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RESUMEN

Los mecanismos responsables del desarrollo de las lesiones cardiacas de la enfermedad de Cha-
gas no han sido totalmente dilucidados. Estudios recientes han descripto el aumento de la ex-
presi6n de la enzima sintetasa de 6xido nitrico (NOS) en miocitos cardiacos y celulas inflamato-
rias durante la infecci6n experimental con T. cruzi, en asociaci6n con las citoquinas IL-1(3 y
TNF-a, sugiriendo su participaci6n en la patogenesis de la miocarditis chagasica. En este traba-
jo demostramos que las citoquinas IL-1(3 y TNF-a ejercen un efecto inhibidor sobre la multipli-
caci6n parasitaria intracelular e inducen la liberaci6n progresiva de 6xido nitrico (NO) en culti-
vos de miocitos cardiacos infectados con T. cruzi in vitro. La importancia del NO sobre la multi-
plicaci6n parasitaria fue confirmada por la neutralizaci6n de su efecto inhibidor por el L-NAME.
REV ARGENT CARDIOL 2000; 68: 827-830.
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INTRODUCCION
Diferentes mecanismos -inmunol6gicos, parasi-

tol6gicos, neurol6gicos y vasculares- se han suge-
rido como causales del desarrollo de la miocardio-
patia que ocurre en la fase cr6nica de la enfermedad
de Chagas. En esta etapa, T. cruzi infecta y se multi-
plica en el citoplasma de celulas de diferentes teji-
dos, aunque es en las celulas musculares cardiacas
donde se lo encuentra con mayor frecuencia. Estu-
dios sobre miocitos cardiacos infectados in vitro han
demostrado que la multiplicaci6n intracelular del pa-
rasito es inhibida por linfocitos de ratones infecta-
dos por T cruzi y sus productos. (1) En los macr6fa-
gos, la actividad tripanocida es ejercida a traves de
la producci6n de 6xido nitrico (NO), estimulada por
el IFN-y. (2, 3) La importancia del NO en la resisten-
cia natural contra T. cruzi fue demostrada por la exa-
cerbaci6n de la infecci6n murina luego del tratamien-
to con N-nitro-L arginina-metil ester (L-NAME), un
competidor del NO. (4, 5) El NO es un mediador
esencial para una variedad de funciones cardiacas,

aunque tambien ha sido involucrado en la disfun-
ci6n miocardita asociada con diferentes patologias.
Los miocitos cardiacos expresan la enzima sintetasa
del NO (NOS), en forma constitutiva (cNOS) e in-
ducida (iNOS) en respuesta al estimulo por diferen-
tes citoquinas. (6-8) Estudios recientes han demos-
trado el aumento de la expresi6n de la NOS en mio-
citos y celulas de los infiltrados inflamatorios car-
diacos durante la infecci6n experimental por T. cruzi,
en asociaci6n con las citoquinas IL-1(3 y TNF-a, lo
cual sugiere su participaci6n en la patogenia de la
miocarditis chagasica. (9, 10) En este trabajo descri-
bimos la respuesta in vitro de los miocitos cardiacos
al estimulo con IL-1(3 y TNF-a, en relaci6n con el
control de la multiplicaci6n intracelular de T. cruzi y
con la producci6n de NO.

MATERIAL Y METODO

Preparaci6n de miocitos cardiacos
Se prepararon cultivos de miocitos cardiacos a
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Fig. 1. Representacion grafica de la concentracion de nitritos en el
sobrenadante de cultivos de miocitos cardfacos infectados por T.
cruzi y controles no infectados, durante el tratamiento con IL-1p
y/o L-NAME.

partir de ventriculos de ratas Wistar neonatas. (11)
Los animales fueron sacrificados bajo ligera anestesia
con titer, y los corazones se sumergieron brevemente
en una solucien de alcohol etilico y medio de cultivo
DMEM esteril para limitar el crecimiento de celulas
de pericardio y endocardio. El tejido miocardico se
disgrego mediante digestion enzimatica con tripsina
al 0,2% en medio de Hanks a 37°C y las celulas se
resuspendieron en DMEM suplementado con suero
fetal bovino y de caballo. La suspension celular se
incubo a 37°C durante 1 hora en frasco de cultivo,
para permitir la adherencia de celulas no miociticas
(principalmente fibroblastos). Luego, las celulas no
adheridas se colocaron en placas de cultivo de 24
pocillos que contenian cubreobjetos de 12 mm de did-
metro y se sembraron 1 x 105 celulas/pocillo.

Infeccion y tratamiento de los cultivos de
miocitos cardfacos

Se infectaron los cultivos de miocitos durante 3
horas con tripomastigotes de cultivo del clon de T
cruzi Sylvio-X10/4, en una proporcien de 5:1 para-
sitos/celula. Luego, los cultivos se trataron con 10
ng/ml de IL-1(3, 100 ng/ml de TNF-a, 10 ng/ml de
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Fig. 2. Representacion grafica de la concentracion de nitritos en el
sobrenadante de cultivos de miocitos cardiacos infectados por T.
cruzi y controles no infectados, durante el tratamiento con TNF-a
y/o L-NAME.

IL-1 (3 o 100 ng/ml de TNF-a + 1 mM de L-NAME, 1
mM de L-NAME sin citoquinas o con medio de cul-
tivo sin agregados como control. Se realizaron tres
experimentos para cada tratamiento, por lo que se
incluyeron muestras triplicadas para cada uno de
ellos. Los sobrenadantes de los cultivos se recolecta-
ron a las 24,48 y 72 horas de la infeccien, con reposi-
cien del medio con los tratamientos correspondien-
tes. La concentracion de nitritos en los sobrenadan-
tes se midio mediante la reaccion de Griess como un
indice de produccion de NO por los miocitos car-
dfacos. Luego de las 72 horas de la infeccion, las ce-
lulas se fijaron con metanol, se tineron con coloran-
te de Giemsa y se evaluaron con microscopio opti-
co. La densidad de celulas parasitadas se determine
en un total de 300 celulas/tratamiento en cada ex-
perimento. Los datos obtenidos se analizaron esta-
disticamente con la prueba de la t de Student. Valo-
res de p<_ 0,05 se consideraron significativos.

RESULTADOS
Este trabajo muestra que el tratamiento con IL-1p
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Fig. 3. Representaci6n grafica de la concentraci6n de nitritos y
densidad parasitaria a las 72 horas del cultivo de miocitos car-
diacos infectados por T. cruzi y tratados con IL-1p, TNF-a y/o L-
NAME.

y TNF-a indujo la liberaci6n progresiva de NO en el
sobrenadante de los cultivos de miocitos cardiacos
infectados por T. cruzi y de los controles (Figuras 1 y
2). Las concentraciones de nitritos alcanzados por
los cultivos estimulados con IL-1p fueron significa-
tivamente mayores que las concentraciones de los
cultivos estimulados con TNF-a. La producci6n de
NO en los cultivos no estimulados con citoquinas se
mantuvo en los niveles basales, sin que este resulta-
do se modificara por la infecci6n. El agregado de L-
NAME con las citoquinas inhibi6 la producci6n de
NO, tanto en los cultivos infectados como en los con-
troles. Sin embargo, el nivel de inhibici6n de la pro-
ducci6n de NO fue menor en los cultivos tratados
con TNF-a que en los cultivos tratados con IL-1(i,
independientemente de la infecci6n.

El numero de celulas con nidos de amastigotes
en los cultivos tratados con IL-1(3 y TNF-a fue signi-
ficativamente menor que en los controles infectados
no tratados, sin diferencias importantes entre am-
bos tratamientos (Figuras 3 y 4). La densidad de ce-
lulas parasitadas en los cultivos tratados con IL-1(3
y TNF-a a los cuales se les agreg6 el L-NAME fue
similar a la de los cultivos infectados controles no
tratados con las citoquinas.
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Fig. 4. Fotomicrograffas de miocitos cardiacos a las 72 horas
posinfeccion por T. cruzi tratados con TNF-a (mitad superior) y
no tratados (mitad inferior).

DISCUSION
Los resultados de este estudio demuestran que

las celulas musculares cardiacas infectadas por T.
cruzi in vitro conservan la capacidad de producir NO
cuando son estimuladas con las citoquinas proinfla-
matorias IL-1(3 y TNF-a, de manera similar a lo ob-
servado en otros sistemas cardiacos experimentales.
(6) Varios autores hallaron que la liberaci6n local de
citoquinas puede inducir la expresi6n de iNOS en
miocitos cardiacos durante el rechazo de injerto mio-
cardico, infarto, miocarditis y miocardiopatias idio-
paticas. (7, 12-19) No obstante que en la literatura
existen evidencias de actividad cNOS e iNOS en los
miocitos cardiacos, asi como del efecto funcional que
el NO ejerce sobre ellos, el papel de estas moleculas
en la infecci6n por T. cruzi aun no se conoce.

En esta investigaci6n demostramos que las cito-
quinas IL-1P y TNF-a, producidas localmente por
las celulas inflamatorias durante la infecci6n por T
cruzi in vivo, ejercen un efecto modulador sobre la
multiplicaci6n del parasito dentro del citoplasma de
los miocitos cardiacos in vitro. La correlaci6n inver-
sa entre la producci6n de NO y la carga parasitaria
indica que estas citoquinas ejercen su efecto modu-
lador, en parte, a traves de la producci6n de NO. La
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importancia de este metabolito sobre la multiplica-
cion parasitaria se confirmo por la neutralizacion de
su efecto inhibidor por el L-NAME. En conclusion,
la celula muscular cardiaca tiene la capacidad de
participar activamente en la respuesta del organis-
mo a la infeccion experimental por T. cruzi, tanto en
la resistencia natural contra el parasito como en el
desarrollo de la patologia cardiaca.

SUMMARY

EFFECT OF IL-1(3 AND TNF-a ON THE
INTRACELLULAR MULTIPLICATION OF
TRYPANOSOMA CRUZI IN CULTURES OF
CARDIAC MYOCYTES

The mechanisms responsibles for the development
of the cardiac lesions characteristic of Chagas'
disease remain mainly unknown. Recent studies
described an increased expression of nitric oxide
synthase (NOS) in cardiac myocytes and inflamma-
tory cells during T. cruzi infection, in association
with the cytokines IL-1(3 and TNF-a suggesting a
role in the pathogenesis of the chagasic cardio-
myopathy. In this work, we demonstrate that IL-1(3
and TNF-a exert an inhibitory effect on the
intracellular multiplication of T. cruzi and induce
the production of nitric oxide (NO) in cultures or
cardiac myocytes infected with T. cruzi in vitro. The
relevance of NO on parasite multiplication was
confirmed by neutralizing its inhibitory effect with
L-NAME.

Key words Chagas' disease - IL-1(i - TNF-a - NOS - TT cruzi -
Proliferation
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