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Resumen

Esta investigacién fue realizada para
obtener datos nuevos sobre factores que inter-
vendrian en la produccidn y progresién de la
cardiopatia chagdsica humana (CChH) con
muerte por fallo cardiaco. Estudiamos mues-
tras cardiacas de pacientes que murieron a edad
temprana, y mds tardia. METODOS: Caracte-
rizamos y cuantificamos los tipos de células
infiltrantes mediante anticuerpos
monoclonales; y con métodos histolégicos
clasicos. RESULTADOS: Hallamos intensa
infiltracion intracardfaca por linfocitos que
reaccionaron con el anticuerpo para CD45R0O
que muestra linfocitos T activados (mds de
70%). Similar nimero mostré reactividad para
subtipo CD4. Dichos linfocitos mostraron
substancias PAS+ en citoplasma. Macréfagos
fueron detectados en nimero superior a 25%.
Pocos linfocitos reaccionaron para CD8. Hubo
un nimero muy bajo de linfocitos B. Otras
células infiltradas fueron mastocitos
intramiocdrdicos, en numero elevado.
Cualitativamente, esos hallazgos fueron simi-
lares en los dos grupos de pacientes.
Cuantitativamente, el nimero de linfocitos T
y el de mastocitos fue significativamente ma-
yor en los casos que sufrieron muerte tempra-
na (p< 0.001). No se observé T.cruzi. Se ob-
servaron dafios en cardiomiocitos, con
linfocitos T y macréfagos adheridos. CON-
CLUSIONES: Los hallazgos sugieren una
activa e intensa existencia de mecanismos
inmunocelulares en la produccién y evolu-
cién de la CChH grave, en los que intervienen
linfocitos T CD4+, con substancias PAS+,
macréfagos, y mastocitos. Dichas células,
mostraron citoadherencia a cardiomiocitos con

lesiones; y por su ubicacién y nimero
asocidronse también a arritmias cardiacas ma-
lignas. En base a dichos hechos sugerimos que
serian causas de pobre perfomance cardiaca
en la CChH, y merecerian considerarse con
respecto a estrategias terapéuticas.
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Abstract

The purpose of this work was to obtain
new data on factors intervening in the
production and progression of human chagasic
cardiopathy (HChC) with death by cardiac
failure. We studied cardiac samples of patients
that died at an early mean age versus others
that died at older ages.

The infiltrating cells were characterized
and quantified by means of specific
monoclonal antibodies and inmunohisto-
chemical methodology; and by classical
histological and histochemical methods.

We found intense cardiac infiltration
by lymphocytes that reacted with the
antibodies anti-CD45RO against activated T-
lymphocytes (<70%). A similar number showed
reactivity for CD4. And, in seriate sections,
showed PAS+ substances in their cytoplasms.
Macrophages were detected in a number of
25%. Few lymphocytes reacted to CD8. There
was a low number of B lymphocytes. Other
noticeable infiltrated cell were intramiocardial
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mast cells. Qualitatively, such findings were
similar in the two groups of patients. However,
the number of T-lymphocytes and of the mast
cells was significatively higher in the cases that
underwent early cardiac death (p<0.001). T
cruzi was not found. In cardiomyocytes,
damages were found, with T-lymphocytes and
macrophages adhered to their sarcolemma, as
well as mast cells.

CONCLUSIONS These findings
suggest the existence of an active and intense
occurrence of immunocellular mechanims in
the production and evolution of severe HChC,
in which T-lymphocytes CD4+ intervene, with
production and secretion of PAS+ substances;
Besides, macrophages, and mast cells, in
that order. The quantity of infiltrated cells
was positively associated with the occurrence
of malignant arrithmyas. We suggest that such
facts would be involved in the poor cardiac
perfomance of the chagasic heart disease that
leads to cardiac death. Indeed, they seem be
worthy of consideration with respect to
therapeutic strategies.

Key words: Chagasic cardiopathy-
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Introduccion

La cardiopatia chagdsica crénica, lleva
muchas veces a la invalidez, y a la muerte sibi-
ta o por insuficiencia cardfaca irreversible. En
la Argentina hay mds de dos millones de infec-
tados por Trypanosoma cruzi, de los cuales mas
de 500 mil son portadores de miocardiopatia
chagasica.

El corazén chagdsico sufre lesiones de
sus cardiomiocitos, remodelacién patolégica,
fibrosis, y otras lesiones, como las de estructu-
ras neurales. El debut clinico de la cardiopatia
chagdsica se produce, generalmente, en la ter-
cera década de la vida , con progresién hacia
insuficiencia durante la quinta y sexta década

+devida; pero puede observarse que hay casos
graves cuyas manifestaciones son més intensas
y llegan. a una etapa final mis precozmente,

con mis alteraciones de la contractilidad, del
ritmo cardfaco y de la conductibilidad. El pre-
sente estudio fue realizado para obtener datos
nuevos sobre factores celulares que interven-
drian en la produccién y progresién de la
cardiomiopatia chagdsica humana con muerte
por fallo cardiaco. Hay un marco teérico y
experimental que indica la existencia de me-
canismos inmunopatol6gicos en la produccién
de la cardiomiopatia crénica (1, 4, 5, 7, 10).
En el presente trabajo, hemos realizado un es-
tudio comparativo de los tipos de células
inmunoldgicas infiltradas en el corazén en
casos de cardidpatas chagdsicos que distri-
buimos en dos grupos, unos de muerte en edad
relativamente temprana, y otros que murieron
luego de afios de deterioro cardiaco.

Material y Métodos

Se obtuvieron muestras cardiacas de 16
pacientes fallecidos por enfermedad cardiaca
chagdsica. El diagnéstico fue establecido por
reiteradas reacciones especificas para Chagas,
y los antecedentes epidemiolégicos. En un caso
obtuvimos material fresco por cirtgia.

Los datos de estudio macroscépico de
autopsias fueron comparados, asi como datos
clinicos.

Se realizaron métodos histolégicos,
citoquimicos e inmunotinciones, El material fue
fijado, generalmente, en formalina. Utilizamos
para comparacion cortes seriados de cada caso
y drea cardiaca. Empleamos los siguientes
anticuerpos monoclonales: CD45 RO (clon
UCHL-1), CD4, CD8; L26 para CD20, MB2,
LN2 para CD74; LNS5 y para CD68, y méto-
dos de Biotina-Streptavidina/Fosfatasa
Alcalina/Fast Red (Biogenex).

Ademis, técnicas cldsicas:
Hematoxilina-eosina; Azul de Toluidina pH
1; Reaccion de dcido periédico y reactivo de
Schiff (PAS); Feulgen; PAS-con digestién
previa con amilasa.

Las preparaciones se examinaron a
400 x (tres observadores); se contaron 500
c€lulas infiltradas, en cada caso, en dreas de
infiltracion difusa, y el ndimero porcentual de
cada tipo celular fue determinado. Por otra
parte, se investigd la presencia de actimulos



CARDIOPATIA CHAGASICA 85

celulares infiltrados a 100 x, aspectos que fue-
ron estimados de 0 a +++++. En zonas de in-
filtrados difusos se cuantificaron las células
infiltrantes totales a 400 x. Las dreas de fibrosis
se evaluaron desde 0 a +++++. Las células
cebadas (mastocitos) se estudiaron exclusiva-
mente en miocardio, en 30 campos a 400 x, y
se registraron solamente las que estaban en
contacto con cardiomiocitos.

Resultados

En las Tabla | se muestran los resultaos
del examen macroscépico de los corazones
estudiados. En las Tablas 2 y 3 se consignan
los resultados de los estudios microscopicos
con anticuerpos marcadores moleculares para
células infiltrantes, y de las técnicas cldsicas
para las mismas.

TABLA 1. CARDIOPATIA CHAGASICA. CON MUERTE POR FALLO CARDIACO.
ESTUDIO EN PACIENTES QUE FALLECIERON HOSPITALIZADOS

GRUPO Y CAUSA [ Edad media al | Peso cardiaco |JAumento del | Aneurismas | Trombos |Marcapa-

DE MUERTE morir (autopsia) tamarfio cardiacos | intracar- S0S
cardiaco diacos |colocado

In=7) 415 0s

Cardiaca 43.1 (330g:§?3 P (++) (+) +) Eﬂ 5

temprana it

II(n=9)

Cardiaca 62.5 618 gramos | (4444) (++) o

No temprana (500 -910 g) o

TABLA 2. CARDIOPATIA CHAGASICA. CARACTERISTICAS HISTOPATOLO-
GICAS EN PACIENTES QUE FALLECIERON POR FALLO CARDIACO, HOSPITALIZA-

DOS.
GRUPO Miocitolisis Fibrosis Cuantificacién Actmulos linfo-
activas de células totales monocitarios

linfo-monocitarias intracardiacos
intracardiacas

Im=7) 46+6.8 células por

AFE A ekt +) campo a 400 x (+++4)

temprana
15+3.6 células por

= +
oD o S campo a 400 x )

Cabral, Novak, Glocker y Castro Viera
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TABLA 3. CARDIOPATIA CHAGASICA. CARACTERISTICAS INMUNOHISTOQUI-
MICAS EN PACIENTES QUE FALLECIERON POR FALLO CARDIACO, HOSPITALIZA-

DOS.
GRUPO | Linfocitos T | Linfocitos T | Linfocitos T| Linfocitos Macréfagos | Linfocitos B
CD45 CD4 + CD8 + PAS+ LNS5 + L26 +
RO + intracardfacos | y para para
CD68 + CD20 +
I(n=7)
muerte >70 % 2 65% <5% 265 % = 27% <£1,5%
temprana
(=9 | >68% 265 % <5% 255% 225% < 1.5%

Cabral, Novak, Glocker y Castro Viera

TABLA 4. MASTOCITOS EN MIOCARDIO CONTRACTIL DE CORAZONES DE
PACIENTES CHAGASICOS FALLECIDOS POR MUERTE CARDIACA (los datos se refieren

exclusivamente a esa localizacion)

Grupo I: (muerte temprana)

1.60+ 0.28 por campo a 400x

Grupo II: (no temprana)

0.79+ 0.25 por campo a 400x

* En corazones normales los mastocitos se hallan en: localizaciones perivasculares; en el

endocardio. dentro de tejido adiposo: y otras; y su nimero total comunicado fue: 0.2 por
campo a 400 x (Fernex, 1968) (11); 0.12 por campo a 400x (Helstrom & Holmgrem,
1950) (12); 0.5 por campo a 400 x (Turlington & Edwards, 1988) (13).

Ademds de lo descripto en las Tablas,
debe destacarse que se observé adherencia de
linfocitos T, de linfocitos T PAS positivos, y
de macréfagos, respectivamente, a fibras mus-
culares cardiacas las cuales mostraron signos
de estar sufriendo dafios. Con la coloracién del
PAS, en casos de cardiomiocitos con
linfocitos adheridos, se observé imagenes que
sugerian que sus grinulos PAS+ se orientan
y son secretados hacia el cardiomiocito. Con
respecto a las células cebadas ( mastocitos), se
hallé un nimero alto en contacto con
cardiomiocitos, y mayor en los casos de evo-
lucién a muerte més temprana.

Discusion

Los hallazgos descriptos en Resultados,
¥ su cuantificacion, sugieren que en estas eta-
pas avanzadas de la cardiopatia chagdsica cré-
nica tendrian importancia, principalmente, los
aspectos celulares. La produccién de
anticuerpos seria poco intensa, a juzgar por
el nimero bajo de células B intracardiacas. El
predominio de linfocitos T, con receptor CD4,
en infiltraciones difusas y en focos, tuvo espe-
cial incidencia en los casos de muerte m4s tem-
prana; en las dreas difusas, hubo en promedio,
4626.8 células infiltradas por campo, versus
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Figuras 1 y 2: Miocardios de corazén de pacientes con CChC con muerte temprana.
Inmunomarcacion positiva, con anticuerpos monoclonales para linfocitos T activados El mayor
ntiimero de los linfocitos infiltrados muestran coloracién positiva, roja (CD45R0, usando el
cromégeno Fast Red. Coloracion nuclear de contraste con hematoxilina, 400 x.  En la
Figura 2, obsérvese la adhesién de linfocitos CD45RO+ a miocitos cardiacos en destruc-
cion. Cabral, Novak, Glocker, Castro Viera

Figura 3: Miocardio de paciente chagdsico fallecido por CChC grave. Inmunotincién positiva
para monocito-macréfagos. Parte de las células infiltrantes reaccionaron positivamente.
Anticuerpo monoclonal LN2 para CD74; se usé técnicade “antigen retrieval” y el cromégeno
Fast Red. Coloracién nuclear de contraste con Hematoxilina, 400x.

Figura 4: Mastocitos en miocardios de pacientes con CChC fallecidos por muerte cardiaca.
Obsérvese los mastocitos adheridos a cardiomiocitos, en a, b, yc. Azul de Toluidina, 400x.
Cabral, Novak, Glocker, Castro Viera
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15+3.6 células en los casos de muerte més tar-
dia (p< 0.001) .

Los linfocitos mostraron substancias
PAS+ en el citoplasma, y otros aspectos que
sugieren secrecién de sus productos hacia
cardiomiocitos, a los que muchos de ellos es-
tuvieron adheridos, corroborando hallazgos de
trabajos anteriores nuestros (1, 2, 3, 8, 14, 16,
17). La caracterizacién de las substancias
PAS+ T linfocitarias de los linfocitos en la
enfermedad de Chagas, son motivo de otros
experimentos que hemos propuesto (15). Por
su parte los cardiomiocitos mostraron signos
de dafios. (pérdida de estriacién, incremento
del grosor de su sarcolema, modificaciones nu-
cleares). Otras células muy frecuentemente in-
filtradas fueron monocito-macréfagos, que tam-
bién hallamos adheridos a cardiomiocitos con
signos de danos. Un destacable aumento de
mastocitos en el miocardio, también adosados
a cardiomiocitos, corrobora hallazgos ante-
riores nuestros (16, 17) y sugiere importan-
cia de esas células en los procesos de
cardiopdtia chagdsica. Estos hallazgos, que
han mostrado mayor cuantia estadisticamente
significativa (p < 0.001) de todas las mencio-
nadas células intracardiacas infiltrantes en los
casos de evolucién mas intensa, son hechos
nuevos en lo que conocemos con respecto a lo
descripto en CChH. Ademds, hay algunas di-
ferencias importantes con  descripciones de
otros autores, quienes no hallaron mastocitos
intramiocardio (18 ), 0 bien, comunicaron pre-
dominio de linfocitos CD8+ (19).

Conclusiones

Nuestros hallazgos se inscriben en el
marco tedrico y experimental que sugiere y
postula la participacién importante de meca-
nismos inmunoldgicos en la produccién de la
cardiopatia chagésica, con manifestaciones de
tipo autoinmune- similes (1, 9, 10).

Por otra parte, partiendo del enfoque
comparativo con que abordamos este trabajo,
también han surgido otros datos nuevos sobre
el estado macro y microscépico, de los cora-
zones de casos de muerte mds temprana y tar-
dia, respectivamente; en efecto, clisicamente
se menciona como una de las lesiones signifi-
cativas del corazén chagésico a la fibrosis y

los aneurismas cardiacos (6). Sin dejar de serlo,
esos hechos fueron de menor cuantia en los
pacientes de este estudio que sufrieron muerte
cardfaca mds temprana, los que tuvieron me-
nor dilatacién e hipertrofia cardiaca, pese a su
deteriorada perfomance. Y, destacamos, que las
arritmias malignas fueron mds frecuentes en
€s50s mismos casos de muerte temprana. Segtin
este estudio lo mostrd, hubo en dichos casos
un nimero mucho mayor de linfocitos T PAS+
CD4+, tanto en infiltrados difusos como en
focos. Ademds, hubo notoria infiltracién de
monocitos-macréfagos, y de mastocitos en
miocardio, epicardio y endocardio de los ca-
sos de muerte temprana. Dichos hechos sugie-
ren importancia de las actividades de dichas
células en la produccion y progresién de la
CChH grave; y pueden contribuir a explicar
recidivas post intervenciones terapéuticas, o
bien a escoger otros métodos para el tratamiento
del estadio grave de la CCHH, que, como se
VI, es un proceso activo.
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