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Resumen

En el centenario del descubrimiento de la enfermedad de Chagas, se podria asegurar que se ha avanzado enorme-
mente en el conocimiento de diversos aspectos de la inmunopatologia de esta infeccidn; sin embargo han comen-
zado a surgir nuevas facetas, tal como la regulacién inmunoenddcrina de la misma. Las hormonas influyen sobre la
respuesta inmune y podrian afectar de manera decisiva la evolucién de esta enfermedad. En este trabajo se comen-
tan hallazgos sobre el papel de la principal hormona masculina, la testosterona, en distintos aspectos de esta infec-
cién.
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Summary

INFLUENCE OF TESTOSTERONE ON THE INFECTION CAUSED BY TRYPANOSOMA CRUZI

A century after the discovery of Chagas’ disease, it can be said that the knowledge of several aspects of the
immunopathology of this infection has advanced enormously. However, new aspects have begun to emerge, such
as the immunoendocrine regulation of the illness. Hormones could influence immune response and may decisively
affect the evolution of Chagas’ disease. This article discusses findings on the role of the most important male
hormone, testosterone, on different aspects of this infection.
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Néo vai demorar que passemos
adiante uma grande ¢ bela ciéncia,

que faz arte em defesa da vida.
Carlos Chagas

En conmemoracién del Centenario del descubrimiento de la enfermedad de Chagas (1909-2009)
por el Dr. Carlos Chagas.
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1. INTRODUCCION

La infeccidén causada por Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), o enfermedad de Chagas, afecta alrededor de 12
millones de personas en América Central y América del
Sur.! La etapa aguda de esta infeccidn se confirma por la
observacién directa del pardsito en sangre, mientras que la
fase crénica sintomdtica aparece luego de aproximada-
mente 15 a 30 afios de producida la primoinfeccién. El
compromiso cardiaco es en nuestro pais la principal mani-
festacién crénica de esta enfermedad.?

La persistencia del pardsito y la presencia de células
B y T autorreactivas estarfan fuertemente relacionadas con
la destruccién progresiva del tejido cardiaco y el estableci-
miento de la miocarditis chagdsica crénica (MCC). No
obstante, la MCC sdlo se presenta en el 30% de los indi-
viduos infectados, mientras que el resto permanece asin-
tomdtico. Las causas de estas diferencias en las manifesta-
ciones clinicas es atin materia de debate. No obstante, fac-
tores relacionados con la respuesta inmune del huésped o
con el pardsito, parecen influir de manera decisiva en la
evolucion de la enfermedad de Chagas.?

En relacién al huésped, es posible que en los infec-
tados asintomdticos y en los cardiépatas se produzca una
regulacién diferente de la respuesta anti-parasitaria e infla-
matoria. Invariablemente, las células efectoras son regula-
das por componentes intrinsecos del sistema inmune,
pero a la vez también por elementos ajenos a este. Diver-
sos estudios demuestran que el sistema inmune y el siste-
ma neuroenddcrino interactdan entre si, a fin de coordi-
nar en forma integrada un mecanismo global de defensa.
Esta comunicacion se establece a través de una extensa red
de mediadores solubles: citoquinas, hormonas y neuro-
transmisores. Las hormonas son capaces de influir pro-
fundamente sobre la respuesta inmune, y las citoquinas a
su vez pueden modular la produccién de mediadores hor-
monales. En este contexto, las hormonas sexuales serfan
capaces de afectar a précticamente todas las células inmu-
nocompetentes.* En particular, se ha observado que la tes-
tosterona puede influir considerablemente sobre las
poblaciones de linfocitos T y B. Asimismo, se ha demos-
trado que los macréfagos —células fundamentales en la
evolucién de la infeccién tripanosomidsica— poseen recep-
tores para esteroides; por lo tanto, algunas de sus funcio-
nes también son susceptibles de ser moduladas por éstos.®

En relacién al parisito, las diferencias entre cepas, el
tropismo celular, el desarrollo de diversos mecanismos de
evasién y la posible explotacién del medioambiente inmu-
ne y endécrino del huésped, son factores que influirfan en
la diferente evolucién clinica de la infeccién.®
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En lo relacionado especificamente al papel de la tes-
tosterona durante la infeccién por 77 cruzi, una serie de
trabajos sugieren que esta hormona tiene un papel deleté-
reo sobre los mecanismos defensivos del huésped durante
el curso de la fase aguda, mientras que su influencia serfa
menos evidente durante el proceso crénico. Asimismo,
otra faceta de las investigaciones muestra que el pardsito es
capaz de producir testosterona, insinuando que 7. cruzi
podria alterar la respuesta inmune local montada por el
huésped.

Dado que el rol de la testosterona en la infeccién
por T cruzi atin no ha sido profundamente estudiado, el
objetivo de este trabajo es comentar y analizar diversos
hallazgos sobre el papel de la principal hormona masculi-
na en distintos aspectos de esta enfermedad.

2. TESTOSTERONA y DIMORFISMO SEXUAL

El efecto de los esteroides sexuales en la infeccién
experimental causada por 7. cruzi es claramente evidente
si se tiene en cuenta el dimorfismo que se establece en la
respuesta inmune entre machos y hembras. Numerosos
trabajos muestran que los machos infectados presentan
mayor parasitemia, grado de invasién tisular o mortalidad
que las hembras durante la fase aguda.® En nuestra expe-
riencia, también hemos observado niveles disimiles de
carga parasitaria entre ratones machos y hembras
C57BL/6 infectados (Figura 1); mientras que en estudios
realizados en ratas de la linea “I”, si bien las parasitemias
fueron similares entre sexos, las mismas tardaron mds en
resolverse en los machos.” La base de estas diferencias entre
sexos residirfa en que los niveles de la testosterona (o su
carencia en el caso de las hembras) serfan traducidos en
diversas influencias sobre la actividad de los macréfagos,
linfocitos T y B y el perfil de citoquinas que se producen
durante la infeccién.”

Los estudios en pacientes chagdsicos, sin embargo,
muestran resultados contradictorios: mientras que algu-
nos autores informan que la mortalidad resulta dos veces
mds alta en hombres que en mujeres", otros observan que
la letalidad no difiere entre sexos, aunque se producirfa a
edades mds tempranas entre los hombres.’*** Estudios pos-
teriores sostienen que existe un mayor cCOmpromiso mio-
cdrdico en hombres, resultado capaz de explicar el mal
prondstico que acompafiarfa a estos pacientes.*

3. TESTOSTERONA E INFECCION AGUDA
Existen diversos modelos animales para el estudio de

la infeccién con 77 cruzi. Entre ellos, el desarrollado por

nuestro grupo en ratas ‘1" reproduce varias caracteristicas
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Figura 1: Parasitemia durante la etapa aguda en
ratones C57BL/6 de diferente sexo. Los datos
corresponden a valores de mediana y rango de pardsi-
tos/ml de 4-6 ratones/grupo inoculados por via s.c.
Diferencia estadistica entre grupos, * p < 0.05. (Agra-
decemos al Dr. E. Roggero por permitirnos divulgar
estos resultados).
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de la enfermedad chagdsica humana: fase aguda con para-
sitemias evidentes y autoresolutiva, una mayor susceptibi-
lidad a la infeccién cuanto menor sea la edad del animal y
el desarrollo de miocarditis crénica en una proporcion sig-
nificativa de los animales infectados.”’1 Dado que las hor-
monas sexuales podrfan incidir en las caracteristicas que
presenta este modelo animal, uno de nuestros objetivos ha
sido evaluar el posible efecto inmunomodulador de la tes-
tosterona sobre el curso de la infeccidn aguda, teniendo en
cuenta variables tales como la madurez sexual del huésped.
Los resultados obtenidos se discuten a continuacién.

3.a Influencia de la madurez sexual en la infec-
cién aguda

En una serie de experimentos observamos que las
ratas machos “1” adultas (A, 70-120 dias de edad) son mds
resistentes a la infeccién por T cruzi que las ratas prepu-
beres (PP, 21-28 dias de edad).’>' Dado que las ratas adul-
tas pesan en promedio 7 veces mds que las PD, los anima-
les A son normalmente infectados con 7.10¢ tripomasti-
gotes y a las PP con 106 tripomastigotes; en ambos casos
por via subcutdnea (s.c.) y utilizando la cepa Tulahuén de
1 cruzi (Figura 2-A). La mayor resistencia de las A se tra-
duce en parasitemias apenas perceptibles, mientras que las
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PP desarrollan una infeccién aguda bien evidente caracte-
rizada por parasitemias elevadas, adenopatfas, esplenome-
galia y miocarditis aguda, que se resuelven alrededor de los
30 dfas post-infeccién (p.i.) (Figura 2-B).

Dado que durante el crecimiento, sobre todo en la
infancia, tiene lugar el proceso madurativo final de algu-
nas funciones del sistema inmunitario”", era evidente que
la diferente susceptibilidad a 77 cruzi entre ambos grupos
etarios podria deberse a la mayor inmadurez inmunoldgi-
ca que indiscutiblemente exhibfan los animales mds jéve-
nes. En relacién a esto demostramos que en las A, el mejor
manejo de la infeccidn estd asociado al desarrollo de una
respuesta de anticuerpos especificos temporal y cuantitati-
vamente mds adecuada.’

Asimismo, era posible que las diferencias en suscep-
tibilidad también pudiesen estar vinculadas con la dife-
rente madurez sexual del huésped al momento de la infec-
cién (Figura 3-A). Las diferencias en los niveles de testos-
terona podrian claramente influir en el desarrollo de la res-
puesta efectora anti-parasitaria. Por ejemplo, se sabe que la
testosterona modula la produccién de citoquinas como el
FNT-a y podtfa influir en la sintesis de anticuerpos; pro-
cesos que en su conjunto son esenciales para el control
parasitario. Ademds, el control de la infeccién podria verse
afectado por algunos cambios en la dindmica linfocitaria
que ocurren durante la pubertad, como la disminucién de
la celularidad timica.

3.b Cambios en los niveles de testosterona a
causa de la infeccién

Cuando evaluamos los niveles séricos de testostero-
na en machos a distintos momentos post-infeccién, obser-
vamos que alrededor de los 50-60 dias de edad los anima-
les jévenes alcanzan concentraciones similares a los de los
adultos. En los animales infectados esto coincide con el
dia 21 a 28 p.i. Al comparar los animales no infectados
respecto de los infectados, observamos que en ambos gru-
pos etarios hay una significativa disminucién de la hor-
mona al dfa 21 p.i. respecto de los valores basales (Figura
3-B). Estos resultados sugieren que durante la fase de
parasitemia hay un metabolismo alterado de la testostero-
na que podrfa estar relacionado con el control parasitario
o al stress causado por la infeccién. En otros modelos tam-
bién se han observado resultados similares. Los estudios
en ratas adultas jévenes indican una reduccién en los nive-
les séricos de testosterona después de 18 dias de infeccién
con 7. cruzi, mientras que a los 90 dfas p.i. las parasitemias
eran negativas y los valores de testosterona eran similares
a los animales no infectados.” Los estudios en otras tripa-
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A MODELO de INFECCION
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Figura 2: Infeccién en ratas “1”

de diferentes edades. A) Modelo
de infeccién en ratas “I” de dife-
rentes edades. B) Parasitemia
durante la etapa aguda en ratas
prepuberes (PP) o adultas (A)
infectadas con 7. cruzi. Los datos
corresponden a valores de media-
na y rango de pardsitos/ml de 8
ratas/grupo inoculadas por via s.c.
Diferencia estadistica entre gru-
pos, * p < 0.001.
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nosomiasis apuntan en el mismo sentido. La infeccién en
el hombre con Trypanosoma brucei, el agente etioldgico de
la tripanosomiasis africana se acompafia de hipogonadis-
mo y elevados niveles de citoquinas inflamatorias.?* Esta
disminucidn en los niveles circulantes de testosterona esta-
rfa también relacionada con un incremento en la aroma-
tizacién de andrégenos que lleva a un aumento en los
niveles de estradiol, el cual estarfa asociado a una mayor
resistencia al pardsito.»

Si bien numerosos trabajos de dimorfismo sexual
muestran que las mayores parasitemias y/o la mayor sus-
ceptibilidad estdn asociadas a niveles mds elevados de tes-
tosterona, este supuesto no siempre puede deducirse en
animales del mismo sexo. En nuestro caso, los niveles
mayores de testosterona observados en las A no estuvieron
asociados a una mayor susceptibilidad, sino con resisten-
cia. Por su parte, Schuster y Schaub sefialan que las con-
centraciones séricas de testosterona no siempre se correla-
cionan con los niveles de parasitemia ya que también
deben tenerse en cuenta otros factores. Estos autores
determinaron que la parasitemia en ratones machos esta-
ba relacionada con la posicién social que éstos ocupaban:
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eran altas en los machos inferiores y bajas en lo dominan-
tes, a causa de diferencias en los niveles de testosterona y

corticosterona circulantes.

3.c Manipulacién de los niveles de testosterona y
su efecto sobre la parasitemia y la resolucién de la
miocarditis aguda

Como ya comentamos, nuestros resultados sugerfan
que la disparidad en los niveles de testosterona al momen-
to de la infeccién podria estar relacionada con la diferen-
te susceptibilidad. Para profundizar ain mds en la posible
influencia de la testosterona, nos propusimos modificar
los niveles de esta hormona tanto en las ratas PP como en
las A y examinar cudl era el efecto producido sobre el con-
trol parasitario y la miocarditis aguda.

* La orquiectomia no modifica las caracteristicas
de la infeccion aguda en ratas A

Ya que la resistencia en los animales A estaba estre-
chamente asociada a mayores niveles de testosterona,
cabia la pregunta sobre qué sucederfa si los machos A fue-
ran deprivados de testosterona. Para responder a esta cues-
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Figura 3: Niveles de testosterona en ratas “I” de dife-
rentes edades durante la infeccién aguda. A) Al
momento de la infeccién (Dfa 0 p.i.). B) Dia 21 p.i. Los
ESM de 6-8
ratas/grupo. Diferencia estadistica entre grupos (U de
Mann-Whitney): PP vs A **p< 0.001; PP vs PP+7"
cruzi o A vs A + 17 cruzi *p<0.05.
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tién, un grupo de animales fue orquiectomizado en la
etapa prepuberal (14 dfas de edad), se lo dejé alcanzar los
70 dias de vida y posteriormente se lo infectd segtin el
modelo adulto. A un segundo grupo de animales se le
practicé una cirugfa simulada, mientras que en un tercer
grupo se evité cualquier tipo de manipulacién (control
intacto) (Tabla I-A). En los animales orquiectomizados, el
peso corporal se redujo notoriamente y el tamafio del
timo, tanto absoluto como relativo, aumentd significati-
vamente, respecto de los otros grupos, sefialando que la
orquiectomia se habfa llevado a cabo satisfactoriamente
(Tablas I-B, C). Contrariamente a lo esperado, las parasi-
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temias y la miocarditis fueron similares entre todos los
grupos, indicando que los animales A responden de
manera semejante, independientemente de sus niveles de
testosterona (datos no mostrados). Por el contrario, estu-
dios realizados por otros autores en machos Calomys callo-
sus adultos y castrados, muestran una mayor resistencia a
la infeccién con 7. cruzi a juzgar por la menor parasitemia
respecto de los animales intactos luego de ser infectados
por la cepa Y del pardsito.” Estas disparidades podrian
explicarse por diferencias en los esquemas experimentales,
en la cantidad inoculada del pardsito, como también en
las cepas de 7. cruzi y haplotipos de los animales utiliza-

dos.

* La administracién exdgena de testosterona
Javorece el desarrollo de la infeccion en las ratas PP sin
modificar las caracteristicas de la miocarditis aguda

Dado que la mayor susceptibilidad en los animales
PP estaba asociada al déficit fisiolégico de testosterona, era
admisible pensar que la administracién de la hormona en
estos animales podria optimizar su resistencia al pardsito.
Para ello se administré propionato de testosterona (en
dosis de 0.5 y 1 mg/kg de peso) durante la etapa prepu-
beral (antes de los 21 dfas de edad) y posteriormente se
infectd a los animales segun el modelo PP, El andlogo sin-
tético, administrado hasta el dia de la infeccién, estuvo
presente en circulacién tres dias mds sin sobrepasar los
niveles fisiolégicos correspondientes a una rata A, inde-
pendientemente de la dosis utilizada. A pesar de esto, los
animales tratados evidenciaron un mayor grado de parasi-
tismo y disminucién en el peso corporal (Tabla II), que
curiosamente, no parecié repercutir en el desarrollo de la
miocarditis aguda. De acuerdo con trabajos previos, el
compromiso miocdrdico durante el proceso agudo se cla-
sificé en base al grado de intensidad del infiltrado infla-
matorio: Leve (ML), Moderado (MM) e Intenso (MI).?
El andlisis histopatoldgico a los 28 dias p.i. mostré que
tanto el grado de la lesién como su frecuencia fueron simi-
lares en todos los animales infectados, independientemen-
te del tratamiento que recibieron (Zestosterona+71c: Leve
4/12, 33,3%; Moderada 7/12, 58,3%; Intensa 1/12,
8,3%; Vehiculo+Tc: Leve 7/12, 58,3%; Moderada 5/12,
41,6%; Intensa 0/12, 0%), no obstante que resultaron
diferentes de los animales no infectados (p<0,0001; Prue-
ba de la probabilidad exacta de Fisher o Chi cuadrado)
(Figura 4). Al mismo dfa p.i. el peso timico de los ani-
males infectados que recibieron la hormona estaba signifi-
cativamente disminuido con respecto a los animales infec-
tados y no tratados, planteando una posible repercusién
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sobre el compartimiento T. No obstante, no se observaron  la testosterona afectaria la inmunocompetencia del hués-

cambios en el peso relativo de testiculos, vesiculas semina-  ped prepuberal, favoreciendo el desarrollo de la infeccidn,

les y epididimos. pero sin afectar las caracteristicas de la miocarditis al final

Tomados en su conjunto, los resultados indican que  de la fase aguda. Es posible que los resultados observados
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Dias p.i. 7 10 14 21 8
Vehiculo 230 575 0 U] o
+ T, cruzi (0-4610) (0-2645) (0-1725) (00 100
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REVISTA MEDICA DE ROSARIO

Tabla I: Modificaciones del peso corporal y del
timo en ratas orquiectomizadas cuando jévenes e
infectados a los 70 dias de edad. La orquiectomia
se practicé mediante una incisién inguinal bilateral,
extrayendo por la misma los testiculos derecho e
izquierdo. El cordén espermdtico fue ligado proxi-
malmente en forma doble, cortdndose entre ambas
ligaduras. Los datos se presentan en g, como prome-
dio +tESM, n=5.

Peso Corporal: * Prueba de Kruskal Wallis:
p=0.004; Pruebas U de Mann-Whitney : Orquiec-
tomizadas vs Cirugfa simulada: p=0.009, Control
Intacto vs Orquiectomizadas: p=0.018.

Peso relativo del timo: ** Prueba de Kruskal Wallis:
p= 0.006; Puebas U de Mann Whitney: Control
Intacto vs Orquiectomizadas: p=0.014, Orquiecto-
mizadas vs Cirugfa simulada: p=0.009.

Tabla II: Efecto de la administracién de testoste-
rona sobre la parasitemia y el peso corporal.

A) Esquema experimental de administracién de pro-
pionato de testosterona (0.5 mg/kg) e infeccién, B)
Efecto sobre la parasitemia. Los datos se presentan
como mediana (rango) de pardsitos/ml, n = 6. U de
Mann-Whitney: * p=0.017, C) Efecto sobre el peso
corporal. Los datos se presentan en g como prome-
dio £+ ESM, n=6. U de Mann-Whitney: *p=0.002,
**p=0.003.
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Figura 4: Miocarditis aguda en ratas PP infectadas y
tratadas con propionato de testosterona. En las imd-
genes puede observarse: A) miocardio normal (corres-
pondiente a un animal no infectado y tratado con el
vehiculo —aceite de sésamo-), B, C, D) miocardio de
animales tratados con propionato de testosterona (1
mg/kg) e infectados con miocarditis leve, moderada e
intensa respectivamente. Imdgenes anatomopatoldgicas
similares a A, B o C se obtuvieron en animales tratados
con el vehiculo e infectados (no se muestran).
Coloracién de Hematoxilina-Eosina. Magnificacién:
20x (imdgenes superiores) y 40x (imdgenes inferiores).

en los animales prepuberes estén relacionados a una dife-
rente sensibilidad a la testosterona de las células inmuno-
competentes y/o a una distinta concentracién relativa res-
pecto a otras hormonas.

4. ATROFIA TIMICA, TESTOSTERONA E INFEC-
CION POR T. CRUZI

Durante la infeccién chagdsica aguda en ratones
machos se produce una importante atrofia timica, media-
da al menos en parte por glucocorticoides.” Durante esta
etapa, el timo pierde gran cantidad de timocitos corticales
inmaduros (también llamados linfocitos doble positivos o
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CD4*CD8*) por apoptosis, mientras que algunos
CD4*CD8* escaparfan a la periferia sin haber terminado
de madurar.®

El mecanismo de apoptosis es un proceso que nor-
malmente se lleva a cabo en el timo, y estd dirigido a selec-
cionar aquellos timocitos que pasardn como linfocitos T
maduros y no reactivos a circulacién. Durante el proceso
de maduracién las diferentes subpoblaciones de timocitos
presentan en su superficie un patrén de sialidacién carac-
teristico. En relacién a esto, algunos autores sugieren que
la pérdida de células doble positivas por apoptosis duran-
te la infeccién por 7. cruzi es inducido por la mrans-siali-
dasa y que dependerfa de la presencia de andrégenos. La
trans-sialidasa es una enzima del 7. cruzi, que le permite
utilizar glicoconjugados obtenidos de las membranas celu-
lares del huésped. El mecanismo de apoptosis se incre-
menta en presencia de esta enzima y sorprendentemente
este proceso depende del sexo, ya que no se observa
aumento en la apoptosis luego de la administracién de
trans-sialidasa en hembras, en ratones que carecen de un
receptor para andrdgenos funcional (“AR knockouts”), en
ratones machos tratados con anti-andrégenos, o gonadec-
tomizados.”

Asimismo, estos resultados estarfan en consonancia
con datos previos de nuestro grupo, que muestran una
menor atrofia timica en ratones hembras que en machos
(resultados no publicados). Sin embargo es necesario tener
en cuenta, que las hembras también presentan menores
parasitemias y posiblemente una menor respuesta anti-
inflamatoria mediada por glucocorticoides comparada
con los machos.

5. ALTERACIONES EN LAS GONADAS DURANTE
LA INFECCION CON T. CRUZI

En 1916 Carlos Chagas describié por primera vez la
presencia del pardsito en Srganos genitales masculinos,
tras la realizacién de autopsias en pacientes chagdsicos.**!
Posteriormente, numerosas publicaciones describieron
resultados similares en distintos modelos animales.?*%
Particularmente a nivel testicular se han observado nidos
de pardsitos ¢ infiltracién macrofdgica.* Sumado a esto,
también se han descripto cambios estructurales e inflama-
torios en distintos tejidos neuroenddcrinos, incluyendo
estasis vascular, aumento del depésito de moléculas de la
matriz extracelular e infileracién de linfocitos T y de
macréfagos.”

Si bien las consecuencias funcionales de la infeccién
del tracto genital, mds especificamente de los testiculos,
atn no han sido totalmente determinadas, es posible que
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las alteraciones en los niveles de testosterona observados
sean, al menos en parte, el resultado del efecto directo del
pardsito sobre el tejido enddcrino testicular o bien la con-
secuencia de un impacto generalizado sobre el sistema
enddcrino del huésped.

6. CAPACIDAD ESTEROIDEOGENICA EN T.
CRUZI: ;POSIBLE EXPLOTACION DEL MEDIO-
AMBIENTE ENDOCRINO DEL HUESPED?

Recientemente hemos demostrado que los tripo-
mastigotes de la cepa Tulahuén al ser incubados con pre-
cursores esteroides son capaces de sintetizar andrégenos,
entre ellos testosterona, indicando que el pardsito posee las
enzimas esteroideogénicas necesarias para realizar dichas
transformaciones.* Estos resultados ademds sugieren que
1. cruzi podria sintetizar testosterona para modular la res-
puesta inflamatoria local y facilitar su supervivencia,
hecho que ya se ha descripto para otros pardsitos como los
cisticercos de Taenia solium y Taenia crassiceps.”’ Sin
embargo, algunos autores plantean que un ambiente rico
en testosterona, como el de las venas gonadales en el hom-
bre, no favoreceria la infeccién parasitaria.® En este caso,
otros factores, como por ejemplo el tropismo de la cepa
parasitaria, podrian estar influenciando el grado de inva-
sién tisular en el tracto genital.
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