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LA ENFERMEDAD DEL ADYUVANTE EN RATAS INFECTADAS

EXPERIMENTALMENTE CON TRYPANOSOMA CRUZI (*)

Sllvia REVELLI (1), Oscar BOTTASSO (1), Hilda MORENO (2), José VALENTI (3), Amalis
NOCITO (3), Nelly AMERIO (1) & Julio MORINI (1)

RESUMEN

Se estudid la evolucidn de la artritis por adyuvante en ratas que habian sido
infectadas previamente con Frypanosoma cruzi, con el objeto de evaluar su com-
petencia inmunoldgica a través de la respuesta artritica. La artritis por adyu-
vante se indujo en ratas adultas, endocriadas de ambos sexos, con 0.1 ml de
adyuvante completo de Freund en la almochadiila plantar, en 2 lotes: a) inyecta-
das 990 dias antes con 1 x 10 T. cruzi ¥y D) testigos normales simultineos. Se
midieron, la lesidén artritica macroscdpicamente con una escala semicuantitativa,
¥ con microscopia 6ptica la histopatologia de la lesidn local y la del corazén, a
los 180 dias post-infeceién. La magnitud de las lesiones artriticas en las ratas con
T. eruzi fue significativamente menor (p < 0.001) que la de los testigos, en todo
el periodo. El infiltrado inflamatorio local, formado por linfocitos, plasmocitos
y macréfagos fue significativamente menor (p < 0.001) en las ratas chagdsicas,
con respecto al de los festizos. Se postula que en las ratas que recibieron T.
cruzi la respuesta artritica menor podria deberse a una competicién antigénica
con los determinantes del parisito o a mecanismos inmunosupresores gque inter-
fieren en la produccion de la entidad experimental.

UNITEEMOS: Trypanosoma cruzi — Infecgdo experimental em ratos Adyuvante
de Freund

INTRODUCCION

En 1956 PEARSON ¢ demonstré que la inyec-
cién intradérmica de adyuvante completo de
Freund (ACF) en la pata producia artritis y pe-
riartritis en ratas, fenémeno que denominé ar-
tritis por adyuvante (AA). Posteriormente se
comprobd gue se trataba de una enfermedad ge-
neralizada, ya que en alguns casos estaba acom-
paiiada de iridociclitis, lesiones nodulares en
oreja y cola, rash cutdneo, lesiones genitouri-
narias y diarrea?, WAKSMAN & col.2! postula-
ron que este fenomeno podria deberse a una
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reaceion de hipersensibilidad retardada hacia la
bacteria presente en el ACF o bien & algunos
de sus constituyentes o sus metabolitos, En
apoyo a esta feoria puede sefialarse que la en-
fermedad se pudo transferir pasivamente con
células de ganglio linfitico, pero no con suero
de animales sensibilizados. Ademds, se demos-
tré que la misma puede inhibirse mediante la
irradiacién total (600 T) del animal de expe-
rimentacion o con el empleo de corticoides
antes de la inyeccién del adyuvante. También
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se verificé gue si los animales se ponian en
contacto con el bacilo de Koch o con 1a frac-
cion Wax D del mismo, en los primeros dias
de vida o antes del desafio con ACF, se podia
inducir un mecanismo semejante a la tolerancia
inmunolégica 8321,

En nuestro laboratorio se ha desarrollado
en una linea de ratas altamente endocriada, un
modelo experimentat que reproduce algunas de
las caracieristicas de la enfermedad de Chagas
cronical! con una parasitemia en la fase aguda
que se extingue aproximadamente a los 40 dias,
curva de anticuerpos especifica crénica y desde
los 6 meses de la infeceidn, lesiones histopa-
toldgicas de corazon en el 70% de los casos,
compatibles en cierta medida con las observa-
das en la miocarditis chagdsica 12, En este
modelo, se decidié inducir la AA en los anima-
les luego del periodo agudo de la infeccién cha-
gdsica, con el propdsito de estudiar si la in-
feccion con Trypanosoma cruzi modifica los
mecanismos inmuno-competentes comprometi-
dos en la produ_ccidh de esta patologia.

MATERJIAL Y METODOS

Animales — Se trabajé con ratas endo-
criadas, hembras y machos, de linea “1”, de
21-25 diaz de edad, Esta cepa deriva de ratas
de linea e, IIM () gue se crian en nuestro Bio-
terio desde 1963 y tiene actualmente 45 gene-
raciones de endocria. Los animales permanecie-
ron en las mismas condiciones experimentales
durante el tiempo de la experiencia y fueron
divididos en 2 grupos: I) Infectados con T.
cruzi a los que se les indujo AA; II) Testigos
con AA tnicamente.

Infeccién experimental — Se utilizé 1a cepa
Tulahuén de Trypanosoma cruzi, que se man-
tiene por pasajes subcutdneos en ratones de
21 dias de edad. Las ratas fueron infectadas
con 1 x 106 tripomastigotes por via subcutdnea
y en todos los casos se controld la presencia
de pardsitos en sangre el dia 8° post-indeulo,

Inducecién y evaluacion de la AA — La en-
fermedad se indujo inoculando al dia 90 post-
infeccion con T. cruzi, una sola dosis (0.1 ml)

{1) Supplement IV of the Inf. Survey on the Supply.
Quality and Use of Laboratory Animals, Int. Committe
on Lab. Animals, Carshalton, England, 1964

de una suspension oleosa de Mycobacterium
tuberculosis (Cepa H 37 Ra, 5§ mg/ml Inmu-
noquemia) en la almohadilla plantar de la pata
trasera derecha, Diez dias mds tarde, comen-
zaron los signos de AA que fueron evaluados
por observacidn directa y estudios histoldgicos.
En la observacion directa se uso la siguiente
escala semicuantitativa: tumefaccion de las arti-
culaciones pequefias (interfalangicas, metacarpo
¥ metatarsofalangicas) 1 punto; tumefaccion de
las articulaciones grandes (carpo, tarso y mu-
fieca) 2 puntos; nédulos en cola 1, 2 ¥ 3 segin
la extensién; conjuntivitis 1 punto; rash cutdneo
y alteraciones crénicas de la piel 1 punto por
lesion, Cuando la tumefaccion fue el doble de
lo observado habitualmente, se duplicé el pun-
taje. Los 2 grupos experimentales fueron con-
trolados desde el dia 10 hasia el 40 postinyec-
cion de ACF, ya que a partir de esa fecha las
lesiones tendieron a estabilizarse,

Anticuerpos humorales — Los auticuerpos
anti-T. cruzi se titularon al dia 90 post-infeccidn
con T. eruzi y 20 dias después de la induccién
de la AA. Se usC la reaccién de hemagluiina-
cion indirecta y la fécnica de microtitulacion
(Polychaco SAIC, Técnica de Auerbach y Ya-
novsky). Los resultados se expresan como el
log, de la inversa de la dilucién.

Estudio histologico de la AA — Se realizd
a los 180 dias posteriores a la infeccidn con
T, cruzi, Los animales se sacrificaron en cé-
mara de éter. Se analizaron las patas poste-
riores afectadas por la inyeccién de ACF. El
material fue fijado con ligquido de Bouin, des-
calcificadoe con #deido nitrico al 10%, se in-
cluyé en parafina y se practicaron cortes de
6 » que fueron coloreados con hematoxilina-
eosina y tricrémica de Gomori. La lesion fue
evaluada con microscopia Gptica en base a la

“distribucién y extensidn del infiltrado inflama-

torio. Se clasificd en leve, moderada e intensa.
Se considerd leve, a la presencia de un infiltra-
do de linfocitos, macrofagos y plasmocitos
dispersos en la dermis e hipodermis; moderado,
cuando el infiltrado confluente llegaba en pro-
fundidad hasta la fascia muscular superficiat
con presencia de granulomas de células epite-
lioides y eélulas gigantes multinucleadas; inten-
so, cuando habia infiltrado denso que invadia
el plano muscular estriado y llegaba a la sino
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vial y al plano dsec, con presencia de granu-
lomas.

Histopatologia de miocardio — En la autop-
sia se extrajo el corazén y se incluyd en para-
fina realizandose cortes transversales de 5 x# de
espesor que se colorearon con hematoxilina-
eosina. En la histopatologia cardiaca se estu-
diaron: 1) Miocarditis crémica focal (MCF),
determinada por la presencia de actimulos lo-
calizados de linfocitos con destruccidn de las
fibras miocdrdicas. Segin el grado de de-
sarrolle de la lesidn se clasificé en: a) leve:
pequefio actimulo de linfocitos con destruccion
de 2-3 fibras miocdrdicas; b) moderada: grupos
de linfocitos con destruccién de pegueiios gru-
pos de fibras miocédrdicas; ¢) intensa: aciirnulos
mayores de histiocitos y linfocitos con destruc-
cion de grupes grandes de fibras miocdardicas.
2) Pericardiis (Pc), determinada por la pre-
sencia de un infiltrado inflamatorio erénico en
el epicardio, segin el grado de desarrolio se
la clasificé en a) leve: pequefios grupos de lin-
focitos e histiocitos dispersos; b) moderada:
cuando el infiltrado formaba una masa nodu-
lar pequenia; ¢) intensa: cuando el infiltrado
formaba una placa extensa. 3) Fibrosis (Fi),
determinada por la presencia de bandas de
tejido conectivo en reemplazo de las fibras mio-
cardicas. Segun el grado de desarrollo y la
extension en el miocardio se clasificé en leve,
moderada o intensa. La presencia de MCF, Pc
O Fi se agrupé como lesién cardiaca (Lc).

Anilisis estadistico — Los resultados obte-
nidos en la evaluacion macroscdpica se anali-
zaron con la prueba U de Mann-Whitney y los
correspondientes a la evaluacién microscopica
por la prueba G. Los titulos de Ac antiTc se
estudiaron con la “t” de Student para datos
apareados 15,15,

RESULTADOS

Evolucion de la AA — Los primeros signos
artriticos comenzaron a aparecer entre el 7° y
10° dia posterior al indculo del ACF, especial-
mente en las patas.posteriores y de ellas con
mayor intensidad en la inoculada con el ACF.
Es necesario aclarar que en la linea de ratas
utilizadas para este experimento la AA se vi-
sualiza principalmente con signos artriticos. Las
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manifestaciones extraarticulares tales como
conjuntivitis, rash cutaneo y lesiones costrosas
de la piel se observaron con mas frecuencia en
los animales testigos

En la Fig. 1 se puede observar la evolucion
de la AA en los 2 grupos experimentales, Se
muestra que los animales inoculados con Tc
desarrollaron una patologia significativamente
menor (p < 0.001) gue los testigos, en todos
los dias estudiados.

Ademas, se puede ver que en los animales
previamente infectados en los cuales se indujo
la AA, desaparece la diferencia en el compor-
tamiento entre macho y hembras, fendmeno gue
es evidente en los testigos (Ej. dia 23 post-in-
duccion AA, p < 0.02).

A partir del dia 30 post-indculo del ACF las
lesiones tienden a regresar lentamente y al dia
90 del proceso artritico, cuando los animales
fueron sacrificados para el estudio. histoldgico,
se mantenian aun las diferencias entre los gru-
pos experimentales.

Anticuerpos humorales anti-T. cruzi — El
titulo de anticuerpos de los animales infecta-
dos con T. cruzi antes del indculo con ACF fue
de: X = @8. = 5.0 = 0.29; n = 15; 20 dias des-
pués del adyuvante, aumenté significativamen-
te: X = e.s. = 6.64 = 0.23; n = 14 (p <
0.001). En los testigos, si bien los titulos de
Ac son inespecificos: x = e.s. = 2.12 * 0.20;
n= 16, la induccién de la AA produjo un leve
ascenso: X = €.8, = 3.0 = 0.25; n = 13 (p <"
0.05). Estos incrementos podrian deberse a un
efecto inespecifico del ACP.

Hisiopatologia — En el lugar del indculo del
ACF se encontré un infiltrado cehuwar denso,
compuesto por linfoeitos, plasmocitos y macro-
fagos. Se ohservo con mucha frecuencia acu-
mulos de células epitelioides y células gigantes
multinucleadas tipo Langhans, configurando
granulomas sin casecsis. En algunos casos se
constatd arteritis en vasos pequefios con ele
mentos linfoides en plena pared vascular. La
cuantificacion de las lesiones figura en la Ta-
bla I. Se puede verificar que las ratas infecta-
das con T. cruzi desarrollaron un infiltrado in-
filtrado inflamatorio significativamente menor
que -el de los testigos (p < 0.001), en los que
ent todos los casos fue de tipo III.
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‘ Fig, 1 — Evolucién de la artritis por adyuvante (AA) en ratas {nfectadas con T, crozl y testigos, mostrando los datos indi-
viduales. La diferencia en la magnitude de la lesidn entre ambos grupos es aitamente significativa en todo el perfodo

(p < 0.001).

TABLATI
Porcentaje de lesidn artrilica en ratas chagidsicas y testigos
(Evaluacién Microscopica)

Grupos Experimentales Grado de Iesién

I I III P
o) i} 100
Testigos de AA(Y) {0/21) (D721  (21/21)
< 0.001
474 42.1 10.5
Chagdsicos - AA(*™)}  (9/19) (8/18) (2/19)

(*) Artritis por adyuvante, inducids en la pata irasera
con A.C.F.

(**) Inoculadas 90 dias antes de la indueccién con T.
cruzl Grado de lesidn: I, leve; II, moderada; III, in-
tensa, Ver descripcién en el texto.

Fl estudio histopatoldgico del miocardic
mostré que sélo el 25% de los animales infec-
tados con Tc ¥ a los que se les indujo AA, de-
sarrollaron una miocarditis crénica focal, por-
centaje gque es muy inferior al que se obtiene
en el modelo crénico 1.2, Las ratas con AA so-

lamente, presentaron un 8% de miocarditis, si-
milar al de los testigos sin ningin tratamiento.

DISCUSION

De acuerdo con nuestros resultados, en es-
ta linea de ratas, la lesién es predominante-
mente granulomatosa crénica, lo cual consti-
tuye una tipica expresién de la inmunidad me-
diada por cdlulas (IMC) Z. Como ya fuera
enunciado, WAKSMAN & col.2 postularon que
la AA se produce por un mecanismo de hiper-
sensibilidad retardada. TAUROG & col. 17 sefia-
laron que la artritis por el ACF estd mediada
por una subclase de linfocitos T productores de
linfoquinas. Mas aun KAYASHIMA & col? pos-
tulan que participan 2 subpoblaciones de lin-
focitos T en el desarrolio de la AA, una encar-
gada de producirla (sensible al suero anti-timo-
cito) y otra de linfocitos T de corta vida que
ejerce efecto supresor en la induccién. FEAR-
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SON & col.? sefialaron que esta entidad podria
ser um fendmeno autoinmune, 1o cual refuerza
lo anterior, puesto que la IMC es primordial
para la produccién de enfermedades autoaler-
gicas experimentales 2,

En este experimento, se ha detectado que
los machos desarrollan un proceso mas inten-
80 que las hembras, fendémeno que no se cons-
tata en los animales infectados con T. cruzi,
brobablemente debido a la escasa magnitud de
la lesién. Estas diferencias hacen suponer gue
la capacidad para desarrollar el proceso artri-
tico seria un caracter influido por el sexo.

Los resultados expuestos evidencian que las
ratas infectadas con T. cruzi desarrollan un
proceso de menor intensidad en relacion a los
testigos, que lieva a postular la existencia de
mecanismos posibles capaces de interferir con
la respuesta inmune,

En primer término, podria tratarse de una
competicion antigénica secuencial 3, donde los
antigenos parasitarios (dominantes) actuarian
inhibiendo la respuesta hacia constituyentes an-
tigénicos de la micobacteria (suprimidos). Es-
te proceso de competficion entre antigenos, even-
tualmente, podria ser operativo en otro nivel.
Asj, WAKSMAN & col.2 han observado que al
tratar de inducir en un mismo animal la AA
¥ la encefalomielitis alérgica experimental
(EAE), la artritis fue mas frecuente en las ra-
tas que no desarrcoliahan la EAE, postulindose
una competicién de antigenos en la sensibiliza-
cién. Si tenemos en cuenta que estudios en
ratones infectados con T, cruzi sugieren la par-
ticipacién de un fenémeno de autoinmunidad
en la produccidn del dafio tisular miocdrdico 2
519, en nuestro caso, podria suponerse también
la presencia de un mecanismo de competicién
entre los antigenos inductores de la miocarditis
y la artritis (similar a lo observado entre 1a
AA y EAE), que podria explicar la baja inci-
dencia de la lesidn cardiaca en los animales
con ambas patologias.

El segundo aspecto a considerar en la fisio-
patologia de la infeccién experimental con T.
cruzi es el de la inmunosupresién. Diversos At-
tores han detectado la supresidn tanto humoral
como celular de la respuesta inmune especifica
€ inespecifica en la fase aguda de la infec-
cién murina 3101213, y recientemente SCOTT 1
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ha ebservado una supresién especifica de la
IMC en un modelo crénico. Resultados prelimi-
nares demouestran que la menor respusta artri-
togénica puede transferirse a un receptor sin-
geneico normal con células de bazo de rata in-
fectada con T. cruzi (datos no publicados), Asi-
mismo, hemos comprobado que la respuesta de
hipersensibilidad tardia hacia glébulos rojos de
carnero, se halla deprimida en esta misma li-
nea de ratas que cursan la infeccién tiripanoso-
miasica .. Por lo tanto cabria la posibilidad de
gue se produzcan mecanismos inmMunosupreso-
res que interfieran en la competencia inmung-
ldgica necesaria para producir esta entidad ex-
perimental,

SUMMARY

The adjuvant disease in rats experimentally
infected with Trypanosoma cruzi

The experimental arthritis produced in rats
which. had been infected at weaning with Try-
panosoma cruzi was studied 90 days after ino-
culation. Focal arthritis was induced by inject-
ing 0.1 ml of Freund complete adjuvant in one
hind foot-pac of inbred previously treated ani-
mals and controls. To measure different de-
grees of foot-pad inflammation and swelling a
semi quantitative scale was used. Purthérmore,
a histopathological study of heart and joints
was performed 180 days after T. ermzl inocula-
tion. The joint injury in the T. eruzi group was
significantly smaller than in the controls, dur-
ing the acute period (p < 0.001).

Histopathologic observations showed locat
tissue inflammatory infiltration with lympho-
cytes, plasma cells and macrophages. These pa-
thological changes observed in treated animals
were also smaller than in the comtrols (p <
0.001). It is postulated that in chagasic rats
the less severe arthritis could be due to-an an-
tigenic competition or immunosuppressiife me-
chanisms present in infected animals.
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