfectado con la cepa RA (120 días
pl). H&E, 400x.

Figura 8B: Le tomeningitis y vasculitis en
un ratón C3 /HeN crónicamente infecta­
do con RA. La sustancia blanca se halla
conservada (120 días pl). H&E,250x.



FIGURA8: COMPROMISO DE TEJIDO NERVIOSO
EN RATONES C3HIHeN INFECTADOS CON RA
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I.B.3. INMUNOHIS'I'OQI/IMK7A

La población celular predominante en los infiltradosen todos los tejidos y tiempos estudiados

fiJe la de linfocitos T, al igual que en el caso de los ratones infectados con CA-l. En los tejidos de

ratones infectados con RA no se encontraron depósitos de C3, IgM o IgG, difiriendo en este ultimo

caso de lo observado en la infección por CA-I.

I.B.3.a. Músculo isguiotibial: Los linfocitos T CDS predominaron sobre los CD4 durante la fase

crónica temprana ( 120dias pi) y tardía (270 días pi) (Figura 3B). A estos tiempos pi se detectaron

células NK (asialo-GM l+), las cuales representaban l0,8% y 23% de las células totales. respec­

tivamente (Figura 3B). La Tabla 3 muestra los datos cuantitativos de la presencia de nidos de

amastigotes en este tejido a los distintos tiempos pi analizados.

I.B.3.b. Nervio ciático: En este tejido se observó un predominio significativo de los linfocitos T

CD8 sobre los CD4 durante todo el curso de Ia infección (Figura SB). El 10% de total de celulas a

los 120 días pi, y el 32 % a los 270 dias pi, no ñJeron marcadas con los Ac utilizados. No se

investigó la presencia de células NK, ya que sólo se disponía de un Ac contra asian-GM I, presente

en células NK, y componente normal del tejido nervioso. En este tejido se detectó Ag parasitario

asociado a nidos de amastigotes (Tabla 3).

I.B.3 .c. Médula espinal: En los infiltrados leptomeníngeos se observó predominio de linfocitos T

CD8 sobre los CD4 a lo largo de todo el estudio en ratones infectados con RA (Figura 7B). En la

fase crónica se registró disminución de linfocitosT citotóxicos y cooperadores a expensas de un

aumento de células doble negativas (Figura 7B). Al igual que en nervio ciático, la presencia de

antígeno asialo-GMI en tejido nervioso impidió determinar si estas células eran NK.

ll. ESTUDIOS DE PROLIFERACION LINFOCITARIA

Estos estudios se realizaron con la cepa RA y el clon K-98, que presenta las mismas

características biológicas que la cepa CA-l de la cual fue obtenido, aunque es más estable en

cuanto a estas características (p.ej., virulencia). Con ellos se intentó establecer si durante la

etapa crónica de la infección la respuesta inflamatoria tisular se debía, al menos en partes al

reconocimiento de Ags propios del ratón por linfocitos T. Se realizaron ensayos de prolifera­

ción de subpoblaciones de células T, frente a Ag totales de los tejidos afectados (músculo esquelético.

nervio ciático y médula espinal). En un estudio preliminar se determinaron las condiciones para la
obtención de CPA.
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II.A. DETERMINACION DE LA DOSIS DE MITOMICINA C INHlBlTORlA DE LA

PROLIFERACION

En la Tabla 4 se muestran resultados representativos de experimentos realizados con el tin (le

determinar la mínima dosis de MitC capaz de inhibir la proliferación celular en presencia de ConA.

en un ensayo de siete dias. De los resultados se deduce que la concentración óptima del veneno

mitótico es de 40 ig/ml. Por lo tanto, ésta fiJe laconcentración empleada para preparar CPA. en los

ensayos de proliferación prente a Ag tisulares.

II.B. PROLIFERACION DE LINFOCITOS T DE RATONES INFECTADOS

CON K-98

Los linfocitos de ratones infectados con K-98 proliferaron frente a todos los Ag ensayados.

La magnitud dela proliferación fiie baja y dependiente de la dosis. En ausencia de estimulo antigénico

no se observó proliferación

II.B. l. LÍNF()('I'I'()S 'I'('I)-l: La máximaincorporación, (3.6l4i356 dpm) se observo

frente a homogenatos de músculo esquelético (Figura 9A).

II.B.2. LINF()( ÏI'I'().S'7'( '08: A diferencia de lo observado en el caso de linfocitos T (ÏD4‘

en este caso la máxima incorporación de "H-TdR se obtuvo frente a homogenatos de nervio ciaIÍCo

(2599i299 dpm, Figura 9A).

II.C. PROLIFERACION DE LINFOCITOS T DE RATONES INFECTADOS CON RA

Los linfocitos T de ratones infectados con esta cepa proliferaron exclusivamente frente a Ag

de tejido nervioso, a diferencia de lo observado en el caso de K-98. Al igual que con el clon K-OS

la incorporación de 3H-TdR fue dependiente de la dosis de Ag y la proliferación fue nula en su

ausencia (Figura 9B).

II.C. l. LINF()('I'I'().S' 'l'(Ï1)-l.' La máxima respuesta proliferativa fue l4. l7li282 dpm.

correspondiente al homogenato de nervio ciático (Figura QB).

II.C.2. LINF()( 'l'l'()S 'l'( ‘08: Con esta población celular se obtuvieron resultados similares

alos observados con linfocitos CD4. En este caso, la máxima respuesta proliferativa contra nen/io

ciático correspondió a una incorporación de 10.592i3 l4 dpm (Figura 9B).



TABLA 4: CONCENTRACION DE MITOMICINA C INHIBITORIA DE LA
PROLIFERACION DE CELULAS ESPLENICAS TOTALES

MITOMICINA c DPM
(pg/ml) (MEDIAiDE)'

o 124.733 i 3.324

10 19.433 :t 1.226

20 2.342 fi: 157

4o 422 :t ¡7

60 419 :t 22

so 416 i 31

Uno x105 células no tratadas (control) o tratadas con las dosis de mitomicina C
indicadas se incubaron en presencia de concanavalina A (S ¡ig/ml) en las condiciones indicadas
en Materiales y Métodos.
‘ Se realizaron dos ensayos por triplicado.



Figure 9: Respuesta roliferativa de
!¡nfoc¡tos T CD4 y DB de ratones
Infectados con K-98 (A) y RA (B), frente a
Ag de músculo esqueletlco, nervio_ciático
y médula espinal. La línea horizontal
regresenta le media gl:1 desv_Ia_CI_ones ándar dela IncorporaCIónde 3H-tImIdIna
por células normales.



FIGURA 9: PROLIFERACION DE LINFOCITOS T
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II.D. LA PROLlFERAClON DE LOS LlNFOCITOS T FRENTE A AG PROPIOS OCU­

RRE COMO CONSECUENCIA DE LA INFECCION

Las subpoblaciones CD4 y CD8 de ratones normales mostraron niveles de incorporack’m de

3H-TdR frente a los Ag estudiados, similaresa los observados en condiciones basales (incorpora­

ción de 3H-TdR en ausencia Ag, 43Zil 54 dpm) (Figuras 9A y 9B), lo que confirma que:

l . Las preparaciones antigénicas carecen de actividad mitogénica inespecífica.

2. La proliferación de los linfocitos frente a los tejidos se desencadena como consecuencia
de la infección.

Los resultados de proliferación señalaban que la infección abrogaba la tolerancia de las

subpoblaciones de linfocitos T frente a Ag propios. Para establecer si este hallazgo ¡n l‘Í/l'!)

tenía algún significado fisiopatológico. se decidió realizar estudios de transferencia pasiva de

linfocitos CD4 y CD8 de dadores infectados con RA y K-98 a ratones singeneicos normales.

Dado quejunto con las células transferidas podrían pasar pequeñas cantidades (le para­

sitos, previamente se estudió el curso dela infección con bajas dosis de TS del clon K-98 y (le

la cepa RA.

lll. DOSIS MINIMA DE PARASITOS RESPONSABLE DE LA PRODUCCION

DE LESIONES

Como paso previo ala realización de los estudios de transferencia pasiva. y con el fin (le

determinar que parámetros o caracteristicas de las lesiones permitirían descartar que las mis­

mas hubieran sido producidas por una eventual infección debida a minimas cantidades de

parásitos contaminantes de las preparaciones de linfocitos, se realizó un estudio parasitológico.

histopatológico y serológico en ratones infectados con dosis crecientes del clon K-OSy de la

cepa RA.

Se seleccionaron tiempos de estudio que abarcaron los elegidos para los estudios de transferencia.

con el objeto de poder comparar ambos resultados.

III.A. PARASITEMIA

Aún con el menor inóculo ( lOparásitos), los ratones infectados desarrollaron parasitemia

detectable, en el 40-60% de los animales cuando se inoculó ¡(-98 y en el |00% cuando la cepa

infectante fiJe RA. En el caso del clon K-98 la detección de parasitemia mediante microhematocrito



Figura 10: Evolución de la parasitemia
durante la fase aguda en ratones C3H/
HeN infectados por vía iv con 10 TS del
clon K-98 de T.cruzi (A) y de Ia cepa RA
(B). I__asflechas Inagcan el mpmento en ue
comlenzan a morlr los animales en os
grupos de_mayor y menor Inócu|_o.Los
números mdlcan los orcentajes de
mortalidad al final el período de
observaCIón.



FIGURA 10: PARASITEMIA DE RATONES C3HIHeN
EN FUNCION DE LA DOSIS INFECTANTE
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fue posible a partir de los ó y 9 dias pi, y mediante hemocitómetro a partir de los 15 _v23 dias pi

cuando se inocularon dosis altas y bajas, respectivamente. En infecciones con la cepa RA la

parasitemia fue detectable mediante MHT a los 4 días pi, con las dosis altas de parásitos ( l()()()y

10000 tn'pomastigotes/ratón), y a los 7 dias pi con las dosis bajas ( l0 y 100 tripomast¡gotes/raton).

El recuento mediante hemocitómetro pudo efectuarse a partir de los 9 y 14dias pi, respectivamente.

en ratones infectados con dosis altas y bajas de esta cepa. En las figuras 10A y lOB se muestran las

parasitemias de los grupos experimentales inoculados con las distintas dosis de parásitos del clon

K-98 y dela cepa RA, respectivamente.

Ill.B. SEROLOGIA

Todos los ratones parasitológicamente positivos presentaron títulos de Ac por encima del

valor de corte de las técnicas serológicas utilizadas ( l : l6 para IFl y l :32 para AD), observándose

un incremento del título con el curso de la infección en los tiempos estudiados. En la Tabla 5 se

resumen los resultados de los estudios serológicos de los ratones inoculados con la menor dosis ( lO

TS).

mc. HISTOPATOLOGÍA

En los ratones infectados con las dosis mayores del clon K-98 ( lx lO‘ y lx lO"

tripomastigotes), se observaron lesiones inflamatorias focales en músculo esquelético desde el dia

12 pi y en tejido nervioso desde el día lS pi. Con dosis menores el cuadro histológico fue similar

pero más tardío (En la Tabla 6 se registran los datos de ratones inoculados con lO TS). En el

múscqu esquelético de estos animalesse detectaron parásitos (Ag) asociados a los focos inflamatorios

(Tabla 6). Por otra parte, en el caso de la cepa RA, los ratones inoculados con la menor dosis ( l ()

tn'pomastigotes), evidenciaron infiltrados inflamatorios focales perivasculares e intersticiales en

músculo isquiotibial, epineurales en nervio ciático y meningeos en médula espinal, los que fueron

evidentes a partir del día lO pi (Tabla 6). Con dosis mayores los infiltrados se observaron desde el

día 7 pi. En este caso, se observaron parásitos asociados a los focos inflamatorios tanto en musculo
como en nervio.

En base a estos resultados, sabíamos que pequeños inóculos de parásitos de ambas cepas

podian ser detectados mediante el empleo conjunto de técnicas parasitológicas convencionales y

estudios serológicos. Para mayor seguridad se decidió incorporar controles de co-infección en

cada ensayo de transferencia pasiva de linfocitos T, a fin de descartar que la presencia de parásitos

viables en las suspensiones de linfocitos T fueran responsables de la patología observada en los

receptores singeneicos, asi como investigar la presencia de ADN de T.cruzi en dichos receptores

(ver Sección IV.C. l.b).



TABLA 5: DETECCION DE Ig EN RATONES INFECTADOS CON 10 TS (RA Y
K-98)

CEPA DE T.CRUZI

DIA PI RA ¡(98

IFI (gy AD (32) IFI Q6) AD (32)

7 162 32J 16 32

10 16 64 16 32

14 64 512 32 128

19 256 1024 32 512

24 1024 2043 128 512

3o >1024 >4096 512 ¡024

' Técnica (Valor de corte): IFI, inmunofluorescencia indirecta; AD, aglutinación directa en
ausencia de 2-ME.

2Títqu de IgG (título más bajo observado).
3Título de Ig totales (título más bajo observado).



TABLA 6: PROGRESION DE LAS LESIONES INFLAMATORIAS EN RATONES
INFECTADOS CON lO TS DE T QRUZI

CEPADEIM
DIA PI

K-98 RA

SNl ME SN ME

4 _ _ - ­

7 - _ _ _

l 0 - - ep +2
Ag Ag

l 2 - - ep +
Ag Ag

15 + ep +

Ag Ag Ag

l 8 ep + ep/per +
Ag Ag Ag

2 l ep + ep/ per +
Ag Ag Ag

25 ep ++ ep/per/en3 +
Ag Ag Ag

27 ep/per 4+!- ep/per/en ++
Ag Ag Ag

30 ep/per H-r ep/per/en ++
Ag Ag Ag

'SN, sistema nervioso; ME, músculo esquelético.
2+, infiltrados focales dispersos; ++, infiltrados nodulares no coalescentes; +++, infiltrados
nodulares coalescentes.

3ep,epineurial; per, perineurial; en, endoneun'al;Ag, presencia de antígeno de LM.
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IV. ESTUDlOS DE TRANSFERENCIA PASIVA

Si bien existían rasgos comunes en las caracteristicas histopatológicas de las lesiones produ­

cidas por la infección con las cepas RA y CA-I, las diferencias cualicuantitativas en la composición

celular de los infiltrados -observadas en los estudios inmunohistoquímicos- y las diferencias en el

reconocimiento antigénico -evidenciados en los estudios de proliferación de las subpoblaciones de

linfocitos T- indicaban que los mecanismos patogénicos involucrados podían ser diferentes. Ademas.

los resultados de proliferación sugen'anque diferentes Ag tisulares eran reconocidos por los linfocitos

T CD4 y CD8 de los ratones infectados por RA y por el clon K-98. Dado que existen evidencias

experimentales sobre el papel que el sistema inmune (en particular los linfocitos T) tiene en la

producción de lesiones en la fase crónica, se decidió estudiar la responsabilidad de las subpoblaciones

T en la producción de lesiones en este modelo experimental.

IVA. TRANSFERENCIA DE LINFOCITOS DE RATONES INFECTADOS CON EL

CLON K98

La transferencia de linfocitos T CD4 indujo la formación de infiltrados inflamatorios localiza­

dos exclusivamente en músculo esquelético.

IV.A. l. LINI"()(.'I'I'().S' 'I'('1)-I

IV.A. l .a. Histopatología: En músculo esquelético se hallaron infiltrados inflamatorios

mononucleares focales observables 7 días después de realizada la transferencia. A los IS dias los

infiltrados eran moderados/intensos perivasculares e intersticiales (Figura l lA) y existían signos de

necrosis miofibrilar (Figura l lB). Por otra parte, en sistema nervioso no se observaron lesiones

inflamatorias o degenerativas, por lo que los estudios inmunohistoquímicos se limitaron a musculo

esquelético.

IV.A. l .b. Inmunohistoguímica: La composición fenotipica de los infiltrados se detalla enla

Tabla 7. Se observó que el mayor número de células marcadas correspondía al fenotipo de linfocitos

T cooperadores (CD4+; 72, li16,3%, Figura 12).



Figura_11: _Infiltr_adosintersticiales (A) y

necros¡s mlofibrllar (A3/ B) en un ratónC3H/H_eN,15 días espués de ser
transferido por vía ivcon 1x107linfocitos T
CD4_de un dador singeneico infectado
crómcamente con CA-I . (H&E, 250x).



TRANSFERENCIA PASIVA DE

HISTOPATOLOGIA
LINFOCITOST CD4 (DADORES INFECTADOS CON

FIGURA 11

K-98)



Figura 12: Linfocitos T CD4 en el músculo
esquelético de un ratón C3H/HeN, 15 días
después de recibir 1x107 linfocitos T del
mismo fenoti o obtenidos de un dador
singeneico ir_1ectado con_CA-I (120 días
pl). BAP/eosma, 2_50x.EI In_sertomuestra
un detalle de la mlsma seCCIón(400x).



FIGURA 12: TRANSFERENCIA PASIVA DE

LINFOCITOS T CD4 ((DADORES INFECTADOS

CON K-98): INMUNOHISTOQUIMICA



Resultados 43

IV.A.2. I,INI4'()(¿[TOS'l'( '08

Esta población celular no indujo eldesarrollo de patología detectable por técnicas histológicas.

IV.A.2.a. Histopatología: En los tejidos estudiados no se observaron cambios histopatológicos

(presencia de infiltrados o alteraciones de la histoarquitectura), tanto a los 4 como a los 7 días post­

transferencia. En razón delo expuesto, no se realizaron estudios inmunohistoquímicos.

IV.B. TRANSFERENCIA DE LINFOClTOS DE RATONES INFECTADOS CON LA

CEPA RA

A diferencia de lo observado con el clon K-98, ambas subpoblaciones de linfoctos T induje­

ron lesiones localizadas en tejido nervioso.

IV.B. l. LINI"()( 'I'l'()S 'I'( 'I)4

IV.B. l .a. Histopatología: Las lesiones en nervio ciático consistieron en infiltrados inflamatorios

mononucleares focales evidentes a los 7 días post-transferencia. A los 15días, las manifestaciones

inflamatorias tuvieron un desarrollo moderado o intenso dependiendo del animal estudiado. La

localización predominante fiJeepineutial (Figura 13A)y en algunos animales se observaron focos

inflamatorios pen'endoneurales y abundantes cámaras de digestión de mielina. En médula espinal se

hallaron infiltrados mononucleares localizados en la leptomeninges en algunos de los ratones

estudiados (Figura l3B). Los escasos infiltrados observados en músculo esquelético tenían una

distribución limitada a las tenninaciones nerviosas intramusculares, manteniéndose intacto el endomisio

(Figura l3C).

IV.B. l .b. Inmunohistoguímica: Los linfocitos T cooperadores (CD4+) representaron la po­

blación mayoritaria de células en los infiltrados inflamatorios en nervio (57,3i9.4%), en tanto que

en médula la población mayoritaria estaba representada por macrófagos (CD l lb+; 56.3i8.9%).

En nervio ciático se observó que cerca del 3% de las células del infiltrado no eran marcadas con los

anticuerpos utilizados en este estudio (Tabla 7).



Figura 13A: Infiltradoepineurial en un ratónC H_/HeN,15 días después de la transfe­
renCIa de 1x1_07linfocitos T CD4 de dadores
singeneicos Infectados con RA (120 días
pl). H&E, 400x.

Figura 13B: Intensa Ieptomeningitis en unra ón C3H/HeN, 15 dias después de ser
transferidp con 1x107 linfocitos T CD4 de

dadores SingEnicos infectados con RA(120días pi). H& ,200x.

Figura 13C: Ratón C3H/HeN 15 días
despúes de la transferencia de 1x107
iinfocitos T CD4 de dadores sin eneicos
Infectadqs con RA (120 días pl). ó_teseIa
presenCIa de células Inflamatorlas en
eglneuro,_perineuro y endoneuro de unafi ra nervnosa intramusculary su ausenCIa
en el endomisio. H&E, 100x.



RA, 120 DPI)

LINFOCITOS CD4 (DADORES INFECTADOS CON

TRANSFERENCIA PASIVA DEFIGURA 13

HISTOPATOLOGIA
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IV.B.2. I.INI"()('I'/'().S' 7'( 'l)8

Esta subpoblación indujo la fonnación de infiltrados inflamatorios en tejido nervioso, con

localización similar a la observada en la transferencia de CD4, aunque con mayor precocidad.

IV.B.2.a. Histopatologia: Los ratones que recibieron linfocitosT CD8 de dadores infectados

con RA manifestaron compromiso del sistema nervioso. Este estaba representado por infiltrados

perineurales y en menor proporción endoneurales en nervio ciático, así como infiltrados en la

leptomeninges de médula espinal. Al igual que luego de la transferencia de linfocitos T (TD4, en los

pocos casos en que se hallaron infiltrados en músculo esquelético, éstos se distribuían casi exclusi­

vamente alrededor de las terminales nerviosas intramusculares, sin comprometer el endomisio. Los

infiltrados perineurales a los 4 días pt tenian características focales y a los 7 dias pt se observaron

infiltrados periendoneurales moderados.

lV.B.2.b. lnmunohistoguimica: La proporción de células CD4+, CD8+ y CDI lb+ no mostro

diferencias significativas al comparar nervio ciático y medula espinal entre si, en tanto que la propor­

ción de linfocitos T CD8 en las lesiones fiJemayor que la observada tras la transferencia de linfocitos

T CD4 (Tabla 7, Figura l4). Por otra parte, las células doble negativas (CD4‘CD8‘) alcanzaron

valores de alrededor del 8% y 12%en nervio y médula, respectivamente, significativamente mayores

que los observados al transferir linfocitos T CD4. Los resultados señalados en esta Sección se
resumen en la Tabla 7.

lV.C. CONTROLES DE CO-lNFECClON ACCIDENTAL EN LOS RECEPTORES

DE LINFOCITOS

Como se señaló en la Sección lll, con el fin de descartar que pequeñas cantidades de parásitos

presentes en las suspensiones de linfocitos purificados fueran responsables de la produccion de las

lesiones observadas, se realizaron estudios parasitológicos y serológicos en los ratones receptores

y en controles lactantes.

lV.C. l . IS.S"I'(/I)I().S'I’ARASI'I'OLOGK '()S

lV.C. l .a. Convencionales: No se observaron parásitos ni por MHT ni mediante técnicas

inmunohistoquimicas realizadas tanto en los ratones receptores de 21-25 días como en los lactantes



TABLA7:COMPOSICIONFENOTIPICADELOSINFILTRADOSENTEJIDOSDERECEPTORESDELINFOCITOST

DADORESl

RECEPTORES2

FENOTIPO
CELULAR

CD4 CD8 CD4 CD8

MUSCULONERVIO

CD4:72,li16,33

CD8:5,l:l:l,3NH4

CDllb:23,0d:7,0

NHNH

CD4:57,3:t9,43
CD8:10,4:t2,2

NHDN:2,8:I:O,4

CDllb129,8i3,7

CD4:39,6i10,3

CD8:21,9:t9,3

DN:8,4i0,3

CD1lb:3l,8:L-8,4

NH

MEDULA

CD4:39,2:t6,l

CD8:8,4i2,0

DN:0,0

CD11b156,3:t8,9

CD4:39,l:l:6,3 CD8:17,4i3,2
DN:12,7:tl,4

CD1lb:32,3:t6,0

lLosdadoresdelinfocitosseinfectaronconlasdosisde1911111indicadasenMaterialesymétodos.Encadatransferenciapasivaseinocularon10x106linfocitosdelfenotipoindicadoporvíaivenreceptoressingeneicosnormales.2Estudiados7y15díasdespuésdelatransferenciadelinfocitosTCD8yCD4,respectivamente.3Porcentajeobtenidomedianteanálisisde1000células.MediaiDEdedosensayoscon5-7réplicascadauno. ‘NH,nohecho.



Figura 14: LinfocitosCD8 en perineuro de
un ratón C3H/HeN 7 días después de la
transferencia de 1x107células del mismo
fenotipoobtenidas de dadores singeneicos
infectados con RA (120 días pi). BAP/
eosina, 400x.



FIGURA 14: TRANSFERENCIA PASIVA DE

LINFOCITOS T CD8 ((DADORES INFECTADOS

CON RA): INMUNOHISTOQUIMICA
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de diez dias de edad inoculados con una alícuota de células T de los dadores infectados. Los

ratones lactantes se mantuvieron parasitológicamente negativos en un seguimiento de 30 dias.

IV.C. l .b. PC_R:Con el fin de certificar la ausencia de parásitos en los receptores que habian

resultado negativos por las técnicas parasitológicas convencionales indicadas en el apartado ante­

rior, y en las técnicas serológicas (vida infra), se analizaron por PCR los tejidos (bazo, musculo.

nervio ciático y médula espinal) de estos animales.

En ninguno de los homogenatos, preparados con los tejidos obtenidos de receptores (le

linfocitosT de ratones infectados, se pudo demostrar la presenciade ADN de Luzi empleando

los iniciadores TCZl y TCZ2. Por el contrario, los controles positivos (sangre, bazo y tejido muscular

y nerviosode ratonesinfectados)mostraronlasbandasde ADNcaracteristicasde en los

geles de poliacñlamida luego de la amplificación (Figura 15). Estos resultados confirman la ausencia

de infección en los receptores de linfocitos T de dadores infectados, y refuerzan los resultados

obtenidos con los estudios parasitológicos convencionales y serológicos (vide Ílfi'fl) en los receptores

y controles lactantes.

IV.C.2. IiS'I'I ¡DIOS .8'ER()L()(¡I( .‘()S

Los resultados de las IFI y AD realizados en los controles de co-infección lactantes al cabo

de 30 dias de seguimiento fueron negativos para lgM e lgG. Del mismo modo. la serologia de los

receptores experimentales fue negativa al momento de efectuar las autopsias para llevar a cabo los

estudios histológicos e inmunohistoquímicos con el fin de caracterizar las lesiones neuromusculares

inducidas por las subpoblaciones de linfocitos T.

Los resultados obtenidos por medio de los controles parasitológicos convencionales PCR y

serologia confirman que las lesiones observadas en los ratones receptores de subpoblaciones de

linfocitos T son consecuencia de la transferencia de dichas células y no dela presencia ¡nadvertida

de parásitos.



Figura-15: _E|ectroforesis en gel depo ¡acrilamida de los roductos _de
amplificación or PCR de ADN obtenido

de sangre (ca les 1dy2) y te ¡dos (calle 4)de ratones infecta os em eados como
controles positivos y de os tejidos de
receptores de linfocitos T CD4 (calles 5 y
7, dadores infectados con K-98 RA,
respectivamente) y linfocitosT CD8 calles
6 y 8, dadores Infectados con K-98 y RA,
respectivamente). La calle 3 corres onde
a los estándares de tamaño de A N (en
pares de bases).

¡000.0009.06600......9000OÓQOOOOOOOOOCOOOOCOCO...



FIGURA 15: PCR DE TEJIDOS DE RATONES

RECEPTORES DE LINFOCITOS T
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DISCUSION

Las alteraciones funcionales de la unidad motora en la enfermedad de Chagas humana

están vinculados a fenómenos neuropáticos y miopáticos primarios que se inician durante la

fase aguda (Benavente y col., 1989) y se extienden ala fase crónica (Sanz y col. 1977; Sanz y

col., l978; Sica y col., l979; Sica y col., l986). Estas alteraciones involucran musculos

esqueléticos (Sanz y col, 1978), neuronas sensoriales (Sica y col., 1986) y motoneuronas a

nivel de la médula espinal (Sica y col., l979).

Ese compromiso electrofisiológico tiene un sustrato histológico caracterizado por lesio­

nes inflamatorias, alteraciones miopáticas (centralización nuclear y el «splitting» de las libras

musculares) y neuropáticas (agrupamiento histoquímico de fibras tipo l y Il), observables en la

fibra muscular (Taratuto y col, 1978; Sica y col, 1979). Las alteraciones neuropáticas estan.

asi mismo, asociadas a lesiones inflamatorias y desmielinización del trayecto axonal (Sica y

col., l995).

Molina y col. (l987) observaron, durante la fase crónica dela infección de ratones con la

cepa Tulahuén, alteraciones compatibles con daño neuropático tanto a nivel muscular (atrofia

agrupada) como en nervio periférico (desmielinización) similares a las descritas en esta Tesis

durante el período crónico. En los estudios de Molina y col. (¡987) si bien mencionan la

presencia de nidos de amastigotes en médula espinal, los mismos se hallaban ausentes en nervio

ciatico. Sin embargo, en estudios posteriores de Molina (1989), el autor comunicó la presencia

de amastigotes en tejido epineural. Si bien estos estudios (Molina y col.‘1987; Molina, ¡989)

presentaban a la cepa Tulahuén como un buen candidato para el desarrollo de un modelo

comparativo entre cepas para analizar el fenotipo y funcionalidad de las poblaciones linfocitarias‘

en un estudio comparativo de las alteraciones electromiográficas en diferentes asociaciones

línea de ratón/población parasitaria se determinó que la infección de ratones C3H/HeN daba

lugar a un patrón neuropático más marcado al ser infectados con la cepa RA (Sanz y col.

|99|). Por esta razón los estudios comparativos fueron realizados empleando esta cepa de

T.cruzi como modelo de inducción de lesiones predominantemente neuropáticas. y la cepa

CA-l o el clon K-98 como modelo de lesiones predominantemente miopáticas.

La posibilidad de disponer de un modelo murino que reproduce adecuadamente las alte­

raciones neuromusculares descritas en los humanos (González Cappa y col“ |987; Sica y Col.

1995), es importante porque permite profundizar el conocimiento de los mecanismos

involucrados en su desarrollo. El estudio comparativo de estas dos poblaciones de T.cruzi que

difieren en tropismo, virulencia e inmunogenicidad permitió establecer que las diferencias

observadas en cuanto a la magnitud del compromiso muscular y nervioso son dependientes (le

la población parasitaria. Por una parte, la miositis y las alteraciones histológicas miopaticas
detectadas durante la infección con CA-l fueron marcadamente acentuadas, en tanto las lesio­
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nes de tejido nervioso tuvieron menor frecuencia y magnitud. Por el contrario, la presencia de

lesiones en tejido nervioso fue una constante en Ia infección con la cepa RA, observándose no

solamente lesiones inflamatorias y degenerativas en nervio ciático sino también un importante

compromiso inflamatorio en meninges. Molina y col. (1987) comunicaron el compromiso del

sistema nervioso similar al observado con la cepa RA en esta Tesis, en ratones infectados con

la cepa Tulahuén, que presenta un tropismo semejante al dela cepa RA. Los autores describen

desmielinización y presencia de infiltrados inflamatorios en nervio ciatico, aunque con mayor

frecuencia en epineurio que en endoneurio, así como meningitis y radiculitis ventral.

La intensidad de los infiltrados inflamatorios y del compromiso nervioso y muscular

difirió en los ratones infectados con una u otra población parasitaria, si bien encontramos

rasgos comunes entre los cuales la escasa presencia de leucocitos polimorfonucleares en los

infiltrados, la progresión de la miositis y la degeneración axonal fueron los más sobresalientes.

En relación a Ia composición celular predominantemente mononuclear, estos resultados con­

cuerdan con estudios previos de nuestro laboratorio (González Cappa y col. l987; Losavio _\'

col., 1989). Es necesario señalar aquí que Molina y Kierszenbaum (1988) también describie­

ron el predominio de células mononucleares en músculo esquelético y miocardio, durante las

fases aguda y crónica de la infección murina con la cepa Tulahuén. En este estudio la presencia

de escasos leucocitos polimorfonucleares estaba asociada primordialmente a células necróticas

durante la fase aguda. El predominio de células mononucleares durante la fase aguda, en particular

linfocitos, también fue señalado por Sun y Tarleton ( I993) en un estudio de caracterización del

fenotipo de células inflamatorias en músculo esquelético y miocardio en ratones infectados con

las cepas Brasil y el clon Sylvio XlO/4. Por el contrario, Ben Younes-Chennoufi y col. (¡088)

han descrito la presencia de un porcentaje elevado de leucocitos polimorfonucleares (alrededor

del 50%), tanto durante la fase aguda como crónica de la infección de ratones C3H/HeJ y

C57Bl/6 con las cepas CL e Y.Estos resultados sugieren que las diferencias en Ia composición

cualicuantitativa de los infiltrados inflamatorios dependería tanto de las características de la

cepa de T.cruzi como de la genética del huésped. Dichas diferencia podrían, por otra parte‘

estar involucradas en el desarrollo de distintas manifestaciones patológicas. Este último aspecto

fue investigado por Rowland y col. (¡992), quienes demostraron que en ratones endocriados la

severidad de las lesiones cardíacas esta vinculada a genes no asociados al CMH. De manera

similar,Sanz y col. (|99|) demostraron en ratones exo- y endocriados (de diferentes haplotipos)

infectados con cepas de diferente virulenciay tropismo, que las alteraciones electromiograficas

(signos miopáticos o neuropáticos) dependían dela asociación huésped/parásito considerada.

La presencia de las lesiones demostrables histológicamente se correlacionó con los ha­

llazgos electromiográficos que evidenciaron compromiso miopático primario en el caso de Ia

cepa CA-l, aunque en la fase crónica se observó un patrón mixto con componentes miopaticos

y neuropáticos. Esto podría estar relacionado con la elevada intesidad del proceso inflamatorio.
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que terminaría comprometiendo las terminales nerviosas intramusculares y los axones durante
el curso de la infección. En un estudio previo González Cappa y col. (¡987) comunicaron

resultados similares durante el periodo crónico de la infección de ratones Rockland con la

misma población parasitaria.

Por el contrario, durante la fase aguda de la infección con la cepa RA, los ratones exhi­

bieron alteraciones neuropáticas primarias que se correlacionaron con la mayor intensidad de

las lesiones observadas en el nervio ciático, en comparación con lo observado en ratones

infectados con la cepa CA-I. La tendencia a un mayor compromiso inflamatorio del tejido

nervioso, persistente durante el curso crónico de la infección con RA, puede en principio

asociarse a la invasión parasitana del tejido epineural y, probablemente, de las células de Schwann,

ya que observamos nidos de amastigotes en endoneurio.

El análisis fenotípico de las poblaciones celulares inflamatorias demostró diferencias no­

torias. Asi, la población celular predominante depedió de la población parasitaria, del tejido

afectado y del tiempo post-infección. Una de las características mas evidentes, en los ratones

infectados con RA, fue el predominio persistente de los linfocitos T CD8 en el tejido nervioso.

Si bien estos resultados concuerdan con los de Sun y Tarleton ([993), que demostraron el

predominio de linfocitos T CD8 en miocardio y músculo esquelético concurrente con el para­

sitismo tisular por la cepa Brasil, en los ratones estudiados en esta Tesis la composición fenotipica

de los infiltrados no se correlaciona con la intensidad del parasitismo tisular. Observamos que

en la asociación C3H/RA el predominio de los linfocitos T CD8 se extendía durante todo el

curso de la infección en médula espinal, aún en ausencia de parasitismo evidente en este tejido.

Por el contrario, en músculo esquelético, tejido en el cual si hallamos parásitos de manera

persistente, el predominio de este fenotipo estuvo limitado ala fase crónica. En el mismo tejido

y en el caso de la cepa CA-I, si bien el parasitismo fue constante, el fenotipo predominante fue

CD4’, tanto en la fase aguda como en la crónica temprana. Diversos autores han comunicado

el predominio de este fenotipo en lesiones inflamatorias de diversos tejidos. Ben Younes­

Chennoufi y col. (¡988) comunicaron la preeminencia de este fenotipo sobre los linfocitos T

CD8 en músculo esquelético y cardíaco, independientemente de la linea de raton y de la cepa

de T.cruzi. La presencia de células CD4' en las lesiones estaria relacionada al desencadena­

miento y desarrollo de las lesiones inflamatorias, tanto durante la fase aguda (Russo y col.

1988) como durante la crónica (Hontebeyrie-Joskowicz y col, 1987; Ben Younes-Chenoufli.

1988; Ribeiro dos Santos y col., l992). Las diferencias observadas por los distintos autores y

por nuestro grupo podrian estar relacionadas con las distintas caracteristicas biológicas y

bioquímicas de las cepas empleadas, asi como con las diferencias genéticas de los ratones

empleados en los estudios experimentales citados.

Si bien desde el punto de vista histopatológico las consecuencias de la infección son

aparentemente similares, las diferencias en el tropismo parasitario y en la composicion
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cualicuantitativa de los infiltrados sugirió la posibilidad que mecanismos no asocnados a la

presencia actual de Ag parasitario estuvieran involucrados en la patogenia de las lesmnes
neuromusculares durante la fase crónica. Por esta razón, se investigó la validez de la hipótesis

de un mecanismo autoinmune como responsable de la patología.

En modelos experimentales de patologías autoinmunes se ha observado que algunos de

los mecanismos de tolerancia central (deleción clonal a nivel del timo) o periférica (mecanis­

mos de supresión antígeno-específica) están alterados (Sakaguchi y Sakaguchi, 1990). La

manifestación más evidente de estas patologías es la presencia de autoanticuerpos que recono­

cen Ag propios, como se observa en el lupus eritematoso sistémico (revisado por Naparstek.

1993), en la enfermedad de Graves (revisado por Sinha y col., ¡990) y en la miastenia gravis

(Lindstrom y col., 1976), o de linfocitos T que proliferan frente antígenos autólogos como sc

estableció enla encefalomielitis alérgica experimental (Ben-Nun y Cohen, |982) -mode|o de la

esclerosis múltiple (Wisniewsky y Keith, l977)- y en la artritis autoinmune experimental

(Holoshitz y col., ¡983).

Dado que en la enfermedad de Chagas experimental se habían descrito fluctuaciones

cualicuantitativas en las subpoblaciones de timocitos (Leite de Moraes y c0|., 1991) que po­

drían estar involucradas en el desarrollo de autoinmunidad, decidimos analizar la existencia de

linfocitos T autorreactivos en nuestro modelo de patología neuromuscular. Los resultados
obtenidos demostraron la existencia de linfocitos T autorreactivos en ratones crónicamente

infectadoscon ambaspoblacionesde Sinembargo,observamosdiferenciasen el reco­

nocimiento de los tejidos en relación ala población parasitaiia infectante. Los linfocitos T CD4

y CD8 de ratones infectados con el clon K-98 de CA-l reconocieron todos los tejidos, aunque

la respuesta de los linfocitos T CD4 frente a músculo esquelético fue la de mayor magnitud.

Por el contrario, en el caso de los ratones infectados con la cepa RA la respuesta de ambas

subpoblaciones de linfocitos T estuvo dirigida exclusivamente hacia tejido nen/¡oso y la

incorporación de 3H-timidinafue aproximadamente tres y seis veces mayor que la observada

en el caso de K-98 para médula y nervio, respectivamente. Si bien no se determinó la identidad

bioquímica de los Ag frente a los cuales los linfocitos T respondían, las diferencias observadas

sugerían que ambas subpoblacionesde linfocitosde ratones infectados con cepas de m

que difieren en comportamiento biológico, reconocian Ag (y probablemente epitopes) diferen­

tes en tejido nervioso y que la autotolerancia frente a tejido muscular no había sido abrogada en

la infección por RA.

La sola existencia de linfocitos T autorreactivos no es una indicación del desarrollo de un

mecanismo autoinmune, ya que en los individuos normales suelen existir, aunque su frecuencia

y la afinidad de sus receptores es baja. La capacidad de los linfocitos T autorreactivos de
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desencadenar patología in vivo es considerada una evidencia crucial para incluir una patología

en la definición de autoinmune (revisado por Rose y Bona, l993). Por esta razón decidimos

llevar a cabo la transferencia pasiva de subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 de ratones

crónicamente infectados. Dado que la cepa CA-l incluye algunos clones letales que pueden

comportarse en algunos aspectos de manera similar a la cepa RA (A.M. Celentano‘ ¡990).

decidimos utilizar el clon K-98, con características biológicas semejantes a las observadas en la

cepa madre, para realizar los estudios comparativos de patología mediada por poblaciones

linfocítarias. Por el contrario, la cepa RA muestra variaciones en su virulencia sólo excepcio­

nalmente (A.M. Celentano, comunicación personal), por lo que en dichos experimentos se

empleó la población no clonada.

Antes de realizar los experimentos de transferencia pasiva investigamos las característi­

cas de las lesiones desencadenadas con dosis crecientes de tripomastígotes ya que, indepen­

dientemente de los controles de co-infeccíón en ratones lactantes incorporados en cada grupo

experimental de transferencia, se deseaba determinar la sensibilidadde las técnicas parasitológicas

y serológicas convencionales para detectar lesiones asociadas a la infección con bajas dosis de

parásitos en los animales receptores.

Se decidió realizar este estudio en razón de que Mortatti y col. (l992) habían comunica­

do que la inoculación de dosis bajas de la cepa Y (similar a la cepa RA) resultaba en asociacion

entre la presencia de parásitos tisulares e infiltrados inflamatorios durante la fase aguda. En esta

Tesis encontramos la misma asociación, aunque veríficamos que la cinética de la parasitemia y

de la aparición de las lesiones tisulares desencadenadas con dosis bajas de parásitos diferian en

relación con la población parasitaria. A pesar de esto, la positivización serologica junto al

seguimiento parasitológico convencional constituyen controles altamente sensibles para detec­

tar infecciones con inóculos pequeños, como queda evidenciado en esta Tesis.

Sin embargo, dado que los estudios histológicos en los receptores se llevarían a cabo a

partir de tiempos mas tempranos que aquellos en los que se podia detectar la infección con

100% de sensibilidaden ratones de destete, se decidió emplear -además de los estudios serológícos

e ínmunohistoquímícos- la inoculación de una muestra de la suspensión celular en ratones

lactantes como controles internos en cada experimento. En estos ratones era de esperar la

aparición más precoz de los signos de infección si las muestras hubieran estado contaminadas

con parásitos. Para reforzar los resultados obtenidos mediante los estudios convencionales

también ser realizó PCR en los tejidos de los ratones receptores de linfocitos T para determinar
la eventual infección de los mismos.

Mediante ninguno de estos métodos se pudo verificar la infección accidental de los re­

ceptores singeneicos, por lo que toda manifestación patológica se asumió como inducida por

las subpoblaciones de linfocitos T transferidas.
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Si bien los linfocitos T de ratones infectados con ambas cepas fueron capaces de inducir

patología en receptores singeneicos normales, observamos diferencias en cuanto al fenotipo

celular responsable de la inducción de daño y al tejido blanco de la injuria.

Los linfocitos T CD4, pero no los CD8 de ratones infectados con K-98, desencadeimron

patología en músculo esquelético y no en tejido nervioso. La responsabilidad de este fenotipo

celular en la inducción de patología en modelos experimentales de la enfermedad de Chagas

fue descripta por Hontebeyrie-Joskowicz y col. (1987). Sin embargo, los autores sólo refirie­

ron la existencia de lesiones granulomatosas en el hígado (sin indicar en cuantos receptores) y

de infiltrados neurales en uno de cuatro ratones receptores. Además, los autores reconocen que

controles irradiados inoculados con esas células desarrollaron parasitemia, por lo que no puede

descartarse que las lesiones observadas pudiesen estar vinculadas con la presencia de parásitos

en los tejidos afectados.

A diferencia de lo observado en la infección por K-98, ambas supoblaciones de linfocitos

T de ratones infectados con RA indujeron lesiones en tejido nervioso. En relación a esta última

cepa se observó, además, correlación positiva entre la capacidad de los linfocitos de proliferar

frente a Ag de tejido nervioso y la capacidad de producir daño.

Es notable el hecho que los linfocitos T CD8 fueran capaces de mediar patología. La

mayor parte de los modelos de transferencia pasiva realizados con subpoblaciones de linfocitos

T han demostrado que los linfocitos T CD4 pueden desencadenar patología mediante mecanis­

mos de hipersensibilidad retardada frente a Ag solubles exógenos (Chikunguwo y col.‘ |993)

así como propios (Ben-Nun y Cohen, ¡982; Maron y col, 1983; revisado por Cohen y col.

|985). El papel de los autoantígenos en el desarrollo de patología se ha probado en modelos

experimentales de esclerosis múltiple (Satoh y col.,l988) y del síndrome de Guillain-Barre

(revisado por Hanung y col., 1988) inducidos mediante inoculación de fracciones proteicas de

mielina. La hipótesis subyascente en estas patologías es que el agente etiológico induciría a los

linfocitos Thl a producir lFN-y el que. a su vez, induce la expresión de moléculas de clase ll

del CMH por parte de las células endoteliales y de Schwann (Wekerle y col, IOSO).En este

contexto, tanto Ag exógenos como endógenos podrían ser presentados a linfocitos T especíticos

que participarían en los mecanismos amplificadores y efectores de injuria tisular.

En relación a los linfocitos T CDS el concepto general es que los mismos están involucrados

en los mecanismos de protección frente a patógenos intracelulares, sean estos virus (Lehmann­

Gmbe y col, 1988), bacterias (Kaufmann y col, l986) o parásitos (Tarleton, ¡990; revisado

por Sher y Coffman, I992). Por el contrario, escasa evidencia vincula este fenotipo con la

capacidad de producir lesiones tisulares. En modelos de diabetes autoinmune empleando ratones

NOD (non-obese diabetic) se ha observado que líneas y clones de linfocitos T CD8 obtenidas

de infiltrados pancreáticos son capaces de desencadenar insulitis y diabetes en receptores
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singeneicos normales sólo si se co-administran linfocitos T CD4. Estos estudios indicarian que
los linfocitos T CD8 intervienen en la destrucción de los islotes B de Langerhans pero que

requieren señales derivadas de linfocitos T CD4 para ejercer su función efectora (Nagata y

col., 1994).

Los resultados obtenidos en esta Tesis difieren en este sentido. La población de linfocitos

T CD8 transferida presentó una contaminación por linfocitos T CD4 de alrededor del l-2%

dependiendo del experimento. En el trabajo citado la relación CD41CD8 era 4: l y la poblacio­

nes de linfocitos T CD8 transferidas correspondían a lineas y clones que fueron seleccionados

empleando el Ag relevante (islotes B tratados con mitC). En los estudios de transferencia

realizados en esta Tesis es poco probable que los linfocitos T CD4 remanentes luego de la

selección mediante «panning» fiJeran suficientes numéricamente para mediar cooperacion. ya

que debe tenerse en cuenta que ninguna de las poblaciones linfocitarias empleadas era clonada.

Esto sugiere que en los experimentos con ratones NOD se transfirieron precursores o células T

CD8 en reposo, que requieren de cooperación T para activarse, proliferar y actuar como

efectoras. Por el contrario, es probable que en nuestro caso hayamos transferido linfocitos T

CD8 activados en los órganos lifoides de los cuales se obtuvieron. Esto concuerda con las

observaciones realizadas en esta Tesis en los estudios de proliferación en presencia de rlL-2 y

Ag.

Si se piensa en términos de procesamiento y presentación antigénicos los linfocitos T

CD8 podrían efectivamente estar involucrados enla patogenia de las enfermedades autoimnunes

ya que las células nucleadas presentan autoantigenos en el contexto de moléculas de clase l del

CMH. Por otra parte los linfocitos T CD8 activados producen [FN-y que induce la expresion

de moléculas del CMH de clase l en células nucleadas (revisado por Billiau. ¡996). Por lo

tanto, linfocitos T CDS sensibilizados frente a Ag propios, en particular de tejido nervioso

como resultado de la infección por T.cruzi, podrían reconocer las células de tejido nervioso y

destruirlas. Esto podria ocurrir aún en ausencia de manifestaciones características del parasitis­

mo tisular, como la expresión de Ag parasitario en la membrana plasmática de las celulas

infectadas (Ribeiro dos Santos y Hudson, l980; Araujo, l985). Von Kreuter y Santos-Buch

(1986), observaron que en ratones crónicamente infectados con la cepa Brasil (población

miotrópica de T.cruzi), linfocitos T totales intervenian en la lisis de mioblastos normales si eran

previamente estimulados con Ag parasitario, pero no con homogenatos de músculo esquelético

de ratones singeneicos. En este estudio, parte del efecto lítico era asignado a una linfoquina

presente en los sobrenadantes de cultivo de los linfocitos T. Los resultados presentados en esta

Tesis, indican que la subpoblación CD8+ de linfocitos T es capaz de proliferar frente a Ag

propios y producir neuropatia. Los linfocitos T CD8 activados son capaces de producir y

secretar granzima A y perforina, proteínas involucradas en la citólisis (Podack y col, ¡988).

D’Avila Reis y col. (l993b) demostraron la presencia de infiltrados inflamatorios compuestos
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en su mayoría por linfocitos cuyo fenotipo es CD8'/CD45RO/granzima A' en el miocardio de

pacientes chagásicos crónicos, si bien no realizaron estudios funcionales vinculados con el

reconocimiento de Ag de T.cruzi o autoAg por parte de dichos linfocitos. La granzima A es

una sen'na-esterasa presente en linfocitos citotóxicos activados (revisado por Jenne y Tschopp.

¡988; revisado por Grifiiths y Mueller, |99|). En los estudios presentados en esta Tesis se

demuestra que los infiltrados en el tejido nervioso de ratones transferidos con linfocitos T

CD8‘, obtenidos de ratones infectados con RA, presentan un alto porcentaje de linfocitos T

CD8’. Si bien no realizamos experimentos de tráfico linfocitario, es probable que una importante

fracción de los linfocitos CD8‘ presentes en las lesiones esté representada por los linfocitos

transferidos. Resultados obtenidos en un modelo ovino de rechazo de aloinjerto (leucocitos

alogénicos) (Verhagen y col., l995), han demostrado que el 86% de los linfocitos CD8" que

emergen de los vasos linfáticos eferentes luego de la estimulación local con linfocitos alogeneicos

se hallan activados (expresan altos niveles de CD25 y de moléculas de clase ll del CMH).

Además, la actividad citolítica en esta población eferente (CD44h'E'J‘,L-selectina') se manifestaba

a partir del segundo día de estimulación. Si bien en esta Tesis no se efectuaron estudios fenotípicos

para determinar la presencia de los marcadores mencionados en las poblaciones de linfocitos T

CD8 transferidas, es probable que los linfocitos obtenidos de ganglios linfáticos y bazo de

ratones infectados con RA sean efectores que emergen continuamente de los órganos linfoides.

en razón de la continua estimulación antigénica. Más aún, el tiempo de aparición de las lesiones
concuerda con estudios de cinética de acumulación de células efectoras en modelos de rechazo

de aloinjerto (Orosz y col, |986).

En relación ala especificidad del blanco de daño tisular caben diversas posibilidades que.

hasta el momento, no han sido evaluadas en nuestro modelo. Primero, que la lisis celular

mediada por los parásitos haya expuesto Ag propios (Ribeiro dos Santos y Hudson, |98|) y

revertido la tolerancia periférica. Sin embargo, es dificil bajo este contexto‘ explicar por que en

el caso de la cepa RA, que invade músculo esquelético al igual que CA-I/K-98, no se observa

proliferación de linfocitos T frente a homogenatos de músculo esquelético in vilm ni son capaces

de promover patología muscular in vivo. La explicación plausible para los resultados obtenidos

es la existencia de epitopes homólogos (mimetismo molecular) entre Ag de tejido nervioso y de

T.cruzi, que podría ser responsable de la reversión de la tolerancia frente a dicho tejido. La

existencia de este tipo de epitopes entre T.cruzi y proteínas específicas de tejido nervioso (Van

Voorhis y col, l99 l) y muscular (Sadigursky y col, 1982) ha sido descrita por divers0s autores

como uno de los factores que podrian desencadenar la respuesta autoimnunitaria en la

enfermedad de Chagas. Sin embargo, en esos estudios sólo se evaluó la reactividad asociada a

la respuesta humoral frente a estos epitopes. Recientemente hemos demostrado que sueros de

ratones infectados con la cepa RA y el clon K-98 reaccionan de manera preferencial contra Ag

de tejido nervioso (Tekiel y col, manuscrito enviado). La absorción de estos sueros con blots
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de tripomastigotes circulantes y con homogenatos de epimastigotes no inhibió la reactividad de

dichos sueros frente a los tejidos. Si bien nuestros estudios demostrarian de manera indirecta la

ausencia de homología entre Ag de los tejidos murinos y las poblaciones parasitarias empleadas

en esta Tesis, debe tenerse en cuenta que la observación está vinculada exclusivamente con la

identidad de epitopes B, es decir conformacionales. En los trabajos de Sadigurski y col. (|982)

y Van Voorhis y col. (|99|) tampoco se estableció si los epitopes homólogos reconocidos por

los Ac también correspondían a epitopes T, y si tenían una representación indiscriminada en

diferentespoblacionesde Dadoquehastael presentesólo se ha podido reproducirla

patología chagásica mediante la transferencia pasiva de linfocitos T, sólo los epitopes homólogos

reconocidos por éstos parecerían tener responsabilidad en la inducción de la patología en el

modelo murino. En este sentido, Hontebeyrie-Joskowicz y col. (1987), observaron que lineas

de linfocitos T específicas para T.c_ruzieran capaces de desencadenar reacciones (le hipersen­

sibilidad retardada en 40-50% de ratones al ser inoculadas por vía subcutánea junto a Ag (le

tejido nervioso. Estos resultados sugerirían que existen epitopes de T.cruzi capaces (le estimular

una respuesta timo-dependiente frente a Ag de tejido nervioso. Recientemente, Felix y col.

(1993) demostraron que la inmunización de ratones Balb/c con linfocitos T CD8‘ fijados.

obtenidos de ratones singeneicos inmunizados con vesículas de membranas plasmáticas de

T.cruzi, lisaban mioblastos L6E9 en cultivo, sugiriendo la existencia de mimetismo molecular

entre receptores T anti-T.cruzi y moléculas del sarcolema. De manera significativa, en esta

Tesis se demostró la existencia de linfocitos T CD8 autorreactivos frente a tejido nervioso ¡n

vitro y capaces de mediar patología in vivo, aunque no hemos evaluado si los mismos poseen

idiotopes vinculados en regulaciones como las mencionadas.

Otra alternativa para la autorreactividad observada es el desencadenamiento de expan­

sión policlonal T y B (Minoprio y col, l986a, 1986b).

En nuestro modelo hemos descripto la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra

proteínas de tejido nervioso central y periférico, músculo cardiaco y esquelético. Significativa­

mente, la principal reactividad (Western-blot) frente a Ag de músculo esquelético y tejido

nervioso se observó durante la fase crónica -en particular a los 270 días pi- en ratones infecta­

dos con el clon K-98 (Tekiel y col, remitido para su publicación). Esta reactividad coincide

con la aparición, en músculo esquelético y tejido nervioso, de linfocitos B con lgM de superfi­

cie, que se describe en esta Tesis. Este isotipo de inmunoglobulina es frecuente en las enferme­

dades autoinmunes mediadas por autoanticuerpos en ratones NZB, especialmente susceptibles

a las mismas, siendo la subpoblación de linfocitos B CDS’, BZZO’(anteriormente reconocidos

como Lle', LyBS‘) la responsable de su secreción (Revisado por Smith y Steinberm ¡983).

Sugerentemente, en estudios realizados antes del inicio de esta Tesis observamos que en los

tejidos obtenidos de ratones crónicamente infectados con CA-l estaban presentes células que

eran reconocidas por un AcMo anti-Lytl. Este marcador incorrectamente descripto como
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presente exclusivamente en linfocitosT cooperadores (Ledebetter y col, l980), es actualmente

reconocido como un marcador pan-T (Ledbetter y col., 1980, Ledbetter y col. IOSI)
estructuralmente idéntico a CD5.

En resumen, los resultados presentados en esta Tesis señalan que en ratones infectados

por poblaciones parasitarias de T.cruzi de diferente tropismo y capacidad para inducir respuesta

inmune específica, se desarrolla una respuesta autoinmunitaria que es mediada por diferentes

subpoblaciones de linfocitos T cuyo fenotipo, así como la identidad de los tejidos blanco

afectados, depende de la población parasitaria.



CONCLUSIONES

El patrón electromiográfico asociado a las lesiones neuromusculares en la infección por

T.cruzi depende de las características de la cepa infectante que estaría vinculado con el

tropismo tisular parasitario: se observa un patrón primario miopático en la infección con

CA-I y primario neuropático en la producida por RA.

Las lesiones inflamatorias que se desarrollan durante la infección en los tejidos muscular

y nervioso se caracterizan por el predominio de células mononucleares, siendo más seve­

ras en músculo esquelético en la infección con CA-I y en tejido nervioso en la infección

con RA. El fenotipo de las células inflamatorias depende de la cepa infectante y del tiem­

po post-infección.

Los linfocitos T CD4 y CD8 de ratones infectados proliferan frente a antígenos autólogos del

eje neuromuscular periférico. En el caso del clon K-98, se observa proliferación indiscriminada

frente a todos los Ag estudiados (músculo esquelético, nervio pen'fén'co y médula espinal). en

tanto que la proliferación celular está restringida a sistema nervioso en el caso de linfocitos de

ratones infectados con RA.

La proliferación es Ag-específica y ocurre como consecuencia de la infección y no de factores

mitogénicos contenidos en las preparaciones antigénicas.

La identidad de la subpoblación de linfocitos T que induce la patología neuromuscular

depende de la población parasitaria infectante. Sólo los linfocitos T CD4 de ratones in­

fectados con K-98 desencadenan patología muscular en receptores singeneicos norma­

les. Por el contrario, ambas subpoblaciones de linfocitos T obtenidas de ratones infecta­

dos con RA son capaces de inducir patología exclusivamente en tejido nervioso, siendo

las lesiones causadas por los linfocitos CD8 más precoces que las desencadenadas por
linfocitos CD4.

Estos resultados demuestran que durante la infección crónica con cepas de T.cruzi que

difieren en sus caracteristicas biológicas‘ son operativos distintos mecanismos inductores

de inmunopatología que desencadenan lesiones a nivel neuromuscular en el modelo murino

de enfermedad de Chagas.



DIRECCIONES FUTURAS

Los resultados de esta Tesis demuestran que los linfocitos T de ratones infectados con las

cepas RA y CA-l (o el clon K-98) de T.cmzi inducen patología mediante distintos mecanismos.

Para profundizar en el conocimiento de estos mecanismos se proponen una serie de hipótesis de

trabajo a partir de las cuales se desarrollarán diseños experimentales.

Los aspectos que serán investigados incluyen:

Existencia de epitopes homólogos entre el parásito y el huésped en Ia asociación C3H/
RA.

Activación policlonal en la asociación C3H/K-98.
Mecanismos de tráfico linfocitario asociado a la existencia de reconocimiento selectivo

de Ag en Ia infección por ambas cepas.

Expresión de moléculas de adhesión y otros marcadores característicos de linfocitos T de
memoria.

Grado de clonalidad de los receptores de los linfocitos T presentes en las lesiones.

Especiflcidad y aspectos funcionales (¡n vitro e in vivo) de los linfocitos T involucrados

en el dearrollo de las lesiones, mediante la obtención de líneas y clones.

Existencia de redes idiotipo-antiidiotipo como responsables del desarrollo de la patología

en cada una de las asociaciones huésped/parásito estudiadas en esta Tesis.
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