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Resumen

Se evalUa la resistencia a las reinfecciones por Trypanosoma cruzi, en crias de ratas chagasi-
cas. Se utilizaron 30 crias machos (o) de madres infectadas y 30 crias o de madres sanas, divididos
en grupos de 10 criasc/u (I, 11, lHD y (1V, V, VI). Los grupos (1, IV) y (11, V) fueron inoculados y rei-
noculados por via intradérmica con 5x104 tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi Pl (homéloga) y
Y (heterdloga) provenientes de Rhodnius prolixus, con intervalos de un mes. Los grupos controles
(111, V1) recibieron inyecciones de solucion salina fisioldgica. Las pruebas parasitolégicas y serolo-
gicas realizadas en ambos grupos de crias infectadas a los 10, 20 y 30 dias post-inoculacién (pi),
mostraron parasitemias significativamente mayores en las crias de madres sanas durante la fase
aguda de la primo infeccidn y ausencia de tripanosomas sanguicolas después de la 1lray 2da reino-
culacion, un incremento significativo en los niveles anticuerpos anti-T. cruzi a partir de la inocula-
cion inicial y reinoculaciones. Los analisis histopatoldgicos e inmunohistoquimicos en las seccio-
nes de corazén y musculo esquelético de las crias sacrificadas a los 45, 75 y 105 dias pi, revelaron
instauracion progresiva de una miocarditis y miositis aguda de variable intensidad acompafada
de escasos nidos de amastigotes y agravamiento del cuadro patoldgico producido por la inocula-
cion inicial; presencia de abundantes depdsitos antigénicos que se intensificaron con las reinocu-
laciones. En conclusidn, la resistencia de las crias de madres infectadas a las reinfecciones por ce-
pas T. cruzi homologay heterdloga, es producida, primero por la transferencia vertical del parasito
y/0 de anticuerpos humorales desde la madre infectada a su progenie, y segundo por un proceso de
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sensibilizacion del hospedador por las continuas descargas antigénicas producidas al ser destrui-
dos los parasitos inoculados.

Palabras clave: Resistencia, reinfeccion, Trypanosoma cruzi, rata Wistar, infeccion cro-
nica.

Abstract

The resistance to reinfection by Trypanosome cruzi in chagasic rat offspring was evaluated.
Thirty male offspring (o) from infected mothers and 30 offspring o from healthy mothers were
used, divided into groups of 10 offspring each (I, I1, 111) and (1V, V, VI). The groups (I, IV) and (11,
V) were inoculated and reinoculated by intradermal route with 5 x 104metacyclictrypomastigotes
of homologous (pL) and heterologous (Y) strains of T. cruzi, from laboratory infected Rhodnius
prolixus, at one-month intervals. The control groups (I11, V1) received saline injections. The para-
sitological and serological testing performed on both groups of infected offspring at 10, 20 and 30
days post-reinoculation (pr) showed significantly higher parasitemia levels in offspring from
healthy mothers during the acute phase of the primary infection, the absence of bloodstream try-
pomastigotes after the 1stand 2"dreinoculation, and a significant increase in anti-T. cruzi antibody
levels after initial inoculation and reinoculations. The histopathological and immunohistochemi-
cal analysis of heart and skeletal muscle sections from the offspring sacrificed at 45, 75 and 105
days pi, revealed the gradual establishment of myocarditis and acute myositis of variable intensity
accompanied by few nests of amastigotes, a worsening of the pathologic picture produced by the
initial inoculation, and the presence of abundant antigenic deposits that intensified with the re-
inoculations. In conclusion, the resistance of offspring born from chm to homologous and heter-
ologous reinfection by T. cruzi strains, is produced, first, by vertical transmission of the parasites
and/or humoral antibodies from infected mothers to their progeny, and second, by a sensibiliza-
tion process in the host from continuous antigenic downloads produced when the inoculated para-
sites are destroyed.

Keywords: Resistance, reinoculation, Trypanosoma cruzi, Wistar rat, chronic infection.

Introduccion

La enfermedad de Chagas es una parasi-
tosis causada por el protozoario Trypanoso-
ma (Schizotrypanum) cruzi (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), transmitido al hombre
por contaminacion con las deyecciones post-
pandriales de numerosas especies de hemip-
teros de la familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae (1). En algunos casos la infec-
cion chagasica ocurre durante el embarazo,
principalmente en la fase aguda de la enfer-
medad maternal por el gran nimero de tripa-
nosomas circulantes en la sangre, alcanzan-
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do al embrion por via hematdgena, luego del
pasaje por un mecanismo activo a través de la
placenta, y/o por contaminacion de los fetos
al aspirar liquido amnidtico infectado con pa-
résitos o por la via bucal a través de la leche
materna durante la lactancia (2). En general,
la infeccion chagésica constituye un proble-
ma de salud publicaen América Latina donde
aproximadamente 18 millones de personas
estan infectadas, de las cuales 6 a 8 millones
presentan algunas de las manifestaciones cli-
nicas de la fase cronica de la infeccion y 25%
de la poblacién total permanecen expuestas
al riesgo de contraer la enfermedad, con ca-
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sos esporadicos en Estados Unidos, Canaday
Europa (3).

La importancia de las reinfecciones con
T. cruzi en la patogenia de la cardiopatia cha-
gasica humana, constituye un motivo de gran
interés principalmente en relacion al conoci-
miento de la evolucion de la enfermedad. Se
ha sefialado que personas residentes en areas
endémicas para la enfermedad de Chagas es-
tdn constantemente expuestas a sufrir nue-
vas infecciones por T. cruzi. Dicha posibili-
dad esté intimamente relacionada con el in-
dicey ladensidad de infestacion intradomici-
liaria de triatominos vectores (4), lainfeccion
de los animales domésticos y/o peridomésti-
cos, las condiciones de la vivienda que gene-
ran el ambiente propicio para el contacto
hombre-vector (5). Davila y col. (6) investi-
gando las alteraciones electrocardiogréaficas
en individuos infectados con T. cruzi con
tiempo diferente de residencia en areas de
alta endemicidad, encontraron que el por-
centaje de alteraciones electrocardiogréaficas
compatibles con la cardiopatia chagésica era
mayor en las personas con tiempo de resi-
denciaen zonas de alta endemicidad superior
a los 20 afios respecto a otras personas que
habian vivido menos de cinco afios en la mis-
ma zona. Los autores concluyeron que las po-
sibilidades de reinfecciones por T. cruzi po-
dria ser la causa de estas diferencias. Estas
evidencias son reforzadas por Storino y col.
(7) quienes sugieren que las personas infecta-
das de manera ocasional tienen menor com-
promiso cardiaco que aquellas infectadas en
areas endémicas, quizas por haber tenido
menor cantidad de inoculaciones.

Trabajos experimentales han sugerido
gue las reinfecciones por T. cruzi inducen el
desarrollo de resistencia después de la pri-
mera infeccién. Brumpt (8) demostro que ra-
tones infectados con T. cruzi que sobreviven
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a la infeccion aguda, subsecuentemente de-
sarrollaban una fuerte inmunidad a las rein-
fecciones. A partir de entonces, otros mami-
feros susceptibles han sido infectados y rein-
fectados con nuevos aislados de T. cruzi de
diferente origen, mostrando una marcada re-
sistencia a la segunda infeccion, sin presen-
tar reactivacion aparente de la parasitemia 'y
alteraciones de variable intensidad en la his-
topatologia del miocardio (9-15). Por otro
lado, la transmisidn vertical del parésito y de
anticuerpos maternales anti-T. cruzi transfe-
ridos por via transplacental, y/o por la leche
materna durante la lactacion, le confieren a
las crias un cierto grado de proteccion contra
nuevas infecciones producidas por T. cruzi
de diferente origen (16-20).

A partir de lo expuesto anteriormente y
conociendo la importancia clinica y epide-
mioldgica que juegan las reinfecciones por
kinetoplastidos en las areas endémicas rura-
les y suburbanas, consideramos de gran im-
portancia epidemioldgica investigar la evolu-
cion de la infeccidon chagasica en las crias de
ratas Wistar nacidas de madres cronicamen-
te infectadas, frente a nuevas inoculaciones
con cepas de T. cruzi homéloga (hom) y hete-
rologa (het), mediante pruebas de diagnosti-
co parasitoldgicas, seroldgicas, histopatolo-
gicas e inmunohistoquimicas.

Materiales y métodos

Cepas de parasitos

Se utilizaron tripomastigotes metacicli-
cos (tmc) de las cepas T. cruzi I/PAN/Ve/00/
Planalto (PI) y MAM/HOM/Br/53/Y. Ambas
cepas de T. cruzi pertenecen al genotipo |
(DTU ) (21, 22). La primera aislada de un
triatomino (Panstrongylus geniculatus) cap-
turado en la ciudad de Caracas y la segunda
de un caso humano en Minas Gerais, Brasil
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(23). Los parasitos han sido mantenidas en el
Laboratorio de Parasitologia Experimental
(LAPEX) através de pasajes sucesivos en me-
dio de cultivo in vitro, en ratones NMRI y en
ninfas de Rhodnius prolixus criadas en el la-
boratorio.

Inoculacion de las ratas

Un total de 20 ratas albinas hembras
(?), cepa Wistar, de un mes de nacidas y con
100-150 g de peso, obtenidas del Bioterio de
cria de la Universidad de Los Andes (BIOU-
LA), fueron inicialmente utilizadas. Estas
fueron divididas en 2 grupos, un grupo de 10
ratas fue inoculado individualmente por via
intradérmica (ID) con 2x104tmc de T. cruzi
Pl obtenidos de triatominos (R. prolixus) in-
fectados experimentalmente en el laborato-
rioy contenidos en un volumen de 0,1 mL de
lasuspension (24) y el otro grupo de 10 ratas
fue utilizado como control al cual se les in-
yect6 0,1 mL de solucion salina fisioldgica.
Las ratas infectadas y controles se mantu-
vieron en jaulas separadas en el bioterio ex-
perimental bajo condiciones controladas de
temperaturay humedad relativay alimenta-
das con dieta comercial (ratarina®) y agua
ad libitum.

Apareamiento

Entre los 90 y 120 dias post-infeccién
(pi), las ratas infectadas que superaron la
fase aguda de la infeccidn y las del grupo con-
trol, fueron apareadas con machos en una re-
lacion 2/1 por jaula, evaluando previamente
su ciclo estral (25). Una vez comprobada la
presencia de espermatozoides en la suspen-
sion del lavado vaginal, las hembras fueron
separadas de los machos y colocadas en jau-
las individuales con suficiente alimento con-
centradoy agua para permitirles el desarrollo
de la gestacion y parto normal.
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Inoculacion y reinoculacion
de las crias

Del total de crias obtenidas en ambas
camadas, se seleccionaron 30 crias macho
(o) de madres infectadas y 30 crias o de ma-
dres sanas de 30 dias de nacidas. Ambos lo-
tes, fueron divididos en seis grupos de 10
crias cada uno: Grupo |: crias nacidas de ma-
dres infectadas inoculadas y reinoculadas
con T. cruzi Pl (hom); Grupo II: crias nacidas
de madres infectadas inoculadas y reinocula-
dascon T. cruzi Y (het); Grupo Ill: crias naci-
das de madres infectadas (control infectado);
Grupo IV: crias nacidas de madres sanas ino-
culadas y reinoculadas con T. cruzi Pl; Grupo
V: crias nacidas de madres sanas inoculadas
y reinoculadas con T. cruzi Y; Grupo VI: crias
de madres sanas (control sano). A las crias de
los grupos (I, 1V) y (11, V) se les practicaron
tres inyecciones por via ID con in6culos apro-
ximados de 5x104tmc de T. cruzi Ply T. cruzi
Y respectivamente, con intervalos de un mes.
Igualmente, los grupos controles (111, V1) re-
cibieron inyecciones que contenian 0,1 mL de
solucion salina fisioldgica.

Obtencion y procesamiento
de muestras

A los 10, 20 y 30 dias post-inoculacién
(pi), se extrajeron muestras de sangre con ca-
pilares heparinizados del plexo venoso de la
oOrbita ocular, estando el animal ligeramente
anestesiado. La sangre colectada en viales de
plastico, fue utilizada para investigar parasi-
temias patentes y separar los sueros por cen-
trifugacion para su estudio serolégico, me-
diante las técnicas de IFI (26) y ELISA (27).

Alos 45, 75y 105 dias post reinoculacion
(pri), 3 crias de cada grupo experimental,
fueron sacrificadas para extraer el corazon
(C) que fue cortado longitudinalmente en dos
partes iguales y fragmentos de musculo es-
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guelético popliteo (ME). Los tejidos fueron
fijados con formalina al 10% e incluidos en
Paraplast (Monoject Scientific, St. Louis,
MO, USA). Cortes de 6 p de espesor fueron
obtenidos en un microtomo American Opti-
cal Spencer, unos fueron tefiidos con Hema-
toxilina-Eosina (HE) y los otros fueron trata-
dos con Peroxidasa anti Peroxidasa (PAP)
(28) e IFI en tejido (29).

El manejo de los animales experimenta-
les se realiz6 siguiendo el protocolo para ma-
nejo de animales de experimentacion del Co-
mité de Bioética y Seguridad de FONACIT
(www.fonacit.gob.ve) en su capitulo 2.

Analisis estadistico

Los valores de parasitemias y densidad
optica (DO), fueron procesados por un anali-
sis de variancia para efectos fijos y un con-
traste de inferencia simultanea. Se efectua-
ron pruebas a posteriori para determinar en-
tre que pares de tiempos se estan observando
las diferencias significativas. Se considerd un
nivel de significacion del 5% (30). Los anali-
sis fueron efectuados utilizando el lenguaje R
(31).
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Resultados

Evaluacion parasitologica

Las parasitemias en las crias de los gru-
pos (I, IV) y (11, V) inoculadas y reinoculadas
con las cepasde T. cruzi Ply Y, fueron evalua-
das durante la fase aguda de la infeccion, re-
gistrandose los méaximos valores promedios
de 55,2+36,8; 94,2+41,8 y 14,3+14.2;
35,4+18,4 trips/mm3a los 20 dias pi. A partir
de este muestreo, se aprecié un decrecimien-
to progresivo en los niveles de parasitemias
hasta los 45 dias pi, cuando las muestras de
sangre resultaron negativas (Figuras 1y 2).
Después de la leray 2da reinoculacion y du-
rante los 30 dias siguientes, no se observaron
tripanosomas en los examenes de sangre rea-
lizados. El analisis estadistico revelé que la
interaccion grupo y tiempo fue significativa
(p< 0,05). No obstante, no se evidencio dife-
rencias significativas del promedio de la pa-
rasitemia entre los grupos.

Evaluacion serologica
Laevolucion de la respuesta inmune hu-
moral detectada en los sueros de las crias de

20
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65 75 85 95 105

A : Crias de madres sanas B: Crias de madres infectadas. 1° Rl y 2° Rl reinoculacion
Figura 1. Curvas de parasitemias en ratas Wistar o inoculadas y reinoculadas con tripomastigo-
tesmetaciclicos (5x%104tmc) de la cepa de T. cruzi Pl (hom).
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Figura 2. Curvas de parasitemias en ratas Wistar o inoculadas y reinoculadas con tripomastigo-

tesmetaciclicos (5x104tmc) de la cepa de T. cruzi Y (het).

losgrupos (I, IV) y (11, V), se representaen las
Figuras 3y 4. Se observo un incremento pro-
gresivo en los niveles de anticuerpos a partir
de la inoculacion inicial, incrementandose
después de cada reinoculacion y mantenién-
dose elevados hasta el final del experimento.
Se evidencié presencia de 1gG anti-T. cruzi,
registrdndose una reaccion positiva con valo-
res de DO que oscilaron entre 0,167; 1,227
(crias de madres infectadas) y 0,115; 0,813
(crias inoculadas y reinoculadas nacidas de
madres sanas), correspondiente a la maxima
dilucién (1:200). El analisis estadistico reve-
16 diferencias altamente significativas entre
grupoy tiempo (p<0,001). Asi mismo, se ob-
servé diferencias altamente significativa en
el promedio entre los grupos (p<0,001).

Evaluacion histopatologica
e inmunohistoquimica

El estudio histopatolégico de secciones
de Cy ME de crias inoculadas y reinoculadas
con las formas mtc de T. cruzi Pl y Y, nacidas
de madres sanas, reveld a los 45 dias pi la ins-
tauracién de una miocarditis y miositis agu-
da con infiltrado inflamatorio de naturaleza
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linfoplasmohistiocitario de variable intensi-
dad, acompafiada de abundante parasitismo
tisular, cuantificandose en el tejido cardiaco
hasta 7 nidos de amastigotes de T. cruzi/
campo. A nivel del ME el nUmero de nidos de
paréasitos fue menor y dispersos entre las fi-
bras musculares. En las crias reinoculadas y
sacrificadas a los 75 y 105 dias pi, se aprecio
en ambos tejidos un cuadro histopatologico
con caracteristicas de cronicidad, aumento
en los procesos inflamatorios, abundantes
mastocitos y macrofagos y escasos parasitis-
mo tisular (Figuras 5A, B, C, D). Las seccio-
nes de C y ME tratadas con la técnicas de
PAP e IFI, exhibieron una moderada reac-
cion antigénicay presencia de algunos nidos
de amastigotes de T. cruzi bien conservados
a nivel del tejido esquelético (Figuras 6A, B,
C, D).

Las crias inoculadas y reinoculadas con
las formas mtc de T. cruzi Pl y Y nacidas de
madres infectadas, mostraron alteraciones
de menor intensidad a nivel del Cy ME. En
las ratas primo-infectadas se evidencio lains-
tauracién de una miocarditis y miositis agu-
da, acomparfiada de discretos procesos infla-
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Figura 3. Evolucion de la respuesta inmune humoral mediada por la IgG en las crias de ratas
Wistar o de los grupos (1, 1V), inoculadas y reinoculadas con tripomastigotes metacicli-
cos (5x104tmc) de la cepa de T. cruzi Pl (hom).
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Figura 4. Evolucion de la respuesta inmune humoral mediada por la IgG en las crias de ratas
Wistar o de los grupos (I, V), inoculadas y reinoculadas con tripomastigote smetaci-
clicos (5x104tmc) de la cepa de T. cruzi Y (het).

matorios y escasos nidos de parasitos. En las
secciones de los animales reinfectados se ob-
servo persistencia del infiltrado inflamatorio,
presencia de macréfagos en las fibras muscu-
lares y tendencia hacia la cronicidad (Figu-
ras 5E, F, G, H). El andlisis inmunohistoqui-
mico revel6 un aumento progresivo en la in-

tensidad de la reaccidn antigénica en la medi-
da que las crias fueron reinoculadas con nue-
vas formas metaciclicas del parasito. Las crias
del grupo 5 (crias de mi), mostraron discretas
reaccion antigénica anti-T. cruzi en ambos te-
jidos cardiaco y esquelético a los 30 dias de la
primera inyeccién de solucion salina.
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Secciones de crias de ms

Secciones de crias de mi

Figura 5. Histopatologia del misculo esqueléticoy corazon de crias de ratas Wistar o inoculadas
y reinoculadas con formas mtc de las cepas Ply Y de T. cruzi, nacidas de madres sanas
(A, B, C, D) y de madres infectadas (E, F, G, H). (HE, 200X; 400X; 1000X: C; B, E, F,

H; A, D, G).
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Figura 6. Depoésitos antigénicos tefiidos con la técnica PAP e IFI en cortes de musculo esqueléti-
co y corazon de ratas Wistar o inoculadas y reinoculadas con formas mtc de las cepas
de T. cruziPly Y (Ay B) (PAP, 1000X); (Cy D) (IFI, 400X).

Discusion

Estudios realizados, tanto en humanos
como en animales experimentales han postu-
lado que durante el embarazo se desarrolla
una respuesta inmune materno-fetal que
puede influir en la respuesta del neonato; sin
embargo, aun se desconocen tanto los facto-
res que favorecen la transmisién vertical de
T. cruzi, como aquellos que protegen a la
gran mayoria de los hijos de madres infecta-

Kasmera 40(2): 172 - 185, 2012

das al mantenerlos libres de la infeccién (32).
La transferencia materno-fetal de antigenos
podria influir en la capacidad de la progenie
de responder a la infeccidn, al modular el sis-
temainmune fetal. A pesar de que existe muy
poca informacion relacionada con la inmuni-
dad innata de los recién nacidos de madres
infectadas, se sabe que la activacion de los
monocitos juega un papel importante tanto
en el control de la infeccion como en el man-
tenimiento del embarazo (33).
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Los resultados obtenidos en este traba-
jo, sugieren que la transmision vertical del
paréasito y/o anticuerpos humorales de la ma-
dre infectada a su progenie, son los responsa-
bles primarios de la instauracion de un esta-
do de resistencia, confiriéndoles a las crias
una cierta inmunidad a las reinfecciones su-
cesivas. Esta aseveracion se confirma prime-
ro, por la presencia de parasitemias patentes,
las cuales fueron mayores en las crias inocu-
ladas con las formas metaciclicas de T. cruzi
Pl (hom) nacidas de madres sanas, en com-
paracion con las registradas en las crias naci-
das de madres infectadas e inoculadas con la
misma cepa de parasitos. Este patrén de res-
puesta ha sido ampliamente descrito con an-
terioridad y se corresponde con la fase aguda
de la enfermedad de Chagas. En segundo lu-
gar, no se evidencié parasitos después de
cada unade las reinoculaciones, lo que sugie-
re que la infeccion inicial junto con el pasaje
transplacentario de paréasitos y/o anticuer-
pos maternales conducen a la activacion de
los mecanismos efectores de la respuesta in-
mune innata y adaptativa por parte de las
crias, indicando que el efecto sinérgico de
ambas respuestas las hizo inmunoldgica-
mente mas competentes frente a la exposi-
cion de parasitos vivos (17-20).

En las crias inoculadas y reinoculadas
con T. cruzi Y (het), los mayores niveles de
parasitos en la sangre fueron observados en
las crias nacidas de madres infectadas en
comparacion con la registrada en las crias
inoculadas y reinoculadas nacidas de madres
sanas. lgualmente, no se detectaron formas
flageladas del parasito después de cada una
de las reinoculaciones, confirmandose en
este grupo experimental que la infeccion ini-
cial junto con los anticuerpos maternales
transferidos producen una resistencia mode-
rada contra las reinfecciones. Kolodny (18)
sefial6 que en las ratas la recuperacién alain-
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feccion aguda esta seguida por una inmuni-
dad concomitante (respuesta protectora), la
cual las hace resistentes a las reinfecciones
por un periodo considerable de tiempo.

En todas las crias inoculadas y reinocu-
ladas con las cepas Ply Y de T. cruzi, nacidas
de madres sanas y de madres infectadas, se
observo tras la primeray segunda reinocula-
cion un aumento en los titulos de anticuerpos
del isotipo 1gG, asi como de las lesiones y de
los infiltrados celulares a nivel del masculo
esquelético y cardiaco, sin reaparicion de pa-
rasitemias patentes. Estas observaciones
coinciden con lo indicado por Andrade y col.
(12), quienes sefialaron que las infecciones
multiples con T. cruzi de diferentes biode-
mos potencian e intensifican la respuesta in-
flamatoria sin exacerbacion de la parasite-
mia. Sin embargo, estas lesiones se tornaron
en intensas con presencia de células mono-
nucleares y caracteristicas histopatologicas
de la respuesta inmune celular.

La produccién de anticuerpos durante
la infeccion por T. cruzi ha sido ampliamente
estudiada, demostrandose que las inmuno-
globulinas del tipo IgM, IgA e IgE no atravie-
san labarrera placentaria. Sin embargo, la si-
tuacion con el anticuerpo IgG es diferente, ya
gue ocurre transferencia placentaria de las
subclases de 1gG a través de transportes tan-
to pasivos como activos desde la sangre ma-
terna al feto durante la gestacion, ademas, en
el desarrollo embrionario las células fetales
del bazo son capaces de sintetizar pequefas
fracciones de este tipo de anticuerpo, elevan-
dose de esta manera los niveles de 1gG en las
crias de madres infectadas, favoreciendo la
neutralizacion y eliminacion de los paréasitos
después de la reactivacion de la respuesta in-
mune humoral (34).

En contraste, Bustamante y col. (10, 11),
estudiando el efecto de las reinfecciones con
diferentes cepas de T. cruzi en la progresién
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de la cardiopatia chagésica, encontraron que
en ratones albinos suizos, se incrementaba el
numero de parasitos circulantes en sangre
periférica s6lo cuando las reinoculaciones
tienen lugar durante la fase aguda de la infec-
cion, lo cual suprime el establecimiento de
una repuesta inmune por parte del hospeda-
dor para prevenir de esta forma el incremen-
to de la parasitemia. Estos autores concluye-
ron que diferentes cepas de T. cruzi en con-
junto con las reinfecciones pueden alterar el
equilibrio de la relacion parasito-hospeda-
dor, siendo estos factores los responsables de
la cardiopatia progresiva en la enfermedad
de Chagas experimental.

En este mismo orden de ideas, las crias
inoculadas y reinoculadas con la cepa heteré-
loga Y de T. cruzi exhibieron un comporta-
miento diferente durante la fase aguda de la
infeccidn, detectandose en las crias de ma-
dres infectadas los mayores niveles de parasi-
temias. Posiblemente la genética y las carac-
teristicas bioldgicas de las diferentes cepas de
T. cruzi estan modulando los distintos aspec-
tos involucrados en la epidemiologia de laen-
fermedad de Chagas (35). Otros autores han
considerado que existen determinantes espe-
cificos en el desarrollo de la infeccion chaga-
sica, tales como la cantidad de parasitos utili-
zada durante la inoculacion inicial; la forma
infectiva del in6culo; el linaje de lacepade T.
cruzi inoculada; las reinfecciones; la patoge-
nicidad de las diferentes cepas y clones del
parasito; los receptores histotropicos del
hospedador vy la eficiencia de la respuesta in-
mune inicial y tardia en los pacientes infecta-
dos (36, 37).

En relacion a la influencia de las reino-
culaciones sobre la histopatologia del cora-
z6n y musculo esquelético producida por la
infeccion inicial en las crias inoculadas y rei-
noculadas con la cepa homéloga de T. cruzi
nacidas de madres sanas, se observé cambios
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importantes como la presencia de discretos
procesos inflamatorios de naturaleza linfo-
plasmohistiocitarios, acompafiados de abun-
dante parasitismo tisular. Después de las re-
inoculaciones se evidencio una marcada dis-
minucién en el namero de nidos de amasti-
gotes con aumento de las alteraciones a nivel
del miocardio y entre las fibras del musculo
esquelético. lgualmente, la histopatologia
observada en las crias nacidas de madres in-
fectadas después de la primo infeccion, fue
similar pero de menor intensidad, en este
caso s6lo se observd moderada persistencia
parasitaria luego de la primera reinocula-
cion. Nuestros resultados mostraron que las
reinfecciones agravan el cuadro histopatol6-
gico producido por la inoculacion inicial, lo
cual probablemente se debe a un proceso de
sensibilizacion del hospedador, frente a las
descargas antigénicas producidas por la des-
truccién de los parasitos reinoculados. El in-
cremento en los procesos inflamatorios y la
disminucion de los nidos de amastigotes con-
firman en parte la opinién de Kierszenbaum
(38) quien sefala que el cuadro patolégico en
la fase cronica de la enfermedad de Chagas
estda acompafado por una respuesta de natu-
raleza autoinmune, la cual no es méas que el
producto de una exacerbada respuesta infla-
matoria generada en la busqueda por elimi-
nar el parasito. Tarlenton (39) considera que
la persistencia del parasito es un pre-requisi-
to para la instauracion de la patologia en la
fase cronica de la infeccion. No obstante, la
persistencia del parasito esta relacionada con
la severidad de laenfermedad, recientemente
han surgido evidencias en casos humanos y
modelos experimentales que vinculan las re-
infecciones y la exposicion prolongada del
parasito con las lesiones caracteristicas en la
fase cronica de la infeccion (4, 11).

Por otro lado, Cabrine-Santos y col.
(40), evaluando el tropismo del parasito en
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los tejidos de hamsters infectados y reinfec-
tados con formas metaciclicas de T. cruzi du-
rante la fase cronica de la enfermedad, en-
contraron que la reinfeccién no es un factor
determinante en el desarrollo de los procesos
inflamatorios, aunque esta podria inducir le-
siones mas severas en hamsters alogénicos,
posiblemente con incremento en el parasitis-
mo tisular. Sin embargo, estos resultados
como los de Bustamante y col. (10) indican
gue las reinfecciones por T. cruzi estan inti-
mamente relacionadas con la variabilidad y
severidad del curso clinico en la infeccion
chagésica, y que paréasitos persistentes son
necesarios para exacerbar la patologia de la
enfermedad.

Asi mismo, las razones de la gran varia-
bilidad y gravedad de los cuadros clinicos que
pueden presentarse durante las fases aguday
cronica, no estan bien determinadas, aunque
se han mencionado factores dependientes
tanto del hospedador como del parasito (41).
Con relacién a este ultimo, ya hemos mencio-
nado que existe una gran variabilidad genéti-
ca de poblaciones de T. cruzi que han sido es-
tablecidas a partir de caracteristicas isoenzi-
maticas, que podrian ser las determinantes
en el mayor o menor grado de patogenicidad
y virulencia presentes en ratones infectados
experimentalmente con poblaciones diferen-
tes de T. cruzi. Ademas, se han descrito en
modelos experimentales, que existen diferen-
cias en el comportamiento bioldgico del hos-
pedador frente a la infeccion, asi como en la
respuesta a la lisis por el complemento que se
encuentra mediada por los anticuerpos (42).

Las secciones histolégicas de corazon y
musculo esquelético de las crias inoculadas y
reinoculadas con la cepa heter6loga de T.
cruzi nacidas de madres sanas y de madres
infectadas, se caracterizaron por presentar
discretos focos inflamatorios después de la
inoculacién inicial; este cuadro histopatolé-

Mogollon et al.

gico persistié luego de la primera reinocula-
cion. Las lesiones en los tejidos se vieron in-
tensificadas tras la segunda reinoculacion,
resultados que se pueden explicar mediante
el papel de la autoinmunidad en el estableci-
miento de la enfermedad de Chagas crénica.

Desde el punto de vista inmunohisto-
quimico, las pruebas empleadas (PAP e IFI)
permitieron demostrar a nivel del corazon vy
musculatura esquelética la presencia de de-
positos antigénicos de variable intensidad.
Estas reacciones fueron més intensas en la
medida que los animales fueron reinoculados
con nuevas formas metaciclicas del paréasito.
La persistencia parasitaria se pudo demos-
trar en lamusculatura esquelética en unacria
nacida de madre sana, después de la segunda
reinoculacion con la cepa heterdloga de T.
cruzi. En las otras secciones, la positividad de
las reacciones posiblemente corresponda a
proteinas solubles del parasito dispersas en-
tre los tejidos y las células inflamatorias que
median su destruccién. Igualmente, investi-
gaciones llevadas a cabo en modelos experi-
mentalmente infectados con T. cruzi y en
biopsias de pacientes con enfermedad de
Chagas crénica, han demostrado persistencia
parasitaria y abundantes depdsitos antigéni-
cos dispersos en las secciones de corazén y
musculo esquelético (43, 44). Los nidos de
amastigotes detectados por la técnica de PAP
en las fibras esqueléticas y cardiacas de algu-
nas de las crias inoculadas y reinoculadas con
ambas cepas de T. cruzi, probablemente son
el blanco de las reacciones inmunes respon-
sables de las secuelas observadas durante las
fases aguda y cronica de la infeccién (45).

El destino y el potencial patogénico del
parasito reinoculado debe ser investigado a
fondo, mas aun cuando existen estudios que
sustentan la persistencia del parasito como
posible causa de la instauracion de la miocar-
ditis chagasica crénica, paraello es recomen-
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dable evaluar el papel de las reinfecciones
con cepas diferentes de T. cruzi en un mismo
organismo, pues consideramos que se ase-
mejaria mas con la transmision vectorial que
ocurre en areas endémicas. Ademas, seria
importante estudiar el papel de la reinocula-
ciones sucesivas en las madres durante la
gestacion y/o en los siguientes embarazos, a
fin de poder evaluar de esta manera si ocurre
mayor transmision vertical y de anticuerpos
especificos anti-T. cruzi a su progenie.
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