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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una infeccion causada por el Tripanosoma cruzi, parasito

intracelular que se transmite al hombre através de un vector, el Triatoma infestans (1),
La prevalencia varia del 2 al 51 % en Ameérica Latina, y se presenta principalmente en
comunidades rurales debido al tipo de vivienda ya que en ellas se puede albergar el

vector (1).

Cuando el parasito ingresa al organismo ocurre el primer periodo de la enfermedad que
es el de INCUBACION, seguido por un periodo AGUDO en el cual se pueden presentar
algunos sintomas leves, que en su mayoria pasan desapercibidos para el paciente, y por
Utimo la fase CRONICA, caracterizada por un dafio irreversible al corazon u otros

organos como el esofago o intestino (2).

El pico de parasitemia observado durante la primera semana postinfeccién induce una
activacion policlonal la cual es seguida por una reaccion de inmunosupresion (3). Ambas,
la activacion policlonal y la inmunosupresion mediadas por células T, disminuyen o
desaparecen durante la fase cronica de la infeccion. Solo una pequefia proporcion de
individuos infectados desarrollaran, 15 a 30 afios mas tarde, una enfermedad crénica
caracterizada por miocardiopatia 0 megaenfermedad (4). La persisiencia de algunas
clonas de linfocitos B que producen autoanticuerpos de reaccion cruzada miocardio y/o
musculo esquelético-T. cruzi se han propuesto como los responsables de la
miocardiopatia y de la megaenfermedad observada en |a fase cronica de los pacientes

chagasicos (5).



La activacion de células Ty B produce el incremento de expresidn de algunas moléculas
existentes, y la aparicion de novo de otros marcadores de activacién incluyendo
moléculas de adhesidn, asi como de receptores para factores de crecimiento y de
diferenciacion. Los antigenos de superficie de la célula asociados con activacion, tales
como el receptor de la interleucocina 2 (IL-2) (CD25), el antigeno clase [l del complejo
mayor de histocompatibilidad (HLA-DR) y el receptor de la transferrina (CD71) pueden
estar presentes en linfocitos T y B activados (6). Los pacientes en la fase indeterminada
(asintomética) o crénica del padecimiento muestran un aumento significativo en el
porcentaje de células T y B activadas circulantes (7). También se ha reportado que los
linfocitos B que expresan el antigeno CD5 (células B CD5+), son una poblacion celular
implicada en padecimientos autoinmunes (8) y estan significativamente aumentados en

sangre periférica de pacientes chagasicos cronicos (7).

Por otro lado, existe evidencia que sugiere que en algunos pacientes la miocardiopatia
no-chagasica puede ser mediada por un mecanismo inmunoldgico (9). En el presente
trabajo decidimos establecer el grado en el que la cardiomiopatia por si misma puede
contribuir a la concentracion anormal de subpoblaciones de linfocitos T y B circulantes,
asi como de linfocitos T y B activados en pacientes con miocardiopatia, infectados y no

infectados con el T. cruzi.



GENERALIDADES

ENFERMEDAD DE CHAGAS O TRIPANOSOMIASIS AMERICANA.

La enfermedad de Chagas es una infeccion causada por un pardsito intracelular, el
Tripanosoma cruzi. Fue descubierta por el Dr. Carlos Chagas quien también descubrié el
parésito, el vector y las principales manifestaciones de la enfermedad en el hombre (1).
En México se tienen noticias de la enfermedad desde el siglo XV, sin embargo, fue hasta
1940 cuando Mazzotti describid los primeros casos de pacientes afectados por ella (10), a
partir de esa fecha se han documentado numerosos casos de esta enfermedad, ubicados
en focos endémicos, en los cuales se han encontrado varias especies del vector
(Triatoma dimidiata, Triatoma picturata, Dipetalogasler maximus, Rhodnius prolixus,

Triatoma barberi, Triatoma phyllosoma, Triatoma longipennis, etc.) (11, 12).

La inoculacién ocurre através de la contaminacion fecal de la picadura y el Tripanosoma
se disemina por via hematica o linfatica (1). Unavez que el parasito se encuentra en el
organismo, lo agrede de diversas formas, principdmente destruyendo células del sistema
reticuloendotelial y de otros tejidos, tales como corazodn, sistema nervioso y aparato
digestivo a causa del crecimiento y multiplicacion del parasito. Ademas de la destruccion
provocada directamente por el parasito, ocuren procesos de reaccién inflamatoria

inmunopatoldgicos que prolongan y agravan la enfermedad (11, 13)
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Los sintomas que se presentan después del periodo de incubacion del parasito el cual

duradesde 4 hasta 14 dias son:

PERIODO AGUDO: En la mayorfa de los casos los pacientes son asintomaticos y
solamente de 5 a 10 % presentan algunos sintomas que pueden ser el Signo de
Romafia-Mazza (complejo oftalmoganglionar), el cual consiste en una blefaritis indolora,
bipalpebral, unilateral, eritemo-papulasa, con edema elastico, con reaccion conjuntival y
ganglionar satélite o bien chagomas de inoculacion en otras partes del cuerpo, los gue se
pueden definir como nodulaciones duras, eritemo-papulosas que pueden presentar
pequenas vesiculas; estas lesiones no supuran y evolucionan lentamente (2-4 semanas)
y complicaciones viscerales que es el cuadro mas grave (12). L.os pacientes pueden
cursar con hepatoesplenomegalia, poliadenitis generalizada, diarrea, signos bronquiales,
cardiomegalia o miocarditis v meningoencefalia. En este periodo se encuentra una
parasitemia muy alta (3), lo cualinduce una activacion policlonal que es seguida por una

reaccion de inmunosupresion mediacia por células T (1,14).

Después del perlodo agudo se presenta un PERIODO DE LATENCIA que puede durar
indefinidamente. Después de muchos afios aparece un PERIODO CRONICO en el cual
se puede presentar dafio irreversible alcorazon u otros 6rganos como esofago o intestino
y tanto la activacion policlonal como fainmunosupresién disminuyen o desaparecen (1).

En el miocardio los parasitos bloquean los haces, produciendo disfuncion (bloqueos de
rama), dilatacién (cardiopatias), o inflamacion miocardica (miocarditis aguda) con
infilracién de células polimorfonude ares y mononucleares como linfocitos, monocilos  y
células plasmaticas que posteriormente se traducird en inflamacion mononuclear con

fibrosis (miocarditis chagésica crdnica) (15). Estos  halazgos sugieren la posible
4



participacion de procesos inmnologicos, especialmente de autoinmunidad y reacciones de
hipersensibilidad retardada en la patogénesis de la cardiopatia chagasica (15, 16, 17).

La miocardiopatia chagasica cronica una vez iniciada avanza hacia la insuficiencia
cardiaca y el cuadro clinico varia segin sea el grado de la misma. Los sintomas mas
comunes son las palpitaciones y la disnea, menos frecuentes, los estados vertiginosos vy
otros sincopales, precordalgias y sintomas originados por la estasis visceral,
particularmente la hepatica. Las palpitaciones son el sintoma mas comin y generalmente
lo que refiere el enfermo, éstas son provocadas por el esfuerzo o las emociones. En las
fases finales de la insuficiencia cardiaca es comun que ademas de los signos de
congestion general (insuficiencia de las cavidades derechas), se perciben también
manifestaciones de insuficiencia izquierda. Los dolores precordiales son sintomas de
observacion comun. Los estados vertiginosos seguidos o no de crisis convulsivo-
sincopales son referidos por algunos pacientes con bloqueo auriculo-ventricular total y

arritmias ventriculares (10).

La miocardiopatia chagasica cronica se desarrolla en un 20 a 30 % de los enfermos que
cursaron el perlodo agudo e indeterminado de la enfermedad, por lo cual se presenta
generalmente en pacientes de mds de 40 afios de edad, aunque ésto no es determinante

ya que puede presentarse en pacientes de todas edades, aun en nifios (1, 10)

En nuestro pais segun datos obtenidos por Rodas y cols (11). en un estudio realizado en
el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, el 40 % de las cardiopatias dilatadas

idiopaticas, correspondieron al diagnastico de miocardiopatia chagasica cronica.



CLASIFICACION

La clasificacién evolutiva de la cardiopatia chagasica crénica segin la Organizacion

Mundial de la Salud (1) (1972), es la siguiente;

Primer periodo. Infeccion por T. cruzi demostrada parasitoldgica o seroldgicamente, pero

sin ninguna evidencia clinica, radiol6gica o electrocardiografica de compromiso cardiaco.

Segundo Periodo. Sintomatologia ausente o discreta, area cardiaca normal o
ligeramente crecida en la radiografia, con presencia de alteraciones benignas en el
electrocardiograma (Bloqueo completo de rama derecha -BCRD-, extrasistoles aisladas,

alteraciones difusas de la onda T).

Tercer periodo. Sintomatologia evidente, cardiomegalia moderada, presencia de
alteraciones importantes en el electrocardiograma (BCRD mas hemibloqueo auricular

izquierdo, zonas de inactivacién, etc).

Cuarto periodo. Sintomatologia acentuada, con insuficiencia cardiaca congestiva,
cardiomegalia, alteraciones acentuadas en el electrocardiograma (arritmias graves,

extensas areas de inactivacion eléctrica).
Existen diversas teorias para explicar la etiopatogenia de la enfermedad (2), aunque se
ha sugerido que su desarrollo podria estar asociado a seis posibles mecanismos

patogénicos:
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1. Lesion directa de tipo mecanico por parasitismo de las células por el T. cruzi.

2. Lesion producida por toxinas liberadas por el parasito o por la interaccion de éste.
3. Alteraciones del sistema nervioso autonomo.

4. Lesion inducida por la respuesta autoinmune del huésped.

5. Lesion microvascular.

6. Teoria combinada o mixta.

Con estas teorias se ha logrado explicar algunas de las fases de la enfermedad, teniendo
mayor aceptacion las que asocian a la enfermedad de Chagas con un proceso de
autoinmunidad debido a sus caracteristicas, v. gr. que aln cuando se da tratamiento
inmediato en la fase aguda y la accion del parasito es contenida, el curso de la
enfermedad continia ya que persisten algunas clonas de linfocitos B que producen
anticuerpos anti T. cruzi que causan reaccion cruzada con el miocardio o musculo
esquelético. Después de la fase aguda, la actividad de estas células autoinmunes sigue
aumentando conduciendo cada vez a mayor cantidad de tejido dafado y con ello

incrementando la patologia (2).

ANTECEDENTES HISTORICOS

Debido a las numerosas teorias que habian surgido para explicar la etiopatogenia de la
miocardiopatia chagasica cronica, Jérg en 1965 (18) formuld una hipdtesis en la cual
propuso que esta enfermedad era el resuitado de un proceso pluripatogénico, siendo el
Tripanosoma solo el factor inicial de una cadena de procesos interrelacionados. A partir

de esta fecha, se han realizado diversos estudios tanto en animales como en seres
7



humanos para  esclarecer el comportamiento del sistema inmunoldgico en la

Tripanosomiasis Americana.

Un grupo de investigadores, Yanovsky y cols (19) y Teixeira y cols (20), dirigio sus
esfuerzos para demostrar que la inmunidad mediada por células juega un papel
importante en la patogenia de la enfermedad evaluando la funcion de los linfocitos T,
principalmente mediante el factor de la inhibicién de la migracion de los leucocitos (MIF)
en cada uno de los periodos de la infeccion. Estos autores encontraron que los pacientes
con Chagas agudo tenian MIF significativamente mas alto que los pacientes en fase
indeterminada y en fase cranica quienes presentaban una concentracién predominante de
células mononucleares con actividad fagocitica (19, 21). Los resultados de estos estudios
sugieren que la funcion de los linfocitos T esta deprimida en los pacientes atin sin
sintomatologia aparente lo cual demuestra que la inmunodepresion puede ser adquirida
en el curso de la infeccion. Lo anteriormente mencionado sugiere que la enfermedad de
Chagas podria estar influenciada por los factores del hospedero que controlan el numero

de paréasitos y |a respuesta inmunitaria para conducir a una infeccion persistente.

En 1984 Gusmao y cols (22) realizaron experimentos con cultivos de linfocitos en tres
grupos de pacientes: control, con enfermedad de Chagas en fase Indeterminada y con
miocardiopatia crénica. Los cultivos de linfocitos fueron expuestos a distintos antigenos
(antigeno de cultivo celular -derivado de tripomastigote y amastigote-, epimastigote y
PPD). La respuesta celular no mostré diferencia significativa entre los grupos lo cual
sugiere que el sistema inmunitario de los pacientes cronicamente infectados se encuentra

integro. Este investigador sugiere por primera vez que otros factores o ciertas

P



caracteristicas pueden influir en las consecuencias de la infeccion cronica por T. cruzi .

Posteriormente Schmunis y cols (23) sugirieron que la participacion de un fenémeno
autoinmune conducia al dafio del miocardio en la enfermedad cronica. Basados en el
hecho de que es muy raro encontrar formas intracelulares del parasito en las lesiones
chagasicas. La génesis de esta respuesta autoagresiva es todavia controversial y hay
varios trabajos que han demostrado que los linfocitos T autoinmunes son activados por

antigenos comunes compartidos por T. cruzi y las células del hospedero.

Barral y cols (14) realizaron estudios de cultivo mixto de linfocitos autdlogos (LAM) en
pacientes infectados por T. cruzi en fase indeterminada, megaenfermedad y
miocardiopatia; encontrando que mientras los pacientes con megaenfermedad mostraron
una respuesta proliferativa normal cuando se compararon con el grupo control, los del
grupo en fase indeterminada tuvieron una respuesta mas bhaja en contraste con los
pacientes con miocardiopatia quienes presentaron una respuesta proliferativa muy alta.

Las diferencias importantes en la respuesta proliferativa entre los distintos grupos de
pacientes, a pesar de estar todos infectados con el mismo parasito, apoya la teoria que
sostiene que existe una regulaciéon inmunoldgica aberrante en la patogénesis de la

enfermedad de Chagas.

Uno de los primeros trabajos que se hicieron para conocer la importancia que tienen las
células T CD8+ en el control inmunitario de la infeccion por T. cruzi fue realizado por
Tarlenton en 1989 (24), en ratones a los cuales se les neutralizo la poblacion de linfocitos
T CD8+ con anticuerpos anti CD8. En este estudio se demostrd el papet importante de las

células CD8+ en la inmunidad contra 7. cruzi en la fase aguda de la infeccidn pero no en
o)



la fase cronica, sugiriendo que las células T CD8+ poseen actividad citotéxica o son

productoras de citocinas.

Otro estudio que refuerza lo anterior fue realizado en ratas a las cuales se les midio el
numero de células CD3+, CD4+, CD8+ en sangre, hazo y corazon, encontrando la
actividad de las células NK (Asesinas naturales) incrementada en todos los érganos
estudiados, lo cual podria indicar que la funcién principal de las células NK contra esta
infeccion es la produccion de linfocinas, tales como interferan gamma, factor estimulador
de colonias de monaocitos y macrafagos, factor de necrasis tumoral vy factor quimiotactico
de macrofagos (14). Con estos resultados se podria hipotetizar que la infiltracion
linfocitaria, incluyendo células NK, contribuye a la lesion cardiaca y a la patologla

autoinmune de la enfermedad de Chagas.

Otros investigadores han contribuido con observaciones que indican que las proporciones
de los receptores de las células T (RcT) (CD4+/RcT+ y CDB+RcT+) se encuentran
alterados (25, 26). Cuando ocurre cualquiera de los fenémenos anteriores se afecta la
activacion de los linfocitos e interfiere en el proceso de reconocimiento del antigeno lo

que conduce a inmunosupresion en los pacientes infectados por T. cruzi (7, 27).

Los estudios anteriormente descritos mencionan varias manifestaciones de
inmunosupresién durante el curso de la enfermedad, y se refieren en su mayoria a las

alteraciones que ocurren en la inmunidad celular, sin embargo, la inmunidad humeoral

también se ve afectada.
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Se ha demostrado que desde el dia 14 después de la infeccion se produce
inmunoglobulinemia la que se incrementa a partir del dia 28 y persiste a través de la fase
crénica de la enfermedad. Las inmunoglobulinas que se producen en mayor cantidad son
la 1gG2a y la IgM, y estan dirigidas principalmente contra la miosina, mielina y queratina.
La activacién policlonal de las células B que aparece en fases tempranas de la
enfermedad y persiste durante la fase crénica de la misma, a conducido a proponer otra
de las hipétesis de la patogénesis de la enfermedad de Chagas la cual sugiere que al
menos en parte, la inmunosupresién observada durante la fase aguda y la autoinmunidad
asociada con la infeccién crénica por T. cruzi pueden ser debidas a la intensa activacién
policlonal en la etapa temprana de la enfermedad; sin embargo, no se ha esclarecido si la
produccién de autoanticuerpos también es debida a la activacion policlonal de las células

B (28).

Uno de los primeros estudios de las subpoblaciones de linfocitos T y B en pacientes con
enfermedad de Chagas mediante citometria de flujo fue realizado por Dutra y cols (7). En
este estudio se encontraron diferencias significativas entre las subpoblaciones de
linfocitos de pacientes chagasicos y controles no chagasicos principalmente en el nimero
de células B CD5+, las cuales se encontraron elevadas, asi como los niveles de
CD3+/HLA-DR+, en tanto que los niveles de CD45RA+/CD8+, se encontraron
disminuidos; lo cual indica que hay un gran niimero de linfocitos T activados circulantes
en los pacientes con enfermedad de Chagas crénico, sin embargo, no hubo diferencia
significativa en la relacion de las células CD4+/CD8+, Estos son los fenotipos que se han
asociado a respuestas autoinmune, policlonal e hiperinmune con lo que se apoya la teoria

mixta de la patogénesis de la enfermedad de Chagas.



METODOS DE DIAGNOSTICO

Para realizar el diagnéstico de la enfermedad es importante conocer el estado clinico del
paciente. En la fase aguda que es cuando se puede demostrar la presencia del parasito
se puede realizar; examen directo de la sangre, hemocultivo y xenodiagnéstico.

En la fase cronica se realiza |a blisqueda de anticuerpos anti-Tripanosoma cruzi mediante
diversas pruebas como: fijacion del complemento de Machado y Guerreiro,
hemaglutinacion, inmunofluorescencia indirecta, ELISA y otros.

En la mayoria de los pacientes con enfermedad de Chagas, la existencia de una infeccion
cronica se asume por la deteccion de anticuerpos contra Tripanosoma cruzi, utilizando
métodos seroldgicos, basados en fracciones heterogéneas del parasito. En esta fase el
diagnostico basado en la identificacion directa de parasitos circulantes por medio de
xenodiagndsticos 0 hemocultivos es casi nulo debido a la baja parasitemia en la fase

crdnica.

Como prueba confirmatoria se realiza inmunoelectrotransferencia (Western Blot) para

determinar la presencia de anticuerpos contra proteinas especificas del parasito.



OBJETIVOS

1. Determinar mediante citometria de flujo, las subpoblaciones circulantes de
linfocitos T y B totales y de linfocitos T y B activados en pacientes con

miocardiopatia chagasica y no chagasica.

2. Conocer el grado de participacion de la miocardiopatia en los hallazgos de la
concentracidn de las subpoblaciones circulantes de finfocitos T y B totales y Ty B

activados en pacientes chagasicos cronicos.



MATERIAL Y METODOS.

SUJETOS

El estudio se realizé en 19 pacientes con diagnéstico bien establecido de m:i ocardiopatia
dilatada, provenientes del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. Diez de los
pacientes tenian positivas las pruebas seroldgicas para la deteccion de anti cuerpos anti-
T. cruzi y 9 enfermos con las pruebas serolégicas negativas tenian los siguientes
diagndsticos: 4 miocardiopatia dilatada idiopatica; 3 hipertension arterial sistémica; 1
enfermedad pulmonar obstructiva crénica; 1 miocardiopatia isquémica. D el grupo de
pacientes chagésicos 4 eran varones y 6 mujeres con una mediana de edacs de 40 afos
(oscilacion; 26 a 57). El grupo de enfermos no chagasicos estuvo constituido por 3
varones y 6 mujeres con una mediana de edad de 53 afios (oscilacién, 1 8a 79). Se
incluyé ademas un grupo control constituido por 5 varones y 8 mujeres aparentemente
sanos, con una mediana de edad de 49 afios (oscilacion; 23 a 78) elegidos del personal

del laboratorio asi como de sus familiares.



PRUEBAS SEROLOGICAS

La presencia de anticuerpos contra el T. cruzi se establecio mediante:

1. La prueba de inmunofiuorescencia indirecta en epimastigotes fijados, usando la

fraccion Fc de la 1gG de cabra anti-humana marcada con fluoresceina (30).

2. El ensayo inmunoenzimatico en micropozos Immulon Il (Dynatech) recubiertos
con el extracto del antigeno total del T. cruzi (reactivo a una dilucion 1:400 de
un suero humano experimental), seguido por la adicién de la fraccion Fc de la

lgG de cabra anti-humana marcada con peroxidasa (31).

3. La prueba confirmatoria de Inmunoelectrotransferencia (Western Blot) usando
SDS PAGE en condiciones no reductoras y la inmunoelectrotransferencia en

tiras de nitrocelulosa.

La sensibilidad y especificidad clinicas de estas pruebas es de 100 % y 93 %,

respectivamente (31,32).



DETERMINACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS POR CITOMETRIA

DE FLUJO.

De cada uno de los pacientes y de los controles se obtuvieron, por puncién venosa, 4 ml. de
sangre que se colectaron en un tubo conteniendo heparina (15 Ul/ml. de sangre). Todas las
mediciones de citometria de flujo se realizaron en sangre total.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales (AcMo) conjugados con isotiocianato
de fluoresceina (FITC): CD3, CD4 y CD8 que reconocen antigenos de superficie de
linfocitos T; CD10 y CD19 que identifican antigenos de superficie de linfocitos B. Para
identificar a las células T con el antigeno CD5 se empled el AcMo CD5 purificado y la ig de
cabra anti-ratdn marcada con FITC (GAM-FITC). Se emplearon AcMo dirigidos contra las
moléculas de activacion CD25, HLA-DR y CD71 marcados con ficoeritrina (PE). Cada uno
de éstos se mezclé con cada uno de los AcMo que reconocen los antigenos de superficie
de las células T y B, permitiendo asf el analisis simultdneo de uno y dos colores en cada
muestra, Para la deteccion de las células B CD5+ se empled el AcMo combinado
CD19/CDS5. Ademas, la pureza de la paoblacion de linfocitos en la region de analisis en el
citdmetro de flujo (CytoronAbsolute) se establecié usando el anticuerpo monoclonal
CD45/CD14 (CD45+/CD14-), y la unidn de fluorescencia no especifica a los linfocitos se

determind con el control de isotipo 1gG2a-FITC/lgG2a-PE. Todos los AcMo empleados

fueron de Ortho Diagnostics.
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REACTIVOS UTILIZADOS

ANTICUERPOS MONOCILONALES:

Anticuerpos monoclonales -Ortho mune- combinados y sencillos utilizados para la tincion
directa e indirecta respectivamente: IgG2aFITC/IgG2aPE, CD3FITC, CD4FITC, CD8FITC,
CD19FITC, CD71FITC, CD3PE, CD25PE, HLA-DRPE, CD19FITC/CDSPE,

CD45FITC/CD14PE, CD5 purificado, CD10 purificado, GAM-FITC,

SOLUCION SALINA AMORTIGUADA CON FOSFATOS.

10 g de NaCl, 0.25 g de KCI, 1.44 g de Na2HPO4, 0.25 g de KH2PO4. Disolver y ajustar

elpHa7.2

Aforar a 1 L con agua desionizada, filtrar y almacenar a temperatura ambiente.

PARAFORMALDEHIDO AL 1 %

A 100 mg de paraformaldehido, adicionar 10 mL de PBS 0.18 mol/L. Incubar toda la

noche a 37°C.

Almacenar a 4°C. Esta solucion tiene vigencia de un mes.



SOLUCION HEMOLIZANTE.

0.899 g de NH4CI; 0.1 g de NaHCO3; 0.0037 g de EDTA trisodico. Disolver, ajustar el pH

a 7.4y aforar a 100 mL con agua desionhizada.

METODO DIRECTO DE TINCION.

1. Colocar 100 uL de sangre total heparinizada en un tubo de plastico de 12 x 75 y

agregar 10 ulL del anticuerpo monoclonal correspondiente.

2. Incubar a 4°C durante 25 minutos.

3. Agregar 2 mL de solucion hemolizante. Mezclar en vértex. Incubar a T.A. durante 10

min.

4. Centrifugar durante 5 minutos a 1400 rpm a 25°C. Retirar el sobrenadante.

5. Agregar 1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos, resuspender el boton celular y
si no va a ser leido durante las siguientes 4 horas agregar 200 uL de paraformaldehido

al 1%.

6. Leer en el citometro de flujo, realizando una cuenta de 15 000 a 20 000 eventos por

muestra.



METODO INDIRECTO DE TINCION.

1. Colocar 100 uL de sangre total heparinizada en un tubo de plastico de 12 X 75 y

agregar 10 uL del anticuerpo monoclonal correspondiente.

2. Incubar durante 45 minutos a 4°C.

3. Lavar 2X con 2 mL de solucién amortiguadora de fosfatos fria centrifugando a 1200

rpm por 3 min.

4. Agregar 100 ulL de GAM-FITC (BECTON DICKINSON) diluido 1:25 con PBS.

5. Incubar en bafio de hielo por 45 minutos.

6. Lavar 2X con 2 mL de solucién amortiguadora de fosfatos fria centrifugando a 1200

rpm por 3 min.

7. Agregar 10 uL del segundo anticuerpo monoclonal correspondiente.

8. Incubar 45 minutos a 4°C.

9. Agregar 2 mL de solucion hemolizante. Mezclar en vortex. Incubar a T.A. durante

10 min.

19



10. Centrifugar durante 5 minutos a 1400 rpm a 25°C. Retirar el sobrenadante.

11. Agregar 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos, resuspender el hotén celular y
si no va ha ser leido durante las siguientes 4 horas agregar 200 ul de

paraformaldehido al 1 %.

12. Leer en el citometro de flujo.

ANALISIS DE DATOS

Las cifras totales de las diferentes subpoblaciones de células T se obtuvieron promediando
los valores obtenidos de las células CD3+, CD4+, CD5+ y CD8+ en las dos o tres
mediciones realizadas en cada sujeto. El mismo calculo se realizé para la obtencién de las
cifras totales de las subpoblaciones de linfocitos B CD10+ y CD19+. Se empleé la prueba
no paramétrica de Mann-Whitney (no pareada) para comparar las subpoblaciones de

linfocitos en los 3 grupos de individuos estudiados (47).



RESULTADOS:

SUBPOBLACIONES DE CELULAS TY B TOTALES (TABLA 1)

En el grupo de pacientes chagasicos se encontré que el promedio de células CD3+, CD5+ y
CD8+ era siginificativamente mas bajo, mientras que el porcentaje de células CD19+ asi
como la relacion de células CD4+/CD8+ eran significativamente mas altos comparados con
el grupo control. No hubo diferencia signficativa entre estos dos grupos en los porcentajes
de células CD4+ y CD10+. Las diferencias en los valores de células CD8+ y en la relacion
CD4+/CD8+ encontrada entre los pacientes chagasicos y los controles también se observé
entre los pacientes chagasicos y no-chagasicos. Cuando se compararon las subpoblaciones
de linfocitos en los enfermos no chagasicos versus el grupo control, sélo los linfocitos B

CD10+ y CD19+ fueron significativamente mas altos en los no chagasicos.

SUBPOBLACIONES DE CELULAS T ACTIVADAS (TABLA 2)

La expresion de antigenos asociados a activacion (CD25, HLA-DR y CD71) en las células
CD3+, evaluado por el andlisis de doble color, mostré que las células que expresaban el
receptor de la transferrina (CD71) fueron significativamente mas bajas en los pacientes
chagasicos que en los controles. No hubo diferencias significativas en el porcentaje de
células CD3+/CD25+ y CD3+/HLA-DR+ entre los pacientes chagésicos y los controles. Las
células T supresoras (CD8+), pero no las cooperadoras (CD4+) expresando el receptor para

IL-2 (CD25) estuvieron significativamente disminuidas en los pacientes con enfermedad de
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Chagas comparados con los individuos sanos. El promedio de células dobles positivas
CD4+/CD25+ y CD8+/HLA-DR+ fue similar en los pacientes chagasicos y en los controles.
Aun cuando los valores promedio de células CD5+/HLA-DR+ fueron altos en los tres grupos
estudiados, esta poblacion celular fue significativamente mas alta en los pacientes
chagasicos que en los controles. No hubo diferencia significativa en ninguna de las
subpoblaciones de finfocitos T activados entre los pacientes no chagasicos y el grupo

control.

SUBPOBLACIONES DE CELULAS B ACTIVADAS (TABLA 3)

Los porcentajes promedio de las subpoblaciones celulares CD10+/CD25+, CD10+/HLA-
DR+, CD18+/CD25+ y CD5+/CD19+ fueron muy bajos y no hubo diferencia significativa
intergrupos en estas subpoblaciones de linfocitos B. Unicamente las células CD19+
coexpresando el antigeno HLA-DR fueron significativamente mds altas en los pacientes
chagasicos que en los controles. No hubo diferencia significativa en ninguna de las

subpoblaciones de células B activadas entre los no chagasicos y los controles.

v
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DISCUSION

En el presente estudio se determinaron, mediante citometria de flujo, las subpablaciones de
linfocitos T y B totales y activadas en muestras de sangre periférica de pacientes
chagasicos y no chagasicos con miocardiopatia dilatada. La lesion que se desarrolla en el
miocardio durante las fases aguda y crénica de la infeccién por T. cruzi se caracteriza por la
infiltracion de células inflamatorias. Las lesiones cardiacas en pacientes con enfermedad de
Chagas crénica estan compuestas predominantemente por linfocitos T CD8+ (33) y gran
cantidad de células T, CD3+ y CD8+ se secuestran en el tejido cardiaco de ratones
infectados con T. cruzi (14). Las moléculas CD4 y CD8 participan en la adhesién de los
linfocitos a las células presentadoras de antigeno involucrando productos clase !l y clase |
del complejo principal de histocompatibilidad (CMH), respectivamente (15). Mientras que, la
expresion de los antigenos HLA-ABC en las células miocardicas de los pacientes
chagasicos crénicos se encuentra aumentada, sugiriendo que estas células actlian como
blanco para los linfocitos citoliticos CD8+, los antigenos HLA-DR no se observan en el
miocardio de estos pacientes (34, 35). Estos datos podrian explicar la importante
disminucidn en los linfocitos T circulantes CD3+, CD5+ y CD8+, pero no la disminucién de
las células CD4+ observada en nuestros pacientes chagasicos crénicamente infectados y
apoyaria la observacién de una migracion inflamatoria selectiva de linfocitos T,
particularmente células supresoras/citotoxicas (CD8+), al tejido cardiaco dafiado (156). Se ha
informado que los pacientes con enfermedad cardiaca por Chagas presentan una respuesta
proliferativa de células no-T autdlogas aumentada (1). Posiblemente, el bajo ntimero de

células CD8+ ohservado en estos pacientes sea el responsable de este hallazgo, ya que
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una eliminacion parcial o completa de células supresoras sobrerregulan el cultivo mixto de

linfocitos autdlogos (36).

En nuestro estudio, empleando el analisis citométrico de dos colores, se demostro que los
pacientes chagasicos, ademas de tener concentracion baja de linfocitos CD8+ también
presentaron una reduccién significativa en la proporcion de células circulantes dobles
positivas CD8+/CD25+ y un nimero anormal de linfocitos CD3+ y CD4+ coexpresando el
antigeno CD25 (receptor de IL-2). La infeccion por T cruzi ademas de inhibir la produccion y
utilizacion de IL-2 por células T (37), suprime la expresion del receptor para IL-2 en
linfocitos humanos T activados (38,39). La expresion del receptor para IL-2 es necesaria
para que las células T activadas progresen de la fase G/G,, a la fase G,, de su ciclo celular
(40) y por lo tanto es necesario para la proliferacion de los linfocitos. Las proteinas de
superficie CD3, CD4 y CD8 estan presentes antes de la activacion celular (26) y los
antigenos CD25 y CD71 (receptor de transferrina) se consideran moléculas de
postactivacion (41, 42). Tomando en cuenta esta informacion, sumada al hecho que
nuestros pacientes chagasicos tuvieron un nimero significativamente reducido de células
CD3+/CD71+ sugiere que el pardsito puede afectar ambas poblaciones, linfocitos T en

reposo Y activados.

Se han publicado pocos estudios de linfocitos T y B activados en sangre periférica de
pacientes chagasicos. En este grupo de pacientes encontramos porcentajes elevados de
células circulantes CD5+ y CD19+ coexpresando e! antigeno HLA-DR. Este hallazgo
concuerda con los datos recientemente informados por Dutra y cols (7), quienes

encontraron porcentajes significativamente aumentados de linfocitos T activados
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(CD3+/HLA-DR+) y de linfocitos B activados (CD5+/CD19+) en muestras de sangre
periférica de pacientes con enfermedad de Chagas enla fase indetermindad = y cronica.

Sin embargo, estos autores no ohservaron diferencia sustancial en el niimercs de linfocitos B
totales (células CD19+) y en la relacion de células CD4+/CD8+ entre sujelo s chagasicos y
normales. Este hallazgo contrasta con nuestros resultados que mueslran  un incremento
significativo en las células CD19+y una relacion CD4/CD8 elevada en pacien tes chagasicos
cardiacos comparada con las células de individuos normales. En el prese mie estudio, el
aumento significativo en las células CD19+ se puede atribuir a la relacion CD4/CD8
sesgada hacia el predominio de cooperacion debido a una disminucion delas células CD8+
o alternativamente, a la activacion de linfocitos B por el antigeno del T. crizi,  que aparece
temprano en la infeccion y persiste durante la fase cronica (43, 44, 45). La cncetradion
elevada de linfocitos Ty B activados observada en los pacientes chagasicos cr-dnicos podria
explicarse por la activacién policlonal de las celulas T y B mediada por el T~. cuzi o sus
productos solubles (26), durante las parisitemias transitorias, que positolemente se

presentan durante la fase crénica de la infeccién.

Un hallazgo interesante, pero pobremente entendido, fue la alta concentraci&n de celulas
CD5+/HLA-DR+ encontrada en los controles, asf como en los pacientes chag &slcos y no-
chagasicos con miocardiopatia (Tabla 2). En el presente trabajo la expresiin de los
antigenos asoclados a activacion CD25, CD71 y HLA-DR en las subpoblacione s de células
CD3+, CD4+ y CD8+ se analiz6 usando el método de inmunofluorescencia diecta, mientras
que, las células CD5+/HLA-DR+ se identificaron incubando inicialmente las c& ¥ ulas con el
AcMo CD5 purificado, seguido por la adicion de GAM-FITC (método imdirecto) y
posteriormente con el AcMo anti-HLA-DR marcado con PE (método directo). Se ssahe que el

AcMo CD5 es un comitdgeno para linfocitos T y que ademas aumenta la concertracion del
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segundo mensajero (46), posiblemente este AcMo, produjo activacion celular ocasionando
un aumento en la expresion del antigeno HLA-DR particularmente en los linfocitos de
pacientes chagasicos cardiacos. De ser asi, este fenémeno semejaria la activacion celular

por el AcMo CD3 el cual imita la estimulacion de linfocitos por un antigeno especifico (47).

Otra informacién interesante fue la observacion que los pacientes no chagasicos con
miocardiopatia mostraron porcentajes significativamente elevados de células CD19+ y
CD10+. Estos resultados plantean la pregunta de si la cardiomiopatia por sl misma,
independientemente de la etiologia, induce anormalidades inmunes, particularmente
aquellas que involucran a los linfocitos B. Ademas, ponen a prueba la hipétesis de que la
sobrerregulacion de células B en miocardiopatia chagdasica esta dada basicarnenle por la
presencia del parasito o sus productos solubles en el tejido cardiaco. Es necesario realizar
otros estudios para aclarar la posible asociacion entre dafio de tejido cardiaco vy

disrregulacién del sistema inmune.
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CONCLUSIONES

1. [.a depresion inmune bien reconocida en pacientes chagasicos cronicos involucra
linfocitos T, particularmente células T activadas con el inmunofenotipo de células

supresoras/citotoxicas (CD3+/CD7 1+, CD8+/CD25+).

2, En los pacientes con miocardiopatia chagasica se encuentran porcentajes
elevados de células Ty B activadas en circulacion. (CD5+/HLA-DR+,

CD19+/HLA-DR+)

3. La miocardiopatia no chagasica puede estar asociada con anormalidades
inmunes que afectan a los linfocitos B ya que se encontraron elevados

significativamente las subpoblaciones de linfocitos CD10+y CD19+),
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TABLA 1. PORCENTAJES PROMEDIO (+ DE) DE LAS SUBPOBLACIONES DE

CELULAS TY B TOTALES EN LOS 3 GRUPOS ESTUDIADOS.

CD3+

CD5 +

CD4 +

cD8 +

CD4+/CD8+

CD 10+

CD 19 +

Chagasicos

5884 7.1

65.2+89*

46.0 £10.4

22.7+54 * &

22+08 *&

12408

11.1+£32*

No Chagasicos

63.6+13.3

68.1+8.0

41.0486.7

28.8+52

1.5+0.3

14+£15*

9.1+£286"

* Valor de p < 0.005 comparada con los contrales.

Controles

70.0+8.0

71.9+83

297+75

1.7+0.8

06+04

57+08

& Valor de p < 0.005 comparada con el grupo de pacientes no chagasicos.



TABLA 2 PORCENTAJES (PROMEDIO * DE) DE LAS SUBPOBLACIONES DE

CELULAS T ACTIVADAS EN LOS 3 GRUPOS ESTUDIADOS.

CD3+/CD25+

CD3+/HLA-DR+

CD3+/CD71+

CD5+/HLA-DR+

CD4+/CD25+

CD4+/HLA-DR+

CD8+/CD25+

CD8+/HLA-DR+

Chagasicos

16.5 £ 13.1

11.7 £ 8.0

61.5+£134"*

11.2+77

8.316.6

09+11*

95+6.7

No Chagasicos Controles

204 +10.8

13.3+ 8.6

1.5+16

46.54:25.1

14.7 £ 4.5

8.3+88

7.3+49

16,1453

* Valor de p < 0.005 comparada con los controles.
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9.2+45

12.2 6.1

1.2£07

43.6 £20.3

1.7 £4.1

6.1+29

26429

8.11+44



TABLA 3 PORCENTAJES (PROMEDIO + DE) DE LAS SUBPOBLACIONES DE

CELULAS T ACTIVADAS EN LOS 3 GRUPOS ESTUDIADOS.

Chagasicos No Chagasicos Controles
CD10+/CD25+ 0.3+03 08+1.6 02+03
CD10+/HLA-DR+ 02+02 25+£6.7 02+0.1
CD19+/CD25+ 03+04 06+£04 04+£0.3
CD19+/HLA-DR+ 84+26* 59120 36+20
CD5+/CD19+ 3.56+4.0 22+23 1.7+£21

* Valor de p < 0.005 comparada con los controles.

30



BIBLIOGRAFIA

Milei J. Patogenia. En: Storino, Milei, editores. Enfermedad de Chagas. Argentina:

Mosby Doyma, 1994:103-28

Storino R. Chagas cronico. En: Storino, Milei, editores. Enfermedad de Chagas.

Argentina: Mosby Doyma, 1994:247-66

Cardoni R. Respuesta inmune efectora. En: Storino, Milei, editores.Enfermedad

de Chagas. Argentina: Moshby Doyma, 1994:87-102.

Laranja FC, Dias E, Nobrega G, Miranda A. Chagas' disease. A clinical,

epidemiologic and pathologic study. Circulation 1956;15:1035-60.

Petry K, Eisen H. Chagas’ disease: a model for the study of autoimmune disease.

Parasitol Today 1989;5:111-6.

Lydyard P, Grossi C. Cells involved in immune responses. In: Roitt IM, Brostoff J,

Male DK, editors. Immunology. London: Moshy, 1993:2-12.

Dutra WO, Martins-Filho OA, Cancado JR, Pinto-Dias JC, Brener Z, Freeman Jr
GL, Colley DG, Gazzinelli G, Parra JC. Actived T and B lymphocytes in peripheral

blood of patients with Chagas' disease. Int Immunol 1994,6:499-506.

31



10.

1.

12.

13.

14,

Raveche ES. Possible immunoregulatory role for CD5+ B cells. Clin Immunol

immunopathol 1990;56:135-50.

Friman G, Fohlman J. The epidemiology of viral heart disease. Scand J infect Dis

1993;88:7-10.

Velasco OC. La tripanosomiasis americana en México. En Velasco, editor. La

enfermedad de Chagas. México: 1991:1-46

Rodas A, Toro S, Ramos A, Montedn A, Reyes P. La incidencia de anticuerpos
antitripanosoma cruzi en pacientes con miocardiopatia dilatada en el Instituto

Nacional de Cardiologia. Arch Inst Cardiol Mex 1992;62:541-5.

Monteon V, Reyes P, Marduschamer J. Tripanosomiasis americana (enfermedad
de Chagas), encuesta clinico seroldgica en un municipio rural oaxaquefo.

Arch inst Cardiol Mex 1993:63:145-8.

Barral AP, Barral-Netto M, Rassi A, Rezende JM, Gusmao Rd'A; Enhancement of
the autologous mixed \Iymphocyte reaction in patients with Chagas' heart disease.

Am J Trop Med Hyg 1984;33:1078-83.

Sato MN, Yamashiro-Kanashiro EH, Tanji MM, Kaneno R, Higuchi ML, Duarte JS:
CD8+ cells and natural cytotoxic activity among spleen, blood, and heart
lymphocytes during the acute phase of Trypanosoma cruzi infection in rats,

Infect Immun 1992;60:1024-30.
32



16.

17.

18.

19.

20.

21.

Tschudi L, Anziano D, Dalmasso A. Lymphocyte transformation in Chagas

disease. Infect immun 1972:6:905-8.

Lelchuk R, Patrucco A, Manni J. Studies of cellular immunity in Chagas disease.
Effect of glutaraldehyde-treated specific antigen on inhibition of leukocytes

migration. J Immunol 1974;112:1578-81.

Jahm B, Burmester G, Stock P. Kalden G. Funcional and phenotypical
characterization of activated T cells from intra-articular sites in inflammatory joint

diseases. Scand J Immunol 1987:26:745-54.

Jorg ME, Patologia general de la tripanosomiasis cruzi. En: Castagnino HE,

Thompson AC, editores. Cardiopatia chagasica. Argentina: Kapelusz, 1980:20-48

Yanovsky J, Albado E. Humoral and cellular responses to Trypanosoma cruzi

infection. J Immunol 1972;109:1159-61.

Teixeira A, Teixeira G, Macedo V, Prata A. Acquired cell-mediated

immunodepresion in acute Chagas' disease. J Clin Invest 1978,62.1132-41.
Takacs L, Ruscetti F, Kovacs E, Rocha B, Blocke S, Diamantstein T. Inmature

doble negative (CD4-CD8-) rat thimocytes don't express |L-2 receptors. J

Immunol 1988;141:3810-18.

33



22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Gusmao R, Rassi A, Rezende J, Neva F. Specific and non-specific lymphocyte
blastogenic  responses in individual infected with Trypanosoma cruzi. Am J

Trop Med Hyg 1984;33:827-38.

Schmunis G. Autoimmunity in Chagas’ disease. Mem Inst Oswaldo Cruz.

1987,82:287-310.

Tarleton R. Depletion of CD8 T cells increases susceptibility and reverses

vaccine-induced immunity in mice infected with Tripanosoma cruzi. 1989;717-24.

Sztein M, Kierszenbaum F. Supression by Tripanosoma cruzi of T-cells receptor

expresion by actived human lymphocytes. immunol 1992;77:277-83.

Silva J, Morrisey P, Grabstein K, Mohler K. Interleukin 10 and interferon and
regulation of experimental Trypanosoma cruziinfection. J Exp

Med.1992;175:169- 74.

Reis Dd'A, Jones EM, Tostes S, Lopez ER, Chapadeiro E, Gazzinelli G, Colley
DG, McCurley TL. Expression of major histocompatibility complex antigens and
adhesion molecules in hearts of patients with chronic Chagas’ disease. Am J

Trop Med Hyg. 1993;49:192-200.

Spinella S, Liegeard P, Joskowics M. Trypanosoma cruzi: Predominance of IgG2a
in non-specific humoral responce during experimental Chagas' disease.

Exp Parasitol. 1992;74:46-56.
34



29.

30.

31.

32.

33.

34.

LLorca M, Gonzalez A, Veloso C, Reyes V, Vergara U, Immunadetection of
antibodies in sera from symptomatic and asymptomatic chilean chagas’ disease
patients with Trypanosoma cruzi recombinant antigens. Am J Med Hyg.

1992;46:44-9.

Montedn VM, Sosa T, Reyes PA. Serological test for american tripanosomiasis. A

comparative study. Rev Latinoamer Microbiol Mex. 1989;31:35-8.

Montedn VM, Ramos A, Reyes PA. Reactividad de sueros de pacientes
chagasicos cronicos con extractos de aislamientos mexicanos de Trypanosoma

cruzi. Rev Biol Trop. 1993:41;861-5.

Towbin H, Stahelin T, Gordon J. Electrophoretic transfer of proteins from
acrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and applications. Proc Natl

Acad Sci USA. 1979;76:4350-4.

Bierer BE, Sleckman BP, Ratnofsky SJ. The biologic roles of CD2, CD4, and CD8

in T cell activation. Annu Rev Immunol.1989;7:579-99.

Schrezenmeier H, Fleischer B. A regulatory role for the CD4 and CD8 molecules

in T cell activation. J Immunol. 1988;141:398-403.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

Smolen JS, Sharrow SO, Reeves JP, Boegel WA, Steinherg AD. The human
autologous mixed lymphocytes reaction. Y. Suppresion by macrophages and T

cells. J Immunol. 1981;127:1987-93.

Reed DG, Inverso JA, Rothers SB: Heterologous antibady responses in mice with
chronic T cruzi infection: Depressed T helper funtion restored with supernatants

containing interleukin-2. J Immunol 1984;133:1558-63.

Kierszenbaum F, Cuna WR, Beltz LA, Sztein MB. Trypanosoma cruzi reduces the
number of high-affinity IL-2 receptors on activated hurmanlymphocytes by
suppressing the expression of the p55 and p70 receptor components. J Immunol

143,275-9.

Rottenberg M, Lindqvist C, Koman A, Segura EL, Om A: Modulation of both
interleukin-2 receptor expression and interleukin-2 prociuction during experimental

murine Trypanosoma cruzi infection. Scand J Immunol. 1989;30:65-72.

Smith MB, CunaWR, Kierszenbaum F. Interleukin 2.a 10years perspective. In:

Smith KA, editor. Interleukin. New york: Academic Press, 1988:1

Beltz LA, Sztein MB, Kierszenbaum F: Novel mechanism for Trypanosoma cruzi

induced suppression of human lymphocytes. inhibition ofll-2 receptor

expression. J Immunol. 1988;141:289-94.

36



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Beltz LA, Sztein MB, Kierszenbausm F. Selective suppresive effects of
Trypanosoma cruzi on activated human lymphocytes. Infect Immunol

1989,57:2301-5.

D’Imperio Lima MR, Joskowicz M, Coutinho A, Kipnis T, Eisen H. Very large and
isotypically atypical polyclonal antibody production in mice infected with

Trypanosoma cruzi. EurJ immnunol 1985;156:201-3,

D’Imperio Lima MR, Eisen H, Minoprio P, Joskowicz M, Coutinho A. Persistence
of polyclonal B cell activation with undetectable parasitemia in late stages of

experimental Chagas' disease. J Immunol 1986;137:353-6.

Ortiz-Ortiz L, Parks D, Rodriguez M, Weigle WO. Polyclonal B lymphocyte

activation during Trypanosorna cruzi infeccion. J Immunol 1980;124:121-6.

Ceuppens JL, Baroja ML. Monoclonal antibodies to the CD5 antigen can provide
the necessary second signal for activation of isolated resting T cells by solid-

phase-bound OKT3. J Immunol 1986;137:1816-21.

Meuer SC, Hodgdon JC, Hussey RE, Protentis JP, Schlossman SF, Reinherz EL.
Antigen-like effects of monoclonal antibodies directed at receptors of human T cell

clones. J Exp Med 1983;158:988-93.

Sidney S. Estadistica noparamélrica. México: Trillas, 1979:143-155.

37



	Portada 
	Índice 
	Introducción 
	Generalidades 
	Objetivos 
	Material y Métodos 
	Resultados 
	Discusión 
	Conclusiones 
	Tablas 
	Bibliografía 



