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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comprobar si una de las variables medio-am-
bientales, lareinfeccion, puede modificar el comportamiento observado en un modelo
de rata a nivel de parasitemia, anticuerpos séricos, manifestaciones electrocardio-
graficas y/o lesion miocdardica. Los grupos experimentales fueron: GI: ratas infecta-
das al destete con 1 x 10® T. cruzi; GR: igual a GI maés reinfecciones cada 30 dias
hasta los 150 dfas post-infeccién inicial (p.ii.); GI;: ratas de 51 dias infectadas; GT:
testigos. Se detectd parasitemia alta en GI y GR hasta los 20 dias p.i.i. tendiendo
a negativizarse al dia 30. En GR no se observaron parasitos despues del primer
reinoculo, resistencia que no es debida sé6lo a la mayor edad del huésped pués hubo
parasitemia en GI,. Los xenodiagnésticos fueron negativos en los tres grupos. Los
anticuerpos séricos no se modificaron significativamente en GR respecto de GI,
salvoenlos anticuerpos 7S, pueslos del GR presentaron titulos superiores en algunos
de los dias estudiados. Los ECG basales no mostraron cambios distintivos en las
ratas infectadas. La prueba de ajmalina mostré una disminucion de la FC indepen-
diente del tratamiento; el PR, QaT y QRS se prolongaron significativamente en
todos los grupos respecto del basal (p < 0.05), salvo el QaT en el GT; ademds, el
cambio de PR y QaT fue mayor en los infectados (p < 0.05). En los grupos infectados
hubo también una amplia variacién en la orientacién del eje eléctrico respecto del
valor basal, acompanado de cambios morfolégicos mas manifiestos en GR. La pro-
porcion de lesion cardiaca detectada histolégicamente en los grupos infectados,
fue significativamente superior a la del GT (p < 0.01). Se concluye que la reinfeccién
no reproduce el cuadro agudo inicial y no modifica el tipo y grado de lesién cardiaca
observada histologicamete. La prueba de ajmalina muestra cambios electrocardio-
graficos compatibles con dano miocardico incipiente en las ratas infectadas y sugie-
ren mayor compromiso en el grupo reinfectado.

UNITERMOS: T. cruzi — reinfeccién en ratas — ajmalina.

INTRODUCCION
La enfermedad de Chagas estaampliamente tas variedades epidemioldgicas y clinicas con
distribuida en Latinoamérica®, presenta distin- frecuencia diferente de presentacién segun la zo-
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na geografica?!, sugiriendo que la evolucién na-
tural de la enfermedad dependeria de variables
tales como: cepa del pardsito presente!, nutricio-
nales®, caracteristicas genéticas del huésped™ >
ete.

Otra variable medioambiental que podria
influir en la evolucion de la enfermedad es la
reinfeccién. Cuando se estudiaron grupos eta-
reos homogéneos de individuos serolégicamente
positivos se verificé que el porcentaje de altera-
ciones electrocardiograficas compatibles con
cardiopatia chagdasica, resulté mayor en las per-
sonas con tiempo de residencia en zonas de alta
endemicidad superior a los 20 anos, respecto de
aquellas que habian vivido menos de 5 anos'l
Los autores sugieren que la posibilidad de rein-
fecciones por T. cruzi podria ser la causa de estas
diferencias; sin embargo, no se puede excluir de
este tipo de estudios clinicos el efecto de otros
factores.

Los modelos animales que permiten contro-
lar las variables en juego, podrian brindar un
aporte al problema en cuestion. En los estudios
de reinfeccién realizados en el raton, no se de-
mostré inmunidad concomitante, hubo reapa-
ricién de la parasitemia, mayor mortalidad e in-
tensidad de lesiones musculares esqueléticas e
intestinales, aunque no se modifico la incidencia
e intensidad de las miocarditis®.

En nuestro laboratorio se ha desarrollado
un modelo experimental en una linea de ratas
que infectadas al destete con T. eruzi, reproduce
a los 6 meses post-infeccion inicial (p.i.i.), algu-
nas caracteristicas de la infeccién chagasica cro-
nica® ®. El objetivo de este trabajo fue compro-
bar si la reinfeccién, puede modificar el compor-
tamiento observado en el modelo experimental
sobre la parasitemia, anticuerpos séricos, el elec-
trocardiograma y/o la histopatologia miocardi-
ca. Ademas, se utilizé la prueba de ajmalina para
detectar presencia de dano cardiaco incipiente,

incapéz “per se”’ de reflejarse en el ECG basal'®
18

MATERIAL Y METODOS

Animales — Se utilizaron ratas endocriadas
de linea “I” de ambos sexos, de 21-25 dias de
edad, que se crian en nuestro bioterio desde 1963

y derivan de la linea ‘“e”, IIM (Supplement IV
of the Int. Survey on the Supply, Quality and
Use of Laboratory Animals, Int. Committee on
Lab. Animals, Carshalton, England, 1964).

Infeccién experimental — Se realizé con la
cepa Tulahuén de Trypanosoma cruzi que se
mantiene por pasajes subcutdaneos en ratones
de 21 dias de edad. Las ratas fueron infectadas
en todos los casos con 1 x 10° tripomastigotes
por via subcutdnea. ajustandose la concentra-
¢iéon con NaCl 0,14 M; el nimero de parasitos/ml
de sangue se determiné segiin la técnica descrip-
ta por BRENER®.

Grupos experimentales — GI: ratas infecta-
das a los 21 dias de edad; GR: infectadas a los
21 dias de edad y reinfectadas cada 30 dias hasta
los 150 dias p.i.i.; GT: testigos normales de igual
sexo y edad que los infectados. Ademas, en los
estudios de parasitemia se agrego el GI;: ratas
infectadas a los 51 dias de edad.

Los animales permanecieron en las mismas
condiciones ambientales y de alimentacion du-
rante todo el experimento.

Parasitemia — 1) Observacion en fresco: las
determinaciones se realizaron con sangre extrai-
da delacola adistintos tiempos p.i.i. La muestra
obtenida con micropipeta heparinizada (5 ul) se
colocéd entre porta y cubreobjeto (22 x 22 mm)
y se estudio microscopicamente (450 x), expre-
sandose el resultado como numero de parasi-
tos/100 campos. Los datos se analizaron con la
prueba de la mediana considerando aceptable
un valor de « (probabilidad de error tipo I) de
0.05. 2) Xenodiagnostico: se realizé a los 6 meses
p.i.i. con 10 ninfas de 3¢ estadio de Triatoma in-
festans por rata. Los insectos tenian 30 dias de
ayuno y se alimentaron durante 30 minutos. Las
heces se analizaron a los 30 y 60 dias post-re-
pasto.

Anticuerpos séricos (Ac) — El suero fue ob-
tenido de sangre de la cola de los animales, a
distintos tiempos p.i.i. Se utilizé la técnica de
microtitulacién para las reacciones de: 1) agluti-
nacién directa (AD), empleandose como antige-
no epimastigotes de T. cruzi (Técnica Yanovsky,
Laboratorios Polychaco SAIC) sin y con trata-
miento previo de los sueros con 2-mercaptoe-
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tanol (2-ME); el suero se incubé durante 30 minu-
tos a 37°C en partes iguales de solucion 1/100
de 2-ME en NaCl0,14 M; 2) hemaglutinacion indi-
recta (HAI), empleandose como antigene hema-
ties sensibilizados con fracciones solubles de T.
cruzi (Técnica Averbach-Yanovsky, Laborato-
rios Polychaco); en todos los sueros se realizo
la reaccién con hematies no sensibilizados. Los
resultados se expresaron como ellog,dela inver-
sa de la maxima dilucion del suero que dio reac-
cion positiva (log, del titulo), y se analizaron con
la prueba “U"” de Mann Whitney, considerando
aceptable un valor de « (probabilidad de error
de tipo I) de 0,05.

Electrocardiogramas (ECG) — Se efectua-
ron bajo anestesia con pentobarbital sédico (5
mg/100 g de peso corporal, via i.p.), a los 180
dias p.ii., en condiciones basales, las derivacio-
nes DI, DII, DIII, aVR, aVL, aVF y V,, a una
velocidad de papel de 50 mm/seg y 2N amplitud;
¥ 1 minuto luego de inyectar por via endovenosa
(vena femoral a través de una pequenia incision
cutanea) 0,15 mg/100 mg de peso corporal de as-
partato de ajmalina (Laboratorios Craveri), re-
gistrando continuamente DII los 10 minutos si-
guientes. En los trazados obtenidos se analizo:
frecuencia cardiaca (FC), eje eléctrico, intervalos
PR y QaT (este ultimomedido desde el comienzo
de la despolarizacién ventricular hasta la cus-
pide de la onda T), duracion y morfologia del
QRS. Los resultados se analizaron con la prueba
de rangos sefialados y pares igualados de Wilco-
xon, el andlisis de la variancia de una clasifi-
cacion por rangos de Kruskal-Wallis, la prueba
de 1a probabilidad exacta de Fisher y Chi cua-
drado. Paralas diferenciasentre grupos se consi-
deré aceptable un valor de « (probabilidad de
error de tipo I) de 0,05.

Histopatologia de miocardio — Se realizo
a los 180 dias p.i.i.; los animales se sacrificaron
en camara de éter, se extrajo el corazon, se corto
en forma transversal y semiseriada, y los cortes
se incluyeron en parafina. Luego se efectuaron
cortes histolégicos de 5 p de espesor que se colo-
rearon con hematoxilina-eosina y tricrémica de
Masson. El estudio histopatologico se realizo a
ciegas, siempre por el mismo observador y con
el mismo criterio. Se estudiaron:

— Miocarditis cronica focal (MCF'), determi-
nada por la presencia de infiltrados de linfocitos
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con destruccion de las fibras miocardicas. Segun
el tamarno del foco inflamatorio se clasific6 en,
a) a focos pequenos, pequeno aciumulo de linfo-
citos con destruccion de 2-3 fibras miocardicas;
b) a focos de tamano moderado, grupos de linfo-
citos con destruccion de pequenos grupos de fi-
bras miocardicas; ¢)a focos de gran tamano, acu-
mulos mayores de histiocitos y linfocitos con
destrucciéon de grupos grandes de fibras miocar-
dicas.

— Pericarditis (Pc), determinada por la pre-
sencia de un infiltrado inflamatorio erénico en
el epicardio. Segun el tamano del foco inflama-
torio se la clasificé en, a) a focos pequenos, pe-
queno grupo de linfocitos e histiocitos dispersos:
b) a focos de tamarno moderado, cuando el infil-
trado formaba una masa nodular pequena; c¢)
a focos de gran tamano, cuando el infiltrado for-
maba una placa extensa.

« ] % j AT ‘ =i

Foto 1 — Arriba: miocarditis erénica focal a focos de pequerio
tamano. Rata inoculada con Trypanosoma cruzi, misculo ven-
tricular. Se observaun foco de linfocitos con algunos histiocitos
que destruye un grupo de cuatro fibras miocardicas.

Abajo: miocardio ventricular de rata infectada con Trypano-
soma cruzi. A la izquierda hay fibrosis perifibrilar, a la derecha
una zona extensa de tejido fibroso denso que disocia las fibras
musculares. Hay atrofia de miocélulas (tricrémica).
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— Fibrosis (Fi), determinada por la presen- La fig. 2 muestra la evolucién de los Ac en
cia de tejido conectivo reemplazando las fibras GI y GR con la técnica de AD, cuyos niveles
miocardicas. Segun el grado de desarrollo y la  no se modificaron significativamente por efecto
extension en el miocardio se clasifico en leve, de la reinfeccién, salvo en los Ac 7S, donde los
moderada e intensa. animales del GR presentan titulos significativa-

mente superiores a GI en algunos de los dias

Se considerdé como lesiéon cardiaca (LC) la estudiados (50, 60, 120, 150 y 180 p.i.i.).
presencia de MCF, Pc y/o Fi. Los resultados se . . Lo
analizaron con la prueba de la probabilidad I.Elestudlo realizado por }_IAI no mostro dife-
exacta de Fisher, considerando aceptable un va- rencias entre GI y GR en ninguno de los dias
lor de a (probabilidad de error tipo I) de 0,05.
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de la reinfeccion. El mismo comportamiento de 4 8 20 30 B 8 8.5
los primeros 30 dias corresponde al GI (datos e S
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5,
Q
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no presentados), realizado separadamente. En

el GI, la cantidad de parésitos es significativa- !_ )] H
mente menor a la observada en los animales in- 3 % et -
fectados al destete (ej: dia 8 p.i.i. GR versus GI,, L* °‘~_;_';"_'§'_'=-'

X? = 4,06, p < 0.05; GR, dia 38 p.i.i. versus GI,, o 245 T
dia 8 p.i.i.,, que corresponde a la misma edad
delos animales, p < 0.001). Los xenodiagnésticos Fig. 1 — Parasitemia en ratas infectadas con Trypanosoma

lizad 1 6 i fi ti cruzi. GR: infectadas al destete y reinfectadas desde los 30
reallzados a los meses p.L1. lueron negativos dias post-infeccion inicial. GI,: infectadas a los 51 dias de edad.

en los tres grupos. Cada punto es un dato individual. = mediana.
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Fig. 2 — Evolucién de los anticuerpos séricos en ratas infectadas con Trypanosoma cruzi. Aglutinacion directa con y sin 2-ME.
D : infectadas al destete (I). : I + reinfectadas a los 30, 60, 90, 120 y 150 dias post-infeccién inicial. T: error standard.
An: n° de animales. *: diferencia estadisticamente significativa entre GI y GR.
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estudiados (30, 40, 60, 90, 120, 150 y 180 p.i.i;
ej: dia 60 GI, Media (X) = 5.55, Rango (R) =
8-4, Error standard (e.s.) = 034, n = 11; GR,
X =52,R ="1T74¢e5 =026,n = 13

ECG. En las Fig. 3 y 4 se puede observar
que en condiciones basales, la FC, duracion del
PR. QRS, QaT, eje eléctrico y morfologia del
QRS no difirieron significativamente entre los
grupos experimentales.

La pruebade ajmalina produjo una disminu-
cion de la FC en 18/24 animales independiente-
mente del tratamiento previo (Fig.3a). Enla Fig.
3b se observa que el PR, QaT y QRS se prolon-
garon significativamente respecto del trazado
basal en todos los grupos (p < 0.05), salvo el QaT
en el GT: ademis. el cambio de PR y QaT fue
significativamente mayor en los infectados (p <
0.05:. En la Fig. 3c se verifica que el eje eléctrico
no se modifico en 7'8 animales testigos y en el
restante varié 10" respecto del basal y no se ob-
servaron cambios morfolégicos: en cambio, en
los grupos infectados vario hasta 80° «(GI) y 105
{GR) respecto del valor basal, acompariandose
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de cambios morfolégicos compatibles con tras-
tornos de conduccion fascicular (como los obser-
vados en la Fig. 4), en 2/7 animales del GI y en
5/9 del GR (GT vs GI vs GR, p < 0.05; GI vs
GR no significativo).

Histopatologia de miocardio. La propor-
cion de LC histologica no difirié entre GI (8/10
— 8091y GR (14/15 — 93%) y fue significativa-
mente superior a la del GT (0/12 — 0%), p < 0.01
en ambos casos. Las lesiones histopatologicas
no mostraron diferencias significativas entre
grupos ni en el tipo, ni en el grado que fue en
MCF y PC a focos de pequenio tamano y en Fi
leve, en todos los casos. La MCF fue preferente-
mente ventricular, sin predominancia visible por
ninguno de los ventriculos; la Fi fue a focos pe-
quenos rodeando a veces a pequencs fasciculos
de fibras miocardicas, o individualmente a mio-
células; ocasionalmente se observé algun foco
de fibrosis retractil muy pequeno; la fibrosis se
encontr6 fundamentalmente en el musculo ven-
tricular. La P¢c mostré acumulos focales peque-
nos de linfocitos con algunos histiocitos: a veces
elinfiltrado se insinud entre algunas de las fibras
miocardicas mas superficiales.

"\o.ow. ")_ " '} 3

g [ as .lll

S X AEN| mew X .'. -

S) ]'.II .l LT o0 occolllo

&o.oko_ ’l B see o * .
X - b p et 2 o

%\0.0701

9 x »

3 oo, R R

¢ Lo Wl T

a’ 0.“01L .'.. “t s e * .:
o r R

§o.oboj

§"o.<>e<>. x 'T'T ‘IIT.-

4 18, dellicr gplltill
- r xR~

Fig. 3 — Efecto de la ajmalina sobre la frecuencia cardiaca (FC). PR, QaT. QRS y AQRS del ECG de ratas infectadas con
Trypanosoma cruzi. T: testigos. I: infectadas al destete (I. R: I + reinfectadas a los 30. 60. 90. 120 y 150 dias post-infeccion

inicial. e sin ajmalina. x: con ajmalina.

264



REVELLI, S,; BERRA, H.; VALENTI J.; MORENO, H.:. BERNASCONI, M.: POLI, H. & MORINI. J. — Efectc de

la reinfeccion sobre la evolucion de ratas infectadas con Trypanosoma cruzi.

32(4): 260-268, 1990.

Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo,

T
i i BASAL

7’ posr AsmarLina

BASAL

1" PosT AumaLiua

/' Pogr 4IMALINA

Fig. 4 — ECG de ratas infectadas y reinfectadas con Trypanosoma cruzi y testigo, bajo la accion de la ajmalina: a: ECG
de una rata normal, | minuto post-ajmalina, que no muestra cambios significativos respecto del basal: b: ECG de una rata
infectada, con desvio evidente del eje eléctrico en el plano frontal, e importante incremento de la onda R en derivacion precordial,
luego de la ajmalina; ¢, d: ECG de ratas reinfectadas que muestran alteraciones similares a las descriptas en b.

DISCUSSION

Los resultados obtenidos en parasitemia
muestran que existe resistencia a la reinfeccion
y que ella no es debida solamente a la mayor
edad del huésped: ademads, en el GR los niveles
de Ac son levemente superiores, con diferencias
minimas y se presentan solo puntualmente. To-
do estoindicaria que la reinfeceién no reproduce
el cuadro agudo inicial; inclusive, cuandolarein-
feccion se comenzo durante la etapa aguda de
la enfermedad (8, 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 150 dias

p.i.i.,, datos no presentados), no se modificé el
curso de las lesiones histologicas habituales en
el corazon.

En el presente estudio no fueron observadas
diferencias enla calidad o intensidad delaslesio-
nes histologicas observadas en el miocardio en
relacién con distintas modalidades experimen-
tales de infeccidn, resultados similares a los que
se obtuvieron en el ratéon®. Por otra parte, tam-
poco se detectaron cambios distintivos en el
ECG basal de los animales infectados, atribui-
bles a la presencia de focos inflamatorios, hecho
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ya conocido® %. En este sentido pensamos que
el modelo semejaria el periodo‘indeterminado
de la enfermedad, en donde la magnitud o ubica-
cién de las lesiones miocdrdicas no son suficien-
tes para ponerse de manifiesto, como fuera pos-
tulado por varios autores? %1014 17.2¢ BESTETTI
y col.?, en un modelo de ratas infectadas con
T. cruzi, describen cambios electrocardiografi-
cos, no observados en nuestros animales. La ce-
pa de pardsitos y el esquema de infeccién utiliza-
dos pueden estar involucrados, determinando
modalidades evolutivas distintas.

La prueba de ajmalina a sido utilizada en
individuos infectados con T. eruzi para poner
de manifiesto trastornos de conduccién laten-
tes!? y en algunos modelos experimentales, con
el fin de evocar modificaciones electrocardiogra-
ficas de la cardiopatia humana'®'* 8, En nuestro
modelo utilizando ajmalina se encontraron cam-
bios en la duracion del PR y QaT, y en la dura-
cion y morfologia del QRS, combinados con am-
plia variacién en la orientacion del eje eléctrico
y cambios morfolégicos mds manifiestos en GR
taunque estadisticamente no significativas),
compatibles con trastornos de conduccién intra-
ventricular. Esta interpretacion se apoya en la
semejanza morfolégica de estos trazados con los
de otros modelos!? 13 18- 18 25 y con los ECG de
pacientes con miocardiopatiachagdsica. Noobs-
tante, no se conoce adecuadamente la anatomia
del sistema de conduccion de nuestros animales,
a pesar de los estudios realizados en roedores*
18. 20 1o que impide visualizar en forma directa
alguna lesién o compromiso del sistema de con-
duccion.

El mecanismo por el cual la ajmalina produ-
ce estos cambios no se encuentra totalmente di-
lucidado!®; podria provocar una potenciacion
del “dano’ del sistema de conduccién, insufi-
ciente por si mismo para exteriorizarse en el
ECG basal. La presencia de lesiones histopato-
légicas leves del miocardio permitiria postular
cierto grado de compromiso del tejido de con-
duccion, visualizable con la prueba de ajmalina,
subyacente a las lesiones en el musculo.

Los resultados presentados sugeririan una
tendencia a un mayor compromiso o alteracion
cardiaca en el grupo de reinfeccién, apoyados
por los cambios electrocardiograficos evocados
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por la ajmalina, cuya base no sea la lesion histo-
patoldgica miocardica. Esto indicaria el papel
importante quejugarialareinfecciéon enla evolu-
cion de la cardiopatia chagésica, asi como la ne-
cesidad de profundizar el estudio en este campo,
por otra parte, intimamente relacionado con el
control epidemiolégico de la enfermedad huma-
na.

SUMMARY

Effect of reinfection on the evolution of rats
infected with Trypanosoma cruzi.

The present study was undertaken in order
to demonstrate thatreinfection could modify pa-
rasitemia, serum antibodies, electrocardiogra-
phic patterns and/or myocardial lesions already
observed in a rat model. Experimental groups
IG: rats infected at weaning with 1 x 10® T. cruzi;
RG:same as IG plusreinoculations each 30 days
until completion on day 150; IG,: 51 day old in-
fected rats; C: controls. A high parasitemia was
detected in IG and RG until day 20 showing
a tendency to become negative on day 30. No
parasites were observed in RG after the first rei-
noculation which could not be attributed to the
old age of the host since there was no parasi-
temia in IG,. Xenodiagnoses were negative in
all three groups. Serum antibodies were not sig-
nificantly modified in RG in comparison with
1G, except for 7S antibodies, since RG showed
higher titres in some days under study. No dis-
tinct patterns of basal ECG were observed in
infected rats. The ajmalina test reduced the
heart rate (HR) showing no treatment depen-
dance. The PR, QaT and QRS were significantly
lengthened in all groups regarding the basal one
(p < 0.05), except for the QaT in C. Besides, the
PR and QaT alterations were greaterin the infec-
ted rats (p< 0.05). There was also present a wide
variety of electric axis orientations, regarding
the basal value, accompanied by morphological
changes more evident in the RG. The incidence
of cardiac lesions histologically detected in the
infected group was significantly higher than in"
C(p < 0.01). It can be concluded that reinfection,
neither produce the onset of acute initial disor-
ders nor modify the type or degree of cardiac
lesion histologically observed. The ajmaline test
showed ECG alterations compatible with a mild
myocardial damage in infected rats, whereas a
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major compromise was assessed in the reinfec-
ted group.
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