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RESUMEN

En Argentina, el 10% de la poblacion cronicamente infectada con Trypanosoma cruzi
presenta patologia en sistema nervioso periférico (SNP). En la presente Tesis se estudio la
participacion de mecanismos inmunes en la induccion de patologia a nivel de lo que
denominamos genéricamente SNP, representado por el arco médula espinal-nervio ciatico-
musculo isquiotibial. Empleamos como modelo, ratones C3H/HeN infectados con las cepas
RA o CA-Il de T. cruzi que evidencian signos de dafio principalmente en nervio ciatico y
médula espinal o en musculo esquelético, respectivamente. Ademas, linfocitos T (LT) de
estos animales son capaces de injuriar de manera selectiva los organos antes mencionados
por transferencia pasiva en ausencia de parasitos. Hemos definido esos tejidos como blanco
de dafiio para cada una de las cepas de T. cruzi.

La respuesta inmune humoral, evaluada por IFI sobre cortes de tejido normal, no mostré
diferencias cepa-dependientes; los patrones de marcacion evidenciaron depdsitos de 1gG en
intersticio de muasculo y en vainas de mielina en nervio. Los sueros con reactividad positiva
hacia antigenos conformacionales de nervio fueron definidos como Ne+. La inyeccion
epineural de sueros Net+ altera la conduccidon del nervio ciatico de manera cepa-
dependiente. Asi, sueros de ratones infectados con la cepa RA/Ne+ inducen aumento del
tiempo de latencia y disminucion en la amplitud del potencial de accion nervioso (PAN) en
los animales receptores, 4 dias post- inyeccion (dpy). Por el contrario, sueros de animales
infectados con la cepa CA-l no afectan ningin parametro del PAN. La inyeccion de IgG
purificada de sueros RA/Ne+ también disminuye la amplitud del PAN, indicando la
presencia de un menor nimero de axones funcionantes. En coincidencia se observan
depositos de IgG marcando fibras axonales y/o vainas de mielina e infiltrados inflamatorios
leves en los nervios inyectados con suero RA/Ne+ pero no en los inyectados con suero CA-
I/Net+, a los 4 dpy. No se detecta presencia de parasitos en los nervios de animales
receptores de sueros (PCR). Las alteraciones del PAN luego de la inyecciéon de suero
RA/Ne+ son similares a las detectadas en animales cronicamente infectados y en ratones
inyectados con tripomastigotes en el epineuro 17 dpy. En conjunto, estos resultados indican
la participacion directa de autoanticuerpos en las alteraciones electrofisiologicas observadas
en sistema nervioso periférico en la enfermedad de Chagas.

En relacion con la participacion de LT en esta patologia, se estudid el repertorio de las
cadenas variables B del receptor de células T (TCRV) en distintos tejidos de animales
cronicamente infectados con ambas cepas de T. cruzi. En bazo, se observa la sobre-
expresion del segmento TCRVP 13 y sub-expresion del segmento TCRV[ 14, lo cual
podria ser marcador de infeccion. En SNP, se detecta un alto numero de cadenas expresadas
en los tejidos blanco de dafio, que refleja la presencia de un importante infiltrado
inflamatorio. Significativamente, se observa el uso relativo aumentado del segmento
TCRVPB9 en los tejidos blanco de dafio para cada cepa: nervio y médula en los animales
infectados con RA y musculo en los infectados con CA-I. Esto demuestra la existencia de
un patron de expresion diferencial de segmentos en el sitio de lesién con respecto a la
expreston periférica. El clonado, secuenciacion y analisis del polimorfismo de secuencia de
la region CDR3 de los segmentos TCRV[39 sobre-expresados demostr6 una alta proporcion
de clones idénticos en animales infectados con RA (médula y nervio), que podria estar



indicando la presencia de LT autorreactivos en el sitio de lesion. Ademas, la elevada
produccion de citoquinas pro-inflamatorias en los tejidos blanco de dafio sugiere que la
respuesta inmune local tiene un papel relevante en el proceso inflamatorio. Por otro lado, en
los organos que no son blanco principal de dafio para cada una de las cepas de T. cruzi,
donde no se encontraba sobre-expresion del segmento TCRVp9, se observd dominancia
clonal en la secuencias de la region CDR3. Este hecho, conjuntamente con la imposibilidad
de reproducir dafio por transferencia pasiva de células, el hallazgo de material parasitario y
la baja produccion de IL-6 y TNFa, sugiere que los clones mayoritarios detectados en los
tejidos que no son blanco principal de dafio estan dirigidos hacia antigenos parasitarios
contribuyendo al control local de la infeccion.



ABSTRACT

In Argentina, 10% of the chronically Trypanosoma cruzi-infected population develops
peripheral nervous sytem (PNS) pathology. Herein we studied the participation of immune
mechanisms in the pathology of the PNS (spinal cord-sciatic nerve- hamstring muscle
axis). Using the C3H/HeN mouse strain and two 7. cruzi subpopulations (RA and CA-I) it
is possible to induce pathology mainly in skeletal muscle (CA-I) or in sciatic nerve and
spinal cord (RA). T cells are able to injure the organs above mentioned in absence of
parasites in a strain-dependent way. Therefore, we have defined these organs as target of
pathology for each T. cruzi strain.

The humoral immune response, evaluated by IFAT, against comformational muscle and
nerve antigens was simmilar for RA and CA-I antisera; deposits of IgG were observed at
the interstitial matrix in skeletal muscle and in the myelin sheats in sciatic nerve. Sera with
positive reactivity against sciatic nerve were defined as Ne+. The epineural injection of sera
from infected mice in syngeniec recipients altered the sciatic nerve conduction. This effect
was parasite-strain dependent since just recipients of sera obtained from mice infected with
the RA strain showed electrophysiological alterations. Moreover, among the sera from RA-
infected mice, only those RA/Ne+ were able to induce prolonged latencies and diminished
amplitudes of the sciatic nerve action potential (SNAP). On the contrary, sera fron CA-I-
infected mice did not alter any SNAP parameter. The abnormalities observed in the
amplitude of SNAP seemed to be mediated by IgG since purified antibodies from RA/Ne+
injected epineurally provoke the same effect than the whole sera, demonstrating the
expression of a lower number of functional axons. In accordance with these results, I1gG
deposits labeling the axonal course and/or mielyn sheats as well as mild inflamatory
infiltrates were found in the nerves injected with RA/Ne+ sera but not in those injected with
CA-I/Ne+ sera 4 days post-injection (dpi). No parasite DNA was detected in the nerves.
SNAP alterations in serum recipients are simmilar to those observed in chronically-infected
animals or in mice injected in the epineurum with trypomastigotes, 17 dpi. Results
presented here indicate the direct participation of autoantibodies in the pathology observed
in PNS in chronic Chagas’ disease.

To analyze the participation of TL in pathology in our model, we have studied the T cell
receptor VB (TCRVp) repertoire in different tissues of chronically-infected mice.
Overexpression of TCRV 13 and underexpression of TCRV 14 segments were observed
in spleen of infected mice, suggesting that these peripheral TCRV[ usages can be markers
of infection. In PNS tissues, it was deteceted a high number of segments expressed in the
target organ of damage, reflecting the strong inflammatory infiltrate. There was an over
representation of TCRV[3 9 segment in sciatic nerve and spinal cord in RA- and in skeletal
muscle in CA-l-infected mice, showing a differential expression pattern between the target
organ of disease and the peripheral repertoire.

The sequence polymorphism analysis of the CDR3 region of over-expressed TCRV[(9
segments showed a high proportion of identical clones in sciatic nerve and spinal cord in
RA-infected mice, that could denote the presence of autoreactive TL. Moreover, the
elevated production of pro-inflammatory cytokines in situ suggests that the local immune
response is contributing to the severe pathology observed in those organs. On the other



hand, clonal dominance was observed in TCRV[B9 segments not-over-expressed in the
tissues that are not the main target of damage for each 7. cruzi strain. This fact, together
with the fail to induce damage by passive cell transfer in these tissues, the presence of
parasite in situ and the low production of TNFa and IL-6, suggest that the the main clones
are directed to parasite antigens and contribute locally to the control of the infection.
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Introduccion




1- Agente etiologico, ciclo de vida y epidemiologia

Schizotrypanum cruzi es el nombre con el cual el cientifico brasilero Carlos Chagas bautizo
al protozoario que descubrié en la sangre de nifios, animales domésticos y en el insecto
Panstrongylus megistus en zonas rurales del estado de Minas Gerais en 1909. Actualmente,
el agente etiologico de la enfermedad de Chagas se conoce como Trypanosoma cruzi,
parasito protozoario flagelado perteneciente al orden Kinetoplastida. Los microorganismos
de este orden se caracterizan por la presencia de una estructra citoplasmatica denominada
kinetoplasto que contiene aproximadamente el 20% del total de ADN y cuya ubicacion
relativa con respecto al nicleo permite identificar a los estadios extracelulares. El parasito
alterna en su ciclo de vida entre un huésped definitivo vertebrado mamifero y un insecto
hematdfago vector de la familia Reduviidae. Presenta diferentes estadios que le permiten
adaptarse a los diferentes habitats:

Esferomastigote: de forma esférica con un largo flagelo rodeando el soma; estadio
replicativo presente en el intestino anterior del vector (revisado por Tyler y Engman, 2001).
Epimastigote: de forma alargada, presenta el kinetoplasto en posicion anterior con respecto
al nacleo y el flagelo libre en casi toda su extensidn. Se encuentra en el intestino medio del
vector donde constituye la forma replicativa.

Tripomastigote: de forma alargada, presenta el kinetoplasto posterior al nicleo. Debido a
que el flagelo nace en la proximidad del kinetoplasto, emerge por un costado del soma del
parasito y lo recorre por debajo de la membrana citoplasmatica para liberarse finalmente

por el extremo anterior, da la imagen de una membrana ondulante extensa. Este estadio es
incapaz de dividirse y se encuentra en la ampolla rectal del vector (metaciclico) y en la
sangre del mamifero (circulante).

Amastigote: de forma esférica u ovalada, con flagelo poco aparente. Es de localizacion

intracelular en el huésped mamifero donde representa la forma replicativa.

La infeccidon del insecto vector con 7. cruzi se produce cuando éste se alimenta con la
sangre de un mamifero que posee tripomastigotes circulantes. Dentro del tubo digestivo del
triatomineo, el tripomastigote se diferencia a esferomastigote y luego éste a epimastigote;
ambas formas se multiplican por fision binaria en el intestino medio. El epimastigote

progresa hasta el intestino posterior donde continia multiplicandose; luego se diferencia a



tripomastigote metaciclico, que no se multiplica y se aloja en la ampolla rectal. Después de
picar a un mamifero para alimentarse, el vector infectado deposita en piel o mucosas las
heces conteniendo tripomastigotes metaciclicos con capacidad infectiva. El parasito penetra
por lesiones en la epidermis o por mucosas e invade las células dendriticas de la piel y
fibroblastos del tejido subcutaneo. Durante el proceso de invasion celular, los lisosomas de
la célula del mamifero se concentran en el punto de adhesion del parasito. Los lisosomas se
fusionan con la membrana plasmatica formando un compartimento vacuolar que permite la
entrada del parasito. La acidificacion de la vacuola parasitéfora activa la secrecion de una
porina parasitaria que facilita la salida del tripomastigote de la vacuola. Posteriormente se
diferencia a amastigote el cual se multiplica en el citoplasma celular formando un
pseudoquiste. En altas densidades, los amastigotes se diferencian a tripomastigotes
circulantes, los cuales generalmente escapan del pseudoquiste al torrente sanguineo y son
capaces de invadir nuevas células. Ocasionalmente, células que se lisan prematuramente
también pueden liberar amastigotes, los cuales excepcionalmente pueden ser observados en
sangre durante la fase aguda de la infeccion (revisado por Tyler y Engman, 2001). El
parasito es capaz de invadir distintas células y tejidos: preferentemente afecta corazon,
musculo esquelético, sistema fagocitico-mononuclear, aparato digestivo y sistema nervioso.
El ciclo se cierra cuando el tripomastigote circulante es succionado por una vinchuca sana

mientras se alimenta.

Actualmente la enfermedad de Chagas afecta a 16- 18 millones de personas en el continente
americano y se considera que 100 millones estan en riesgo de infeccion (Moncayo, 1997).
Como enfermedad enzodtica, se extiende desde la latitud 42°N en California hasta el
paralelo 43°S en la patagonia, que es la zona de distribucion del vector. Campanas
sostenidas de fumigacion de viviendas en zonas rurales pronostican el control de la
transmision de la enfermedad de Chagas por la via vectorial (Moncayo, 1997). Otras
formas de infeccion como la transfusional, congénita o por transplante de 6rganos han
cobrado mayor importancia relativa y la enfermedad esta lejos de ser erradicada, al menos

en las proximas décadas.



2- Estadios clinicos y patologia

2. a- Fase aguda

La infeccion reciente generalmente no es evidente ya que los signos y sintomas son tan
leves e inespecificos que no se asocian con la infeccion por T. cruzi. La caracteristica
principal de esta fase es la presencia de parasitos circulantes facilmente detectables en
sangre por métodos directos, que son los de eleccion para realizar el diagndstico. En los
casos en que el periodo agudo presenta signos patognomonicos de infeccion puede
reconocerse el sitio de entrada del parasito por la presencia del chagoma de inoculacién que
es a menudo acompaiiado por la inflamacién de nddulos linfaticos satélites. También
pueden detectarse fiebre y hepato-esplenomegalia. Excepcionalmente y con mayor
frecuencia en nifios pequefios, la fase aguda tiene un curso mas grave evidenciado por
miocarditis aguda o meningoencefalitis que puede desencadenar la muerte del paciente
(revisado por Rassi y col, 2000).

Adn sin mediar tratamiento médico la mayoria de los individuos infectados se recuperan de
la fase aguda, la cual culmina cuando la parasitemia disminuye a niveles dificilmente
detectables por métodos de diagnostico directo convencionales como consecuencia de la

respuesta inmune del huésped.

2. b- Fase latente o indeterminada
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Laranja y col (1956) definieron claramente el concepto de esta etapa al seiialar: “...el

periodo asintomatico descripto como forma indeterminada comprende un tiempo
prolongado, generalmente entre 10 y 20 afios, entre el final de la fase aguda y el
establecimiento de las lesiones [cardiacas] en la etapa crénica. Durante este periodo latente
asintomatico los individuos deben ser considerados como pertenecientes a la categoria de
potenciales enfermos cardiacos. En las dreas endémicas este grupo indeterminado es el mas
numeroso dentro del total de pacientes infectados con T. cruzi (...) y su importancia radica
en los aspectos epidemioldgicos.¥”’ ya que constituyen un reservorio importante de la
infeccion y contribuyen a mantener el ciclo de vida del parasito.

El criterio utilizado para clasificar a los pacientes en esta etapa es el siguiente:



- serologia positiva para Chagas

- ausencia de signos y sintomas de enfermedad
- electrocardiograma normal

- radigrafia de torax normal

- examen del aparato digestivo normal

2. ¢c- Fase cronica

Diez 0o mas afios luego del inicio de la infeccidon un porcentaje variable de individuos
desarrollara manifestaciones cardiacas y/o digestivas, dependiendo del area geografica, que
caracterizan el estadio cronico de la enfermedad. La cardiopatia cronica, detectada en el
27% de la poblacion infectada, es la mas frecuente y sus sintomas mas comunes son disnea
y palpitaciones. Los casos “leves” son compatibles con alteraciones del electrocardiograma
como por ejemplo bloqueo completo de rama derecha y/o hemibloqueo anterior izquierdo,
latidos ventriculares unifocales prematuros y cambios primarios de la onda T. En los casos
severos se detecta bloqueo atrioventricular, latidos prematuros frecuentes y multifocales y
fibrilacion atrial en el electrocardiograma, alteraciones que acompafian generalmente
agrandamiento del 6rgano (Schmuiiis, 1994).

Las manifestaciones digestivas, como megacolon o megaeséfago, se han comunicado
principalmente en pacientes de la parte central de Brasil, donde la prevalencia de esta
patologia es tres veces mayor que en otros paises americanos. Las manifestaciones mas
frecuentes son disfagia y odinofagia, con los subsiguientes signos de malnutricion

(Schmuiiis, 1994).



3- Compromiso del sistema nervioso en la enfermedad de Chagas

Desde las primeras descripciones, la enfermedad de Chagas fue relacionada con
alteraciones del sistema nervioso (SN). Las descripciones histopatoldgicas de Vianna en
1911 establecieron el compromiso del sistema nervioso central (SNC) en la fase aguda de la
infeccion por T. cruzi. En 1916, Carlos Chagas describio el compromiso difuso del tejido
nervioso en esta fase de la enfermedad y menciono el parasitismo de células localizadas en
el cerebro, cerebelo, nicleos de la base, tronco y médula espinal. La mayoria de los
parasitos se hallaban en macréfagos y células gliales y solo raras veces en neuronas. Segin
Koberle (1968) la intensa denervacion central y periférica observada en la fase aguda de la
enfermedad seria la base racional para explicar las manifestaciones clinicas observadas en
la fase cronica, incluyendo las megavisceras y cardiomiopatia.

Existen numerosos trabajos que demuestran alteraciones anatéomicas y funcionales en el
sistema nervioso auténomo simpatico y parasimpatico en pacientes con patologia cronica
digestiva o cardiaca (revisado por Lazzari, 1994). Las lesiones del tracto digestivo se
relacionan con grados variables de destruccion de las células del sistema nervioso

intrinseco y un proceso inflamatorio. La denervacion parece ser un fendmeno importante en
la patologia de la enfermedad de Chagas y la degeneracion de neuronas también se observa
en los ganglios parasimpaticos del corazén de pacientes chagasicos; esto sostiene la teoria

neurogénica que explica la cardioneuropatia chagésica (revisado por losa, 1994).

En pacientes con infecciéon cronica se ha descripto compromiso del sistema nervioso
periférico (SNP) en el 3% de la poblacion total latinoamericana (Moncayo, 1997). En 1977
de Faria y col comunicaron alteraciones en el registro electromiografico con disminucién
del nimero de unidades motoras funcionantes. En nuestro pais, Sica y su grupo estudiaron
995 pacientes y evidenciaron anomalias del SNP en mas del 10% de la poblacion infectada
(revisado por Sica y col, 1995). Entre las alteraciones registradas se observé denervacion
parcial de alguno(s) de los muasculos (mas frecuentemente en miembros inferiores)
evidenciada en ensayos electromiograficos por disminucion de unidades motoras
funcionantes (revisado por Sica, 1994). El tamafio de las unidades motoras remanentes

estaba aumentado en relacion a los controles lo cual sugeria que la denervacion habia sido



compensada por reinervacion de las fibras musculares por colateralizacion axonal a partir
de axones indemnes (Sica y col, 1979). Esto fue confirmado por hallazgos histologicos que
mostraban la existencia de agrupamiento de fibras musculares (Sica y col, 1979; Taratuto y
col, 1978).

El estudio del comportamiento de los nervios mostré reduccion en los valores de
conduccion y al medir la amplitud del potencial sensitivo mas de un tercio de los enfermos
mostraba valores reducidos en cualquiera de los niveles estudiados a lo largo del nervio
(Sica y col, 1986; Sica y col, 1991). Estas observaciones permitieron incluir al tronco
nervioso como uno de los sitios de lesion ya que las alteraciones encontradas evidenciaban
la desmielinizacion del nervio y la pérdida axonal. En el estudio histologico del nervio
safeno externo se observé pérdida de fibras mielinicas, existencia de cubiertas mielinicas
delgadas en relacion con el diametro axonal y presencia de grupos de axones de bajo
diametro (Sica y col, 1986).

La transmision entre el nervio y el musculo también se vio afectada ya que se registro
disminucion o incremento de la amplitud de la respuesta luego del estimulo repetitivo a

intensidad supramaxima (Garcia-Erro y col, 1989).

4- Modelo murino de infeccion y patologia en el arco médula espinal-

nervio cidtico-musculo esquelético

En nuestro laboratorio se ha desarrollado un modelo experimental en raton que reproduce
adecuadamente las alteraciones encontradas en humanos como consecuencia de la infeccion
por T. cruzi en los distintos niveles de la unidad motora (médula espinal, nervios motores y

sensitivos, placa mioneural y musculo esquelético).

El primer modelo estudiado se obtuvo infectando ratones exocriados Rockland con
tripomastigotes de la cepa no letal CA-l. Estudios electromiograficos e histologicos
permitieron confirmar procesos denervatorios y reinervatorios en la placa neuromuscular,
miositis con compromiso perivascular, neuritis intramuscular, neuropatias inflamatorias con

fibras desmielinizadas y degeneracion axonal en animales créonicamente infectados



(Gonzalez Cappa y col, 1987). Estudios posteriores demostraron compromiso muscular
primario, evidenciado por disminucion de la duracién y amplitud de los potenciales de

unidad motora, desde tiempos tempranos post-infeccion (15 dpi) (Losavio y col, 1989).

Otros investigadores también estudiaron la histopatologia neuromuscular en modelos
murinos de enfermedad de Chagas. Said y col (1985) trabajando con ratones C3Hy CBA y
con parasitos de la cepa CL describieron la presencia de infiltrados granulomatosos
perivasculares asociados con lesiones por pérdida de mielina en fibras nerviosas adyacentes
y destruccion de fibras, vasculitis e infiltrados de caracteristicas similares en musculo.
Molina y col (1987) trabajando con ratones C3H y parasitos de la cepa Tulahuén también
puntualizaron diversas alteraciones en las fibras musculares y en la union neuromuscular,
neuropatia inflamatoria, desmielinizacion, degeneracion axonal e infiltrados inflamatorios
en médula espinal asociados con destruccion tisular. En un estudio disefiado para evaluar la
funcionalidad del nervio ciatico, Losavio y col (1993) detectaron disminucion de la
amplitud y aumento del tiempo de latencia del potencial de accién del nervio ciatico
(PAN). Estos hallazgos sugieren que el nimero de axones funcionantes dentro del nervio
esta disminuido y que la vaina de mielina que lo recubre esté dafiada; esto ultimo concuerda
con las diversas publicaciones que indican un proceso desmielinizante en la infeccion

cronica por T. cruczi.

Con el objetivo de encontrar un método sencillo que permitiera evaluar el compromiso
denervatorio o muscular primario en la infeccion experimental por T. cruzi, Sanz y col
(1991) estudiaron los efectos sobre los potenciales de unidad motora (PUMs) de distintas
asociaciones entre cepas parasitarias (Tul, CA-l, RA) y murinas (C3H/HeN, C57BI, Balb/c,
Swiss, NIH). Las evaluaciones electromiograficas (EMG) demostraron aumentos en la
amplitud, duracion y nimero de fases de los PUMs en las asociaciones Tul-C3H/HeN, Tul-
C57Bl y RA-C3H/HeN sugiriendo reinervacion de fibras musculares, previamente
denervadas, por colaterales provenientes de axones sanos, lo que indica claramente daiio
neurdgeno. Por otro lado, animales C3H/HeN y NIH crénicamente infectados con la cepa
CA-l evidenciaron disminuciones de la amplitud y duracién y aumento del namero de fases

de los PUMs, lo que indica un dafio muscular primario (Sanz y col, 1991). De acuerdo a



estos resultados, la deteccion sistematica de lesiones EMG en ratones endocriados
C3H/HeN lo sefialan como el modelo animal mas adecuado para el estudio de las

alteraciones del SNP inducidas por la infeccion con T. cruzi.

Estudios histopatologicos realizados a distintos tiempos post- infeccion en misculo
esquelético, nervio ciatico y médula espinal en ratones C3H/HeN infectados con las cepas
RA y CA-| permitieron corroborar los hallazgos electrofisioldgicos previos (Mirkin y col,
1994). En animales infectados con la cepa RA se observaron infiltrados leves a los 15 dpi
(infeccion aguda) y moderados a los 120 y 270 dpi principalmente compuestos por células
mononucleares en muisculo esquelético. También se registraron vasculitis, infiltrados
perivasculares y —en el periodo crénico tardio (270 dpi)- obstruccion vascular con signos
miopaticos moderados. En el mismo tejido pero en animales infectados con la cepa CA-l se
detectaron infiltrados leves y moderados a los 15 dpi asi como vasculitis, infiltrados
perivasculares, obstruccion vascular y cambios miopaticos severos (centralizacion nuclear,
necrosis, splitting, etc.) en animales con infeccion créonica.

La histologia del nervio ciatico revel en epi- y endoneuro infiltrados perivasculares leves a
moderadas e infiltrados perivasculares en animales con infeccion aguda o cronica temprana
(120 dpi) con la cepa RA. A los 270 dpi, se detectaron infiltrados intensos, camaras de
digestion de mielina y degeneracion axonal. Por el contrario, en animales infectados con la
cepa CA-l solo se hallaron infiltrados leves en nervio a los 15 y 120 dpi principalmente en
peri- y endoneuro e infiltrados moderados a los 270 dpi. Asi mismo, en médula espinal en
ratones infectados con la cepa RA se detectaron infiltrados leves a los 15 dpi, moderados a
los 120 e intensos a los 270 dpi mientras que los infectados con CA-I presentaron

infiltrados leves en todos los tiempos estudiados (Mirkin y col, 1994).

El fenotipo celular predominante en los infiitrados inflamatorios también dependi6 de la
cepa de T. cruzi, del tejido y del tiempo post-infeccién (Mirkin y col, 1994). Los rasgos
mas destacados en la infeccion por la cepa CA-l fueron el predominio de linfocitos T CD4
en musculo esquelético durante la fase aguda y crénica temprana y la presencia de
linfocitos B con IgM de superficie en la fase cronica en todos los tejidos. Las caracteristicas

mas relevantes de la infeccion con RA fueron el predominio de linfocitos T CD8 en tejido



nervioso durante todo el curso de la infeccion, y la presencia de células NK en tejido

muscular y células CD4” CD8’ en tejido nervioso, durante la fase cronica.

5- Patogenia de 1a enfermedad de Chagas

La presencia de infiltrados celulares mononucleares de importante magnitud, asociada a la
escasa presencia de parasitos y de antigeno parasitario en las lesiones cardiacas y del
sistema nervioso periférico en la fase cronica de la enfermedad, indujo a muchos grupos de
investigacion a evaluar si la respuesta inmune desencadenada por el parasito era, al menos
en parte, responsable de la patologia observada. Numerosas lineas de investigacion
desarrolladas tuvieron como objetivo determinar de qué manera la inmunidad humoral o

celular estaban involucradas en la patogenia de la enfermedad de Chagas.

5. a- Evidencias indirectas de la participacion de mecanismos

autoinmunes en la patologia chagasica crénica

5. a. 1- Activacion policlonal

Estudios realizados en el modelo murino de infeccion por 7. cruzi demuestran que existe
una activacion indiscriminada de linfocitos durante la infeccion aguda, que abarca
componentes humorales y celulares (Minoprio y col, 1989a). La respuesta inmune humoral
es policlonal e inespecifica ya que la mayoria de los linfocitos B activados no reconocen
antigenos de T. cruzi (Minoprio y col, 1988). Ademas, la mayor parte de estas células B —
que secretan anticuerpos de isotipos 1gG1 e 1gG2- reaccionan con antigenos propios del
huésped como miosina, ADN, mioglobina, queratina, etc. (Minoprio y col, 1988, 1989a y
b; Spinella y col, 1990, 1992). En un caso de infeccién accidental por 7. cruzi, Grauert y
col (1993) encontraron un marcado incremento de los niveles séricos de lgs durante la fase
aguda. Se observo activacion policlonal de IgG, IgM e IgA detectandose reactividad no

s6lo hacia antigenos parasitarios sino también hacia laminina, tubulina, BSA, etc. Sin



embargo, la activacion policlonal que en el modelo murino se ha comunicado que puede
persistir ain durante la fase crénica de la enfermedad (D Imperio Lima y col, 1986), no ha

sido registrada en casos humanos con enfermedad de Chagas crénica (Grauert y col, 1993).

Con respecto a la activacion policlonal T, se ha demostrado su existencia, al menos en el
modelo murino (D'lmperio Lima y col, 1985). Minoprio y col (1986 a; b) comunicaron
actividad proliferativa aumentada de linfocitos L3T4" (CD4) y Lyt 2* en bazo y ganglios
linfaticos de ratones con infeccion aguda. Una parte de los linfocitos Lyt2+ activados
policlonalmente presentaron capacidad para diferenciarse a LT citotoxicos efectores.

Las explicaciones para interpretar la activacion policlonal incluyen la produccion de
mitégenos no especificos por parte del parasito y la posible delecion y/o modificacion de la
funcién de células inmunorregulatorias (Minoprio y col, 1989 a, b; Minoprio, 2001). La
consecuencia de la activacion policlonal inespecifica ha llevado a sostener una de las
hipdtesis que explican el fendmeno autoinmune de la patologia chagasica cronica. La
infeccién parasitaria produciria desarreglos en las redes de inmunorregulacion, llevando a
una disminucion de la tolerancia hacia antigenos propios y a una activacion inespecifica de

clones autorreactivos.

5. a. 2- Anticuerpos y linfocitos T reactivos contra antigenos tisulares del

huésped

Los primeros trabajos que demostraron la presencia de anticuerpos autorreactivos, y por
ende hicieron referencia a la participacion de mecanismos autoinmunes en la enfermedad
de Chagas, fueron publicados en la década del 70. En dichos trabajos se describia la
presencia de anticuerpos reactivos contra antigenos de endocardio, vasculares e
intersticiales (EV1) (Cossio y col, 1974) y contra vainas de Schwan de nervios periféricos
(Khoury y col, 1979) en sueros de pacientes con infeccion por T. cruzi. Sin embargo, afios
mas tarde los mismos autores se retractaron al advertir que la reactividad observada era
consecuencia de ensayar los sueros humanos frente a tejidos no humanos (Khoury y col,

1983). A pesar de esto, ya el primer trabajo habia logrado llamar la atencion de la



comunidad cientifica en relacion con la participacion de mecanismos autoinmunes en la
enfermedad de Chagas. En 1979, Ribeiro dos Santos y col. demostraron la presencia de IgG
en el 83% de los sueros de pacientes con infeccion crénica (n=230) capaces de reaccionar
con tejido nervioso simpatico, parasimpatico y/o central humano y de otras especies
(aunque en estos casos tuvieron la precaucidn de adsorber los anticuerpos heterofilos). En
el trabajo mencionado, los autores no encontraron relacion entre la reactividad hacia
antigenos de sistema nervioso y el estado clinico de los pacientes ni consiguieron evitar la

autorreactividad por adsorcion de los sueros con antigenos parasitarios.

Posteriormente, aparecieron numerosos trabajos en la literatura especializada que daban
cuenta de la presencia de anticuerpos reactivos contra distintos antigenos de sistema
nervioso (Gea y col, 1993; Tekiel y col 1997), misculo esquelético (McCormmick y
Rowland, 1993; Laguens y col, 1994; Tekiel y col, 1997) y corazéon (McCormick y
Rowland, 1989; Tibbets, 1994, Tekiel y col, 1997). Si bien en la mayoria de estos trabajos
no se identificaba un antigeno determinado, su relevancia radica en demostrar cuales son
los principales tejidos blanco de la respuesta humoral autorreactiva durante el curso de la
infeccién. Mas aun, tanto Tibbets y col (1994) como Tekiel y col (1997) demostraron la
presencia de una importante respuesta autorreactiva anti-corazon y anti-sistema nervioso,
respectivamente, desde tiempos tempranos de la infeccion cuando la respuesta inmune
especifica anti-parasitaria no habia sido montada por el huésped.

Otros investigadores describieron reactividad de sueros de pacientes o animales infectados
contra antigenos mas definidos: proteinas ribosomales (Levin y col, 1989), proteinas
asociadas a microtubulos (Kerer y col, 1991), histonas y ribosomas (Bonfa y col, 1993),
entre otras. Es sabido, sin embargo, que una gran cantidad de moléculas han permanecido
sin cambios o0 se han modificado minimamente durante el proceso evolutivo y por ello la
capacidad de que anticuerpos autorreactivos participen activamente en el proceso
patogénico de la enfermedad de Chagas crénica debe ser probada debidamente. Por
ejemplo, Bonfa y col. (1993), detectaron anticuerpos reactivos anti-histonas en el 12% de
los sueros ensayados y un porcentaje todavia menor contra ribosomas. Siendo estos
antigenos altamente conservados entre especies, resta determinar el papel fisioldgico de

esta reactividad teniendo en cuenta principalmente la baja proporcién de sueros reactivos.



Asi mismo, se ha demostrado que linfocitos de pacientes infectados con T. cruzi son
capaces de proliferar en presencia de extractos de corazon humano (Todd y col, 1983;
Mosca y Plaja, 1981). En 1989, Rizzo y col. demostraron que células de ganglios linfaticos
de animales cronicamente infectados proliferaban in vitro cuando eran incubados con
miosina de musculo esquelético. Por otro lado Mirkin y col. (1997) demostraron que LT
CD4 y CDS8 de animales cronicamente infectados con la cepa RA proliferaban intensamente
frente a antigenos de sistema nervioso pero no frente a antigenos de musculo esquelético
mientras que LT de ratones infectados con la cepa CA-I proliferaban escasamente frente a

antigenos nerviosos y musculares.

5. a. 3- Mimetismo molecular

Otra posible explicacion de la autorreactividad encontrada en la enfermedad de Chagas es
la existencia de mimetismo molecular entre antigenos del parasito y el huésped. El
mimetismo molecular seria la causa por la cual las respuestas celular y humoral
inicialmente dirigidas contra antigenos parasitarios, reaccionarian contra antigenos propios.
A partir de la década del "80 distintos grupos de investigacion detectaron epitopes de
reactividad cruzada entre componentes de 7. cruzi y de sistema nervioso (Wood y col,
1982; Snary y col, 1983; Petry y col, 1987; Van Voorhis y Eisen, 1989), masculo (Zwriner
y col, 1994), receptores [B-adrenérgicos (Ferrari y col, 1995), cadena pesada de miosina

cardiaca (Cunha Neto y col, 1995), etc.

Relevancia particular tuvo el trabajo de Van Voorhis y Eisen (1989) que identifico una
proteina flagelar de tripomastigotes de 160 kDa (FI-160) que presenta mimetismo
molecular con una proteina de sistema nervioso de 48kDa; el epitope compartido fue
mapeado en una secuencia de 12 aminoacidos (Van Voorhis y col, 1991). Sin embargo, el
analisis detallado de la reactividad cruzada entre la proteina parasitaria y nerviosa sélo fue
realizado en sueros de 2 pacientes cronicamente infectados y no hay datos acerca del
porcentaje de sueros que reaccionan con el polipéptido de 48kDa pero no con el epitope de

reactividad cruzada de 12aa. Mas ain, los ensayos de inhibicidon de la reactividad contra



nervio luego de la incubaciéon con FI-160 fueron desarrollados utilizando anticuerpos
purificados anti-FI-160 o anticuerpos humanos anti-48 inmunoselecionados.

En nuestro modelo experimental, mas del 80% de sueros de animales infectados evaluados
por western blot presentaron reactividad contra antigenos de sistema nervioso y el 42% dc
los mismos detectd una banda de 48kDa. Sin embargo, cuando se ensayo si los anticuerpos
dirigidos contra el antigeno de 48kDa detectaban el epitope de reactividad cruzada
utilizando las proteinas recombinantes FI-160 y 48 X, solo 9/25 sueros reconocieron el
epitope de 12 aa responsable de la reactividad cruzada entre ambas moléculas. Esto indica
que los epitopes reconocidos por la mayoria de los sueros son distintos del postulado como
de reaccion cruzada (Tekiel y col, 1997). Los anticuerpos dirigidos hacia la proteina Fl-160
o el péptido de 12 aa tampoco pudieron ser asociados con formas cardiacas ¢ digestivas de
la enfermedad (Cetron y col, 1992). En resumen, la existencia de mimetismo molecular
entre antigenos de 7. cruzi y su huésped mamifero no necesariamente implica una relacién

directa con la patologia observada en la fase crénica de la enfermedad.

5. b- Evidencias directas de la participacion de mecanismos autoinmunes

Como se mencion6 anteriormente, la existencia de mimetismo molecular entre antigenos de
T. cruzi y de organos blanco de dafio, la escasez de parasitos en asociacion con la
importante presencia de infiltrados linfocitarios en los sitios de lesion y la respuesta inmune
(T y B) autorreactiva detectada durante la infeccion, son hechos que apoyan la participacion
de mecanismos autoinmunes en la patogenia de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, los
criterios que deben cumplirse para clasificar una determinada etiologia como
autoinmunitaria incluyen también la demostracion directa de que es la respuesta anti-lo
propio la que media el dafio tisular. Esto abarca, por ejemplo, la capacidad de inducir la
enfermedad in vivo mediante transferencia pasiva de células o suero en ausencia de
parasitos, la capacidad de células o anticuerpos de daiiar o alterar la funcionalidad de los
tejidos in vitro, la posibilidad de aislar células T autorreactivas que infiltran el 6rgano

blanco de lesion y el uso restringido de segmentos variables del receptor de células T

(TCR) in situ (Rose y Bona, 1993).



5. b. 1- Participacion de anticuerpos en patogenia

El primer indicio en este sentido fue comunicado por Sterin-Borda y col (1976) quienes
observaron que preparaciones de auricula de rata incubadas con 1gG de suero de pacientes
infectados mostraban un incremento de la frecuencia de contractilidad. Trabajos posteriores
del mismo grupo demostraron la presencia de anticuerpos dirigidos hacia receptores
muscarinicos colinérgicos del miocardio con diferentes distribuciones entre pacientes
presentando (o no) sindrome disautondmico (Borda y col, 1984; Sterin-Borda y col, 1991).
Los anticuerpos anti-receptor tenian capacidad de alterar la funcionalidad de los mismos,
involucrando en algunos casos la transducciéon de sefiales y actividad de segundos
mensajeros (ej. AMPc, GMPc) (Goin y col, 1997). Elies y col (1996) demostraron la
existencia de una alta prevalencia de anticuerpos dirigidos contra el receptor muscarinico
M2 y —en menor medida- contra receptores 31 y 2 adrenérgicos en suero de pacientes
infectados utilizando péptidos correspondientes a los rulos extracelulares de diferentes
receptores cardiacos. In vitro, 1gG de estos pacientes mostraron un efecto cronotropico
positivo sobre cardiocitos de rata de cultivo como consecuencia de la activacion de
receptores [31-adrenérgicos y muscarinicos. Por otro lado, de Oliveira y col (1997) llegaron
a resultados similares, mostrando que sueros de pacientes chagasicos eran capaces de
disminuir la frecuencia cardiaca y/o bloquear la conduccién auriculo-ventricular en un
sistema in vitro utilizando corazones de conejos. El mismo grupo posteriormente demostré
que el efecto fisiologico sobre la contractilidad cardiaca era bloqueado por los péptidos PO
y P2B derivados de la proteina ribosomal P de T. cruzi que poseen homologia con el
segundo loop extracelular del receptor muscarinico (Ferrari y col, 1995; Masuda y col,
1998). Ademas, Lopez Bergami y col (1997) lograron reproducir las alteraciones
electrocardiograficas tipicas de la infeccion cronica por T. cruzi al inmunizar animales con
el péptido Tc P2PB. Esto se correlacionaba con una respuesta humoral anti-P aunque la
inmunizacion no logré inducir lesiones cardiacas con presencia de infiltrados inflamatorios

que acompaiiasen el trastorno electrofisiologico.
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5. b. 2- Participacion de LT en patogenia

En 1978 Teixeira y col demostraron que linfocitos de pacientes infectados ejercian un
efecto citotoxico sobre células cardiacas fetales humanas. En 1985 Acosta y Santos Busch y
en 1988 Laguens y col. demostraron la accion citolitica de linfocitos de ratones infectados
sobre fibras miocardicas singeneicas, validando el modelo experimental en este aspecto.
Por transferencia de células CD4+ provenientes de animales cronicamente infectados se ha
logrado reproducir en los receptores lesiones mediadas por mecanismos de
hipersensibilidad en tejido nervioso (Said y col, 1985; Hontebeyrie-Joskowicz y col, 1987)
y cardiaco (Ribeiro dos Santos y col, 1992) in vivo. Utilizando el modelo de infeccion
C3H/HeN-RA o CA-I, Mirkin y col (1997) demostraron que los LT de ratones infectados
son capaces de transferir patologia, diferenciandose el fenotipo linfocitario efector y el
tejido blanco de dafio segun la poblacion parasitaria empleada en la infeccion de los
animales dadores de células. Una critica que puede hacerse a los experimentos de
transferencia de patologia, es que en los mismos se evalua el dafio en los receptores a
tiempos cortos post-transferencia. Por lo tanto, el efecto observado podria ser transitorio y
requerirse —para perpetuarlo- del estimulo parasitario persistente en el huésped receptor.
Cunha Neto y col (1996) reportaron que clones CD4+ aislados de corazén de pacientes con
enfermedad crénica proliferaban in vitro luego de la estimulacion con la cadena pesada de
miosina cardiaca o con la proteina recombinate B13 de T. cruzi, que en un trabajo previo
habian sido identificadas como antigenos de reactividad cruzada (Cunha Neto y col, 1995).
El hexapéptido responsable de la reactividad cruzada también era reconocido por la
mayoria de los sueros de pacientes que presentaban cardiomiopatia chagasica crénica pero
no por los de pacientes asintomaticos (Cunha Neto y col, 1995). En conjunto, estos
resultados sugieren un papel importante de la proteina B3 de T. cruzi en la patogénesis de
las lesiones cardiacas en la enfermedad de Chagas cronica y poseen la relevancia de haber
utilizado muestras humanas.

El mismo grupo de investigadores, estudié el repertorio Va y V[ del receptor de células T
(TCR) en linfocitos infiltrantes de lesiones cardiacas en muestras de pacientes, encontrando
que el repertorio Vaera mas restringido que el VB (Cunha Neto y col, 1994).
Posteriormente, Sunnemark y col (1998) utilizando un modelo murino que reproduce las

caracteristicas de la patologia cardiaca en humanos (CBA/HJ-Tulahuén) demostraron que



existia sobreexpresion de los segmentos TCRV 8.2 y TCRV] 8.3 en linfocitos infiltrantes
de corazon en ausencia aparente de parasitos mientras que no encontraron alteraciones en el
repertorio de linfocitos de bazo en animales infectados. El estudio del polimorfismo del
tamario de segmentos CDR3 (zona hipervariable del TCR involucrada en el reconocimiento
antigénico) para las familias VP 8.2 y 8.3 mostré distribuciones Gaussianas -indicativas de
policlonalidad- en bazo de animales controles e infectados mientras que el patron en
corazones de animales infectados reveld un perfil no-gaussiano. Estos resultados refuerzan
la nocién que para dilucidar los mecanismos involucrados en la patologia chagasica crénica
los mismos deben estudiarse en el/los drgano/s blanco de dafio. Ademas, la sobre-
representacion de determinados segmentos VP asociada al perfil alterado de distribucidn
del tamaifio del CDR3 en el sitio de lesidon son coherentes con hallazgos similares en otras
enfermedades mediadas por procesos autoinmunes (Kim y col, 1998 a y b). Cabe destacar
que los autores sostienen que no detectaron parasitos en corazon ni en ningun otro 6rgano
de los animales cronicamente infectados, aunque no indican la metodologia utilizada para

su busqueda.

5. c- Hipotesis no autoinmunes

Un punto de vista alternativo a la hipotesis autoinmune es el que sostiene que T. cruzi
persiste en el huésped infectado —particularmente en los sitios de lesion- y que esta
persistencia parasitaria es suficiente para el desarrollo de la enfermedad sin necesidad del
proceso autoinmune (Tarleton y Zhang, 1999).

Con el advenimiento de técnicas mas sensibles como inmunohistoquimica, hibridizacion in
situ 0 PCR para detectar la presencia del parasito en los organos blanco de dafio en
infecciones cronicas, diversos autores comunicaron correlaciones entre la presencia de
parasitos y dario tisular. Por ejemplo, en ratones C57Bl/6J infectados con la cepa Brazil se
hallaron parasitos en musculo esquelético pero no en corazén mientras que animales
C3H/He) infectados con la cepa Sylvio X 10/4 los parasitos persistian en corazon pero no en
musculo esquelético. En ambos modelos de infeccion, la lesion inflamatoria cronica solo se
manifiesta en los 6rganos donde se encontraron parasitos (Zhang y Tarleton, 1999). Jones y

col (1993) comunicaron que ADN de 7. cruzi fue hallado en autopsias de corazén de
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pacientes diagnosticados con cardiomiopatia chagasica cronica pero no en muestras
equivalentes de pacientes con serologia positiva sin cardiopatia. Hallazgos similares en
esofago fueron comunicados por Vago y col (1996).

Por otro lado, si el principal mecanismo inmunopatogénico de la enfermedad de Chagas
fuera autoinmunitario, la inmunosupresion durante el estadio crénico deberia reducir la
severidad de la enfermedad. Sin embargo, en pacientes con tratamientos inmunosupresores
para prevenir rechazos de transplantes o en pacientes con SIDA que cursan infeccion
cronica por 7. cruzi, se ha observado reactivacion de la infeccion (Rosenberg y col, 1992;
Rocha y col, 1994; Almeida y col, 1996). No obstante la mayoria de las reactivaciones dan
como resultado cuadros de meningoencefalitis que no se relacionan con las patologias
cardiaca o digestiva que se ven mas frecuentemente en pacientes inmunocompetentes. Sin
embargo, guardarian relacién si el érgano blanco del parasito fuera —también- el sistema
nervioso, al menos en los pacientes que presentan reactivaciones.

En el modelo murino pudo comprobarse que asociado al aumento de la carga parasitaria
como consecuencia de la inmunodepresion se observa un incremento de la inflamacion en
corazén y musculo esquelético (Andrade y col, 1987; Tarleton y col, 1994; Tarleton y col,
1996). Los autores interpretan esta paradoja como el resultado residual de la respuesta
inmune del huésped que es incapaz de controlar el crecimiento de la carga parasitaria pero
que es mas dramatica en intensidad y potencialmente mas daiiina por mecanismos que
tienden a compensar el bloqueo de un brazo de la respuesta inmune (Tarleton, 2001).
Excepciones al hecho de que bloqueando la respuesta inmune la severidad de la
enfermedad de Chagas empeora se han comunicado en ratones XID (deficientes en células
B CD5+) los cuales son capaces de controlar mas eficientemente la carga parasitaria en la
fase aguda y presentan infiltrados inflamatorios menos severos. Ya que éstos animales
presentan una respuesta Th1 mas potente, una interpretacion de estos resultados es que una
respuesta de tipo Th2 es crucial en el desarrollo de los infiltrados inflamatorios (Minoprio y
col, 1993). En el mismo sentido se ha demostrado que ratones Stat6 KO que carecen de
células Th2 maduras son altamente resistentes a la infeccién por 7. cruzi, presentan signos
de enfermedad menos severos en la fase cronica y menor carga parasitaria en masculo

esquelético y corazén (Tarleton y col, 2000).



Otro modelo interesante que apoya la hipétesis no-autoinmune es el que mostrd que
corazones transplantados en la oreja de animales cronicamente infectados persiten
funcionales y sin signos de infeccion o enfermedad por mas de un aito en el animal receptor
(Tarleton y col, 1997). Por el contrario, si los corazones son transplantados durante el
periodo agudo (cuando hay parasitos circulantes) los mismos se infectan y presentan
infiltrados inflamatorios. Los autores sostienen que la falta de parasitismo en los corazones
transplantados, a pesar de la persistencia parasitaria en el huésped, es el resultado de la
respuesta inmune que confina la infeccion a tejidos especificos (Tarleton y col, 1997). En
contraposicion con estos resultados, Ribeiro dos Santos y col (1992) mostraron que el
transplante de corazones singeneicos en ratones cronicamente infectados eran rechazados
por mecanismos autoinmunes.

A pesar de sostener que esencialmente todos los aspectos de la enfermedad de Chagas estan
ligados a la persistencia parasitaria en el huésped crénicamente infectado, quienes sostienen
la hipdtesis no autoinmune no niegan la existencia de una importante respuesta
autoinmunitaria que consideran importante en el desarrollo de la enfermedad (Tarleton y
Zhang, 1999). Los autores respaldan la hipétesis del “peligro” en la cual la presencia de
sefiales de peligro (en este caso la infecciéon por T. cruzi), potenciaria la expresion de

moléculas coestimulatorias que podrian activar células T anti- T. cruzi y anti- propias.



Hipotesis: Poblaciones de T. cruzi con diferencias en morfologia, tropismo, virulencia,
inmunogenicidad, etc., como son las cepas RA y CA-I, tienen capacidad para inducir dario
por mecanismos diferentes y en distintos tejidos blanco,; parte de este daro esta mediado
por procesos autoinmunes. El conocimiento de los factores y mecanismos inmunologicos
involucrados en el proceso patogénico desencadenado por la infeccion con ambas cepas de
T. cruzi, permitiria evaluar la factibilidad de aplicar nuevas estrategias para abordar el
tratamiento y/o prevencion de esta parasitosis.

Objetivo General

Estudiar los mecanismos inmunoldgicos involucrados en la patogénesis de la enfermedad
de Chagas a nivel de sistema nervioso periférico (arco médula-nervio-musculo). Se utilizara
como modelo de infeccion experimental la asociacion raton C3H/HeN y dos cepas de T.

cruzi (RA y CA-l) con tropismo tisular diferencial.

Objetivos Particulares

A. Participacion de factores humorales en patogenia

I. Determinar la reactividad de sueros de ratones infectados con las cepas RA y CA-l de
T. cruzi frente a antigenos de T. cruzi y de sistema nervioso del huésped murino.

2. Estudiar el efecto en la conductividad del nervio ciatico y en la produccién de dafo
histologico de la transferencia a receptores singeneicos de sueros de animales
infectados con la cepas RA y CA-l. Determinar si existe alguna relaciéon con la
deteccion de antigenos propios.

En caso de encontrar alteraciones electrofisiolégicas y/o histoldgicas, determinar qué

(93]

componente/s del suero estan involucrados.

B. Participacion de LT en la produccion de daiio:

1. Caracterizar la expresion de cadenas V3 del TCR en linfocitos infiltrantes de lesiones,
en ratones infectados con ambas cepas de T. cruzi. De encontrarse segmentos TCRV[3

sobreexpresados en tejidos blanco de dafio,
2. Analizar el polimorfismo de secuencia del CDR3 en los segmentos sobreexpresados.
3. Estudiar la produccién de citoquinas y la presencia de parasitos en los drganos en que

se caracterizo la expresidn de segmentos TCR Vf3.



Materiales y Métodos




Animales

Los animales usados en la presente Tesis fueron criados en el bioterio del Departamento de
Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina (UBA). Para el
mantenimiento de rutina de las cepas de Trypanosoma cruzi se utilizaron ratones machos
exocriados Rockland 6 CFI de 21-25 dias de edad. Para los protocolos de infeccion
experimental se emplearon ratones machos endocriados C3H/HeN (H-2*; Mls-1°2%) de 3-6
semanas segun requerimientos. Para los estudios de transferencia se utilizaron ratones de la
misma cepa de 2,5 - 3 meses de edad. En todos los casos los animales fueron mantenidos en

grupos de 4-6 animales por jaula, con agua y alimento balanceado ad libitum.

Cepas de T. cruzi, mantenimiento

La cepa RA, aislada de un caso agudo de enfermedad de Chagas (Gonzalez Cappa y col,
1981), es mantenida por pasajes semanales por inoculacion de 2 x 10° tripomastigotes
circulantes (trip) por via intraperitoneal (ip). La cepa CA-I, aislada de un paciente con
miocardiopatia chagasica cronica (Gonzalez Cappa y col, 1980), se mantiene por pasaje
cada 30-45 dias, por inoculacion ip de 2 x 10° trip.

Como rutina en nuestro laboratorio, los animales se sacrifican mediante anestesia con eter
etilico en el pico de la parasitemia y se obtiene sangre por puncidn cardiaca, en esterilidad.
Luego de la dilucion (generalmente 1/10) de una alicuota de la sangre obtenida y la lisis de
glébulos rojos, se realiza el recuento de parasitos en camara de Neubauer. Posteriormente,
la sangre se diluye a la concentracion deseada en buffer fosfato salino (PBS) pH 7,2
suplementado con 10% de suero homodlogo (PBS-suero) -para proteger a los parasitos de la
lisis espontanea luego de grandes diluciones- que se utiliza para infectar animales de

pasajes 0 de experimentacion (Katzin y col, 1977; Miiller y Gonzalez Cappa, 1985).

Infeccion de ratones de ensayos experimentales

Se inocularon 10-50 trip de la cepa RA por via intradermoplantar (idp) diluidos en PBS-

suero a ratones de 4-6 semanas 6 1x10° trip en PBS-suero de la cepa CA-I por via ip a
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ratones de 3-4 semanas. Estas vias e inoculos garantizan una alta tasa de infeccion y, para el
caso de RA, evitan la alta mortalidad de los ratones observada durante la fase aguda cuando
no media tratamiento farmacoldgico (Marin y col, 1993). Estos indculos, ademas, inducen
una respuesta inmune humoral dptima contra el estadio circulante del parasito (Miiller y
col, 1987). La infeccion fue confirnada por métodos directos (gota fresca o
microhematocrito) a los 10- 15 dias post-infeccion (dpi) (Freilij y col, 1983). Los animales
en los que no se detectaron parasitos circulantes fueron excluidos de los protocolos

experimentales.

A-Participacion de anticuerpos en la produccion de dano

A.l1- Sueros

Animales aguda y cronicamente infectados con las cepas RA y CA-l de T. cruzi fueron
sacrificados a los 15, 120 (4 mpi) y 270 (9 mpi) dpi. Sangre obtenida por puncion cardiaca
se incub6 30 min a 37°C y 30 min a 4°C para la formacion y retraccion del coagulo, que
luego fue separado por centrifugacion. Los sueros obtenidos se conservaron, fraccionados,
a —20°C. Sueros de animales no infectados, de igual sexo y edad que los infectados, se
utilizaron como controles.

Se estudio en los sueros la presencia de anticuerpos (Ac) frente a antigenos (Ag) de T. cruzi
y su reactividad in vitro frente a Ag conformacionales de nervio ciatico y masculo
esquelético. En una segunda etapa, los sueros previamente caracterizados, fueron
invectados en el epineuro de animales receptores normales en los cuales se evaluaron
parametros electrofisiologicos de conductividad nerviosa y se realizaron estudios
histopatologicos e inmunohistoquimicos (IHQ). Mezclas de los mismos sueros se utilizaron

para purificar 1gG.



A. 2- Purificacion de IgG

IgG total fue purificada a partir de conjuntos de sueros de animales infectados o de
controles utilizando columnas de afinidad de proteina G (Pharmacia). Los sueros fueron
diluidos 1:1 con buffer de pegado (fosfato de sodio 20mM, pH 7,0) y filtrados en
membranas con poro de 0,45um. Luego de equilibrar la columna con 3 ml de buffer de
pegado se aplicé la muestra. Se lavd la columna con S ml de buffer de pegado y se eluyo
con 5 ml de buffer de elucién (glicina-HC1 0,1M, pH 2,8). Las fracciones de elucion (1 ml)
se colectaron en tubos conteniendo 20pul de buffer de neutralizacion (Tris-HCI IM, pH 9).
La presencia y concentracion de IgG (generalmente eluida en el tubo 2) se determiné por
absorbancia a 280 nm y su pureza en geles de poliacrilamida 15%. La I1gG obtenida fue
desalada por dialisis, liofilizada y resuspendida a una concentracion final de 4 mg/ml. La
reactividad hacia Ag de nervio, luego de la purificacion, se constaté por IFI como se

describe mas adelante.

A. 3- Obtencion de antigenos parasitarios liberados (AgPL)

Se realizo segun lo descripto por Jazin y col, 1991. Brevemente, ratones infectados con la
cepa RA fueron sangrados a blanco en el pico de parasitemia y la sangre (3 ml) mezclada
con 5 ml de PBS- 1% BSA. El material fue centrifugado 5 min a 300g para bajar los
globulos rojos, se dejo reposar 10 min y se separ6 el sobrenadante conteniendo parasitos.
Se realizaron 2 lavados con PBS-1%BSA, el sedimento fue resuspendido en 700ul de PBS-
1%BSA y se incubé ! hr a 37°C. Se centrifugd la muestra 15 min a 9000 rpm vy el

sobrenadante conteniendo los Ag liberados por los parasitos (AgPL) fue separado.

A. 4- Serologia anti- T. cruzi

La reactividad de los sueros frente a Ag de T. cruzi se determind utilizando la técnica de
ELISA, independientemente de la confirmacion de la infeccion por métodos directos.

Placas de 96 pocillos fueron sensibilizadas con 15ug de homogenato total de epimastigotes
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de T.cruzi en 50pul de buffer carbonato pH 9,6, incubandolas toda la noche a 4°C. Los sitios
libres de las placas fueron bloqueados con PBS-Tween 0,01%- Leche descremada 5%
(PBS-T-L), durante | hr a 37°C. Los sueros problemas fueron incubados en diluciones
seriadas 1/50-1/1600 durante 2 hr a 37°C y luego de 5 lavados con PBS-Tween se agregoé el
Ac secundario (anti-IgG de raton) conjugado con peroxidasa en dilucion 1/2000 en PBS-T-
L. Se incubé durante 1 hr a 37'C, se realizaron los lavados correspondientes y se procedié
al revelado con 4 mg de OPD en 10 ml buffer citrato pH 5,0-5,2 en presencia de Sul de
agua oxigenada, por placa. La reaccion fue cortada por el agregado de H,SO4 IN y los
valores de densidad dptica de los distintos sueros fueron determinados en un lector de
placas de ELISA a 492 nm. Se investigaron posibles diferencias en la absorbancia para una
determinada dilucion entre sueros controles e infectados o entre sueros de animales

infectados con distintas cepas de T. cruzi utilizando la prueba estadistica ¢ de Student.

A. 5- Reactividad de sueros frente a antigenos conformacionales murinos

Musculo esquelético y nervio ciatico de animales normales fueron extraidos y congelados
inmediatamente en bafio de isopentano enfriado con nitrégeno liquido. Los tejidos fueron
montados en OCT y cortados en criostato en secciones de 4 um. Las secciones de tejidos
fueron secadas y fijadas durante 10 min en acetona fria (4°C) y se utilizaron
inmediatamente o se almacenaron a —20°C una semana como maximo. Los sueros de
animales infectados y controles (dil 1:50) se enfrentaron a los tejidos para buscar Ac
autorreactivos 1gG y/o 1gM mediante la técnica de inmunofluorescencia, utilizando Ac
secundarios conjugados con fluoresceina (FITC) (cabra anti- raton IgG 6 cabra anti-raton
IgM, dil: 1:40). La prueba de proporciones multiples pareadas fue utilizada para estudiar
posibles diferencias de reactividad entre sueros de animales infectados con una u otra cepa.

De acuerdo a la rectividad (o no) hacia Ag conformacionales los sueros fueron definidos

como Ne+ (reactivos contra nervio) 6 Ne- (no reactivos contra nervio).



A. 6- Ensayos de transferencia

Ratones singeneicos (C3H/HeN) de 2,5-3 meses de edad y 27-33 gr fueron utilizados como
receptores de trip de 7. cruzi, sueros de animales infectados o controles, IgG purificadas 6
AgPL. Los animales receptores fueron anestesiados con tri-bromoetanol 2% (0,15 ml/10 gr
peso) y, luego de rasurar el pelo de la pata posterior derecha del animal y esterilizar la zona
correspondiente con alcohol iodado, se realizo una pequefia incision en la piel y musculo
evitando cortar la vascularizacion. El nervio ciatico derecho expuesto fue inyectado bajo
lupa estereoscdpica en el epineuro con 30 pl utilizando una jeringa con aguja 30 gauge,
seglin lo descripto por Said y col (1985). La herida de los animales fue cerrada con hilo de
sutura quirargico de lino y desinfectada con alcohol iodado. Se constaté la recuperacion de
la anestesia de los animales vy la buena movilidad de la pata posterior derecha. A los 4-17
dias post-inyeccion (dpy) se realizaron estudios electrofisioldgicos e histopatoldgicos en los

receptores, luego de constatar la ausencia de abcesos por infecciones bacterianas.

A. 6. 1- Inyeccion de sueros: Sueros obtenidos de animales aguda o crénicamente
infectados con las cepas RA 6 CA-l de T. cruzi, cuya reactividad hacia Ag
conformacionales de nervio ciatico habia sido previamente caracterizada por IFI, se
transfirieron en el epineuro del nervio ciatico derecho de animales singeneicos receptores.
Para esta parte del trabajo, se seleccionaron I3 sueros de animales infectados con la cepa
RA (8 Ne®, 5 Ne') y I1 sueros de animales infectados con la cepa CA-I (7 Ne', 4 Ne).
Cada receptor fue transferido con 30 pl de un suero obtenido de animales individuales. Los
controles fueron inyectados con suero de animales no infectados.

Para los estudios electrofisioldgicos se inyectaron 9 sueros RA, 8 sueros CA-l y 6 sueros
controles. Se realizaron 2 experimentos independientes utilizando los mismos sueros y
condiciones. Para los estudios de estructura de mielina, histopatologicos y de busqueda de
depésitos de Ig y complemento en nervios, se inyectaron 10 sueros Ne* (7 RA, 3 CA-l) y 3
sueros controles en ratones individuales por triplicado. Un grupo adicional de animales fue
inyectado con 4 sueros RA/Ne”, 2 CA-1/Ne” y un suero control para investigar la presencia

de ADN de T. cruzi en los nervios.
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A. 6. 2- Inyeccion de parasitos: 100- 200 pl de sangre, obtenida de animales infectados en
el pico de parasitemia, fueron diluidos en concentracion final de 2000 trip/mi en PBS-10%
suero homologo. Los receptores se inyectaron con 30 pl (60 trip) en el nervio cidtico como
se indica arriba. Los animales fueron seguidos parasitolégicamente por MHT para detectar
parasitemia (Freilij y col, 1983). Para los estudios electrofisioldgicos se inyectaron 12
animales con trip CA-l 'y 14 con trip RA; los mismos fueron estudiados en grupos de 8-10
animales a los 4, 10 y 17 dpy. Animales receptores controles inyectados con PBS-10%
suero homologo de ratdn, fueron evaluados en grupos de 5 en cada tiempo estudiado. Un
lote adicional de 24 ratones fue inyectado y estudiado en grupos de 8 a los 4, 10 y 17 dpy.
En cada tiempo, 4 animales receptores se utilizaron para estudios histopatoldgicos, 2 para

estructura de mielina y 2 para detecciéon de ADN de T. cruzi en nervios.

A. 6. 3- Transferencia de IgG y antigenos parasitarios: 30 pl de IgG purificada, suero
depletado de 1gG 6 suero depletado de IgG reconstituido con IgG purificada fueron
transferidos a los animales receptores. Un grupo adicional de animales fue transferido con

AgPL.

A. 7- Estudios en animales receptores

Los animales receptores fueron anestesiados con tribromoetanol 2% ¢ sacrificados para
realizar estudios electrofisiologicos 6 histopatoldgicos, respectivamente, entre 4 y 17 dias

luego de la transferencia de sueros, trip, 1gG 6 AgPL.

A. 7. 1- Conductividad del nervio ciatico: El nervio ciatico de los animales receptores
(anestesiados) fue expuesto bajo lupa y montado en un hemitubo de teflon conteniendo 2
electrodos de estimulacion, 2 electrodos de registro y una tierra. Se tuvo especial cuidado
de colocar los electrodos de estimulacion antes del sitio de inyeccion y los de registro luego
del mismo. Se administraron pulsos rectangulares de voltaje de 0,5 ms de duracioén a una
frecuencia de 0,2 Hz desde un estimulador S5 Grass. Mediante un amplificador de bajo

ruido, se registro el potencial de accion extracelular del nervio ciatico (PAN), el cual se



almacend en un osciloscopio (Figura A). Se determinaron la latencia, amplitud, nimero de
fases y duracion del PAN en los nervios inyectados y no inyectados (Losavio y col, 1993).
Los diversos parametros del PAN registrados aportan datos sobre la velocidad de
conduccion y el estado de la mielina (latencia), el nimero de axones que conducen en un
determinado nervio (amplitud) y/o si todos los axones presentes conducen en forma
sincronica (duracion y nimero de fases). Fueron registradas —al menos- 3 mediciones para
cada nervio ciatico en cada animal receptor. Los valores absolutos del PAN se utilizaron
para calcular el porcentaje de respuesta obtenida en el nervio derecho inyectado en relacion
con la respuesta obtenida en el nervio contralateral izquierdo no inyectado, para cada

receptor.

Figura A. Esquema representando el nervio ciatico montado in situ para estudios
electrofisiolégicos. ES: estimulador; OS: osciloscopio; AM: amplificador. 1: electrodos de
estimulacion; 2: electrodos de registro; 3: tierra.
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Se realizaron estudios preliminares a los 2, 3, 4 y 7 dpy en animales inyectados con suero
normal y PBS con el fin de fijar el tiempo Optimo py de registro de los diferentes
parametros del PAN. El mismo quedd establecido en 4 dpy, siendo éste el menor tiempo en
que no se registraban diferencias en los valores de latencia, duracién, amplitud y nimero de
fases entre el nervio inyectado y no inyectado. Las diferencias encontradas a tiempos
menores, se atribuyeron al trauma post-inyeccion. Los animales inyectados con trip
también fueron estudiados a los 10y 17 dpy.

Se utilizé la prueba de ANOVA (Turkey post-test) para analizar los valores del PAN

obtenidos en animales controles y grupos experimentales utilizando el software Graph Pad

Prism.

A. 7. 2- Histopatologia y depoésitos de factores de suero: Se extrajeron los nervios
inyectados y los contralaterales no inyectados de los animales receptores de suero y de trip.
Los nervios de un grupo de receptores se fijaron en tetroxido de osmio, se embebieron en
parafina y se cortaron en secciones de 5 pm. Se realizaron estudios para analizar la
estuctura de mielina.

Los nervios obtenidos de otro grupo de ratones se congelaron en nitrogeno liquido y
cortaron en secciones de 4-6 um con criostato (IEC, Damon, USA). Cortes secuenciales
longitudinales fueron altermativamente usados para estudios histolégicos e IHQ. Se
realizaron tinciones con hematoxilina-eosina (H&E) y luxol fast-blue. Los infiltrados
evidenciados por H&E se cuantificaron empleando un analizador de imagenes Zidas (Zeiss)
y se categorizaron como leves (pequefios infiltrados aislados comprometiendo una
superficie tisular menor del 15%), moderados (infiltrados sin signos de fibrosis,
comprometiendo 15-50% de la seccion tisular) o intensos (>50% superficie tisular).

La biasqueda de depdsitos de 1gG, IgM 6 C3 ex vivo reactivos con estructuras de nervio en
animales receptores de suero, se realizé por incubacion de las secciones de nervio con Ac

especificos utilizando los siguientes protocolos:
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Deteccion de IgG
Bloqueo: PBS-suero normal de cabra 5%

Ac: anti-lgG de raton (hecho en cabra), biotinilado (1/50)

Deteccion de IgM 6 C3
Bloqueo: PBS- suero normal de conejo 5%
1" Ac: anti-C3 (1/100) de rat6n 6 anti- igM (1/50) de ratdn (hechos en cabra)

2% Ac: anti- IgG de cabra (hecho en conejo), biotinilado

En todos los casos las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente (TA) durante 30
min y luego de cada incubacién con los Ac especificos se realizaron tres lavados de 5 min
en PBS, para eliminar el Ac excedente. El revelado se realizé mediante incubacion por 30
min con ExtraAvidin-FITC (1/200). Las secciones tisulares se montaron con Antifade
(Molecular Probes) y la sefial se detecté con un microscopio de fluorescencia Zeiss

Axiolab.

A. 7. 3- Deteccion de ADN parasitario en nervios de animales receptores: Se extrajo el
ADN genoémico de los nervios de animales transferidos con trip 6 con sueros utilizando el
kit de purificacion Wizard genomic (Promega) segun instrucciones del fabricante. EI ADN
se amplifico por PCR utilizando primers especificos para la enzima hipoxantina-guanina
fosfo-ribosil-transferesa (HGPRT) de T. cruzi que producen un amplicon de 412 pb tanto a
partic de DNA como RNA parasitario (Murta y col, 1998). Los productos obtenidos se
visulizaron en geles de agarosa 2% tefiidos con bromuro de etidio.

Para poner a punto la técnica, se extrajo ADN y ARN por métodos convencionales a partir
de epimastigotes y amastigotes de cultivo y se evaluaron distintos ciclos de amplificacion y
distintas concentraciones de MgCl, para diferentes diluciones de material parasitario. El
ciclo de amplificacion quedd establecido segin las siguientes condiciones: 94°C, 4 min,
seguido de 30 ciclos de 94°C, Imin; 55°C Imin; 72°C | min. La concentracién 6ptima de

MgCl, fue de 2,5mM.
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B- Participacion de LT en la produccion de daiio

B. 1- Caracterizacion de las cadenas V3 del receptor de células T (TCR)

Se realizé por la técnica de RT-PCR, seguida de dot-blot e hibridizacion con una sonda
marcada a partir de ARN total extraido de tejidos y linfocitos de sangre periférica de
animales cronicamente infectados con ambas cepas de T. cruzi y controles normales

(Panzara y col; 1992).

B. 1. 1- Extraccion de tejidos

Animales cronicamente infectados (4-9 mpi) fueron sacrificados por anestesia con éter para
la obtencién de tejidos y linfocitos de sangre periférica. Animales no infectados de la
misma edad y sexo, fueron utilizados como controles. Se obtuvieron en condiciones de
esterilidad y libres de RNAsas los siguientes tejidos: nervio ciatico, médula espinal,
corazon, muasculo esquelético, bazo y sangre periférica. Se obtuvieron también bazos de
animales no infectados de la cepa Balb/c (H-Zd, I-E*, Mls-lb) y Balb/c linea 10, gentilmente
cedidos por la Dra. 1. Piazzén (Academia Nacional de Medicina). Los tejidos fueron
lavados en NaCl 0,9% preparado con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y
almacenados en nitrogeno liquido (N) hasta su utilizacion. A partir de la sangre periférica
se procedié a purificar linfocitos.

Purificaciéon de linfocitos: Los ratones fueron sangrados a blanco por puncién cardiaca

(aproximadamente 1,3 ml de sangre/ratdn) con anticoagulante (EDTA 2,7%). La sangre fue
diluida con NaCl 0,9% (1+3) y sembrada en un gradiente de Ficoll-Isopaque de densidad
final 1,077 g/ml (24 partes de Ficoll 9% + 10 partes de amidotrizoato de meglumina 6=1,2
g/ml). El gradiente fue centrifugado a 400g, 15 min. La interfase fue retirada y se realizé un
recuento de linfocitos viables con Trypan blue (concentracion final 0,33%). Los linfocitos
purificados (4,8 x 10° - 4,4 x 10° linfocitos por ratén) fueron lavados por centrifugacion, se

realizé un recuento final y se almacenaron a -70°C hasta su utilizacion.
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B. 1. 2- Aislamiento de ARN

Linfocitos purificados 6 tejidos (50-100 mg) se homogeneizaron en 1 ml de TRI Reagent
(Sigma). El homogenato se centrifugd 10 min (12000 g, 4°C) para separar el material
insoluble y minimizar la contaminaciéon por ADN. El sobrenadante se transfirio a un tubo
nuevo y se incubo 5 min a temperatura ambiente (TA). Se agregd 0,2 mi de cloroformo, se
agito vigorosamente y se dejo reposar 15 min a TA. Se centrifugo (4°C, 15 min, 12000 g) y
se separo la fase acuosa superior a la cual se le agregd 0,5 ml de isopropanol. Se incubé 10
min (TA), se centrifugd (4°C, 10 min), se descarté el sobrenadante y se lavé el sedimento
con | ml de etanol 75% frio. Se centrifugd (4°C, 5 min, 7500 g) y se secé el pellet por 10-
15 min en bafio seco. EI ARN obtenido se resuspendié en distintos volumenes -segun el
tejido- de agua tratada con DEPC (bazo: 200pl, corazén: 100ul, médula: 50ul, nervio: 22pul,
musculo: 50ul), incubando 10-15 min a 55-60°C y mezclando por pipeteo ocasionalmente.

La determinacion de la cantidad de ARN obtenida, asi como la pureza y conservacion del
mismo, se realizo utilizando un espectrofotometro Beckman DU-600 midiendo la
absorbancia a 260 y 280 nm y realizando el cociente de las mismas. Preparaciones finales
de ARN con una relacion 260/280>1,7 se consideran libres de ADN y proteinas. Las

muestras de ARN obtenidas se almacenaron a —80°C hasta su utilizacién.

B. 1. 3- Transcripcion reversa (RT)

A partir de 2,5 pg de ARN purificado, se realiz6 la preparacion de ADN “copia” (cADN)
utilizando como primers hexanucledtidos (N6) en concentracion final 1uM, buffer RT (250
mM Tris-HC! -pH 8,3-, 375mM KCI, 15mM MgCl,, 50mM DTT), dNTPs (0,5mM final),
200U de enzima transcriptasa reversa M-MLV (Gibco) y agua estéril libre de RNAsa y
DNAsa para un volumen final de 20 pl. Se realizaron al menos 2 reacciones de RT para
cada tejido. Primero se incubo la mezcla de ARN, primers y agua durante 10 min a 70°C, se
coloco el tubo rapidamente en hielo, se agregaron el buffer y los dNTPs, se incubd 5 min a
42°C, se agregé la enzima y se incubd 50 min a 42°C, -seguidos por 5 min a 95°C para
inactivar la enzima- y se coloc6 el tubo en hielo. Como controles negativos, para cada

muestra, se realizaron reacciones de RT colocando todos los reactivos en ausencia de
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enzima (control de contaminacion por ADN) y como controles negativos de contaminacion

de reactivos, reacciones sin ARN.

B. 1. 4- Amplificacion del cADN por PCR

Para la amplificacion de las distintas cadenas V[3, cada mezcla de reaccion fue incubada con
dos primers: uno comun a todas las reacciones correspondiente a la region constante del TCR
CB (primer 3°, down 6 antisentido) y el otro correspondiente a una de las 21 familias V3
(primer 5°, up 0 sentido). Las secuencias de los primers se detallan en la Tabla A (Nitta y col,
1991). Los productos de amplificacion utilizando primers Cf y V[ tienen un tamaiio esperado
de 360- 420 pares de bases (pb) salvo para las cadenas V310, VB12 y VP13 que son mas
cortas (290, 190 y 260 pb, respectivamente).

La mezcla de reaccion de PCR contiene: | pl de cDNA, dNTPs (0,2mM final), primer CB (0,5
pM) (Byodinamics), primer V[ correspondiente (0,5uM) (Byodinamics), 2 pl de buffer PCR
10X (500mM KCl, 100mM Tris-HCl —pH:9-, 1%Trit6n X-100), 0,4U de Taq polimerasa
(Promega), MgCl, (en concentraciéon adecuada segun el primer VB usado), agua estéril libre
de DNAsa y RNAsa (para 20 pl finales) y aceite mineral. Las condiciones de amplificacion
fueron 4 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de: 95°C, 1 min; 55°C, 1 min y 72°C, | min;
seguidos por 10 min a 72°C y ligados con un programa a 4°C. En todas los experimentos se
incluyeron tubos donde se amplifico actina murina como control positivo
(5’ catcgtgggecgetetaggeaal3’; S'ccggecagecaagtccagac ge3’) y controles negativos (“cADN”

de RT negativa).

Inmediatamente después de la preparacion del cADN —y antes de realizar la amplificacion de
las cadenas VP del TCR- se realizé para cada tejido la amplificacién por PCR de actina
utilizando el mismo perfil de ciclado que el establecido para las cadenas del TCR. La
deteccion del producto se realizé en geles de poliacrilamida 6% o agarosa 2%, tefiidos con

bromuro de etidio.
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PRIMER

Tabla A. Primers utilizados para amplificar las cadenas 3 del TCR murino por PCR.

SECUENCIA

VB 1 (23 mer)
VB 2 (23 mer)
VB 3 (23 mer)
VP 4 (22 mer)
VB 5 (23 mer)
VB 6 (23 mer)
VB 7 (23 mer)
VB 8.1 (23 mer)
VP 8.2 (23 mer)
VP 8.3 (23 mer)
VB 9 (23 mer)
VB 10 (23 mer)
VB 11 (23 mer)
VB 12 (23 mer)
VB 13 (23 mer)
VB14 (23 mer)
VB I5 (23 mer)
VB 16 (23 mer)
VB 17 (23 mer)
VP 18 (22 mer)
VB 19 (22 mer)
CB (21 mer)

5’ atc taa tcc tgg gaa gag caa at 3’
5’ ggc gt tgg tac cac gtg gtc aa 3’
5’ gtg aaa ggg caa gga caa aaa gc 3’
S’ gat atg cga aca gta tct agg ¢ 3°
5” aca taa tca aag gaa agg gag aa 3’
5’ tcc tga ttg gtc agg aag gge aa 3’
5’ tac ctg atc aaa aga atg gga ga 3’
5’ ata acc atg act ata tgt act gg 3°
5’ ata acc aca aca aca tgt act gg 3’
5” ata gcc aca act aca tgt act gg 3’
5’ agc ttg caa gag ttg gaa aac ca 3’
5° gat tat gtt tag cta caa taa ta 3’

5’ aca agg tga cag gga agg gac aa 3’
5° acc tac aga acc caa gga ctc ag 3’
5° cag ttg ccc tcg gat cga ttt tc 3°
5’ gce gag atc aag gcet gtg ggc ag 3’
5’ aga acc atc tgt aag agt gga ac 3’
5° cat caa ata ata gat atg ggg ca 3’
5’ gta gtc ctg aaa aag ggc aca ct 3’
5’ cat ctg tca aag tgg cac ttc a 3°

5° ccc ata aac gga catagttac g 3’

5° gce aag cac acg agg gta gee 3°

B. 1. 5- Marcacion de sonda

La deteccion de las cadenas amplificadas por PCR, se realizé por dot-blot utilizando una

sonda interna correspondiente a la region constante Cf (5’-ttgatggctcaaacaaggagacc-3’).

Dicha sonda fue primero marcada en su extremo 3’ con digoxigenina (DIG) utilizando un
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kit de marcacion comercial (Boehringer Mannheim) y el protocolo que se datalla a
continuacion. Se mezclaron en un tubo en hielo 100 pmoles de la sonda, buffer de marcado
(tailing buffer, 4ul), solucion de CoCly (4ul), soluciéon DIG-ddUTP (1ul), enzima
transferasa terminal (1pul) y agua para volumen final de 20ul. La mezcla se incubd 15 min a
37°C y se pasé a hielo. Se agregaron 2ul de una solucion preparada con 1l de glicégeno y
200ul de EDTA 0,2 mM pH 8,0 para detener la reaccion. El oligo marcado se precipité con
2,5ul de LiCl 4M y 75ul de etanol 100% frio incubandolo 30 min a—70°C. Se centrifugd 10
min a 12000 g, se lavd el sedimento con 50ul de etanol 75% frio y se volvié a centrifugar
10 min a 13000 g. El sedimento se secé en vacio y se disolvio en 40ul de agua destilada
estéril. En paralelo con la reacciéon de marcacion de la sonda de interés, se realizé la
marcacion de un oligonucledtido control. La correcta marcacion de la sonda se verifico por
corrida en geles de poliacrilamida 20% de los oligonucleétidos marcados (control y CB) y
no marcados. Se confirmé la marcacién por el retraso en la migracion de las sondas
marcadas respecto de las no marcadas en los geles luego de la tincion con plata. Ademas, se
constato el correcto funcionamiento de las mismas por hibridizacion de las sondas control y
CpB marcadas con ADN control y productos de PCR de distintas cadenas V3 amplificadas
por PCR (previamente visualizados en geles), respectivamente. Este altimo procedimiento
se utilizé también para poner a punto las condiciones de hibridizacion para la deteccion de

productos de PCR.

B. 1. 6- Deteccion del producto

La puesta a punto de las condiciones de hibridizacion y deteccién del producto, dio como
resultado el protocolo que se detalla en el parrafo siguiente. La composicion de las
soluciones utilizadas se datalla en el Anexo de Matriales y Métodos, al final de esta
seccion.

Los productos de amplificacion fueron diluidos (4+9) en buffer de dilucion de ADN y | pul
fue sembrado en membranas cargadas positivamente (Boehringer Mannheim). El ADN fue
fijlado a la membrana por crosslinking con UV a 254 nm (3 min) y los filtros

prehibridizados 6hr a 68°C con solucion de hibridizacion. Posteriormente, se realizo la
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hibridizacion con 25 pmol/ml de la sonda marcada con DIG en solucién de hibridizacion
conteniendo esperma de salmon 50ug/ml a 54°C, toda la noche. Se realizaron 2 lavados de
5 min cada uno con al menos 50 ml de 2X SSC, 0,1% SDS a TA y 2 lavados de 15 min
cada uno con 0,1% SSC, 0,1% SDS a temperatura de hibridizacion (54°C). Las membranas
fueron luego lavadas con buffer lavado de deteccion durante S min e incubadas 30 min en
buffer de bloqueo de deteccion. Se realizd seguidamente la incubacion con 20 ml de
solucién de bloqueo conteniendo Ac anti-DIG acoplado con fosfatasa alcalina (dil 1/5000)
durante 30 min en bolsas selladas y con agitacién constante a TA. Se realizaron 2 lavados
de 15 min con buffer lavado de deteccién (100 ml) y se procedié a equilibrar la membrana
2-5 min con 20 ml de buffer deteccién. Se incubaron las membranas en bolsa plastica
sellada por 5 min con CSPD 1/100 en buffer deteccion, se escurrieron las membranas sobre
papel de filtro y se colocaron en nueva bolsa plastica que se incubd 15 min a 37°C para
potenciar la reaccién de quimioluminiscencia. Se expusieron luego las membranas sobre

placas de autorradiografia (15 min, TA) y se procedié al revelado y fijado de las mismas.

B. 1. 7- Determinacion de uso relativo de cadenas V3 del TCR

La intensidad de las sefales de los productos de PCR hibridizados fue medida con un
scanner Eagle Eye (Stratagene) y analizadas con el programa Zero D-Scan. Los valores de
densidades opticas (DO) resultantes del registro fueron utilizados para calcular el uso
relativo de cada segmento TCRVP (Jenkins y McGinnis, 1995; Fox y Daska, 1997).
Brevemente, el calculo del uso relativo de un segmento TCRVBX, resulta de la relacion
entre la DO obtenida para el segmento VBX y la sumatoria de las DO de todos los
transcriptos TCRV[ para un determinado tejido. Teniendo en cuenta que la totalidad de V3
analizados fueron 21, si todas las cadenas fueran expresadas al mismo nivel (y
estableciendo un rango de tolerancia del 10%) el valor esperado de uso relativo de cada
segmento Vf3 estaria incluido en el rango 4,28-5,24%. Este calculo resulta sumamente util
siempre que en el tejido analizado se expresen la totalidad de segmentos TCRV[. Sin
embargo, en el caso que no se expresen todos los segmentos en un mismo tejido los valores

de uso relativo para los segmentos expresados resultan sobreestimados y se hace imposible
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la comparacion entre tejidos donde se detectan distinto numero de cadenas TCRV. Por
este motivo, se introdujo un factor de correccion (nro. cadenas detectadas/21) para
normatizar el uso relativo de los distintos segmentos independientemente del nimero de
cadenas expresadas. En resumen, el uso relativo (%) de un determinado segmento

TCRVBX fue calculado utilizando la formula:

% VBX= DOVBX x 100 x n
[DO (VB1+ VB2+...+VB19)] x 21

donde n es el numero de segmentos amplificados para una determinada muestra.

Debido a que determinados segmentos VB son usados preferencialmente y otros estan
delecionados total o parcialmente en distintas cepas de ratones, de acuerdo a los valores de
uso relativo obtenidos para bazo de animales controles se establecié un rango (media +
2DE) dentro del cual se considera que un determinado segmento posee un uso relativo
normal para una determinada cepa de ratén. En consecuencia, segmentos TCRVp con
valores de uso relativo por encima o debajo del rango se considerardn sobre-expresados
(uso relativo aumentado) o sub-expresados (uso relativo disminuido), respectivamente, en

animales infectados (Sensi y Parmiani, 1995).

B. 2- Polimorfismo de secuencias de la region CDR3 del TCR

Se analiz6 por clonado y secuenciacion de los productos de PCR de interés.

B. 2. 1- Clonado de productos, transformacion de bacterias y expansion
de clones

El ligado de los productos de PCR de interés se realizd incubando | hr a TA 3pl del
producto con 50 ng del vector pGEM-T Easy (Promega), en presencia de la enzima T4
ligasa, buffer de ligacion y agua estéril para un volumen final de 10ul, segin instrucciones

del fabricante. Cinco pl de los productos de ligacion fueron utilizados para transformar 50



pul de bacterias competentes E. coli DHSa (eficiencia~10®) incubandolos en hielo durante
30 min, a 42°C durante 30 seg y nuevamente en hielo 2 min. Otras bacterias de la misma
cepa fueron transformadas con Ilul de plasmido pBS(-) (10 ng/ul) como control de
eficiencia de transformacién. Se agregaron 900ul de medio LB (bacto-triptona 1% p/v,
0,5% p/v extracto bacto-levadura; NaCl 1% p/v; pH 7,0) por tubo y se incubaron en
agitacion 1,5 hr. La seleccion de los transformantes fue realizada por plaqueo de 100-200pl
de cada cultivo en placas de LB-agar conteniendo ampicilina (100 mg/ml), Xgal (40 ng/ml)
e IPTG (0,5mM) incubadas 16 hs a 37°C. Segin las caracteristicas del vector pGEM-T
Easy (Figura B), clones conteniendo insertos producen un fenotipo blanco como
consecuencia de la interrupcién del gen lacZ y clones sin inserto presentan un fenotipo
azul. Al menos 20 colonias positivas (blancas) de cada transformacién fueron repicadas y

cultivadas 16 hs a 37°C en 3 ml de medio liquido LB en presencia de ampicilina.
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Figura B. Plasmido pGEM-T Easy utilizado para clonar los productos de PCR. Se

observa la posicion del gen lacZ y el gen de resistencia a ampicilina (Amp'). A la derecha

se observa un esquema del sitio de clonado. Adaptado de pGEM-T Easy, Technical

Manual, Promega.
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B. 2. 2- Extraccion de ADN plasmidico y verificacion del tamaio de
insertos

La extraccion de ADN se realiz6 por la técnica miniprep. Un ml y medio de los cultivos
fueron pasados a tubos eppendorf y centrifugados 2 min a 6000 rpm. El sedimento se
resuspendié en 200ul de solucion Pl (Tris-HCl 25 mM, 10 mM EDTA, pH 7.6) en
presencia de 6pul de RNAsa y se agit6 vigorosamente. Se agregaron 300ul de solucion P2
(NaOH 0,2N, SDS 1%), se agit6 suavemente y se dejé reposar 5 min a TA para la lisis
bacteriana. Se agregaron 300ul de solucién P3 (Acetato de potasio 3M, pH 5), se incubd 2
min en hielo y se centrifugd 15 min a 12000 rpm en centrifuga Eppendorf modelo 5415
(Vmax). El sobrenadante se pasé a un nuevo tubo al que se le agregaron 400ul de
cloroformo y se centrifugd a Vmax 5 min. La fase superior acuosa se separd
cuidadosamente y se transfirié a un nuevo tubo. Se agregaron 0,7-1 volumen de alcohol
isopropilico, se agitd y se dejo reposar 10 min a TA. Luego de centrifugar a Vmax 20 min,
el sedimento se lavo con etanol 70%, se secd y se resuspendi6 en 20 pl de agua destilada.
Cuatro pl del ADN plasmidico obtenido fueron digeridos (2 hr, 37°C) con la enzima Eco Rl
en un volumen final de reaccion de 10pl. El tamaifio de los insertos liberados fue verificado
en geles de agarosa 2% teniidos con bromuro de etidio. Los clones conteniendo insertos de
longitud esperada (aproximadamente 420 pb y 260 pb para TCRVB 9 y TCRVpB 13,

respectivamente) fueron seleccionados para secuenciacion.

B. 2. 3- Purificacion por PEG y secuenciacion

El ADN de los clones de interés fue purificado por PEG, a fin de lograr una buena muestra
para secuenciacion. Para ello se midi6 el volumen remanente de los clones luego de la
purificacion de ADN plasmidico por miniprep y digestiéon enzimatica, y al mismo se le
agregaron 0,25 volumenes de NaCl 4M y 1,25 volimenes de PEG 800 13% p/v. Se dejo
reposar en hielo 30 min, la muestra fue luego centrifugada 30 min a Vmax y el sedimento
resuspendido en 10 pl de agua estéril. El ADN obtenido fue cuantificado en geles de

agarosa 1% por comparacién con un marcador de masa corrido en el mismo gel. 200-400



ng del ADN de interés purificado y 10 pmol de primer T7 6 SP6 (en un volumen final de 5
pl) fueron preparados para secuenciaciéon automatica, que se realizé en el Instituto de
Investigaciones Biotecnolégicas (I11B) de la Universidad Nacional de San Martin

(UNSAM).

B. 2. 4- Analisis de los productos de secuenciacion

Los cromatogramas obtenidos luego de la secuenciacion fueron editados utilizando el
programa Chromas version 2.0 beta 3 (Technelysium, Australia); se seleccionaron para el
analisis posterior sOlo los cromatogramas que presentaron picos altos y definidos,
indicativos de una buena secuenciacion. Se determiné en las secuencias la region
correspondiente al inserto TCRVB 9 6 13 mediante la busqueda de las secuencias de los
primers VB y CB 6 sus secuencias complementarias, dependiendo de la orientacién del
inserto. Se descartaron las zonas de las secuencias a la izquierda de la region VB y a la
derecha de la region C[3 y la zona de interés correspondiente al inserto fue traducida en los
3 marcos de lectura. El marco de lectura correcto fue determinado y su secuencia
aminoacidica exportada al programa Edit Seq del paquete Dna Star, seleccionandose el
segmento correspondiente al CDR3, mas unos pocos aminoacidos hacia los extremos
carboxi- y amino terminales. Posteriormente las secuencias correspondientes a la region
CDR3 fueron alineadas (Meg Align) utilizando el método Clustal y se determinaron las
distancias entre secuencias (porcentaje de homologia) de distintos clones de un mismo
tejido (por ej, médula RA 6 nervio RA 6 bazo normal 6 bazo RA, etc) o entre clones de
distintos tejidos o distintas condiciones de un mismo tejido (por ej, médula y nervio RA;

bazo normal e infectados; nervio RA y bazo RA, etc).
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B. 3- Deteccion de parasitos en tejidos

B. 3. 1- Preparacion de ADN

Se realizé a partir de los siguientes tejidos de animales cronicamente infectados: musculo
esquelético, nervio ciatico, médula espinal y bazo. Para todos los tejidos excepto nervio
(por lo escaso del material) se utilizaron los tejidos de los mismos animales en los cuales se
habia estudiado el repertorio TCRVf. Los tejidos fueron primero homogeneizados en
mortero estéril pre-enfriado con N,. El material resultante se pas6 a un tubo eppendorf
donde se agrego 0,5 ml de buffer de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 7,6, EDTA 10 mM, NaCl
0,IM, SDS 0,5%, proteinasa K 300ug/ml); la muestra se incubé toda la noche a 37°C y3
horas a 55C. Las muestras se centrifugaron para separar los restos celulares, el
sobrenadante fue extraido 2 veces con un volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1) y una vez con cloroformo. La fase acuosa obtenida fue precipitada por el
agregado de 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M (pH 5,5) y dos volimenes de etanol
100% frio. Luego de centrifugar, el sedimento fue lavado con etanol 70%, secado y
resuspendido en agua. La presencia e integridad del ADN se verificé en geles de agarosa

1% teiiidos con bromuro de etidio.

B. 3. 2- Amplificaciéon por PCR

Se utilizaron primers para un segmento repetitivo de ADN nuclear de T. cruzi de 195 pb
(TCZ1: 5°cgagctcttgeccacacgggtgetd’; TCZ2: S5’cctccaageageggatagttc3’) (Moser y col,
1989). La amplificacion por PCR se realiz6 en mezclas de reaccion de 20ul conteniendo
buffer adecuado, 0,4U de enzima Taq polimerasa, 0,2mM dNTPs, |,5mM MgCl,, 1uM de
cada uno de los primers y 1-5ul de templado de ADN. Las condiciones de amplificaciéon
incluyeron un primer ciclo de 94°C, 4 min, seguido por 25 ciclos de 94°C para
desnaturalizar el templado (30 seg), 60°C para alineacion de primers (90 seg) y 72°C para
extension (2 min). Al final del dltimo ciclo las muestras se incubaron por un periodo

adicional de 10 min a 72°C y luego se enfriaron a 4C.
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Diez pl de cada muestra de reaccidon fueron corridos (5V/cm) en geles de agarosa 2%
preparada con bromuro de etidio. Los geles fueron visualizados por transiluminacion UV
en un aparato EPI-Chemi Dark Room (UVP) conectado a computadora donde las imagenes

fueron almacenadas.

B. 4- Expresion de citoquinas en tejidos

Se estudid la expresion tisular de citoquinas IFNy, TNFa, 1L-1f3 e IL-6 por la técnica de
RT-PCR en 3 animales infectados con CA-l, 5 infectados con RA y 3 controles. Se
realizaron preparaciones de cADN a partir de ARN total obtenido de tejidos segin se
detall6 en los puntos A.1.2- y A.1.3 de esta seccién. Posteriormente se amplificaron por

PCR secuencias especificas para las diferentes citoquinas utilizando | pl de cADN y los

siguientes primers:

TNFa: 5°tct cat cag ttc tat ggc cc 3°

5’'ggg agt aga caa ggt aca ac 3’

IFNy: 5°gtc aca gtt ttc agc tgt ata gg 3’
5’agc ggc tga ctg aac tca gat tg 3’

IL-6: 5°gtt ctc tgg gaa atc gtg ga 3°
5" tgt act cca ggt agc tat gg 3°

IL-1B: 5 ttg acg gac ccc aaa agatg 3’
5’ aga agg tgc tca tgt cct ca 3°
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Las concentraciones de buffer, enzima, dNTPs y MgCl, fueron las mismas que las

detalladas en el punto A.1. 4. El perfil de amplificacion fue el siguiente:

II-18, TNFa e IL-6 IFNy
94°C: 2,30 min 95°C: 2 min

94°C: 45 secs 94°C: 50 secs

55°C: 1 min 30 ciclos 60°C: 50 secs 30 ciclos
72°C: | min 72°C: 1 min

72°C: 3 min 72°C: 4 min

4°C 4°C



ANEXO: Soluciones utilizadas para la deteccion de productos de PCR

por dot-blot e hibridizacion.

Buffer de dilucion de ADN: 10mM Tris-HCI; ImM EDTA pH 8,0; 50 pg/ml esperma de

salmon.

Buffer acido maleico: adcido maleico 0,iM, NaCl 0,15 M pH 7,5 (ajustado con NaOH

solido).
Solucién de blogueo 10X: reactivo de bloqueo 10% en buffer acido maleico.

Solucion de hibridizaciéon: 5X SSC, 1% solucion de bloqueo, 0,1% p/v N-

lauroylsarkosine, 0,02% p/v SDS en buffer acido maleico

20X SSC: NaCl 3M, citrato de sodio 0,3 M; pH 7,0 (20°C)
Soluciones de lavado de hibridizacion:

a) 2X SSC, 0,1% SDS

b) 0,1% SSC, 0,1% SDS

Solucion lavado de deteccién: buffer acido maleico-0,6% Tween 20

Buffer de bloqueo de deteccion: solucion de bloqueo 1X, diluida en buffer acido maleico.

Buffer deteccion: Tris-HC1 0,1 M; 0,1 M NaCl; pH 9,5.
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A- Participacion de factores humorales en patogenia

A. 1- Reactividad de sueros frente a antigenos de Trypanosoma cruzi

La reactividad frente a Ag de T. cruzi en sueros de animales infectados con las cepas RA
(n=41) o CA-I (n=51), obtenidos a distintos tiempos post-infeccion (tpi), se evalud por la
técnica de ELISA. En todos los casos, la infeccion de los animales habia sido confirmada
por deteccion de trip por MHT a los 10-15 dpi. La reactividad frente a Ag parasitarios
resulté positiva desde tiempos tempranos post-infeccion para sueros de ambas cepas (15
dpi, p<0,05 vs. suero normal, ¢ test) aunque el titulo de los mismos a este tiempo fue muy
bajo (1/50). Por otro lado, en la Figura 1 se observa que ya a los 15 dpi los valores
dedensidades opticas (DO) obtenidos son mayores para los sueros CA-I que para los sueros
RA (p<0,05). Esta diferencia cuantitativa en la absorbancia se mantiene en todos los tpi
ensayados e incluso se hace mas marcada en los sueros de animales crénicamente
infectados (90 dpi: p<0,01 [RA: n=8; CA-l: n=5]; 120 dpi: p<0,001 [RA: n=20; CA-l: n=
12]; ¢ test) (Figura 1). Sin embargo, todos los sueros obtenidos a tiempos 290 dpi
presentaron titulos 2800, independientemente de la cepa parasitaria infectante.

Para la realizacidn de estos ensayos se incluy6 un lote de animales infectados con la cepa
CA-l por via idp, via habitualmente empleada para inocular los ratones con RA. Los
valores de DO obtenidos para los animales CA-I-idp fueron similares a los detectados en
los inoculados por via ip; por ejemplo, a los 120 dpi los valores de DO en la dilucién 1/50
fueron 1,2740,045 y 1,05740,093 (p>0,05; ¢ test) para los ratones idp e ip, respectivamente.
Mas ain, las DO de sueros de ratones infectados con la cepa CA-I-idp, también fueron
significativamente superiores a las de los ratones inoculados con RA por la misma via en
todos los tiempos analizados (15 dpi: 0,13440,024 vs. 0,02910,004, p<0,05; 90 dpi:
0,93940,089 vs. 0,431310,064, p<0,05; 120 dpi: 1,2710,045 vs. 0,482+0,049, p<0,01; ¢
test). En resumen, las diferencias en las DO entre ambas cepas no pueden ser atribuidas a la

utilizacién de distintas vias de inoculacion.
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Figura 1. Serologia anti- 7. cruzi. Reactividad frente a antigenos parasitarios de sueros
de animales infectados con las cepas RA o CA-l obtenidos a distintos tiempos post-
infeccion. Se muestran los valores de densidad Optica registrados en la dilucion 1/50,

ELISA. *: p<0.05; **:p<0,01; ***p<0,001; RA vs. CA-I; 1 test.

A. 2- Reactividad in vitro hacia antigenos conformacionales murinos

Se investigo la reactividad de sueros de animales infectados con las cepas RA y CA-I de T.
cruzi hacia Ag conformacionales de nervio y musculo esquelético sobre cortes de tejido
normal utilizando la técnica de IFI.

La reactividad in vitro de sueros de animales infectados mostré patrones de fluorescencia
con depositos de IgG en la matriz intersticial marcando —probablemente- el curso axonal
y/o vainas de mielina en los cortes de nervio (Figura 2A). El patron de marcacion fue
similar para sueros obtenidos de animales infectados con una u otra cepa de 7. cruzi y fue
detectado en el 76,00% (19/25) y 70,83% (17/24) de los antisueros RA y CA-I

respectivamente (p>0,4). A pesar del bajo titulo contra Ag parasitarios de los sueros




obtenidos a 15 dpi, la mayoria de estos sueros fueron reactivos contra Ag conformacionales
de nervio ciatico cuando se ensayé la misma dilucion (1/50) (Tabla 1). Los sueros
obtenidos en el periodo crénico de infeccion también presentaron una alta reactividad
contra Ag de nervio ciatico (Tabla 1). Los sueros con reactividad hacia Ag de nervio fueron
definidos como Ne+ y los no reactivos como Ne-; sueros de animales controles no
mostraron reactividad inespecifica (Figura 2A).

La reactividad hacia musculo esquelético mostré depodsitos de IgG en endomisio y
sarcolema, con patrones similares para sueros de ambas cepas (Figura 2B). Se detectd
reactividad anti-musculo en el 53% de sueros CA-I (n=15) y en el 36% de sueros RA (n=
11), aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. La reactividad en

funcion del tiempo pi al que fueron obtenidos los sueros se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Reactividad de sueros de animales infectados con 7. cruzi obtenidos a
distintos tiempos post-infeccién (pi) contra tejidos murinos normales, IFI.

Tejido Suero de animales infectados
murino Dias p.i. RA (n) CA-1 (n)
5 80,00 (5) 80,00 (5)
NERVIO 120 88,89 (9) 71,43 (14)
270 63,64 (11) 60,00 (5)
Total 76,00 (25) 70,83 (24)
15 50,00 (2) 40,00 (5)
MUSCULO 120 20,00 (5) 50,00 (6)
270 50,00 (4) 75,00 (4)
Total 36,36 (11) 53,33 (15)

1 . .. are
: Los valores son expresados como el porcentaje de sueros con reactividad positiva contra
el tejido en relacién al total de sueros ensayados en cada tiempo pi.
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A. 3- Estudios electrofisiologicos en ratones receptores de sueros

Teniendo en cuenta la alta reactividad hacia Ag de nervio en sueros de ratones infectados,
se decidi6 evaluar el efecto de la inyeccion epineural de sueros sobre el potencial de accion
del nervio ciatico (PAN), el cual esta comprometido en animales cronicamente infectados
(Losavio y col, 1993). Cuatro dias post-inyeccion (dpy) se evalud electrofisiolégicamente
la latencia, amplitud, namero de fases y duracién del PAN. En ratones receptores de sueros
de animales no infectados (sueros controles) los valores de los diferentes parametros del
PAN obtenidos en los nervios inyectados y contralaterales fueron similares, mostrando que
el posible efecto traumatico de la inyeccidn de suero no afectaba la funcionalidad del nervio
ciatico (Tabla 2). Animales receptores de sueros obtenidos de ratones infectados con la
cepa RA (sueros RA) presentaron incrementos del tiempo de latencia de 52,819,7% y
disminuciéon de la amplitud de 32,7+5,2% en los nervios inyectados respecto de los
contralaterales no pinchados. El rango de los valores absolutos de latencia y amplitud
observado en los nervios contralaterales de receptores de sueros RA fue similar a los
valores registrados en los animales controles (latencia: 0,7-1,1 ms; amplitud: 2,17-6,5 mV).
El namero de fases y la duracién del PAN no fueron afectados por la transferencia de suero
RA. Sin embargo, no todos los sueros RA inducian en los receptores las alteraciones de
latencia y amplitud mencionadas. De hecho, al evaluar los efectos de los sueros sobre la
conductividad nerviosa teniendo en cuenta su reactividad hacia Ag de nervio (sueros
RA/Ne+ 6 RA/Ne-), se observo que de todos los sueros RA sélo aquellos RA/Ne+ eran los
que inducian las anormalidades del PAN (Tabla 2). Los animales receptores de sueros
RA/Ne+ presentaron aumentos de 71,8+12,8% en el tiempo de latencia y disminucion de la
amplitud de 45,615,2% mientras que los receptores de sueros RA/Ne- mostraron
parametros electrofisioldgicos similares al grupo control (Tabla 2). En la Figura 3 se
muestran los registros del PAN en un animal receptor de suero RA/Ne+ obtenido de un
dador con infeccion crénica.

Por otro lado, no se registraron alteraciones en ningun parametro del PAN en receptores de

sueros CA-l, independientemente de que fueran Ne+ 6 Ne- (Tabla 2).
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Nervio contralateral Nervio inyectado
Amplitud: 2,38 mV (cal: 1 div=0,66 mV) Amplitud: 0,95 mV (cal: 1 div=0,34 mV)
Latencia: 0,8 ms Latencia: 2 ms

Figura 3. Detalle del registro del potencial de accion nervioso (PAN) en un animal receptor
de suero RA/Ne+ de un dador con infeccion cronica. Los animales receptores fueron
inoculados en el nervio ciatico derecho (inyectado) con 30 ul de suero. Luego de 4 dias
los animales fueron anestesiados, el nervio ciatico expuesto y montado en un hemitubo de
teflon conteniendo 2 electrodos de estimulacion, 2 de registro y una tierra. Se administraron
pulsos rectangulares de voltaje y los parametros del PAN obtenidos fueron almacenados en
un osciloscopio (fotos).




A. 4- Estudios electrofisiologicos en ratones receptores de parasitos

Otro grupo experimental fue inyectado por la misma via (epineural) con 60 trip. Los
animales fueron seguidos parasitoldgicamente para verificar el momento de aparicién de
trip en sangre y los ensayos electrofisioldgicos realizados a distintos tiempos py. A los 4
dpy, no se detectaron anormalidades en los parametros del PAN (no mostrado) ni parasitos
circulantes en ninguno de los 8 receptores de trip (RA: n=4; CA-I: n=4). A partir de los 10
y 15 dpy fue posible detectar trip por MHT en los animales inyectados por via epineural
con RA y CA-I, respectivamente. La positivizacion de la gota fresca fue a partir de los 17
dpy para receptores de ambas cepas de parasitos. Coincidentemente con la aparicion de
parasitos circulantes, se registré aumento del tiempo de latencia en los receptores de trip
RA a los 10 dpy, aunque los demas parametros del PAN no fueron modificados (Tabla 3).
A los 17 dpy receptores de trip RA y CA-I mostraron reduccion en la amplitud y aumento
del tiempo de latencia en el nervio inyectado respecto del contralateral (Tabla 3). Los
valores absolutos de amplitud (<2,31mV) y latencia (21,3 ms) hallados en los nervios
contralaterales no inyectados en los receptores de trip estaban alterados respecto de los
obtenidos en los controles. Sin embargo, las anormalidades en los valores absolutos
detectadas en los nervios inyectados fueron aiun mayores lo cual permitié registrar
diferencias entre los nervios pinchados y contralaterales. La duracién y nimero de fases del

complejo no evidenciaron diferencias respecto de los controles en ningin caso (Tabla 3).
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A. 5- Bisqueda de ADN de T. cruzi en receptores de sueros y parasitos

Teniendo en cuenta que la amplitud y latencia del PAN se encontraban alterados tanto en
receptores de sueros como de trip, el siguiente paso fue investigar si las alteraciones
encontradas en los animales receptores guardaban algun correlato con la presencia de
parasitos en los nervios. Como puede observarse en la Figura 4, no fue detectado ADN de
T.cruzi por PCR en los nervios de animales transferidos con sueros (calles 10-11),
indicando que las anormalidades del PAN luego de la inyeccion de suero RA/Ne+ no se
debian a la presencia de parasitos in situ 4 dpy. La bisqueda de material genético de T.
cruzi también resulté negativa cuando los nervios de receptores de sueros se procesaron a
los 10 y 17 dpy (no mostrado). Por otro lado, aunque no se localizaron nidos de amastigotes
microscOpicamente en receptores de trip (ver mas adelante), si fue posible revelar ADN de
T. cruzi a partir de los 10 dpy. La carga parasitaria fue mayor en los nervios inyectados que
en los contralaterales a los 10 y 17 dpy (Figura 4, calles 3-6). No se detectd6 material

parasitario en nervio a los 4 dpy en receptores de trip (calles 1-2).

700 ___
500— HGPRT
300—
100—

Figura 4. Bisqueda de ADN de 7. cruzi por PCR en nervios de animales
transferidos. Nervios de animales inyectados con trip RA a 4 dpy (l: inyectado, 2:
contralateral), 10 dpy (3: inyectado, 4: contralateral) y 17 dpy (5: inyectado, 6:
contralateral). Nervios de animales receptores de sueros obtenidos en el periodo agudo
(calle 10) o cronico de infeccion (calle 11) RA/Ne+. Controles: nervio de animal no
tranferido (calle 8), suero RA (calle 9) y nervio de animal créonicamente infectado con la
cepa RA (calle 12). Calle 7: marcador de peso molecular 100 pb ladder.
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A. 6- Ensayos electrofisiologicos en receptores de IgG y AgPL

Los ensayos anteriores mostraban que las alteraciones del PAN coincidian con la presencia
de parasitos en nervios en receptores de trip pero no en los receptores de sueros. ;Serian
entonces inmunoglobulinas presentes en el suero o AgPL al mismo los que mediaban las
alteraciones electrofisiologicas? Se evalud el efecto de la transferencia epineural de IgG
purificada de pooles de sueros RA/Ne+ y AgpL sobre el PAN (Tabla 4). Ratones
transferidos con IgG/Ne+ purificada mostraron una disminucién de la amplitud del
39,140,8%, aunque la latencia no fue modificada significativamente (Tabla 4). La
inyeccion epineural de suero RA/Ne+ depletado de IgG o la de AgPL no indujo
alteraciones del PAN en los receptores. Tampoco cancelaron el efecto producido por la
transferencia de IgG RA/Ne+ cuando se transfirieron simultaneamente al mismo animal
(% de disminucion de amplitud: [(IgG RA/Ne+) + suero depletado]: 24,7+4,8%; [(IgG
RA/Ne+) + AgPL]: 31,9%11,9%) (Tabla 4).

A. 7- Estudios histopatolégicos y biasqueda de IgG por IFI ex vivo en

animales receptores

Las alteraciones electrofisiolégicas ;son consecuencia de IgG RA/Ne+ reactiva hacia
estructuras del nervio 4 dpy y/o la presencia de IgG in situ atrae otras células del sistema
inmune que median estas alteraciones? Las anormalidades de PAN ;se correlacionan con
daiio histopatoldgico? Para contestar estos nuevos interrogantes se realizaron estudios
histopatologicos y basqueda de IgG por IFI ex vivo en animales receptores de suero Ne+ y
trip.

Infiltrados leves, principalmente compuestos por PMN y células mononucleares fueron
detectados exclusivamente en los nervios inyectados con sueros RA/Ne+ de infeccion
crénica (Figura SA). Si bien la presencia de infiltrados es coherente con las anormalidades
electrofisioldgicas encontradas en los receptores del mismo tipo de sueros, la intensidad de

los mismos no se condice con las marcadas alteraciones observadas en el PAN. Nervios
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inyectados con sueros RA/Ne+ de infeccion aguda 6 sueros cronicos CA-I/Ne+ no
mostraron inflamacion (Figura 5B). En ningin caso se detectaron focos inflamatorios en los
nervios contralaterales.

En los nervios inyectados con sueros RA/Ne+, extraidos y procesados 4 dpy fueron
detectados depdsitos de IgG ex vivo. El patron de reactividad mostré6 marca en el curso
axonal y vainas de mielina (Figura 6 A, B). Los sueros que presentaron mayores depdsitos
de IgG en los nervios receptores fueron aquellos que inducian alteraciones de latencia y
amplitud méas marcadas. En secciones de nervios de animales receptores de suero RA/Ne+
de infeccion aguda se observaron depoésitos aislados de IgM. No fueron detectados
depositos de IgG ni IgM ex vivo en receptores de sueros CA-I/Ne+, aun cuando estos
sueros habian presentado reactividad contra nervio normal por IFI in vitro como se
describio en el punto A.2 de esta seccion. Depositos del componente C3 del complemento

no fueron revelados en ningln caso.

Figura 5. Histopatologia de nervios de animales transferidos con (A) suero RA/Ne+
(nervio inyectado, 4 dpy) o (B) suero CA-I/Ne+ (nervio inyectado, 4 dpy). H&E.
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En los receptores de trip, las alteraciones en la histopatologia del nervio fueron mas
marcadas coincidentemente con el aumento de la parasitemia. Asi, a los 4 dpy no se
observaron infiltrados, a los 10 dpy los nervios inyectados presentaron infiltrados leves
compuestos por células mononucleares y polimorfonucleares (Figura 7A) y los nervios
contralaterales vasculitis (Figura 7B). A los 17 dpy, se detectaron infiltrados inflamatorios
moderados en el epi, peri y endoneuro en el nervio inyectado (Figura 7C) e infiltrados leves
en los nervios contralaterales, con similar composicion. No se visualizaron nidos de
amastigotes en los cortes histologicos.

El estudio de la estructura de la mielina luego de su tincion con luxol fast-blue y tetréxido
de osmio no evidencié alteraciones detectables microscopicamente. Las secciones de
nervios analizadas no presentraron camaras de digestion ni ovoides de mielina,

independientemente de que los nervios fueran de animales receptores de sueros o trip.



Figura 7. Histopatologia de nervios de animales receptores de trip.
H&E, 400 X. A: nervio inyectado, 10 dpy. B: nervio contralateral,
10 dpy. C: nervio inyectado, 17 dpy.




B- Participacion de LT en la produccion de daio

B. 1- Caracterizacion de las cadenas V[3 del receptor de células T (TCR).

Ratones C3H/HeN infectados con la cepa RA de T. cruzi presentan principalmente dafio
neuropatico mientras que los animales infectados con la cepa CA-l evidencian signos de
daiio muscular primario durante la fase cronica de la infeccion (Sanz y col, 1991). Los
organos principalmente injuriados son el nervio y la médula en los infectados con RA y el
musculo esquelético en los infectados con CA-I (Mirkin y col, 1994). Ademas, la
transferencia pasiva de LT de dadores infectados con la cepa CA-I induce en los receptores
dafio muscular y la transferencia de LT de animales infectados con RA compromiso en
médula y nervio en los receptores (Mirkin y col, 1997). En consecuencia, se han definido
como principales 6rganos blanco de dafio al musculo en animales infectados con la cepa

CA-l y al nervio y médula en los infectados con la cepa RA.

B. 1. 1- Puesta a punto de la técnica de RT-PCR para la deteccion de
cadenas V[3 del TCR

Como las técnicas de biologia molecular utilizadas en esta parte de la Tesis fueron
montadas en el laboratorio y puestas a punto durante el presente trabajo, se detallan algunos
datos que sin ser resultados especificos pueden ser de valor para el analisis del manejo

tecnoldgico.
La extraccion de ARN produjo rendimiento y pureza adecuados cuando los tejidos se
procesaron y el material obtenido se resuspendié en los volumenes indicados en la seccién

Materiales y Métodos. La concentracion de ARN obtenida de los distintos tejidos se detalla

a continuacion:
Nervio: 360,61+44,34 pg/ml

Bazo: 688,2+£73,01 pg/ml Médula: 463,6+20,14 pg/m}
Linfocitos: 360,6+41,84 ng/ml Misculo: 651,0£77,95 pg/ml
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En todos los casos, la relacion DO 260/280 nm dio una proporcion 21,78, lo cual indica un
buen grado de conservacion del mismo y contaminacion despreciable por ADN o proteinas.
Con el fin de controlar si el ARN obtenido era adecuado para su utilizacion en RT-PCR,
luego de la transcripcion reversa del ARN, se realizaron amplificaciones del cADN con
primers especificos para actina murina (Figura 8).

Posteriormente, se puso a punto la técnica de RT-PCR para la amplificacion de los 21
segmentos TCRVf, optimizando la concentraciéon de MgCl, para cada par de primers (CB y
VB correspondiente) utilizando linfocitos de sangre periférica de ratones normales. Las
cadenas VP 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8.1, 8.2, 8.3, 9, 13, 14, 15, 17 y 19 amplificaron con una
concetracion de MgCl, 2,5 mM final y los segmentos V(3 4, 10, 11, 12, 16 y 18 con MgCl,
3,75 mM. En la Figura 9 se observa el patron de bandas obtenidas luego de la amplificacion
y corrida en geles de acrilamida tefiidos con bromuro de etidio. En todos los casos los
amplicones mostraron un tamafio de 360-420 pares de bases (pb), salvo para las cadenas
VB 10 (290 pb), VB12 (190 pb) y VB 13 (260pb), coincidiendo con lo esperado, aunque no

fue posible detectar las cadenas V33, 5 ni 11 por esta técnica (Figura 9).

¥ die @6 s linf Figura 8. Amplificacion por RT-
PCR de actina murina a partir de
RNA (2,5 pg) extraido de tejidos
de animales crénicamente
infectados con la cepas RA (R) o

Actina C/’\-l (C)de T. crzfzz..Bz. l?azo,’ mu:
musculo esquelético; me: médula
espinal; ne: nervio cidtico; linf:
linfocitos de sangre periférica. Gel
de poliacrilamida 6% con BrEt. c+:
control  positivo; c-:  control
negativo.

¢c- RCR CRCR Cpm RC CF
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B. 1. 2- Expresion de cadenas V3 en bazo de animales controles

Con el objetivo de verificar el acervo genético de los ratones C3H/HeN que estabamos
utilizando, en la primera parte del trabajo se realizd la caracterizacion de la expresion de la
cadenas V[ del TCR en animales controles. Para ello, se utilizaron bazos de ratones no
infectados de las cepas C3H/HeN (MIs-1°2%), Balb/c (MIs-1°) y Balb/c linea-10 para
analizar el uso relativo de las distintas familias TCRV[3 por dot-blot e hibridizacion de los
productos de PCR. Distintas cepas de ratones poseen integrados en su genoma distintos
Mtv (mouse mammary tumor viruses) que actian como superantigenos y en combinacion
con moléculas del CMH Il se pegan especificamente a determinados elementos V3 del
TCR .induciendo su delecion parcial o total durante el desarrollo linfocitario en timo
(Marrack y col, 1993). Ratones de la cepa C3H/He poseen integrados en su genoma los
Mtv 1, 6, 8, 11 y 14, que inducen la delecion de VB3 (Mtv6), VB5 (Mtvey 8) y VBI1 (Mtv
8, y 11), lo cual explica la no visualizacién .de estas cadenas en geles tefiidos con BrEt
como se ejemplifica en la Figura 9. Los ratones de la cepa Balb/c presentan Mtv 6, 8 y 9 y
en consecuencia no expresan (o lo hacen en forma restringida) las cadenas VB3 (Mtv6),
VBS5 (Mtvée y 8), VBRI (Mtv8 y 9) y a veces VB12 (Mtv ?) (Tomonari y col, 1993). La linea
Balb/c-10 ademas poseee una delecion que resulta en la falta de expresion de VP14
(Buggiano, 1997). Los resultados obtenidos luego de analizar el uso relativo de los
productos de PCR hibridizados con una sonda marcada con DIG mostraron que las cadenas

con expresion tedricamente restringida presentaban un uso relativo <4,28% (Figura 10).
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Figura 10. Patron de expresion de cadenas V(3 del TCR en bazo de animales
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de RT-PCR con una sonda marcada con DIG. Uso relativo esperado: 4,28 - 5,24 %.

-10: n=2.

inea

3; Balb/c li

C3H/HeN: n

63




Vi V2 V2- V3 V4 V5 V6 V7

V8.1 V8.1- V8.2 V83 V9 VI0 VIl Vl1I-

VIi2 VI3 VI4 VI5 VI6 VI7 VI8 VI9

A A Ct

Figura 11. Placa autorradiografica mostrando el patron de hibridizacion obtenido para
bazo control C3H (izquierda). En el esquema de la derecha se detalla el orden de
sembrado de los distintos productos TCRVf luego de la amplificacion por PCR.

La deteccion de la totalidad de las cadenas es acorde con la alta sensibilidad de la técnica
utilizada (Figura 11). En estos estudios también pudo observarse que las cadenas VI,
VB2, VB8.2 y VPB8.3 son usadas preferencialmente por la cepa C3H/HeN (uso
relativo>5.24%) (Figura 10). Descartamos que esto se deba a una mayor eficiencia en el
apareamiento de los primers ya que para los ratones de la cepa Balb/c algunas de las
cadenas con mayor uso relativo son diferentes: V(38.1, Vb8.3, VB12 y VB13 (Figura 10);
estos ultimos resultados coinciden con lo hallado por otros autores (Sunnemark y col,
1998). Con respecto al segmento VB19, hemos tenido algunas dificultades en su deteccion
(para ambas cepas de ratones y en todos los tejidos) probablemente en este caso debido a
las caracteristicas de los primers. Resulta llamativo también el uso relativo de los
segmentos Vb16 y Vb18 que es mas bajo del esperado en animales C3H/HeN.

En base a los valores de uso relativo obtenidos para bazo de animales C3H/HeN controles,
se establecid un rango (mediat2DE) dentro del cual se considera que un determinado
segmento TCRV[ posee un uso relativo normal en esta cepa de ratones (Tabla 5).
Segmentos TCRV con valores por encima o debajo del rango se consideraran sobre-
expresados (uso relativo aumentado) o sub-expresados (uso relativo disminuido),

respectivamente, en animales infectados.

64




Tabla 5. Valores de uso relativo de los segmentos del
TCR determinados para bazo de animales C3H/HeN no
infectados y rango establecido como “uso relativo
normal” para cada cadena del TCR a partir de los
primeros valores.

Uso relativo Rango uso relativo
Segmento  en bazo control normal
TCRVp (mediatDE) Media
[+2DE // -2DE]
! 5,4110,10 5,75 - 5,07
2 5,4710,22 6,23 - 4,71
3 4,0430,47 5.68- 24
4 4,7440,16 5,28 - 4,2
5 2,62i0,7'5 52 - 0,04
6 5,0810,10 5,44 - 4,72
7 4,7610,25 562 - 3,9
8.1 4,8140,14 545 - 4,17
8.2 5,4010,28 5,86 - 4,94
8.3 5,5840,28 6,54 - 4,62
9 4,9910,14 549 - 4,49
10 4,63+0,11 5,01 - 4,25
1 4,24140,12 4,66 - 3,82
12 4,8540,26 5,77 - 3,93
13 5,0510,14 554 - 4,57
14 4,6840,12 5,1 - 4,26
15 4,6510,11 5,03 - 4,27
16 3,8740,22 4,65 - 3,09
17 4,3440,24 5,16 - 3,52
18 4,0310,44 5,57 - 2,49

19 2,5540,55 4,45 - 0,65




B. 1. 3- Expresion de cadenas VP del TCR en ratones cronicamente

infectados con las cepas RA y CA-1 de T. cruzi

Una vez establecido el patron de expresion en bazo de animales controles, analizamos el
patrén de expresion de cadenas V3 del TCR en bazo, misculo esquelético, médula espinal
y nervio ciatico de ratones cronicamente infectados con las cepas RA y CA-l de T. cruzi.

En bazo, tejido generalmente representativo de la expresion periférica, no se registraron
diferencias en el nimero de segmentos TCRV[ expresados entre los animales controles
(20,5140,29, n=3) y los grupos infectados (RA: 18,2+0,97, n=5; CA-I: 20,3+0,66, n=3)
(Figura 12). Sin embargo, en ambos grupos de animales infectados se detectdé un uso
relativo aumentado del segmento TCRVB13 (RA: 5,8340,22; CA-I: 5,5940,23) y un uso
relativo disminuido del segmento TCRVB14 (RA: 2,34+0,52; CA-I: 3,9710,41) (Figura
13). Otros segmentos TCRV se encontraron sobre-expresados especificamente para cada

cepade 7. cruzi. VB3 4,6, 15y 16 para CA-ly VB 1, 8.1, 8.2 y 10 para RA (Figura 13).

20 (=3 CONTROLES
RA
15 gzz3 CA-|

-
o
1

Nro. segmentos
VB expresados

(6}
|

NER MED MUSC

Figura 12. Segmentos TRCVP detectados en tejidos de ratones controles
y cronicamente infectados con las cepas RA y CA-I de 7. cruzi. *: p<0,05;
RA vs. CA-l, ¢ test.
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Figura 13. Expresion de cadenas VB del TCR en bazo de animales controles e
infectados. El valor de uso relativo de cada uno de los segmentos fue calculado segun se
indico en Materiales y Métodos a partir de las densidades Opticas resultantes de la
hibridizacion de los productos de RT-PCR con una sonda marcada con DIG. Los
segmentos que presentan uso relativo aumentado o diminuido en animales infectados en
relacion al control estan sefialados con flechas.

67




En los tejidos que conforman nuestro modelo de sistema nervioso, el namero de segmentos
TCRVp expresados en animales controles fue muy restringido (médula: 5,67+2,19;
musculo: 4,67+1,2; nervio: 110,58) (Figura 12). Por el contrario, en los animales
infectados, casi todas las familias TCRV[ estaban representadas, reflejando la presencia de
un importante infiltrado inflamatorio tisular en animales crénicamente infectados. Se
detecté un mayor numero de segmentos TCRV[3 en misculo de animales infectados con la
cepa CA-l comparado con las familias representadas en el mismo tejido en animales
infectados con la cepa RA (CA-I: 20,3310,33; RA: 16,8+0,86; p<0,05, test ¢). Por otro lado,
se observo una tendencia a expresar mayor numero de segmentos TCRV[ en nervio en
animales infectados con RA (17,8+1,24) que en los infectados con CA-I (13%4,04), aunque
sin diferencias significativas entre cepas. En médula, casi la totalidad de las familias fueron

representadas tanto en animales infectados con RA (19,60+0,51) como con CA-]

(19,6740,66) (Figura 12).

El analisis del uso relativo de los distintos segmentos TCRV[ en los distintos tejidos
evidencio que, en general, la sobre-expresion de un determinado segmento V3 en musculo,
médula 6 nervio era coincidente con un uso relativo aumentado del mismo segmento en
bazo del mismo grupo de animales (Figuras 13-16). Asi, por ejemplo, para los animales
infectados con la cepa CA-] se detect6 la sobre-expresion del segmento VB16 en muasculo
(Figura 14) y de VB4 en médula (Figura 15), ambos segmentos también sobre-expresados
en bazo de estos animales (Figura 13). Para el caso de los animales infectados con la cepa
RA, se observa un uso relativo aumentado del segmento V8.1 en musculo (Fig 14), de los
segmentos V[38.1, 8.2, 10 y 13 en médula (Fig 15) y del segmento VB8.2 en nervio (Fig
16), todos también con uso relativo aumentado en bazo de los mismos animales (Fig 13).
Ademas, se observo un mayor uso relativo para cada uno de los segmentos VB en musculo
—respecto del uso relativo en nervio- en los animales infectados con CA-I mientras que en
los infectados con RA, se detectaron valores similares para los diferentes segmentos en
nervio y muasculo (Figura 17 A y B).

Sin embargo, se detectd la sobre-expresion del segmento TCRV[B9 en musculo en los

animales infectados con la cepa CA-l (5,5240,14; Figura 14) y en médula (5,9010,19;
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Figura 15) y nervio (5,49+0,27; Figura 16) en los infectados con RA, sin observarse un uso
relativo aumentado de este segmento en bazo (RA: 4,1840,78; CA-I: 5,31+0,12). Resulta
interesante que los tejidos donde se determina la sobre-expresion de VB39 son los tejidos

blanco de dafio para cada cepa de 7. cruzi. El segmento TCRV 9 no fue detectado en

ninguno de estos tejidos en los animales controles.

7
EEE musculo RA
musculo CA-|
6 1 g bazo control
s 1l |
Satii it HEd
=
:
g 3l HE
0 1 2 283 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Segmento TCR Vf

Figura 14. Uso relativo de segmentos TCRVf en miisculo de animales infectados con
las cepas RA y CA-l de T. cruzi y su relacion con la expresion de los mismos segmentos en
bazo de animales controles. Los segmentos con uso relativo aumentado estan sefialados con
flechas; masculo RA: n=5; musculo CA-I: n=3; bazo control: n=3.
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infectados con las cepas RA (A) y CA-1 (B) de T. cruzi.
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B. 2- Analisis de secuencias de la region CDR3 del TCR

Entre las CDR (complementarity determining regions) definidas para los TCR, la region
CDR3 es la que muestra mayor diversidad y la involucrada en la interacciéon y
reconocimiento del Ag prescntado en contexto del CMH. Aunque la zona CDR3 es
generalmente definida como la region que comienza en el residuo aminoacidico luego de la
secuencia CASS presente en la mayor parte de los segmentos V3 y que termina antes de la
secuencia GXG en la regién JB, en el presente trabajo se incluye también el segmento JB
completo en los analisis de homologia de secuencias (Kim y col, 1998b). El polimorfismo
de las secuencias del CDR3 para LT que utilizan un segmento particular TCRVf permite
determinar si existen clones representados mayoritariamente -generalmente reconociendo
unos pocos Ag- cuando se detecta dominancia clonal. La dominancia clonal es definida
como la presencia de secuencias nucleotidicas idénticas en 250% del total de secuencias
analizadas (Halapi y col, 1997). En principio, en el presente trabajo se quiso evaluar esta
hipotesis para LT que presentaban un uso relativo aumentado en los tejidos blanco de dafio
para cada cepa: LT TCRV[9 de nervio y médula espinal de ratones infectados con la cepa
RA y LT TCRV[9 de musculo de los animales infectados con CA-1. También se evaluo el
polimorfismo del CDR3 en LT TCRVf9 en tejidos no blanco de dafioy en LT TCRV[(9 y
VB13 de bazo de animales controles e infectados.

Ya que es conveniente realizar estos estudios individualmente para cada animal, y la
metodologia es muy tediosa, sélo se empled un niumero restringido de animales para el
clonado y secuenciacién de los productos de PCR. Se eligieron los productos TCRV[(39 de
los animales que presentaban mayor sobre-expresion de este segmento en los tejidos blanco
de dafio (RA: 6/lI; CA-I: 11-3). Por consiguiente, s¢ clonaron y secuenciaron también los
productos TCRVB 9 y TCRV[ I3 de bazo de los mismos animales. Los productos TCRVf
9 de los tejidos no blanco de dario, fueron seleccionados de manera tal de poder realizar
analisis comparativos posteriores entre secuencias derivadas de tejidos blanco y no blanco
de dafio del mismo y/o distintos animales.

Del total de clones secuenciados sélo fueron seleccionados para el analisis posterior los

cromatogramas que presentaron picos altos y definidos, indicativos de una buena
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secuenciacion; el detalle del namero de clones estudiados en los distintos tejidos y animales
se muestra en la Tabla 6.

Las secuencias consenso obtenidas para las regiones constantes TCRVB9-CB y TCRV13-
CpB luego de analizar los cromatogramas y su traduccion en el marco de lectura adecuado se

muestran en la Figura 18. Las mismas fueron comparadas con bases de datos mediante el

programa BLAST (www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST), detectandose 100% de homologia con

las secuencias comunicadas para las zonas conservadas de TCRVB9 y TCRV13 de raton.

Tabla 6. Detalle del nimero de clones derivados de productos de
PCR TCRVB9 y VB13 secuenciados y analizados en los distintos
tejidos de animales controles e infectados.

Tejido Animal | CepaT. cruzi | Segm. | Nro. Clones

infectante | TCRVP | analizados
Bazo Control |  --—-- 9 6
Bazo 6/11 RA 9 8
Bazo -3 CA-I 9 7
Bazo Control |  ----- 13 8
Bazo 6/11 RA 13 9
Bazo 11-3 CA-l 13 11
Médula 2/11 RA 9 8
Médula 6/11 RA 9 10
Médula I1-3 CA-l 9 13
Nervio 6/11 RA 9 11
Nervio 0/5 CA-l 9 10
Musculo 2/11 RA 9 8
Musculo 1I-3 CA-l 9 9




(A)
LA RV GK P V N L1 €CS QT MNUH D
Ag ctt gca aga gtt gga aaa cca gtg aat ttg atc tgt tct cag act atg aat cat gat

T MYWYQ K KP NQ APKU LI LLFYYDKI
Acc atg tac tgg tac caa aag aag cca aac caa gca cca aag ctt ctt ctt ttc tac tat gat aag att

L NRE ADTFEI K FQSS SR RPNNS STFCS SL
Ttg aac agg gaa gct gac act ttt gag aag ttc caa tcc agt cgg cct aac aat tct ttc tge tct ctc

Y 1 GS AGL EYS AMYLCA S S... IN)DMN)J.....
Tac att ggc tct gca ggc cta gag tat tct gcc atg tac ctce tgt get age agt.....(n) D (n) J

(B)

QL P S DRIFSAV R PK G T NS T 1K
Cag ttg ccc tcg gat cga ttt tct gct gtg agg cct aaa gga act aac tcc act ctc aag

I QS A K Q G D T A T Y L C A S (N)D (N1
Atc cag tct gca aag cag ggc gac aca gcc acc tat ctc tgt gec age.... .(n) D (n) J

©)

.Ir' VL E D LRNVTU®PUPIKV SLFE P S K A
...act gtt ctc gag gat ctg aga aat gtg act cca ccc aag gtc tcc ttg ttt gag cca tca aaa gca

E T A NK QIKATULVCLA
gag att gca aac aaa caa aag gct acc ctc gtg tgc ttg gc

Figura 18. Secuencias correspondientes a las regiones constantes de los insertos
clonados y secuenciados. Se muestran las secuencias de nucledtidos y la correspondiente
secuencia deducida de aminoacidos de (A) zona constante consenso V[(39, (B) zona
constante consenso V13 y (C ) zona constante C[3. Las bases y amimoacidos marcados en
itdlica corresponden a la zona final de la mayor parte de los segmentos Jf.
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B. 2. 1- Polimorfismo del CDR3 en bazo

De manera similar a lo realizado al analizar la expresion de los diferentes segmentos V3 del
TCR, en esta parte del trabajo también se estudié en una primera etapa el polimorfismo de
secuencias del CDR3 en clones derivados de productos de amplificacion del segmento
TCRVB9 de bazo de animales controles e infectados.

Cada uno de los 21 clones TCRV9 analizados presento una secuencia unica. La secuencia
de cada clon fue comparada respecto de la de todos los otros, lo que resulté en un total de
210 pares de secuencias analizadas, sin detectarse 100% de homologia entre ninguno de
ellos. Este hecho refleja la alta diversidad del repertorio del TCR (y en particular la alta
variabilidad de la region CDR3) en bazo (Tabla 7).

Entre los 28 clones TCRVB13 de bazo analizados se detectaron sélo 2 secuencias idénticas
en el animal infectado con CA-I (Tabla 7). No se detecté homologia 100% entre clones

derivados de distintos animales (259 pares de secuencias) ni entre los clones TRCVB9 y

TCRVBI3.

Tabla 7. Homologias de secuencias en la region CDR3 en bazo de animales
controles e infectados con T. cruzi.

Animal/ TCRVf Secuencias con homologia [ Secuencias con homologia

100% 100%
(nro. de clones (nro. de pares analizados) (nro. de pares entre tejidos
analizados) analizados)

RA/ VB9 (8)
CA-l/ VB9 (7)
Normal/ VB9 (6)
RA/ VBI3 (9)
CA-l/ VBI3 (11)
Normal/ VBI13 (8

0(146)

0(259)
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B. 2. 2- Polimorfismo del CDR3 en tejidos blanco de daiio.

En los tejidos blanco de dafio para cada cepa de 7. cruzi, no se hallaron clones con
homologia 100% en misculo en el animal infectado con CA-l pero si 2 clones con
homologia 100% en nervio y 3 clones con 100% de homologia en médula en el animal 6/11
infectado con la cepa RA (Nel=Ne2, | par; Mel=Me6=Me20, 3 pares) (Tabla 8). Mas aun,
al analizar la homologia de secuencia entre los clones de médula y nervio del animal 6/11,
se detectd que el clon NelO era idéntico a los clones Mel= Me6= Me20 (3 pares de clones
idénticos), que el clon Mel8 poseia 100% de homologia con los clones Nel=Ne2 (2 pares)
y que los clones Ne7 y Mel5 (1 par) también presentaban 100% de homologia. En total, 10
pares de clones TCRVb9 con secuencias idénticas fueron detectados dentro y entre tejidos
de sistema nervioso en el raton 6/11 infectado con la cepa RA (Tabla 8). No se encontrd
homologia 100% entre las secuencias de clones de médula y musculo o entre nervio y
musculo (Tabla 8).

Entre las secuencias que presentaron homologia 100%, sélo fueron identificados 3 CDR3
distintos; la identidad de secuencias se verifico tanto a nivel aminoacidico como
nucleotidico (Tabla 9). Los clones representados por las dos primeras secuencias de la
Tabla 9 utilizan el mismo segmento JB 2.1 (subrayado); la diferencia entre las mismas
radica en la insercion de nucledtidos en la region (N)D(N)J en la segunda secuencia. La
tercer secuencia (clones MEI8, NEI y NE2) utiliza el segmento JB 2.4 (Tabla 9). En
resumen, entre los 21 clones TCRVB9 de nervio y médula del animal 6/11 analizados, el
45% de los mismos utilizé uno de los 3 rearreglos del CDR3 que se detallan en la Tabla 9.
Todas estas secuencias también fueron detectadas en el bazo del mismo animal, aunque no
tueron clones mayoritariamente representados en este ultimo tejido, donde no se
encontraron secuencias con 100% homologia.

Con el fin de determinar si los clones mayoritarios estaban representados en forma
conservada en distintos animales infectados con la misma cepa de 7. cruzi, también se
analizaron 8 clones derivados de productos de PCR TCRV[39 de médula del animal 2/11. Si
bien se hallaron 2 pares de clones con homologia 100% (Me5=Mel8; Me6=Me20) en este
animal, sus secuencias fueron distintas de las detectadas mayoritariamente en el animal 6/11.
Mas adn, no se encontrd ningun par de secuencias idénticas entre los clones TCRV[(39 de

médula de estos dos animales (80 pares de clones).
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B. 2. 3- Polimorfismo del CDR3 en tejidos no blanco de daiio

Por otro lado, también se analiz6 el polimorfismo de secuencia de la region CDR3 en LT
TCRVDbY en los tejidos que no son blancos principales de dafio como consecuencia de la
infeccion por ambas cepas de 7. cruzi (RA: musculo; CA-l: médula y nervio).
Sorprendentemente, en estos tejidos si se encontré dominancia clonal, evidenciada por una
proporcion mucho mas elevada de clones presentando 100% de homologia de la que
habiamos hallado en los tejidos blanco de dafio. Asi, en musculo del animal 2/11 de un total
de 8 clones analizados se detectaron 4 idénticos (Mu8=Mul0=Mul4=Mu20), en nervio de
un animal infectado con CA-l (0/5) se detectaron 2 secuencias utilizadas mayoritariamente
por 8 de los 10 clones analizados (Nel=Nel9=Ne5; Ne2=Ne7=Ne9=Nel I=Nel7) y en
médula del animal 11-3 (n=13) 7 clones con el mismo CDR3 (Mel=Me7=Me9=Mel2=
Mel5=Mel6=Mel7) y 2 pares de clones presentando homologia 100% (Me4=Mell;
Mel8=Me20) (Tabla 10).

No fue posible encontrar secuencias con 100% de homologia entre clones de los distintos
tejidos.

Se analizé también la homolgia de secuencias del CDR3 entre clones derivados del mismo
tejido pero de animales infectados con distinta cepa parasitaria asi como también entre
clones de tejidos blanco y no-blanco de animaies infectados con la misma cepa de T. cruzi.
Al comparar las secuencias de clones de nervio (110 pares), misculo (72 pares) o médula
(234 pares) entre animales infectados con RA y CA-l no se hallaron secuencias con
homologia 100% (mismo tejido/distinta cepa 7. cruzi). Tampoco fueron detectadas
secuencias idénticas al comparar clones de médula y masculo de un mismo animal
infectado con CA-I ni al comparar secuencias de musculo y nervio entre dos animales
diferentes infectados con la misma cepa. El resultado de cruzar las secuencias entre
musculo y médula en animales infectados con la cepa RA fue diferente dependiendo de que
los clones analizados fueran del mismo o distinto animal. Entre 80 pares de clones masculo
vs. médula de distintos animales no se encontré ninguna secuencia igual, mientras que al
comparar clones de los mismos tejidos pero del mismo animal (2/11, 64 pares) fue posible
identificar secuencias con homologia 100%; por ejemplo, se hall6 en médula un clon con la

misma secuencia con dominancia clonal detectada en muasculo RA 2/11 (ver leyenda Tabla

10).
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B. 3- Deteccion de material parasitario en tejidos

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio indicaban que no es posible transferir
patologia por transferencia pasiva de LT a los tejidos que no son blanco principal de dafio
para cada cepa de T. cruzi. Entonoces, las expansiones clonales encontradas en tejidos no
blanco de dafio ;estan respondiendo a (y controlando) la presencia del parasito? ;es posible
detectar parasitos en estos tejidos?;Y en los tejidos blanco de dafio?

Debido a los resultados encontrados con respecto al polimorfismo de secuencias del CDR3,
quisimos investigar la presencia del parasito en los distintos tejidos del arco médula-nervio-
musculo en animales infectados con 7. cruzi. Como puede observarse en la Figura 19, fue
posible hallar material genético del parasito en todos los tejidos en animales infectados,
independientemente de la cepa parasitaria infectante. Sin embargo para lograr la deteccion
en nervio de animales infectados con la cepa CA-I hubo que utilizar nervios de 2 o mas
animales para que la extraccion de ADN permitiera identificar la presencia de 7. cruzi,

indicando la baja cantidad de material parasitario en este tejido.

RA CA-1

mu ne me mu ne me c- PM

Figura 19. Amplificacion de ADN de
T. cruzi a partir de tejidos de animales
cronicamente infectados con las cepas RA
0 CA-I, utilizando primers TCZ.

mu: musculo; ne: nervio; me: médula;

c-: control negativo.




B. 4- Analisis de citoquinas pro-inflamatorias in situ

Teniendo en cuenta el hallazgo de material genético de 7. cruzi en todos los tejidos
independientemente de la cepa parasitaria infectante, quisimos investigar si existia una
respuesta inmune local diferencial que marcara el 6rgano principalmente injuriado, que
depende de la cepa parasitaria infectante. Para ello se estudio la produccion de citoquinas
IL-18, IL-6, TNFa e IFNy por RT-PCR en los tejidos que comparamos en este modelo de
infeccion por T. cruzi y en bazo en animales infectados con cada una de las cepas. Se
registré produccion de IFNy (Figura 20A) e IL-18 (Figura 21A) en todos los tejidos de
animales cronicamente infectados. En la mayoria de los tejidos también se detectd
produccion de IL-6 aunque la produccion de esta citoquina fue mas importante en nervio en
los animales infectados con RA y en musculo en los infectados con CA-I (Figura 21B). Lo
mismo se observo en relacion a la expresion TNFa (Figura 20B) donde casi no fue posible
detectar productos de amplificacion en musculo de animales infectados con RA ni en

nervio en los infectados con CA-L.
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