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Resumen El objetivo de este estudio es determinar la capacidad de respuesta de la célula muscular cardiaca a
la infeccién por Trypanosoma cruzi. Se investigé el rol de la multiplicacién de las células musculares
en la remodelacién cardiaca, y su capacidad de produccion de 6xido nitrico y control del parasitismo intracelular.
Para ello, se determiné la presencia del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) en los miocitos cardia-
cos de ratas Wistar infectadas experimentalmente con T. cruzi, determindndose un aumento significativo del nu-
mero de nucleos PCNA+ en los animales infectados agudos y crénicos. La capacidad de control del parasitismo
intracelular y de produccion de éxido nitrico fueron evaluados en cultivos primarios de miocitos cardiacos de ra-
tas neonatas, estimulados con citoquinas in vitro. El analisis del parasitismo mostr6 que el nimero de miocitos
cardiacos con amastigotes intracelulares fue menor en los cultivos estimulados con IL-18, TNF-o. e IFN-y. La pro-
duccioén de 6xido nitrico fue mayor en los sobrenadantes de los cultivos celulares estimulados con citoquinas, tan-
to en los infectados como en los controles. Estos datos demuestran que la célula muscular cardiaca participa
activamente en la respuesta del organismo durante la infeccién con T. cruzi.

Abstract Myocardial cell response to Trypanosoma cruzi infection. The aim of this study is to establish
the response of cardiac myocytes to the infection with Trypanosoma cruzi. The role of myocardial
cell proliferation on heart remodelation and the ability of these cells to produce nitric oxide and control intracellular
parasite growth during T. cruzi infection were evaluated. The presence of proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
was determined in myocardial cells of Wistar rats infected with T. cruzi, resulting in a significant increase of
PCNA+ labelling in all stages of disease. The ability of myocardial cells to control growth of intracellular parasites
and the production of nitric oxide were evaluated in cultures of cardiac myocytes obtained from neonatal rats.
Different combinations of cytokines were added to culture media. The number of cardiac cells displaying
intracellular amastigotes was lower in cultures supplemented with IL-1f3, TNF-oc and IFN-y than with other cytokine
combinations and controls. The addition of cytokines resulted also in an increase of nitric oxide production in
both infected and non-infected controls. These results demonstrate that myocardial cells participate actively in
the response of the heart to the infection with T. cruzi.
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Una de las manifestaciones méas importantes de la en-
fermedad de Chagas es el desarrollo de miocarditis agu-
day crénica, con alteraciones electrocardiograficas e in-
suficiencia cardiaca progresivas e irreversibles® 2. El co-
razon aumenta generalmente de tamafio y a nivel
histolégico se observa degeneracion y necrosis de fibras
musculares cardiacas, infiltrados inflamatorios focales o
difusos y fibrosis intersticial de variable intensidad**®.
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La patogenia de la miocarditis chagasica no es cono-
cida aln en su totalidad®!°. La mayoria de las investiga-
ciones sobre la misma se focalizaron en el estudio del
parésito y del sistema inmune del huésped en relacion a
la intensidad de la infeccion y al desarrollo de la enfer-
medad. La deteccion constante del Trypanosoma cruzi
en los tejidos de los pacientes chagasicos crénicos indi-
ca el rol determinante que tiene el parasito en el desarro-
llo de las lesiones cardiacas® 2. Estudios experimenta-
les han demostrado que el T. cruzi es una especie
heterogénea, y que tanto el parasitismo intracelular como
el desarrollo de lesiones inflamatorias a nivel del cora-
z6n dependen del aislamiento parasitario®* **. Por otro
lado, también se ha demostrado que el sistema inmune
del huésped es un factor importante en el desarrollo de
la miocarditis chagasica. La presencia predominante de
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linfocitos T en los infiltrados inflamatorios cardiacos y la
mayor susceptibilidad al T. cruzi de animales experimen-
tales con funcionalidad deficitaria de estas células indi-
can la importancia de las mismas en el resultado de la
infeccion*1517,

El T. cruzi es capaz de infectar y multiplicarse dentro
de la célula muscular cardiaca, entre otros tipos celula-
res, donde es frecuentemente detectado en todas las
etapas de la enfermedad. Es a éste nivel donde ocurren
los cambios morfoldgicos caracteristicos de la miocardi-
tis chagasica, tales como la necrosis celular, la inflama-
cion y el incremento de la masa muscular cardiaca. El
conocimiento de la respuesta del tejido miocardico a la
presencia local del parasito y a la inflamacion que ésta
genera en los tejidos es escaso.

Durante mucho tiempo se ha mantenido el concepto
dogmatico de que las células musculares cardiacas eran
células maduras de diferenciacién terminal, y que su mul-
tiplicacion cesaba poco tiempo después del nacimiento.
Este criterio, sustentado en las observaciones clasicas
de la histologia cardiaca, tiene las limitaciones propias
de esa tecnologia. El desarrollo de técnicas de mayor
complejidad para la identificacion de la actividad mitética,
ha permitido demostrar la capacidad proliferativa de los
miocitos cardiacos, principalmente en cardiopatias
isquémicas e idiopatica dilatada'®?°. También se ha de-
mostrado que los miocitos cardiacos de individuos nor-
males pueden proliferar, aunque con menor frecuencia
que en las patologias anteriormente mencionadas. Es
posible que los mecanismos de remodelacion miocardica
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descriptos en otras entidades nosolégicas, puedan estar
también involucrados en la evolucion de la cardiopatia
chagésica crénica. El objetivo de este estudio es deter-
minar la importancia del mecanismo de multiplicacion de
células musculares cardiacas en el desarrollo de la le-
siones chagasicas. Para ello hemos investigado la pre-
sencia de una proteina indispensable para la progresién
del ciclo celular denominada antigeno nuclear de prolife-
racion celular (PCNA), en el corazén de ratas infectadas
experimentalmente con T. cruzi. Se utilizaron ratas Wistar
de 4-6 semanas de edad, las cuales fueron inoculadas
intraperitonealmente con 108 tripomastigotes del clon de
T. cruzi Sylvio-X10/4 obtenidos de cultivos celulares. Los
animales fueron anestesiados con éter y sacrificados por
dislocacion cervical a los 30 (8 infectados y 4 controles),
370 (8 infectados y 7 controles) y 515 (4 infectados y 4
controles) dias post-infeccion (dpi) respectivamente. Se
tomaron muestras de diferentes areas del corazoén, las
cuales fueron fijadas inmediatamente en formol buffer al
10%, procesadas rutinariamente y embebidas en
Paraplast. Se realizaron cortes seriados de 3-5 pm de
espesor, sobre los cuales se realiz6 la técnica de
inmunoperoxidasa, utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-PCNA humano (PharMingen Laborato-ries, San
Diego, California). Los cortes histolégicos se evaluaron
al microscopio 6ptico utilizando una grilla que compren-
de una superficie de 0,062 pm? a un aumento de 400X.
En cada corazon se estudiaron 8 campos/pared
ventricular, comprendiendo una superficie total de 1,488
mm?/corazon, incluyéndose igual nimero de areas con y
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Fig. 1.— A. Cuantificacién de nucleos de células musculares cardiacas en ratas infectadas con T. cruzi y controles. B.
Cuantificacién de nucleos de células musculares cardiacas marcadas positivamente para PCNA en ratas infectadas con
T. cruzi'y controles. * indica diferencias estadisticamente significativa
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sin inflamacion en los animales infectados. En todos los
campos se cuantificaron independientemente el nimero
total de nacleos de miocitos cardiacos y el nimero de
nucleos marcados positivamente con el anticuerpo anti-
PCNA. Los resultados de esta evaluacion demostraron
que el numero total de nucleos de miocitos cardiacos en
los animales infectados es inferior al de los respectivos
controles, en las diferentes etapas de la infeccion estu-
diadas (Fig. 1A). La disminucién del nimero de ndcleos
de miocitos cardiacos en los animales infectados podria
ser atribuido a la desaparicion de fibras miocardicas, la
presencia de edema e infiltracion intersticial de células
inflamatorias y fibrosis, asi como también a un posible
aumento del tamafio de las fibras miocardicas (hipertro-
fia). EI nimero total de nucleos de miocitos cardiacos
PCNA+ fué significativamente mayor en los animales in-
fectados a los 30 y 370 dpi respecto de los controles
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(p<0,05; datos no mostrados). Sin embargo, el analisis
discriminado de las areas inflamadas respecto de las no
inflamadas de los animales infectados, y los controles
separadamente, demostré diferencias entre las areas
inflamadas respecto de los controles solamente (Figs.
1By 2). No se encontraron diferencias significativas en-
tre el nUmero de nicleos PCNA+ de las areas no infla-
madas de los animales infectados, y los controles. Estos
datos demuestran claramente la participacion del meca-
nismo de hiperplasia celular miocéardica en la
remodelacion cardiaca, durante la miocarditis chagasica
experimental. La estrecha relacién de la hiperplasia con
el proceso inflamatorio local indica una participaciéon de
este Ultimo en el desarrollo de la patologia chagasica.
Otro objetivo de nuestro trabajo es determinar el rol
de la fibra miocéardica en el control del parasitismo
intracelular. Recientemente se ha demostrado que las

Fig. 2.— Las microfotografias muestran la deteccion de PCNA en fibras miocardicas por inmunoperoxidasa en el miocardio
de ratas Wistar infectadas con T. cruzi. A: 30 dpi. Notar la presencia de varios nucleos de fibras miocardicas PCNA+ e
infiltrados inflamatorios (100X). B: 370 dpi. Nucleo PCNA+ en fibra miocéardica e infiltrados inflamatorios intersticiales
leves (200X), C: 515 dpi. Notese la disminucion de la densidad de fibras miocéardicas, la presencia de nucleos PCNA+ e
inflamacion y fibrosis intersticial, 50X D: Control no infectado, 25X.
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Fig. 3.— Microfotografias de cultivos de cardiocitos infecta dos con T. cruzi, 72 horas post-infeccion. A. Cultivo de cardiocitos
tratados con IFN-y + IL-1 3 + TNF-o. y B. Cultivo de cardiocitos sin estimulacion (control). Ndétese el menor nimero de

células infectadas en el cultivo tratado con citoquinas

células musculares cardiacas tienen la capacidad de sin-
tetizar la enzima responsable de la produccién de 6xido
nitrico (NOS) en forma constitutiva e inducible (cNOS e
INOS respectivamente). La presencia de iINOS se ha
descripto en cardiocitos de ratas y ratones infectados con
T. cruzi, sugiriendo que el 6xido nitrico (NO) podria tener
un rol importante en la patogénesis de la cardiomiopatia
chagasica?-2?2, Por otro lado, varios autores demostraron
gue la capacidad tripanocida de los macréfagos activa-
dos por citoquinas es mediada por el éxido nitrico 2324, El
presente estudio esta dirigido a determinar si la capaci-
dad de los cardiocitos de producir NO in vitro se altera
por la infeccién con T. cruzi, y su accién sobre el parasi-
tismo intracelular bajo la influencia de tres diferentes
citoquinas, previamente estudiadas en la miocarditis
chagésica 252, Para ello se han infectado cultivos prima-
rios de células musculares cardiacas obtenidas de ratas
Wistar neonatas con el clon de T. cruzi Sylvio-X10/4. Se
colocaron 50.000 células sobre cubreobjetos contenidos
en placas de 24 pocillos. Los cultivos de miocitos cardia-
cos fueron infectados con 5:1 parasitos/célula y luego de
4 horas de co-cultivo, los parasitos fueron extraidos me-
diante lavados vigorosos, y las células cultivadas con el
agregado de 5, 10 y 20 ng de IL-1/ml, 5 ng de IL-1f +
LPS y5ngde IL-1f + 100 ng de TNF-o + 500 U de IFN-
y. Se tomaron los sobrenadantes de los cultivos a las 24,
48 y 72 horas, en los cuales se midio la presencia de
nitritos mediante la técnica de Griess, como un indice de
produccién de NO. Luego de las 72 horas de cultivo, las
células fueron fijadas en metanol y coloreadas con
Giemsa. El parasitismo celular se evalu6 al microscopio
Optico, cuantificandose el nimero de células parasitadas
en muestras triplicadas, en un total de 600 células por
tratamiento.
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Fig. 4.— Representacion grafica del efecto del tratamiento de
citoquinas sobre el parasitismo celular de cultivos de
cardiocitos infectados con T. cruzi

El andlisis de los datos del parasitismo celular mostré
que el nimero de células conteniendo amastigotes
intracelulares es menor en los cultivos tratados con la
mezcla de citoquinas IL-1f, IFN-y y TNF-o. que en los
controles y en las células tratadas con IL-18+LPS (Figs.
3y 4)). No hubo diferencias en el parasitismo intracelular
de los tratados con IL-13+LPSy los controles. El analisis
de la produccién del 6xido nitrico mostré un aumento
progresivo de la concentracion de nitritos en el
sobrenadante de los cultivos estimulados con citoquinas,
tanto de miocitos infectados como en los controles no
infectados (Figs. 5 y 6). La produccion de éxido nitrico
en los cultivos de cardiocitos no estimulados (infectados
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Fig. 5.— Representacion grafica de la concentracién de o6xi-
do nitrico en el sobrenadante de cultivos de cardiocitos
estimulados con IFN-y, II-18 y TNF-c.

y no infectados) se mantuvo en el nivel basal, no
modificandose por la infeccion. En general, el incremen-
to de los nitritos fué ligeramente menor en los cultivos
infectados en relacion a los no infectados. El andlisis de
la curva dosis-respuesta de la citoquina IL-1f3 mostro que
no existen diferencias significativas en la produccion de
nitritos entre las 3 dosis de la citoquina estudiadas. Por
otro lado, el agregado de L-NAME al medio, inhibe la
produccion de 6xido nitrico por estos cultivos. Estos datos
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Fig. 6.— Representacion grafica de la concentracién de o6xi-
do nitrico en el sobrenadante de cultivos de cardiocitos
estimulados con diferentes concentraciones de IL-B1 beta.

demuestran que las células musculares cardiacas tienen
la capacidad de controlar la multiplicacion intracelular del
T. cruzi ante el estimulo de determinadas citoquinas, y
gue la capacidad de producion de 6xido nitrico se afecta
solo parcialmente por la infeccién.

Los resultados obtenidos de estos estudios demues-
tran que el compartimiento celular miocérdico no perma-
nece pasivo, sino que participa activamente en la res-
puesta del organismo a la infeccién experimental con T.
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cruzi, utilizando diferentes mecanismos biolégicos, en
asociacion a la respuesta inmune. Esta participacién po-
dria tener un rol fundamental en el desarrollo y la evolu-
cion de la enfermedad de Chagas experimental.
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