PATOLOGIAS REGIONALES

Neomicrovasculatura: factor activo en la inmunopatogenia
de la cardiopatia chagasica crénica

HUMBERTO R. CABRAL, IVON T. NOVAK, MONICA GLOCKER, GUIDO A CASTRO VIERA

RESUMEN

Jorg demostré reduccién del lecho capilar en el corazén chagésico. Después, Cabral y colabo-
radores hallaron vénulas de endotelio alto (VEA), que normalmente sélo existen en tejidos
linféticos. Aquf estudiamos nuevos aspectos sobre neomicrovasos en la cardiopatfa chagésica
crénica (CChC) con muerte cardiaca. Estudiamos muestras de corazones de pacientes que
murieron a una edad media de 41 afios (n = 8) y otros con muerte a una edad media de 62
afios (n = 9). Se estudiaron cortes de 5 micrones con coloraciones cldsicas y otros con
anticuerpos monoclonales e inmunocitoqufmica, para células y vasos. Los neovasos-vénulas
se contaron a una magnificacién x400, en 50 campos.

Resultados
En todos los casos se hallaron VEA. Los corazones con muerte mds temprana tuvieron un

nimero mayor de VEA y otras vénulas, de endotelio plano (4,1 % 1,3 versus 1,2 + 0,3, por
campo) (p< 0,001) con respecto a los corazones con muerte tardfa. Ambos tipos de microvasos,
cuyo didmetro fue de 25 a 90 micrones, mostraron linfocitos (CD45R0+) y macréfagos
(CD68+) en su interior y saliendo hacia el intersticio cardiaco. Mediante anticuerpos anti-
CD31 o bien ICAM-1/CD54 se demostré inmunotincién de endotelios y de células con anti-
CD44. No se observé T. cruzi. Los datos muestran que en el corazén chagésico se producen
modificaciones de la microvasculatura con produccién de neomicrovasos venulares que per-
miten un trénsito linfocitario-macrofégico intenso hacia los tejidos cardiacos y refuerzan los
datos que sugieren autoinmunidad en el proceso chagésico. Su mayor cantidad, neomicrovasos
e inmunocitos, se asocié con un nimero més alto de arritmias malignas y muerte temprana.
Abrimos la pregunta: ¢qué estimulos llevan a su produccién?
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de enfermedad cardiaca de Chagas efectuamos el pre-
sente trabajo.

La afectacion de las estructuras cardiacas, princi-
palmente el miocardio, los cardiomiocitos y las estrue-
turas neurales, durante la etapa crénica de la enfer-

INTRODUCCION

La primera comunicacién de modificaciones en la
microvasculatura en el corazén chagésico fue efectua-
da por Jorg, quien demostré reduccién del lecho capi-

lar. (1) Antes, Torres comunicé arteriolosclerosis de
finas ramificaciones arteriales en el miocardio cha-
gésico. (2) En ratones infectados por T. cruzi, Morris
y colaboradores, Rossi y colaboradores y Mengel y
Rossi describieron agregacién plaquetaria y trombos
en la microvasculatura coronaria y le asignaron a esto
un papel en la hipoperfusion. (3-5) Ferrans y colabo-
radores comunicaron un engrosamiento de las mem-
branas basales en miocitos cardfacos y capilares. (6)
Cabral y colaboradores hallaron vénulas de endotelio
alto (VEA), similares a las que normalmente sélo exis-
ten en tejidos linfaticos y que permiten el trénsito de
linfocitos. (7-10). Con el propoésito de obtener nuevos
datos sobre el estado de la microvasculatura en el
miocardio humano de pacientes con estados scveros

medad de Chagas, es causa de arritmias, trastornos
de conduccién y puede llevar a la insuficiencia cardia-
ca congestiva. El corazén se hipertrofia sobre todo por
proliferacién coldgena, las cavidades se dilatan y se
producen aneurismas, como el de la punta del ven-
triculo izquierdo. En los casos graves, el corazén
chagésico es fuente de trombosis y embolias y sus
arritmias malignas, que a veces superan por su inten-
sidad las medidas terapéuticas medicamentosas o de
otros procedimientos y llevan a la muerte. Otro as-
pecto de interés para la realizacién de este estudio
surge del contexto de trabajos previos en los que fue-
ron halladas, por miembros de nuestro grupo, (12-15,
19, 36) evidencias sobre una participacién importan-
to de células inmunoldgicas en el desarrollo de la car-
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diopatfa chagisica, partiendo de los hallazgos experi-
mentales sobre autoinmunidad en Chagas, descriptos
ya desde el afio 1967, (16-18) y de los hallazgos sobre
ocurrencia en chagdsicos, agudos y crénicos, de una
gran poblacién de linfocitos T' PAS positivos en sangre
y en el corazén chagdsico (11-14, 18, 19, 38). En las
citas bibliogrdficas 20 a 24 se mencionan trabajos de
otros autores que también han aportado datos sobre
células infiltrantes en la CChC, a cuyos resultados nos
referiremos en la discusién. El presente estudio se
realizé considerando que el desarrollo de neomicro-
vasos puede ser un fenémeno asociado con la produc-
cién de gran infiltracién del corazén chagésico por célu-
las inmunoldgicas y que influya en el desarrollo de
la cardiopatfa chagésica. Se seleccionaron muestras
de tejido cardiaco de pacientes que llegaron a la muer-
te por su cardiopatia chagasica. Los casos se agrupa-
ron para su andlisis segun el fallecimiento se hubie-
ra producido a una edad relativamente temprana o
més tarde. Esto permitié hallazgos que se comuni-
can aqui.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron muestras de miocardio de dos tipos de evolu-
cién de cardiopatia crénica chagésica: grupo 1, con muerte
temprana a una edad media de 41 afios (n = 8, 31-50 arios, 3
mujeres y 5 varones) y grupo 2 con muerte mas tardia, a una
edad media de 62 afios (n = 9, 57-74 afios, 5 mujeres y 4
varones). Los pacientes fueron atendidos en hospitales de
Cérdoba, Argentina, y provinieron de la misma regién, ge-
neralmente de dreas rurales del norte y el oeste. De los da-
tos clinicos se observé que en el grupo 1 hubo un nimero
mayor de bloqueos trifasciculares (bloqueo completo de rama
derecha, hemibloqueo anterior izquierdo y conduccién
auriculoventricular alterada) y de eventos de arritmias
ventriculares, con extrasistolias ventriculares polifocales y
taquicardias ventriculares paroxisticas; un paciente fue so-
metido a cirugia de aneurisma de punta del ventriculo iz-
quierdo y 5 pacientes estaban marcapaseados. En el grupo 2
hubo un niimero mayor de eventos tromboembélicos y de
signos de insuficiencia cardiaca congestiva; 3 pacientes es-
taban marcapaseados; macroscépicamente, en los corazones
del grupo 2 predominaron la hipertrofia y la dilatacién. En
la Tabla 1 se detallan otros datos del estudio macroscépico
de autopsias. Se prepararon cortes de 5 micrones, con
coloraciones cldsicas: hematoxilina-eosina; histoquimicas:
método de Feulgen, para identificar ADN propio y, en caso

ABREVIATURAS

CChC Cardiopatia chagésica crénica
VEA Vénulas de endotelio alto

de haberlo, de 7' cruzi intracelular, y PAS (4cido peryédic,
reactivo de Schiff), para membranas basales y para Célula,
PAS positivas. Adema4s, se estudiaron otros con anticuerpm
monoclonales e inmunocitoqufmica, mediante método ¢
antiinmunoglobulina-biotina-estreptavidina, con trazadg,
fosfatasa alcalina-estreptavidina y cromégeno naftol-fosfag,,
Fast red, obien biotina-estreptavidina-peroxidasa (Biogeney,
para identificar células y vasos. Los microvasos no capilareg
se consideraron con didmetros desde 20 a 200 micrones y g,
contaron a una magnificacién X400, en 50 campos en dreag
intramiocdrdicas y en otras. Se consideraron el estado de |og
cardiomiocitos y la presencia de infiltrados de célulag
inmunitarias.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales.
anti-CD45RO para detectar linfocitos T activados y antj.
CD68 para macréfagos, anticuerpos anti-CD31 o bien ICAM.
1/CD54 para reconocer endotelios y anti-CD44 para célulag
que se unen a endotelios vasculares.

Se obtuvieron fotomicrografias con magnificaciones x 15¢
y x400.

Se utilizé la prueba de la t de Student para las compara.
ciones entre grupos.

RESULTADOS

En todos los casos se hallaron vénulas de endotelig
alto. Hubo, ademas, otro tipo de vénulas, frecuentes
de endotelios planos. Los corazones con muerte mé;
temprana tuvieron un nimero mayor de VEA ¥ de
otras vénulas, de endotelio plano (4,1 + 1,3 versyg 19
+ 0,3, por campo) (p < 0,001), con respecto a los cory,
zones con muerte tardia (Figura 1). La presencia de
dichos microvasos se asocié con infiltrados de inmung
citos. La cuantificacién y el anélisis comparativg ge
los correspondientes datos clinicos mostraron que log
casos que sufrieron muerte cardiaca mas temprang
[media de 41 afios (n = 9)] fueron aquellos en ]og que
se observé mayor desarrollo de la microvasculatu,-a y
que también tuvieron un nimero mayor de otras Je.
siones de la cardiopatia chagasica. El grupo de muer-
te a mayor edad, en cambio, mostré un desarro},
menor de neomicrovasos y el fallecimiento se Produjo

TABLA 1
Cardiopatfa chagdsica, con muerte por falla cardiaca. Estudio en pacientes que fallecieron hospitalizados.

Datos presentados previamente*

Grupo y causa Edad media  Peso cardfaco Aumento Aneurismas Trombos

de muerte al morir (autopsia) del tamano cardiacos intracardiacos
cardfaco

1 Cardfaca temprana 41 423 g (330-583) (++) (+) (+)

2 Cardiaca no temprana 62,5 653 g (600-910) (++++) (++) (+++)

* (ref. 19)
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muerte a sito linfocitario y de macrofagos intenso hacia los te-
62 afos jidos cardfacos. Es de destacar que la presencia de los
' neomicrovasos hallados produce una distorsion del
ordenamiento normal de los cardiomiocitos en el
| Grupos de miocardio chagasico (Figuras 2a 5)
| corazones En el estudio comparativo, su mayor nimero se
asoci6 con arritmias maligias y muerte temprana. Por
todos estos hechos, creemos que podria sugerirse que
muerte a 41 los neomicrovasos venulares desarrollados en el cora-
41 afos — ' z6n chagdsico intervienen en la patogenia de la car-
: ! ) diopatia. Abrimos una pregunta: iqué estimulos lle-
0 2 4 6 | vanasu produccién? Consideramos que deben prove-
Promedios de VEA y otras vénulas nir de actividades dg las células infiltrantes; en estas
cardiopatfas chagdsicas hay una infiltracién intensa
en el miocardio y en otras estructuras intracardiacas
por linfocitos T productores de sustancias PAS positi-
vas, (9, 11, 12, 19, 36, 38) aspecto que se corrobora en
este trabajo y cabe destacar que recientemente hemos
caracterizado dichos inmunocitos como intensos pro-
ductores de interfer6n gamma (35), seguidos en nu-
a una edad media de 62 afos. El primer grupo -de  mero por macréfagos en las mismas lesiones (9, 19) y,
muerte mas temprana-, mostré otras lesiones en ma-  también, por un destacable incremento de mastocitos
vor grado que correspondieron a infiltrados de células  (véanse referencias 9, 19, 33)
inmunitarias y a signos de dafios en los cardiomiocitos. En la Tabla 2, construida con nuestros datos pre-
Los registros electrocardiograficos mostraron mayor  vios sobre las células que infiltran el corazén chagéasico
intensidad de arritmias también en los casos que su- obtenidos de muestras de los mismos pacientes, se
frieron muerte més temprana. En las Figuras 2a5se  consignan los numeros de los tipos celulares hallados.
muestran aspectos de miocardios de esos pacientes Enfocando a los inmunocitos intracardiacos como
chagasicos, con desarrollo intenso de neomicrovasos. causa de la neoangiogénesis que se produce en estos
En ambos tipos de microvasos, con endotelios alto y ~ casos intensos de miocardiopatfa chagdsica crénica,
plano, cuyo didmetro fue de 25 a 90 micrones, hubo sugerimos que es posible que algunos de sus estimu-
linfocitos T (CD45RO+) y macréfagos (CD68+) ensu los pueden provenir de una actividad intensa de
interior y saliendo hacia el instersticio cardiaco. Me- mastocitos (células cebadas), cuyo aumento seria cau-
diante anticuerpos anti-CD31 o bien ICAM-1/CD54, sado por actividad de los linfocitos T infiltrados, los
se observé inmunotincién de endotelios y de células  cuales producen un factor, segiin lo demostraron Nabel
unidas con anti-CD44 en los microvasos. y colaboradores, (34) que induce a su proliferacién.
No se observé T. cruzi libre, ni tampoco se vieron Por otra parte, en trabajos previos se hallé que las
formas amastigotas intracelulares de dicho pardsito.  células que predominan en los infiltrados de la CChC
Por otra parte, hallamos neoformacién de arterias  son los linfocitos que denominamos T' PAS positivos
pequenas, de hasta 200 micrones de didmetro, en dreas (9, 11-14, 18, 19, 36, 38) que caracterizamos como
de proliferacién de intersticio-fibrosis y también esa linfocitos CD4+, (9, 19, 36) y que son productores de
vascularizacién fue més notable en los casos de muer- interferén gamma; (35) es decir, son células Th 1, las
te temprana. cuales, como se sabe, son inductoras de diferenciaciéon
y activacién de macréfagos que son, numéricamente,
el segundo tipo de células infiltradas en la CChC. (9,
19) Los macréfagos activados producen factores de
Los datos previos publicados y los actuales muestran  crecimiento de endotelios que en las condiciones de
que en el coraz6n chagésico se producen modificacio-  su presencia en el corazén chagdsico actian entre los
nes intensas de la microvasculatura con descapi- cardiomiocitos y pueden estimular alli la proliferacion
larizaci6n, como lo demostré Jorg, (1) y con produc-  de los microvasos. Por su parte, los mastocitos produ-
ci6én de neomicrovasos venulares, como lo demostra- cen factores de crecimiento de fibroblastos y de
ron Cabral y colaboradores. (7-10) Los datos nuevos  endotelios. Es decir, en la CChC hay una ocurrencia
obtenidos en el presente trabajo corroboran lapresen-  de factores que estimulardn la proliferacién micro-
cia incrementada de neovénulas —algunas con endotelio  vascular, asf como la proliferacion del tejido intersticial
alto, otras con endotelios planos-, con paso de células  del miocardio.
inmunolégicas por sus paredes, en la CCh grave. La Creemos conveniente cm‘nontn‘r brevemente los
neoformacién microvascular hallada mostré didmetros datos presentados por otros investigadores sobre las
desde 30 micrones en las vénulas a 200 micrones en células infiltrantes en la CChC: para Ben Yonés-

[ " las pequenins artering. Las vénulas permiten un tran-
-

Fig. 1. Resultados del recuento de neomicrovasos venulares ex-
presados por campo a X400 en corazones de pacientes que falle-
cieron por cardiopatia chagdsica crénica.

DISCUSION
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*(Véase cita bibliografica 19).
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Chennnoufi y colaboradores, la mayorfa de las células
T infiltrantes corresponden a linfocitos CD4+; (20)
en ese sentido hay coincidencia con uno de nuestros
hallazgos (véanse referencias 9, 19, 36).

A dichos linfocitos, ademds, los hemos caracteriza-
do como linfocitos T' PAS positivos CD4+, Th1. (9, 19,
36) Por su parte, Rossi, (21) Ribeiro dos Santos y Rossi,
(22) y Molina y Kierzembaum (23) informaron que el
tipo celular predominante serfan macréfagos; en nues-
tros estudios, los macréfagos, por su niimero, son el
segundo tipo de células infiltrantes. (9, 19) Higuchi,
por su parte, informé que las células predominantes
son CD8+. (24) Como puede verse, es un érea para
profundizar nuevos estudios. Aqui enfatizaremos so-
bre nuestros hallazgos.

En la miocardiopatia chagésica crénica hay agran-
damiento de tejidos cardiacos, los cuales estén infil-
trados por células inmunoldgicas, como ya menciona-
mos. Se produce miocitélisis de cardiomiocitos, suma-
do a deposicién de colégeno y fibrosis. (17)

Hay evidencias de que mecanismos inmunopa-
tolégicos, incluidos los de tipo autoimmune, como tem-
pranamente lo sugerimos y de lo cual obtuvimos evi-
dencias experimentales, (15-18) estén involucrados en
la produccién de lesiones chagasicas. Esas evidencias
experimentales indican la existencia de mecanismos
de tipo autoinmune, tanto humorales como celulares,
que se inician durante el perfodo agudo de la enfer-
medad de Chagas y permanecen activos. (15-18) Des-
pués, otros autores obtuvieron nuevas evidencias de
autoinmunidad en el Chagas. (25-31). En el presente
trabajo y en otros, (8, 9, 17, 19, 35, 36) exploramos
aspectos patolégicos de la cardiopatia chagésica. De
los datos obtenidos se infiere que en la cardiopatia
chagésica crénica avanzada los aspectos inmunoce-
lulares serian de la mayor importancia. (9, 19) La pro-
duccién de anticuerpos seria menos importante, a juz-
gar por el nimero bajo de células B intracardiacas
halladas en un trabajo anterior (19) (véase Tabla 2).

¢ Tienen esos hechos vinculacién con la neoangio-
génesis venular-arteriolar que estudiamos aquf? En
realidad, creemos que pueden interpretarse como un
continuum en el que la proliferacién vascular in-
tramiocardica resultaria de la suma de estimulos
-citocinas— producidas por los mencionados inmu-
nocitos infiltrantes. Una vez formados, dichos neo-
vasos -microvenulares y microarteriales- retroali-
mentan e intensifican los infiltrados de inmunocitos.

Es decir entonces que la remodelacién patolégica
que se produce en la cardiopatfa chagdsica crénica es-
taria promovida por los infiltrados de inmunocitos y
por la neomicrovascularizacién; ambos actian sobre
las fibras musculares cardfacas formadas por los
cardiomiocitos. También deberfa considerarse en esa
remodelacién la disminucién capilar, que demostré
Jorg. (1) _

En algunos aspectos, la miocarditis chagdsica cré-
nica tiene aspectos comunes con la reaccién de recha-
2o crénico de aloinjertos en la cual hay infiltrados de

células mononucleares. Evidencias recientes muestran
que en el rechazo crénico del aloinjerto hay un gran
nimero de c6lulas cebadas (o mastocitos) no s6lo en
sitios perivasculares de vasos ocluidos intramiocér-
dicos, sino también en el intersticio miocardico, (32)
tal como anteriormente lo habfamos hallado en el
miocardio chagésico. (9, 19, 33)

Debe consignarse también que con las técnicas
empleadas de microscopia de luz en ninguno de estos
casos de CChC hallamos T. cruzi libre o células inva-
didas, lo cual corrobora datos previos sobre la muy
baja cantidad de parésitos que existe en la etapa cro-
nica, donde actian otros mecanismos de lesién,
inmunopatolégicos. (8, 17, 19)

En estos casos de CChC, los neomicrovasos, cuan-
do poseen caracteristicas de vénulas, muestran ima-
genes de pasaje de células mononucleares por sus pa-
redes y contribuyen a la formacién de infiltrados ca-
racteristicos de las lesiones de la enfermedad de
Chagas, los cuales son factores de lesiones en los
cardiomiocitos. (8, 9, 11-14, 18, 19)

Por otra parte, también hemos buscado si habria
agregacion plaquetaria en estos neomicrovasos, con-
siderando datos previos en estudios en ratones con
infeccion chagésica, que vinculan dicho aspecto a la
presencia de T. cruzi. (3-5) No hemos hallado agrega-
cién plaquetaria en los neomicrovasos intracardiacos
de estos pacientes chagésicos, aunque, como ya lo re-
ferimos, en estos casos no hubo 7. cruzi demostrable.

Jorg, (1) cuando demostré que en cardiopatias
chagésicas graves hay una reduccién manifiesta del
lecho capilar intramiocérdico, sugiri6 la existencia de
hipoperfusién de las miocélulas y postulé que en el
Chagas hay una descapilarizacién progresiva mesen-
quimorreactiva, que seria un cofactor patogénico. (1)
Ferrans y colaboradores, (6) mediante un estudio con
microscopio electrénico del corazén chagdsico, halla-
ron que existe un engrosamiento de la membrana basal
de los capilares. Por nuestra parte, mediante la técni-
ca del PAS en este trabajo también hemos observado
engrosamiento de membranas basales, no sélo de
cardiomiocitos sino también de vénulas, en lo que tam-
bién deberian tenerse en cuenta los mecanismos
inmunolégicos en su génesis, dada la presencia de in-
filtracién intensa por inmunocitos, que descargan alli
citocinas.

Enfatizaremos, como lo dijimos, en la hipétesis de
que los neomicrovasos, tanto los més pequenos del tipo
vénulas como también los de mayor calibre, por su
presencia y por permitir la formacién y el incremento
de infiltrados y consecuentemente las actividades de
los inmunocitos, sean factores que intervengan en la
generacién de arritmias cardiacas del corazén cha-
ghsico, lo cual conviene considerar en estudios ulte-
riores. Si el contexto de células inmunolégicas infil-
tradas en que se produce se pudiera modular, debera
tenerse en cuenta que al mismo tiempo es necesario
eliminar completamente 7! cruzi del organismo, pues
en nuestro concepto, aunque muy disminuido, por
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mecanismos de defensa, que también gon inmunold-
gicos, T' cruzi viviente es inductor de mecanismos de
autoinmunidad por su actividad reproductiva intra-
celular que hibera ¥ expone autoantfgenos endocelu-
lares del huésped. (17, 18, 37)

SUMMARY

Neo-Microvasculature: An Active Factor in the
Immunopathogenesis of Chronic Chagasic

Cardiopathy

The reduction of the capillary bed in chagasic cardiopathy
was first demonstrated by Jorg. Later, Cabral et al. found
the presence of high endothelium venules (HEV) which nor-
mally occur only in lymphatic tissues. This work studies new
features on neo-microvessels in chagasic heart disease with
cardiac death. We studied the heart samples of patients with
death ages of 41 years (n = 8) and 62 years (n = 9). Five
micron slices were prepared with monoclonal antibodies for
cells and vessels and classic staining. The neo-microvessels
were counted at 400x in 50/hpf. We found HEV on all
samples. The hearts of those who died earlier had a higher
count of HEV and other venules of flat endothelium (4.1+1.3
versus 1.22£0.3 per hpf; p< 0.001) than the older hearts.
Both kinds of microvessels, with diameters ranging from 25
to 90 microns, showed lymphocytes (CD45 RO+) and mac-
rophages (CD68+) inside and through their walls, migrat-
ing to the cardiac interstice. Anti-CD31 or ICAM-1CD54
monoclonal antibodies stained the endothelium and anti
CD44 stained immunocytes. T. cruzi was not seen. These
findings demonstrate the modification of microvasculature
in the chagasic heart through the development of neo-venu-
lar vessels, which allow an intense traffic of lymphocytes
and macrophages in cardiac tissue and alter the normal ar-
rangement of cardiomyocytes, suggesting there may be au-
toimmune activity in the chagasic process. A larger count of
neo-microvessels was associated with heavy infiltration by
T-lymphocytes and macrophages, more malignant
arrhythmias and earlier death. We post an open question:
What are the stimuli leading to their production?

Key words: Chagas cardiomyopathy - Autoimmunity - Mi-
crocirculation - Macrophages - Arrhythmias - T-lymphocytes
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