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RESUMEN

En el musculo fasico rapido gastrocnemius de ratones parasi-
tados experimentalmente con la cepa considerada no patége-
na JKF de Toxoplasma gondii y tratados con Ciclofosfamida se
observaron alteraciones en las fibras musculares, su inerva-
cion motora y en la microvasculatura. En relacion a las fibras
musculares, la atrofia varié de ligera a severa, mientras que
las placas motoras exhibieron dafios en su terminal axénico y
modificaciones en la region potsinaptica. Los capilares mostra-
ron engrosamiento del citoplasma endotelial con formacion de
prolongaciones hacia la luz. El infiltrado celular mononuclear
estuvo representado por linfocitos, macréfagos y mastocitos.
La existencia de las diversas alteraciones encontradas conlle-
va a considerar que la ultraestructura del musculo exhibid
cambios no acordes con un efecto aditivo del tratamiento con
ciclofosfamida sobre los ya descritos de la cepa JKF de Toxo-
plasma gondii en la musculatura esquelética.

Palabras clave: Ratones, Toxoplasma gondii, Ciclofosfamida,
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ABSTRACT

In twitch fast skeletal muscle gastrocnemius of mice experi-
mentally parasitized with the non pathogenic JKF strain of
Toxoplasma gondii and treated with Cyclophosphamide ultra-
structural alterations were observed in muscle fibers; its inner-
vation and microvasculature. Muscle fibers atrophy varied from
slight to severe and endplates showed terminal axons dam-
aged and modified post-synaptic regions. Intramuscular capil-
laries exhibited widened endothelial cytoplasm and surface in-
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foldings into the lumen. The mononuclear cell infiltrate con-
sisted of lymphocytes, macrophages and mastocytes.

Key words: Mice, Toxoplasma gondii, Cyclophosphamide,
skeletal muscle, ultrastructure.

INTRODUCCION

En la actualidad se cuenta con una amplia literatura so-
bre los efectos de diferentes parasitos sobre los tejidos de va-
rios mamiferos. Asi, en el masculo esquelético del caballo fue-
ron descritos diversos dafios provocados por el Trypanosoma
evansi [10], en tanto que en el modelo murino se han reporta-
do alteraciones producidas por Plasmodium berghei en glan-
dulas adrenales y hepatocitos [9, 11], y Toxoplasma gondii en
el masculo esquelético [13] y Trypanosoma evansi en la corte-
za adrenal [12]. Adicionalmente al trabajo de Tonino y col. [13]
con la cepa virulenta RH, Bruzual y col. [3] describieron las al-
teraciones ultraestructurales que sufrieron las fibras muscula-
res, la microvasculatura y la inervacion motora del musculo
gastrocnemio de ratones albinos infectados con la cepa consi-
derada no patégena JKF de Toxoplasma gondii. Con el pre-
sente estudio se pretende determinar los dafios experimenta-
dos por la musculatura esquelética de ratones infectados por
la cepa JKF de Toxoplasma gondii y tratados con el inmunosu-
presor Ciclofosfamida.

MATERIALES Y METODOS

En la realizacion de este estudio se utilizaron dos grupos
de ratones machos pertenecientes a la cepa NMRI convenien-
temente identificados y con un peso promedio de 36,5 g.
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El primer grupo (n=10) fue infectado por via intraperito-
neal con un volumen de 0,5 mL de in6culo contentivo de
2x103 parasitos y tratados por via endovenosa con 0,2 mL de
Ciclofosfamida a una concentracién de 100 mg / kg de peso
corporal.

El segundo grupo (n=10) utilizado como control sin trata-
miento, fue igualmente infectado por via intraperitoneal con si-
milar volumen y contenido de parasitos.

En ambos casos, el indculo se preparé a partir del ma-
cerado de cerebro proveniente de ratones con un mes de in-
feccion.

Los animales pertenecientes a ambos grupos fueron sa-
crificados a partir del primer dia y hasta el dia 29 postinfec-
cion, para realizar el estudio ultraestructural, las muestras del
musculo gastrocnemius eran fijadas en glutaraldehido al 3%
en buffer fosfato (pH 7,4 y 320 mOsm), postfijadas en tetroxido
de osmio, deshidratadas en concentraciones crecientes de
etanol e incluidas en resina LX — 112 (Ladd Reseach Inc., Bur-
lington). Las secciones se tifieron con acetato de uranilo y ci-
trato de plomo y observadas en un microscopio electrénico de
transmisién Hitachi H — 500, operado a un voltaje de acelera-
cién de 100 kV.

RESULTADOS

Las alteraciones de las fibras musculares en los anima-
les infectados y no tratados con la ciclofosfamida, asi como los
tratados no presentaron diferencias significativas que pudieran
justificar su descripcion por separado, por lo que la misma se
presentara conjuntamente.

Las fibras musculares de los ratones infectados y trata-
dos con Ciclofosfamida presentaron atrofia variable de ligera a
severa con pérdida de algunos de los componentes de la es-
triacion sarcomérica. Concomitantemente con las alteraciones
del sistema contractil aparecié un hinchamiento y vacuolizacion
del sistema sarcotubular, FIG. 1. En relacion al sistema contrac-
til, se pudo observar inicialmente lineas Z de trazado zigza-
gueante, pérdida de la linea M y de la banda H. Como puede
verse en la, FIG. 1, aparecen hinchadas las cisternas terminales
de las triadas y algunos tubulos del reticulo sarcoplasmatico.
Asi mismo, la distribucién de las triadas fue en forma tanto lon-
gitudinal como perpendicular al eje principal de la fibra.

Transcurrida las 24 h. de la infeccién, a medida que se
incremento la desorganizacion de los sistemas contractil y sar-
cotubular, aumentd la atrofia y la aparicion de vacuolas autofa-
gicas, FIGS. 1, 2 y 3, hasta que en las fibras totalmente atrofi-
cas el contenido de éstas consistio basicamente de vacuolas
autofagicas y del nacleo, FIG. 4. El contenido de las vacuolas
autofagicas estuvo representado por restos mitocondriales,
FIGS. 1, 3y 4, figuras mielinicas FIGS. 2 y 4 y glucogenoso-
mas. Tales vacuolas se localizaron tanto en &reas intermiofibri-
lares FIG. 1, como subsarcolémicas FIGS. 2, 3 y 4. También
se apreciaron anormalidades en la inervacion motora y en los
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capilares. En el caso de la primera, FIG. 5, el terminal ax6nico
se observé muy electrén denso, con mitocondrias hinchadas y
un namero variable de vesiculas de diferente tamafio y densi-
dad electronica. Por su parte, las hendiduras sinapticas dismi-
nuyeron en complejidad y profundidad. En relacién a la micro-
vasculatura, FIG. 6, los capilares presentaron un endotelio con
diferente espesor, asi como prolongaciones del citoplasma ha-
cia la luz y mitocondrias que presentaron alteraciones tales
como figuras mielinicas. En los capilares se observaron fre-
cuentemente numerosos parasitos, FIG.7.

El infiltrado celular mononuclear estuvo representado
por macréfagos, FIG. 8, linfocitos y mastocitos.

DISCUSION

Investigaciones previas realizadas por Tonino y col. [13]
utilizando la cepa RH de elevada patogenicidad en el masculo
gastrocnemius no invadido de ratones parasitados, demostra-
ron diferentes grados de severidad en los componentes de las
fibras musculares esqueléticas. No obstante, el nivel de vacuo-
lizacion sarcoplasmatica observada en la presente investiga-
cion no fue descrita en la investigacion mencionada, asi como
tampoco en el caso de otros investigadores que han trabajado
con T. evansi[10] y P. cathemerium [4].

En oposicion a los resultados reportados en caballos
criollos infectados por T. evansi [10], y el canario infectado por
P. cathemerium [4], la infeccién experimental de ratones por
dos cepas de diferentes virulencia de Toxoplasma gondii y la
RH [13] y la JKF [1, 2, 3], no exhibié necrosis segmentaria.

La ausencia de quistes contentivos de bradizoitos en los
musculos gastrocnemius y séleo de animales inmunocompe-
tentes parasitados por la cepa RH de T. gondii, de acuerdo a
Tonino y col. [13] es debido a autdlisis, migracién a otros teji-
dos 0 a un nimero no detectable de quistes. La aparicion de
alteraciones en la fibra muscular se evidenciaron a las 24 ho-
ras de la infeccion, de alli que la etiologia de las mismas no
podria ser atribuida a procesos autoinmunes como fue sugeri-
do para la infeccién equina a distancia con T. evansi [10]. Al
igual que en el caso de la infeccién producida por la cepa RH
reportada por Tonino y col. [13], podria deberse a la liberacién
de algun factor injurioso por parte del parasito [7].

Las alteraciones observadas en los capilares, inclu-
yendo la formacion de prolongaciones endoteliales dirigidas
hacia la luz del vaso, el engrosamiento de la pared endote-
lial al igual que el hinchamiento de las mitocondrias han sido
relacionadas con diversas patologias [5, 6, 11]. Con respec-
to a las anormalidades encontradas a nivel de la placa moto-
ra 'y el nervio motor en la toxoplasmosis experimental produ-
cida por la cepa JKF, son similares a las observadas por To-
nino y col. [13] para la cepa RH de T. gondii y para el caso
de la atrofia neurogénica [8].
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FIGURA 1. EN ESTA MICROGRAFIA ELECTRONICA SE
OBSERVAN ELEMENTOS HINCHADOS DEL SISTEMA
SARCOTUBULAR (CABEZAS DE FLECHAS); ESPACIO
CORRESPONDIENTE A LA LINEA M Y BANDA H PERDI-
DAS (FLECHA); TRIADAS (CIRCULOS); VACUOLA AUTO-
FAGICA (ASTERISCO). X 24.000.
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FIGURA 3. LAS VACUOLAS AUTOFAGICAS ESTAN RE-
PRESENTADAS EN LA REGION SUBSARCOLEMICA POR

GLUCOGENOSOMAS (FLECHA) Y VACUOLAS CON RES-
TOS MITOCONDRIALES (CIRCULO). X 45.000.

Los resultados mostrados sugieren que los cambios des-
critos en la ultraestructura de la fibra muscular pueden ser ori-
ginados por las anormalidades de la microvasculatura y los
efectos provocados por una atrofia neurogénica que conllevan
a diferentes grados de severidad en la agresion al misculo.
Asimismo, las observaciones sugieren un efecto no aditivo de
la ciclofosfamida sobre los cambios del misculo esquelético
en la toxoplasmosis experimental ocasionada por la cepa JKF.

FIGURA 2. EN ESTA MICROGRAFIA ELECTRONICA NOTE-
SE LA PRESENCIA EN LA REGION SUBSARCOLEMICA Y
PROXIMA AL NUCLEO, DE UN COMPLEJO DE VACUOLAS
AUTOFAGICAS (ASTERISCO). X 30.000.

FIGURA 4. MICROGRAFIA ELECTRONICA DONDE SE
OBSERVA LA FIBRA MUSCULAR TOTALMENTE
ATROFICA. NOTESE LA PRESENCIA DE FIGURAS
MIELINICAS Y VACUOLAS AUTOFAGICAS CON RESTOS
MITOCONDRIALES (ASTERISCO) PROXIMAS AL
MIONUCLEO (CUADRADO). X 18.000.

CONCLUSIONES

En relacion a los ratones inmunosuprimidos por la apli-
cacion del tratamiento con Ciclofosfamida, el analisis de los re-
sultados muestra un cuadro histopatolégico esencialmente si-
milar al presentado por los hospedadores inmunocompetentes,
distinguiéndose por la presencia en la microvasculatura mus-
cular de abundantes parasitos y de un infiltrado mononuclear
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FIGURA 5. EN EL TERMINAL AXONICO, SE APRECIAN MI-
TOCONDRIAS HINCHADAS (ASTERISCO) Y VESICULAS
DE DIFERENTES DIAMETROS (FLECHAS). NOTESE LA DI-
FERENTE PROFUNDIDAD DE LAS HENDIDURAS SINAPTI-
CAS (CABEZAS DE FLECHAS). X 42.000.
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FIGURA 7. NOTESE LA PRESENCIA DE NUMEROSOS PA-
RASITOS EN EL CAPILAR. X 15.000.

mas abundante. Aln cuando la cepa utilizada en el presente es-
tudio ha sido caracterizada como no patégena por el tiempo de
sobrevivencia de los ratones, los resultados descritos sugieren
que, al menos, desde el punto de vista de la ultraestructura del
musculo esquelético, las alteraciones observadas son diversas.
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