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Resumen. En este trabajo, analizamos las alteraciones del tracto di-
gestivo (TD) de ratones con infecciéon chagasica crénica, producida por
Trypanosoma cruzi de diferente origen. El examen radioldgico del TD de 18
ratones infectados con T. cruzi y de 6 ratones controles no infectados, fue
analizado después de la ingestion de una solucion acuosa de Sulfato de Ba-
rio durante 6 horas. A los 120 dias post-infeccion (pi), las radiografias del
TD de los 5 ratones del grupo 1A infectados con tripanosomas del aislado
Dml provenientes de Didelphis marsupialis, y 4 ratones del grupo 2A infec-
tados con el aislado EP de un paciente con enfermedad de Chagas aguda,
mostraron dilatacion del estémago y del colon (C). A los 180 dias pi las ra-
diografias del TD de los 5 ratones del grupo 1B infectados con el aislado
Dml y de los 4 ratones del grupo 2B infectados con el aislado EP mostraron
una mayor dilatacion del C. El andlisis histolégico del TD de todos los rato-
nes infectados, revelé apreciable alteracion en las capas musculares intesti-
nales, tales como adelgazamiento de las capas muscular y mucosa, la pér-
dida de los pliegues y de los plexos mioentéricos. Basados en estos resulta-
dos podemos concluir que dos poblaciones de T. cruzi produjeron severas
alteraciones digestivas en el modelo murino experimental utilizado y por
otro lado, es posible que tales alteraciones pudieran presentarse en los 0Or-
ganos del sistema digestivo de casos humanos, especialmente en aquellos
gue viven en las diferentes areas endémicas, donde tales alteraciones no
han sido reportadas.
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Abstract. This paper will analyze alterations in the digestive tract (DT)
of mice with chronic Chagas’ disease infection produced by Trypanosoma
cruzi from different sources. X-rays of the DT of 18 mice infected with T.
cruzi and 6 control mice were compared after the ingestion of a barium sul-
fate solution over a period of 6 hours. 120 days post-infection (pi) the X-
rays of the DT of the 5 mice in group 1A infected with trypanosomes DMI
isolated from the opossum Didelphis marsupialis, and 4 mice in group 2A
infected with the isolate EP takem from a patient with acute Chagas’ dis-
ease, showed swelling of the stomach and the colon (C). 180 days pi, the
X-rays of the DT of the 5 mice of group 1B infected with isolated DMI and
the 4 mice in group 2B infected with isolate EP, showed an even greater
swelling of the C. Histological examination of the DT of all infected mice
showed extensive changes of the intestinal muscle layer, such as the dimi-
nution of the muscular and mucous layers and the loss of colonic folds and
myoenteric plexus. These results suggest that T. cruzi populations caused
severe alterations in the digestive system of the mice used in the experi-
ment, and that the same alterations could occur in the digestive organs of
humans, especially those living in areas where Chagas’ disease is endemic,
but where these anbormalities have not yet been reported.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tri-
panosomiasis americana es una pa-
rasitosis ampliamente distribuida en
regiones del Sur y Centro América,
donde su agente etioldgico, Trypano-
soma cruzi infecta a sectores pobla-
cionales rurales, suburbanos y ur-
banos (1). En modelos experimenta-
les y en el hombre, T. cruzi muestra
una evolucién cronolégica la cual se
inicia con la aparicién de parasite-
mias patentes, alteracion inicial del
sistema fagocitico mononuclear e in-

vasion a los tejidos cardiaco, digesti-
vo y muscular esquelético (2, 3, 4).
En ciertas &areas geograficas, el
cuadro clinico producido por dife-
rentes cepas de T. cruzi durante la
enfermedad de Chagas, se presenta
con predominio de manifestaciones
cardiacas y digestivas. En este sen-
tido, clinicamente se han relaciona-
do estas areas con la prevalencia de
diversas afecciones digestivas, esti-
méandose que las lesiones del tracto
digestivo son méas frecuentes en
areas endémicas de Sur América
con excepcion de Venezuela y poco
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frecuentes o no existen en Centro
Ameérica (5, 6).

Algunas observaciones han
asociado las dilataciones del tracto
digestivo con la presencia de una
cardiopatia chagasica (7, 8). Otros
autores han correlacionado la for-
macion de estas megadilataciones
con el grado de virulencia y patoge-
nicidad de las distintas cepas de T.
cruzi, tanto en los casos chagasicos
agudos como en los modelos experi-
mentales (9). Investigaciones mas
recientes las han relacionado con
las alteraciones del sistema neu-
roendocrino debida a su rol en la re-
gulacién de la funcion intestinal y
como complejo migratorio motor a
nivel de los plexos intramurales o
mioentéricos del tracto digestivo (10,
11, 12).

Koberle (13) sugiridé que el me-
canismo patogénico que produce la
destruccion de las células nerviosas
cardiacas y las del sistema digestivo,
ocurre durante la evolucion de la pa-
rasitemia y, en consecuencia, deter-
minaria el curso de la infeccidon cha-
gasica croénica, dependiendo del pa-
tron genético del hospedador. Estas
observaciones han conducido al es-
tablecimiento de posibles correlacio-
nes entre el comportamiento de dis-
tintas cepas de parasitos de diferen-
tes procedencias geograficas y las
implicaciones clinicas y epidemiolégi-
cas de la enfermedad de Chagas.

En el presente estudio se eva-
lud, mediante examenes radiolégicos
e histopatoldgicos, las alteraciones
del tracto digestivo de ratones croni-
camente infectados experimental-
mente con dos aislados de T. cruzi,

procedentes de dos areas endémicas
para la enfermedad de Chagas en
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Aislados de T. cruzi

En este estudio se utilizaron
dos aislados de T. cruzi: 1) M/JHOM/
VE/67 EP-67, obtenido de un caso
agudo chagasico procedente del Es-
tado Carabobo y 2) M/DID/VE/84
DmI-84, aislado de un Didelphis
marsupialis capturado en el caserio
Carmona del Estado Trujillo, ambos
de Venezuela. Los tripanosomas con-
tenidos en la sangre de los dos hos-
pedadores fueron caracterizados me-
diante hemocultivo en el medio de
cultivo difasico NNN; por inoculacion
en ratones machos NMRI por la via
intraperitoneal; por xenodiagnostico
artificial en ninfas de Rhodnius pro-
lixus de 1V estadio de desarrollo y por
la Reaccion en Cadena de la Polime-
rasa (PCR) (14). Los flagelados man-
tenidos en el medio de cultivo NNN
fueron utilizados para la infeccién
experimental de los ratones.

Animales experimentales

Se utilizaron ratones blancos
cepa NMRI machos de 18 g de peso
provenientes del Bioterio de cria de
la Universidad de los Andes (BIOU-
LA), alimentados con Ratarina (Pro-
tinal) y agua ad libitum.

Infeccion experimental

Dos grupos de 15 ratones cada
uno fueron inoculados por via intra-
dérmica (ID) en la region abdominal
con aproximadamente 50.000 tripo-
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mastigotos de los aislados EP y Dml,
con 20 dias de evolucion en el medio
de cultivo NNN. Para tal fin, los cul-
tivos fueron lavados tres veces con
Buffer Fosfato Salino (PBS) a pH 7.2
por centrifugacion a 2000 rpm du-
rante 15 min y separados a través
de una columna de DEAE-Celulosa
calibrada para el aislamiento de los
tripanosomas metaciclicos, siguien-
do las recomendaciones de Moreno y
col. (15). En la suspension final, los
parasitos fueron cuantificados se-
gun el método de Brener (16) para
obtener un inéculo de 5x10% tripa-
nosomas/0,1 mL de la suspension.

Detecciodn de la parasitemia

A partir de los 5 dias pi todos
los ratones inoculados fueron eva-
luados diariamente, a fin de detectar
parasitemias patentes en muestras
de 5 pL de sangre obtenida de la
cola de cada raton (16). Los ratones
que sobrevivieron a la fase aguda de
la infeccion, fueron separados en 4
subgrupos para realizar los estudios
radiolégicos e histolégicos del tracto
digestivo en diferentes momentos
durante dos etapas de la infeccion
cronica. Asi, diez ratones infectados
con el aislado DmI fueron separados
en dos subgrupos de 5 ratones cada
uno (grupos 1A y 1B). lgualmente,
ocho ratones infectados con el aisla-
do EP fueron separados en dos sub-
grupos de 4 ratones cada uno (gru-
pos 2A 'y 2B).

Procedimiento radiolégico

Los ratones de los grupos 1Ay
2A con 120 dias de infectados, fue-
ron seleccionados para el primer es-

tudio radioldgico del tracto digestivo.
Estos animales fueron sometidos a
una ingesta de solucién de Bario
como medio de contraste (9). Para
tal fin, 20 g de Sulfato de Bario fue-
ron disueltos en 50 ml de agua, esta
solucién fue colocada en los frascos
bebedero en las jaulas de los rato-
nes durante 6 horas. Estos animales
fueron mantenidos en el bioterio ex-
perimental alimentados con Ratari-
na, a una temperatura ambiente de
23°C y humedad relativa de 80%. Al
cabo de este tiempo los animales
fueron anestesiados con eter-dietilico
por 3 minutos, tiempo suficiente
para tomar las radiografias, colocan-
do cada animal en posicién anterior
ventral o lateral sobre un equipo Phi-
llips de rayos-X, a una distancia fo-
cal de 1 metro, usando 2,5 mA/seg y
46 Kv. Una serie de radiografias fue-
ron tomadas a los animales utilizan-
do placas radiogréaficas 10x10. Los
ratones de los grupos 1B y 2B con
180 dias de infectados, fueron utili-
zados para hacer el segundo estudio
radiologico del tracto gastrointesti-
nal. Estos animales infectados, asi
como un grupo de 6 ratones sanos
controles, fueron dosificados con el
medio de contraste y preparados
para las exposiciones radiograficas
en forma similar a como se describid
anteriormente.

Preparacion de las secciones
histologicas

Una vez tomadas las radiogra-
fias, cada grupo animal fue sobre-a-
nestesiado con cloroformo, y segui-
damente sacrificados; los fragmen-
tos de esofago, estdbmago, intestino
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delgado e intestino grueso fueron
separados para el estudio histologi-
co. Las muestras de estos tejidos
fueron fijadas en formalina neutra al
10% durante 24 a 48 horas, deshi-
dratadas por pases sucesivos en al-
cohol isopropilico, incluidas en pa-
raplast a 56°C y cortados a 7 U en
un microtomo American Optical
Spencer. Las secciones de tejido se
colorearon por el método de Hema-
toxilina y Eosina y fueron montadas
con MarTex para la observaciéon mi-
croscopica.

RESULTADOS

Parasitemia

El examen de la sangre caudal
de los ratones infectados con los tri-
panosomas del aislado Dml, reveld
parasitemias patentes entre 5 y 40
dias pi, en niveles que oscilaron en-
tre 18 y 120 trips/mms, mientras
que en los ratones que se infectaron
con el aislado EP, los niveles de pa-
rasitemia variaron entre 22 y 235
trips/mm? a los 10 y 40 dias pi, res-
pectivamente. Durante este periodo
de la infeccién aguda, los animales
infectados con los aislados de T.
cruzi, desarrollaron aumento del vo-
lumen abdominal y alteracion del
transito intestinal. Entre los 20 y 40
dias pi, murieron 5 (33,3%) de los
infectados con Dml y 7 (46,6%) de
los ratones infectados con el aislado
EP. La autopsia de estos animales
revelé6 hepatoesplenomegalia, abun-
dante liquido en la cavidad perito-
neal con inflamacion del abdomen,
dilatacién de la vejiga urinaria con
retencién de orina y predominancia

de parasitismo en los tejidos cardia-
co, digestivo y muscular esquelético,
evidenciados en las preparaciones
histoldgicas de estos tejidos colorea-
dos con HE.

Estudio radiolégico

El estudio de las radiografias
del tracto digestivo de los 5 ratones
con 120 dias de infectados con el
aislado DmIl de T. cruzi (grupo 1A),
revel6 distension abdominal y signos
de dilatacion del estbmago y del co-
lon. Las radiografias de los 4 rato-
nes infectados con el aislado EP
(grupo 2A), mostraron una mayor
distension abdominal, severa dilata-
cion del estomago y del trayecto del
colon (Fig. 1a,b). En relacién con los
animales con 180 dias de infeccion
chagasica crénica, las radiografias
del tracto intestinal del grupo 1B
formado por 5 ratones, infectados
con el aislado Dml mostraron irre-
gularidades en el colon, asociadas a
dilataciones en su trayecto. Las ra-
diografias de los 4 ratones del grupo
del grupo 2B infectados con el aisla-
do EP, revelaron una mayor disten-
sion abdominal con severas dilata-
ciones del colon, como se observa en
las Fig. 2a,b. En la Fig. 2c se mues-
tra la radiografia del tracto digestivo
de los ratones sanos controles con
aspecto normal. Las alteraciones re-
presentadas por dilataciones en el
trayecto del tracto gastrointestinal,
aunque comunes en todos los ani-
males experimentales, fueron mas
severas en los ratones con infeccién
cronica producida por el aislado EP
de T. cruzi. La técnica de bario utili-
zada en este trabajo no dio buenos
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Fig. 1. Radiografias de los ratones con 4 meses de infeccion que muestran dilata-

cion del estdbmago y del colon (—). a. Con el aislado Dml y b. Con el aislado

EP de T. cruzi.

resultados para el reconocimiento
del trayecto esofagico, por lo que no
fue visualizado en las radiografias.
En la autopsia de los animales in-
fectados no hubo evidencia de dis-
tension esofagica. Anatdmicamente
el es6fago de estos animales con in-
feccién chagéasica crénica se observé
de aspecto normal, mientras que el
estbmago y el colon se observaron
aumentados de tamafio. A pesar de
que los 6rganos seflalados no fueron
ni medidos ni pesados, sin embargo,
fue evidente que en estos animales
se produjo un severo proceso de di-
latacion intestinal.

Estudio histopatolégico

Las alteraciones estructurales
detectadas en las secciones histoldogi-
cas del colon de los animales de los
grupos 1A y 1B, estuvieron relacio-
nadas con una gran dilatacion del
colon, importante adelgazamiento de
la capa muscular y disminucion del
grosor de la mucosa, asociado a la
pérdida de sus pliegues y de los ple-
x0s mioentéricos (Fig. 3a,b). En las
Figs. 4a,b se muestran los cambios
estructurales del colon de los ani-
males con 4 y 6 meses de infectados
con el aislado EP (grupos 2A y 2B),
donde se observa la luz intestinal
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Fig. 2. Radiografias de los ratones a los 6 meses de infeccién que muestra dilata-
cion del colon (). a y b. Infectados con los aislados Dml y EP de T. cruzi
respectivamente. c. Raton sano después de la ingesta de bario sin alteracio-
nes en el tracto gastrointestinal.
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Fig. 3.

a. Seccidn histoldgica del colon de los ratones con 4 meses de infeccién con
el aislado DmI, que muestra adelgazamiento de las capas musculares, dis-
minucién de los pliegues (=) y ensanchamiento de la luz intestinal (*).
b. Seccién histoldgica del colon de los ratones con 6 meses de infeccion con
el aislado DmlI, que muestra reduccién del grosor de las capas musculares,
de los plexos mioentéricos y de los pliegues intestinales (—) y aumento de la
luz intestinal (*) (coloracion Hematoxilina-Eosina) (Aumento 40X).
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Fig. 4. ay b. Secciones histolégicas del colon de los ratones con 4 y 6 meses de in-
fectados con el aislado EP de T. cruzi, que muestran: Adelgazamiento de las
capas musculares, disminucion del grosor de la mucosa asociado a la pér-
dida de los pliegues (—) y enzanchamiento de la luz intestinal (*).

muy amplia la cual constrasta con los ratones infectados con T. cruzi,
la luz intestinal estrellada del colon no presentaron alteraciones histolo-
de los ratones sanos (Fig. 4c). Las gicas; su estructura fue comparable
secciones histolégicas del es6fago de a la de las secciones de eso6fago de
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Fig. 4.

c. Colon de un ratén sano con las capas musculares, los pliegues (—) y la

luz intestinal (*) de aspecto normal. (Coloracion Hematoxilina-Eosina). (Au-

mento 40X).

los ratones sanos. Los dafios histo-
patoldgicos en el estbmago y en el
colon fueron frecuentemente seve-
ros, caracterizados por procesos in-
flamatorios con células linfomo-
nohistiocitarias, y adelgazamiento
de las fibras musculares en las zo-
nas afectadas.

DISCUSION

La apariencia dilatada del trac-
to gastrointestinal, tanto en huma-
nos como en otros mamiferos, fre-
cuentemente ha sido asociada con
la infeccion chagasica crénica, sobre
la base de evidencias clinicas y epi-
demiolégicas en areas endémicas
para la enfermedad de Chagas (8,
17-21), cuando T. cruzi no se en-
cuentra en los tejidos o es raramen-

te observado en los ganglios para-
simpéaticos (22).

Con frecuencia en los pacientes
con afectacién del tubo digestivo,
solo el sigmoides se muestra dilata-
do aun cuando la entrada del colon
se mantenga aumentada de tamafio
(23). Esta porcion del tubo digestivo
aumenta en longitud y posterior-
mente se produce el aumento del
diametro y el adelgazamiento de la
capa muscular circular, y reduccion
en el niamero de ganglios del colon
durante las etapas tempranas de la
infeccidon chagéasica (24). En este es-
tudio, el diagnéstico radioldgico evi-
denci6 el desarrollo de dilatacion del
estémago y del colon o de ambas re-
giones del tracto digestivo de los ra-
tones infectados con el aislado Dml
de T. cruzi de D. marsupialis; en los
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animales infectados con el aislado
EP la dilatacion del estomago y del
colon fue simultanea. Otras investi-
gaciones han revelado la presencia
de estas alteraciones, asi como la di-
latacion de la vejiga urinaria, llama-
da también megavejiga por Okumu-
ra (25, 26), con notable disminucion
en el ndmero de células del sistema
neurovegetativo y lesiones inflama-
torias focales en la capa muscular
digestiva (27).

Estos hallazgos podrian ser in-
terpretados sobre la base de la rela-
cion que existe entre el comporta-
miento de los parasitos y el modelo
animal utilizado, por lo que el estu-
dio de la infeccién aguda y/o croni-
ca debida a T. cruzi, requeriria de
por lo menos dos modelos experi-
mentales distintos, que reflejen las
condiciones medio ambientales del
hospedador y el comportamiento de
los parasitos, aun cuando estos pro-
cedan de regiones geograficamente
distintas (28). Otros estudios han
reportado (29) que la distribucién de
los parasitos en los tejidos y las le-
siones que producen se debe mas al
grado de virulencia que al tropismo
exhibido. Prata (30), ha establecido
que en los vertebrados el curso de la
infeccion por T. cruzi es variable, y
depende de las cepas de parasitos,
su virulencia, patogenicidad y tro-
pismo. Otros autores (31, 32), consi-
deraron ademaés las diferencias en el
comportamiento y en las caracteris-
ticas de sus componentes, principal-
mente enzimaticos (zimodemos) y/o0
del ADN kinetoplasto (schizodemo)

La afeccién del tracto gastroin-
testinal debida a la infeccion experi-

mental con T. cruzi presentada en
este estudio es consistente con las
alteraciones estructurales del tracto
digestivo de los animales infectados.
Las modificaciones de la mucosa
con pérdida de los pliegues y en
consecuencia la reduccién del gro-
sor de la pared intestinal, producen
vaciamiento incompleto del intesti-
no, peristalsis anormal, ausencia de
coordinacion de la relajacion, por lo
que la respuesta lenta produce re-
tardo en el transito intestinal a nivel
del tubo digestivo. Otros autores
(33, 10) sefialan que durante la evo-
lucidn de la infeccion por T. cruzi, el
megaesoéfago y el megacolon produ-
cen la destruccién de los plexos pa-
rasimpaticos intramurales, relacio-
nado probablemente con la infeccién
parasitaria, inflamacion y lesiones
vasculares secundarias, lo que a ni-
vel del colon alteraria la motilidad y
provocaria la dilatacion del érgano
con retencion de las heces, frecuen-
cia de impactacion fecal y vélvulo
con oclusién intestinal en humanos.

Una de las dificultades para
aceptar la relacion entre mega-érga-
nos y la enfermedad de Chagas en
regiones distintas de Sur Ameérica,
ha sido atribuida a la existencia de
diferentes cepas de T. cruzi y a la si-
militud que muestra la megadilata-
cion del tracto gastrointestinal en
pacientes chagasicos con dilatacio-
nes secundarias de origen congénito
0 adquirido. Estas implicaciones
hasta ahora no han sido asociadas
con la enfermedad de Chagas croni-
ca en Colombia y Venezuela (33,
34), razén por lo que se ha aducido
que las cepas de T. cruzi prevalentes
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en nuestro pais no inducen este tipo
de patologia, considerandose al fac-
tor parasito para explicar las dife-
rencias clinicas y regionales en la
enfermedad de Chagas. En otras re-
giones endémicas para la enferme-
dad de Chagas, como en la region
Central de Brazil, la infeccién por T.
cruzi, provoca destruccion de las cé-
lulas neuronales en los plexos mien-
téricos del tubo digestivo, disturbios
en la motilidad, achalasia en los es-
finteres esofageal y muscular anal y
dilatacién progresiva de los 6rganos
afectados (35). Otros autores (36-38)
han detectado la existencia de mega-
colon chagasico asociado al cancer
del colon, en pacientes sometidos a
estudios radiogréaficos después de la
aplicacion de un enema de Bario.

El analisis de los resultados de
los examenes radiolégicos e histol6-
gicos presentados en este estudio,
permite inferir que los dos aislados
de T. cruzi, obtenidos de dos hospe-
dadores en diferentes areas geografi-
cas de Venezuela, donde es frecuen-
te la cardiopatia chagasica debida a
la infeccién por T. cruzi, fueron ca-
paces de desencadenar desoérdenes
anatomicos y funcionales del tubo
digestivo, asi como el desarrollo de
dilataciones intestinales, en los ra-
tones infectados. La intensidad de
esta sintomatologia en estos anima-
les con infeccidon chagasica crénica,
sugiere la necesidad de profundizar
en el estudio sisteméatico de la enfer-
medad de Chagas experimental, con
aislados de T. cruzi que se encuen-
tran circulando en las diferentes
areas geogréaficas, afectando secto-
res poblacionales rurales y urbanos

de naturaleza endémica, donde en
algunos casos las evidencias clinicas
son las principales herramientas en
el diagnéstico de la enfermedad de
Chagas.
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