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Caracterizacion biolégica e isoenzimética de aislados

de Trypanosoma cruz

Elio Moreno, Néstor Gonzélez, | von Rivera, Briceida Guillén de Pernia,

AnalLugodeYarbuhy Néstor Afiez

Se presenta el resultado de un estudio experimental sobre el comportamiento biolégico de ocho
aislados de Trypanosoma cruzi provenientes del Occidente de Venezuela y obtenidos de casos humanos
y de muestras de didélfidos, canidos y triatominos, llevados a cabo en el modelo rata Wistar. Asimismo, se
muestrean los perfiles de las enzimas PGM, GPI, IDH-NADP, ME, MDH, G6PDH, MPly 6PGDH determinados
por electroforésis de isoenzimas en extracto de parasito cultivados en medio difasico. El comportamiento
de los aislados fue evaluado siguiendo el curso de la parasitemia, la mortalidad, la evolucién de la respuesta
humoral, el hemograma, el tropismo tisular y los aspectose histopatolégicos en ratas machos inoculados
intradermalmente con 1x10* tripomastigotos metaciclicos. Observaciones llevadas a cabo entre los 6 y
180 dias post-infeccién (pi) revelaron, parasitemias patentes en todas las ratas entre los 12 y 45 dias, con
altos niveles de parasitos por volumen de sangre (44 y 468 trip/mm3) entre los 18 y 24 dias. Similar
porcentaje de mortalidad ( 13.3 y 16,7 %) fue detectado en ratas infectadas con aislados provenientes de
casos humanos, didélfidos y triatominos. Anticuerpos circulantes (Ac) anti-T. cruzi fueron detectados a
partir de los 12 dias, registrandose los mayores titulos (1:2048 y 1:4096) entre los 30 y 90 dias pi, los
cuales permanecieron elevados hasta los 180 dias. El hemograma mostré un significativo incremento de
linfocitos y disminuciéon de los neutréfilos  ( P<0,001) durante la fase aguda y subaguda de la infeccién,
estos valores retornaron a la normalidad después de los 90 dias pi. Observaciones histopatolégicas
evidenciaron parasitosis en el misculo cardiaco y musculo esquelético en mayor proporciéon que en el
es6fago, vejiga urinaria e intestinos, no habiéndose detectado parasitos en testiculo, rifién, bazo, higado,
pancreas y cerebro. Moderada miocarditis y miositis aguda fue detectada a partir de los 18 dias con
abundantes nidos de amastigotos en algunos casos y un proceso inflamatorio linfomonohistiocitario focal
ylo difuso. Lesiones vasculares y discretos focos de fibrosis fueron evidentes después de los 60 dias pi.
Los aislados de T. cruzi utilizados mantuvieron sus caracteristica biologicas intrinsecas, exhibiendo
grados de virulencia y patogenicidad independientes de su procedencia. La caracterizaciéon enzimatica,
revel6 que los aislados de T. cruzi utilizados son marcadamente heterogéneos, atin cuando provengan de
la misma especie de hospedador y de la misma region geograéfica.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, comportamiento biol6gico, infeccién chagésica, patrones
isoenzimaticos, rataWistar, Venezuela

INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de Trypanosoma cruzi
(Chagas,1909), agente etiol 6gico de latripanosomiasis
americanao infecci6n chagési ca, muchosinvestigadores
han logrado obtener un gran nimero de aislados del
parésito a partir de casos humanos y de muestras
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tomadas de triatominos y/o mamiferos naturalmente
infectados. Estudios experimental es |levados a cabo en
diferentes modelos vertebrados han demostrado una
gran variabilidad en las caracteristicas bioldgicas y
bioquimicasdeT. cruz lo cual sesospechapodriainfluir
sobre las manifestaciones clinicas de la enfermedad en
el hombre (Andrade et al.,1985; Miles et al.,1980,
Carneiro et al.,1991; Lauria-Pires et al., 1996; Duarte
Fernandez et al., 1997). Los conocimientos obtenidos
han sido usados en estudios clinicos y epidemiol 6gicos
paradeterminar laposiblerelacién entreel parésitoy las
caracteristicas de la infeccion chagasica en areas



endémicas de paises de Centroy Sur América, dondela
enfermedad de Chagas es un problemade salud publica
ajuzgar por los 100x10° de habitantes que viven bajo
riesgo de adquirir lainfeccion (WHO,1991). Venezuela,
pais endémico para la enfermedad de Chagas, ha sido
afectado recientemente por un brote de casos agudos
en uno de los estados del occidente, especificamente el
estado Barinas (Paradaet al., 1996; Afiez et al., 1999).
Este hecho motivo el presentetrabajo, en el cual varios
aislados obtenidos de pacientes con enfermedad de
Chagas en fase aguda, son comparados con otros
aislados provenientes de animales silvestres, domésticos
y triatominos, tomando en consideracion variables como
virulencia, patogenicidad y evolucion de la respuesta
humoral, en un modelo experimental. Por otro lado, 1a
caracterizacion bioquimica de los paréasitos permitio
correlacionar sus perfiles enziméticos con laprocedencia
de los mismos y con su expresion en el modelo
vertebrado utilizado.

MATERIALES Y METODOS

Aidlados de Tyrpanososma cruz. Se estudiaron ocho
aislados obtenidos por xenodiagnético y hemocultivo a
partir de casos humanos naturalmente infectados (4),
Didelphis marsupiales (2), perro (1), triatominos (1),
procedentes de areas endémicas ubicadas en el
piedemonte oriental delaCordilleradelosAndesen el
estado Barinas, Venezuela (Figura 1; Tabla 1). Los
parésitos fueron mantenidosen medio NNN a 26 °Cy
por pasajes sucesivos por triatominosy ratonesNMRI.
ParésitosdelacepaY de T. cruz (Silva& Nussenzweig,
1953) fueron usados en €l experimento como control.

Infeccion experimental. Untotal de 270 ratas Wistar
machos de 200-250 gr fueron inoculados intra-
dérmicamente con aproximadamente 1 x 10* tripo-
mastigotos metaciclicos de los diferentesaislados de T.
cruzi obtenidos de Rhodnius prolixus experimen-
talmente infectados. 90 ratas sanas con las mismas
caracteristicas antes sefialadas fueron utilizadas como
controles. Las ratas fueron mantenidas el el Vivario
experimental bajo condiciones controladasy alimentadas
con dietacomercial ratarina® y agua ad libitum.

En cada grupo experimental de 35 ratas
infectadas con cada aislado, 12 ratas fueron evaluadas
individualmente; 10ratas enformacontinuaalos6, 12,
18, 24, 30, 45, 60, 90, 120, 150y 180 dias post-infeccion
(pi), estimando la virulencia expresada en niveles de
parasitemiay mortalidad; variacionesen el hemograma
y evolucién de la respuesta humoral. Delas 25 ratas
restantes, 2 animales separados al azar méas un control
fueron utilizados para estudios histotrépico e
histopatol6gico durante los dias de muestreos. Antes
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del sacrificio, acada animal se lepracticd una evaluacion
parasitol6gica y serolégica.

Evaluacion par asitoldgica. Laparasitemiafue estimada
individualmente a las 12 ratas siguiendo €l método de
Pizzi (1957) modificado por Brener (1962), usindose cada
vez 5 mm? de sangre extrai da.con capilares heparinizados
por puncién del plexo retro-orbital durante los dias de
muestreos.

Mortalidad. Fue registradaen cadauno de los grupos
experimentales anotandose cadavez lafechay aspecto
de los animal es postmorten.

Hemograma. Fuerealizado en extendidos de sangre de
las ratas infectadas y controles. Los extendidos fueron
fijados con metanol por 2 a5 minutosy coloreados con
Giemsaa 10 % en buffer-fosfato a pH 7.2 durante 1
hora. Parael recuento deleucocitos se utilizé un ocular
10x y objetivo 100x en inmersién contandose en cada
caso 100 células blancas.

Estimacion delarespuestahumoral. 0,5 ml de sangre
del plexoretro-orbital fue utilizada para separar sueros
por centrifugacion. Los anticuerpos (Ac) especificos
anti-T. cruzi fueron determinados mediante lastécnicas
deAglutinacién Directa(T-AD) con previo tratamiento
delos sueros con 2-Mercaptoetanol (Storni et al, 1975)
y por inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Camargo,
1966), utilizandose en ambas reacciones como antigenos
epimastigotosdeT. cruz colectados en fase exponencial
de crecimiento en el medio de cultivo NNN. Los
resultados son expresados como €l Logaritmo de la
inversa de | os titulos de anticuerpos (TAC).

Estudio histotr6pico e histopatol 6gico. Fue llevado a
cabo en 2 ratas infectadas més un control sano, estos
animalesfueron sacrificadas por sobreanestesiacon éter
dietilico durante los dias de muestreos y de €llos se
extragjeron el corazén completo cortado frontalmente en
dos partes y fragmentos de musculo esquel ético
popliteo, intestino delgado anivel del duodeno, intestino
grueso anivel del colon, esdfago, higado, bazo, rifion,
vejiga urinaria, testiculoy cerebro. Lostejidos fueron
fijados en formalina neutra al 10% e incluidos en
paraplast. Las secciones de 6 mm de espesor fueron
cortadas con un microtomo American Optical Spencery
coloreadas por €l método de Giemsa-colofonio (Bray &
Garnham, 1962) paraevidenciar lainfecciontisular.

Electroforésisenzimatica. Losextractos de parasitosde
cada aislado parala caracterizacién bioguimica, fueron
obtenido usando el método deArcos (1991) y Grimaldi
& Momen (1989). La electroforésis de isoenzimas fue
realizada en geles de agarosa como es descrita por
Cupolillo et al., (1994;1995). Las siguientes enzimas
fueron estudiadas. PGM [E.C.1.4.1.9.] Fosfoglucomutasa,
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Figural. Lugaresdeprocedenciadelosaisadosde Trypanosomacruz en e estado Barinas- Venezuela.  1.-
YBM 2.-L XE, GRA. 3.- NP, Chipo, Perrote. 4.- Dml, DmD.

Tablal

Detalles sobrela procedenciadelosaislados de Trypanosoma cruz utilizadosen el estudio.

Método de aidamiento Sexo/ Lugar deprocedencia
Cddigo de aislado y hospedador Edad (afios) Estado Barinas-Venezuela
M/HOM/VE/92/YBM Hemocult@vocaso humano agudo H/3 La Maporita Dtto. Obispo
M/HOM/VE/93/LXE Hemocultivo caso humano agudo M/11 Quebrada Seca, Dtto. Barinas
M/HOM/VE/93/NP Hemocultivo caso humano agudo HI27 Pedraza, Dtto. Pedraza
M/HOM/V E/94/GBA Hemocultivo caso humano agudo H/19 Quebrada. Seca, Dtto. Barinas
M/DID/VE/92/Dml §m£!39”9§!°° geg. rmrsup!:ll!s HI- Bosque Caimital, Dtto. Obispo
M/DID/VE/92/DmD De“ecéfgrr]‘; égoR eroi igwp' IS h- Bosque Caimital, Dtto. Obispo
I/RHO/V E/93/chipo ngynowltivoyx&gdi agnostico de HIM/- Pedraza, Dtto. Pedraza
M/CAN/V E/94/perrote C.familiaris M/- Pedraza, Dtto. Pedraza
M/HOM/BR/50/Y * Caso humano agudo, Brasil M/2

*. Referenecia internacional.

H: hembra; M: macho.
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GPI [E.C.5.3.1.9] Glucosafosfatoisomerasa, IDH-ADP
[E.C.1.1.1.4.2.] Isocitrato deshidrogenasa, ME
[E.C.1.1.14.0] Enzimamdica, MDH [E.C.1.1.1.3.7] Mdato
deshidrogenasa,G6PDH [E.C.1.1.1.4.9] Glucosa-6-
Fosfato-deshidrogenasa, MPI [E.C.5.3.1.8] Manosa
fosfato deshidrogenasa, 6PGDH [E.C.1.1.1.4.4] 6-
Fosfogluconato-deshidrogenesa).

Andlisis estadistico. Lostitulos de anticuerpos fueron
analizados usando la moda aritmética. Los valores
obtenidos en el hemograma se analizaron mediante un
andlisisderegresién multiple (Kleinbaum et al, 1998).

RESULTADOS

Parasitemiay Mortalidad. El seguimiento del curso de
la infeccion en los animales inoculados intra-
dérmicamente con las formas metaciclicas de los
diferentesaidadosdeT. cruz utilizados, permitio apreciar
infecciones patentesentrelos 12 y 45 diasenlosaislado
DmD deD. marsupialisy L XE dehumano, entrelos 12y
30 dias para los aislados YBM y GBA de humanos,
Perrote de canidos y Chipo de triatominosy entre 18 y
30 dias en los aislados NP de humano y Dml de D.
marsupialis, detectandose entre 50 y 100% de infeccidn
alos 18y 24 diasy nivelesde parasitemiaque oscilaron
en 27 y 468 trips/ mm?® de sangre. Los muestreos
realizados a 30 y 45 dias pi revelaron una brusca
disminucién en las parasitemias patentes, observandose
niveles muy discretos de 3y 2 trips/ mm? de sangre
(Gréfico 1). Entrelos 60y 180 dias pi, no se observaron

parésitos en la sangre de las ratas examinadas. Los
porcentajes de mortalidad fueron diferentes, desde
ningunaen los animalesinfectados con NPy lacepaY
de referencia, hasta 13,3 % y 16,7 % en las ratas
infectadasconlosaisadosYBM yDmD  (Tabla2). 10
ratas murieron durante lafase agudadelainfeccion y 13
entrelos 60y 180 dias pi, paraun total de mortalidad
acumuladade 23/270 animal es. Enlos gruposinocul ados
con parasitosdelosaislados YBM, DmD, GBA y Chipo,
lasratas presentaron distension abdominal, moderada
protrusion rectal y dificultad en los movimientos de las
extremidades posteriores.

Hemograma. Se observo unavariacion significativaen
el recuento diferencial de linfocitos y neutréfilos
(P<0,001) durante las fases aguda y subaguda de la
infeccién, normalizandose después de los 90 dias pi.
Los monocitos, eosinéfilos y basofilos permanecieron
dentro de los porcentajes normales como en las ratas
controles.

Respuesta humoral. Anticuerpos especificos anti-
T.cruz fueron detectados en todas |asratas infectadas a
partir delos 12 y 18 dias pi, registrandose |os mayores
TAc (1:2048 y 1:4096) entre los 30 y 90 dias pi y
permaneciendo en niveles elevados hasta los 180 dias
cuando serealizo €l Ultimo muestreo (Gréfico 2 a,b).

Hallazgos histotropicos e histopatolégicos. La
presencia de formas tisulares de T. cruz fue detectada
indistintamente en corazon, musculo esquelético,

Gréficol
Estimacion depar asitemia en ratasinfectadas con metaciclicosdediferentes
aisladosde Trypanosoma cruz.
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Tabla2

Expresion delavirulenciadeaisladosde Trypanosomacruz en rataswistar

Periodo (dias) Parasitemia Mortalidad

Cadigode Duracion de
aidado Prepatente  lapatencia Tripg/mm3 Fa Fc %
M/HOM/NE/92/Y BM 12 18 10-468 2 2 13,3(4/30)
M/DID/VE/92/DmD 12 33 18-460 2 3 16,7 (5/30)
M/CAN/VE/94/perrote 12 18 4-454 1 2 10,0(3/30)
M/HOM/VE/Q3/ILXE 12 33 2-365 1 2 10,0(3/30)
I/RHO/VE/93/chipo 12 18 1-198 2 2 13,3(4/30)
M/HOM/VE/94/GBA 12 18 1-108 2 1 10,0(3/30)
M/HOM/VE/93/NP 18 12 1944 - - 0,0(0/30)
M/DID/VE/92/DmI 18 12 316 - 2 6,7 (2/30)
M/HOM/BR/50/Y * 18 12 2-27 - - 0,0(0/30)

Fa : Fase aguda

Fc: Fase cronica.

*: Referencia internacional

Gréfico2

Evolucion denivelesdeanticuer posséricosen ratasinfectadas con metaciclicosdeaisladosde
Trypanosoma cruz, detectados mediantelatécnicadel nmunofluor escencia l ndir ecta
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esofago e intestinos, ain cuando en cantidades
significativamente mayores en el tejido muscular
cardiaco y esquel ético. Histopatol 6gicamente, todas las
ratas presentaron parasitosis en el tejido muscular entre
los 12y 45 diaspi, acompafiado deinstauracion temprana
deunamiocarditisy miositisagudaapartir delos12y 18
dias pi, con un infiltrado celular discreto de tipo
mononuclear y abundantes nidos de amastigotos
dispersos en toda la masa muscular en algunos casos.
Lamayor parasitosisfue evidente en €l misculo cardiaco
entrelos 18y 30 diaspi en nivelesque oscilaron entre 3
pseudoquistes/50 campos microscopicos en las ratas
infectadas con el aislado Dml y 356 pseudoquistes/50
campos en aquellasinfectadas con el aislado NPy en el
muscul o esquel ético entre 1 pseudoquistes/ 50 campos
en |os animales inoculados con los aislados NP, GBA,
Perrote y Chipo y 24 pseudoquistes/50 campos en
aquellasinfectadas con el aislado DmD (Figuras?2 a, b,
Tabla 3). El infiltrado focal se transformo
progresivamente en un proceso inflamatorio de
natural eza linfomonohistiocitario focal y/o difuso, con
invasion de las fibras musculares cardiacas, vasos
sanguineos y células ganglionares parasimpéticas.
Después de los 60 dias pi, se evidenciaron lesiones
vasculares, discretos focos de fibrosis observados hasta
los 180 dias cuando finalizd nuestrainvestigacion.

Por otro lado, amastigotos de los aislados Y BM,
Chipo, NP, Dml y Y tambiéninvadieron durantelafase
aguda de lainfeccion la musculaturalisa del es6fago,
vejigaurinaria, intestinos delgado y grueso, mostrando

entre 1 y 7 pseudoquistes/50 campos microscopicos
entrelos 18 y 30 dias pi, evidenciandose, asimismo, un
infiltrado inflamatorio de variableintensidad que persistio
enalgunossitiosdelacapa muscular con destruccion
de fibras, plexos nerviososy dilatacion discreta de
estos organos (Figura 2 d, Tabla 3).

En las secciones de higado, bazo, pancreas,
testiculo, rifion y cerebro, no se detectaron parasitos
tisulares durante el estudio. Sin embargo, se observo
presencia de un proceso inflamatorio de intensidad y
extension variable dependiendo del érganoy del aislado
de parasitos inoculados (Figuras 2c, €, f).

Patrones isoenziméticos: El andlisis de los
patroneselectroforéticosdelosocho aislados de T. cruz
del estado Barinasy delacepa, revel6 quelosaislados
GBA, NP, LXE, Chipo, Perrote, Dml y Y, mostraron
idénticos patrones electroforéticos en todos los loci
estudiados. Mientras que Y BM mostro diferenciasen el
locus 6PGDH, |o que permiti6 separarlo del resto delos
aislados. DmD también presento diferencias en cinco
loci enziméticos (PGM, IDH-NADPR, MDH, MPI, 6PGDH)
(Figura3).

DISCUSION

A travésdel tiempo muchosinvestigadores han
coincidido en que el uso experimental de aislados de
T.cruzi de diferentes origenes, revelan diferencias
significativas cuando se estudian problemas de

Tabla3
Evidenciashistopaltol6gicasen ratasinfectadascon difer entesaisladosde Trypanosoma cruz

Cédigodeaisiado Parasitosistisular/ reaccion inflamatoria
C ME E \Y ID IG T R B H P CE

M/HOM/VE/92/YBM 50/++++  3/+++ 1/+ 3J++ 1+ 1/+ + + + + + +
M/DID/VE/92/DmD 78/+++  24/++ 4+ + + + + o+ 44 + o+
M/CAN/VE/94/perrote  47/++ U+ +/- + + + + + + + + 4+
M/HOM/VE/Q3/LXE ~ 30/++ 3/++ +- o+ + + + 4 e o+ -+
I/RHO/VE/93/chipo 13/++ U+ 1+ +H- o+ + + + +- o+ - +
M/HOM/VE/94/GBA  8/++ U+ + + + + + o+ o+ 4 -4
M/HOM/V E/93/NP 356/++++ 1/++ + 7+ o+ + + o+ o+ -+
M/DID/VE/92/DmI 3/++ 2+ . 20+  + v+ o+ o+ o+ o+ -+
M/HOM/BR/50/Y * 6/++ 3+ 1+ U+ + + + + + + - +

C: corazon; ME: muasculo esquelético; E: eséfago; V; vejiga; ID: intestino delgado; |G: intestino grueso; T: testicu-
lo; R: rifién; B: bazo; P: pancreas; CE: cerebro; H: higado.

++++ = Intenso infiltrado celular.

+++ = Moderado infiltrado celular.

++ = Discreto infiltrado celular.

+ = Infiltrado celular de variable intensidad.
. Referencia internacional.

*
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Figura2.- Cortesdefragmentosde: Corazon (a), musculosesqueléticos (b), higado (c), vejiga (d), testiculo (e), y
rifién (f) deratas“ Wistar” infectadas con diferentes aislados de Trypanosoma cruz, con 18 y 30 dias post-

infeccion. (GIEM SA, 400X).

virulencia y patogenicidad en modelos vertebrados,
habiéndose relacionado tales variaciones con las
caracteristicas genéticas tanto del parasito como las
presentadas por el hospedador utilizado (Deane &
Deane,1963; Sogayar, 1981; Lauria-Pires& Teixeira,1996).
Por otra parte, diversos autores consideran que larata
albina, reproduce con gran semejanza el espectro
patoldgico que predomina en la infeccion chagésica
humana (Scorza, 1982; Gotberg et al., 1988; Moreno et
al., 1996). Estas observaciones precisan corroborarse
con los resultados discutidos en el presente trabajo
utilizando el modelo rataWistar y aisladosdeT. cruz de

Vol. XLI, N° 1y 2, Enero - Diciembre, 2001

diferentes fuentes recientemente obtenidos de areas
endémicas paralaenfermedad de Chagas en € Occidente
deVenezuela

Los aislados de T. cruzi obtenidos de casos
agudos humanos, animales domésticos, vectores
selvéticos y reservorios, produjeron infecciones con
parasitemias patentes entre los 12 y 45 dias post-
infeccién, mortalidad de hasta un 16,7 %, significativa
linfocitosis y neutropenia en la fase aguda 'y subaguda
delainfeccion, incremento en lostitulos de anticuerpos
e invasion temprana a tejidos con formacion de
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Figura 3.- Representacion Diagramatica de los patrones insoenzimaticos de 8 enzimas de los aislados de

Trypanosoma cruz del estado Barinas, Venezuela.

numerosos nidos de amastigotos en la mayoria de los
Organos estudiados y moderada patologia en todos los
animales experimentales. Por otro lado, los aislados de
canidos, félidosy triatominosfueronigual envirulencia
y patogenicidad a los aislados obtenidos de casos
agudos humanos. Esto confirma que la especie de T.
cruzi puede estar compuesta de poblaciones
geneticamente heterogéneas. Tal heterogeneidad,
estudiadapor Mileset al., (1980) y Tybairencet al., (1986)
por analisisisoenzimatico de diferentescepasdeT. cruz,
puede ser debida, cuando menos en parte alaadaptacion
por seleccion natural a los diferentes ciclos de
transmision.

En relacion con las alteraciones hematol dgicas
observadas durante €l curso de infecciones naturales
conT.cruz, (Rassi etal., 2000) sefidlan ateracionesen
el hemograma con discreta a moderada leucocitosis y
eventualmenteleucopenia. La linfocitosis, neutropenia,
plasmocitosisy eosinofiliason |0s signos méas comunes
observados en la fase aguda de esta enfermedad.
Efectivamente, nuestros resultados evidencian una
significativalinfocitosisy neutropeniadurante lasfases
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aguday subagudadelainfeccion chagésicaen el modelo
experimentd utilizado, mientrasquee restodelascélulas
blancas no se vieron alteradas significa-tivamente
respecto a los valores normales. Tal alteracion
hematol 6gica parece estar relacionado con los
mecanismos relevantes de la respuesta inmune
(Kierszenbaum & Stein, 1994). |gualmente, Boneccini et
al., (1990) y Pung et al., (1988) trabajando con monos
infectados experimental mente con T. cruz, observaron
durante la fase aguda de la infeccidon chagasica una
disminucién en el nUmero de eritrocitosy enlosniveles
de hemoglobina, y un aumento significativo de
leucocitosy linfocitos desde la quinta semana hastalos
tres meses post- infeccion. Por otro lado, ratones
infectados con formas sanguicolas del parésito,
mostraron cambios hematol 6gicos consistentes
relacionados con ladisminucion del nimero de células
mononucleares incluyendo monaocitos, linfocitos y
células no diferenciadas, mientras que el nivel de
granulocitos no mostrd cambios significativos, pero si,
un aumento de los eosindfilos en los frotis de médula
Osea(Cardoso & Brener, 1980).

Anticuerpos especificos anti-T. cruzi han sido
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demostrados en casos humanosy en diferentes especies
de animales infectados con T. cruzi (Brener, 1987;
Scorza,1982; Lana et al., 1991). En este trabajo los
anticuerpos humorales fueron detectados en todos los
grupos experimentalesapartir delos 12y 18 diaspi, los
cualesaumentaron progresivamente en lamedidaen que
seincrement6 laparasitemia. Cuando laparasitemiapasd
a ser subpatente los anticuerpos anti-T.cruzi
permanecieron en titulos elevados en la sangre
circulante, lo quefacilitd quelas reaccidnes serol dgicas
continuaran detectandolos. En general, el compor-
tamiento de la respuesta humoral fue similar en todos
los grupos estudiados, sin embargo no fue esarespuesta
suficiente paracontrolar laevolucién delahistopatol ogia
miocardica(Scorza, 1982, Moreno et al.,1999).

La mayor parasitosis tisular fue evidenciada
durante la infeccion chagasica aguda a nivel del tgjido
muscular cardiaco y esquelético y en menor grado en
las capas musculares lisas del es6fago, intestino
delgado, colony vejigaurinariaen los grupos de ratas
inoculados con formas metaciclicasdelosaidados Y BM,
DmD, Perrote y LXE, los cuales presentaron los mas
altosnivelesde parasitemiay mortalidad. El aislado NP
presento discreta parasitemia y ninguna mortalidad
durante el periodo agudo pero si intensa parasitosis
cardiaca y grandes nidos de amastigotos. Esta
observacién coincide con lo indicado por Cover et al,
(1978) quienes sefiadlaron quelapredileccion por untejido
en particular variadurante lainfeccion y que elevadas
parasitemias en la sangre no siempre significan la
presencia de alta infeccion tisular; los autores
observaron en ratas que mostraron discretas
parasitemias una intensa parasitosis en el corazén y
mUscul o esquel ético. Igualmente, losparasitosdelacepa
Y deT. cruz consideradacomo reticulotrépicaen el raton
por Silva & Nussenzweig, (1953), mostraron igual
predileccion por el tejido muscular con moderado
parasitismo en el corazén, discreto en el muisculo
esquel éticoy musculaturalisadel eséfagoy vejiga. Estos
hallazgos coinciden con los resultados publicados por
Scorza(1982), Sogayar (1981) y Moreno et al., (1999).

L os hallazgos histopatol 6gicos durante las fases
aguda, subaguda y crénica, fueron similares en todas
las ratas infectadas con los diferentes aislados de T.
cruzi. Observamos invasion temprana de parasitos al
corazony establecimiento deunamiocarditisy miositis
aguda de intensidad variable a partir de los 18 dias de
infeccion, con abundantes nidos de amastigotos en
algunos casos y un proceso inflamatorio linfomono-
histiocitario focal y/ o difuso. Despuésdelos60 dias, €l
cuadro histopatologico mostré discretos focos
inflamatorios y fibrosis focal. Lacoexistenciadenidos
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de amastigotos con infiltrado inflamatorio fue
consideradapor Molinaet al., (1987) como un argumento
que soporta el papel de los parésitos en la produccion
delainflamacion local; en nuestro caso estos dostipos
de procesos coexisten en el mismo periodo detiempoy
en lamismaé&reamuscular.

El estudio histopatoldgico de las secciones de
esofago, intestinos y vejiga, mostraron moderado
parasitismo acompafiado de un infiltrado celular de
intensidad y extension variable asi como destruccién
de fibras musculares, plexos nerviosos y dilatacion de
estos 6rganos. Estas localizaciones son independientes
de lavirulenciay origen de los aislados utilizado. Las
secciones de higado, bazo, pancreas, rifion, testiculo y
cerebro, revel 0 ausenciade parasitismo tisular, presencia
deinfiltrado celular deintensidad y extensién variable,
dependiendo del 6rgano y del aislado de parésitos
utilizado. Estos resultados sugieren que los parasitos
de los diferentes aislados invadieron transitoriamente
estos érganos, pero fueron rapi damente eliminados por
los mecanismosinmunol 6gicosde larata (Scorza, 1982;
Morenoet al., 1999).

La virulencia, el histotropismo y la
patogenicidad como expresiéon del comportamiento
biolégico de los aislados de T. cruz en el modelo rata
Wistar fueron similares, mientras que los patrones
isoenziméti cos se mostraron de maneradiferente en los
aisladosYBM y DmD respecto alaenzima6PGDH. El
aislado DmD también mostro diferencias en los loci
enzimaticos PGM, IDH-NADP, MDH, MPI y 6PGDH.
Estas diferencias bioquimicas sugieren quelos aislados
de T. cruzi son marcadamente hetero-géneos, aln
cuando provengan de la misma especie de hospedador
y de la misma regién geogréfica. Esta heterogeneidad
podriaexplicarse de acuerdo con lasiguientes hipétesis
propuestapor Tibayrencet al., (1986): lalargaevolucion
clonal condujo aun grado de diferenciacién tal que uno
pudiera encontrar grupos de clones bioquimicamente
similares, relacionados con sus propi edades biol 4gicas.
Tal seriael caso delosaisladosLXE, GBA, NP, Perrote,
Chipo, Dmly Y. Pero ¢Cual eslaexplicacion parad resto
de los aislados?. Una segunda hipétesis plantea que
por seleccion natural se ha promovido la adaptacién de
clones particulares al hombrey alos ciclos domésticos
mientras que otros se adaptaron aotros ciclossilvestres.
Por eso es que, segln estas hipoétesis, dos cepas
isoenzimaticamente similares o idénticas, podrian
manifestar dos comportamientos biolégicos distintos,
digamos un mismo zimodemo encontrado en el domicilio
y peridomicilio y también encontrado en un ciclo
silvestre; mientrasqueen € ciclo domiciliar, uno podria
encontrar comportamientos bioquimicos diferentes
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asociados con un mismo comportamiento biolégico,
como lo observado con los aisladosYBM y DmD.

Finalmente, los resultados discutidos en el
presente trabajo, contribuyen con importantes
conocimientos y ayudan en parte a interpretar la
epidemiologia de la enfermedad de Chagas en areas
endémicas del piedemonte oriental de la Cordillera de
losAndesy en areas de sabana de donde provienen los
aislados de T. cruzi estudiados. Por otro lado,
reafirmamos que la asociacion rata Wistar- T. cruz es
un model o experimental adecuado para reproducir con
gran semejanza el cuadro evolutivo de la infeccién
chagéasica humana.

SUMMARY

The behaviour of eight T. cruz isolates from
humans, opossums, dogs, and triatomine vectors was
experimentaly studied in male Wistar rats. Enzyme
profiles using the PGM, GPI, IDH-NADP, ME, MDH,
G6PDH, MPI, and 6PHDH system are presented. Male
Wistar ratswereinoculated intradermally with metacyclic
trypomastigotes from each of the isolates. The study
consisted of an stimation of the course of parasitemia,
mortality rate, the humoral response, the hemogram, the
tissue tropism, and the histopathology in infected rats.
Rats not inoculated with parasites and the Y strain of
T. cruz were used ascontrols. Parasitemiawas detected
inall ratsbetween 12 and 45 days post-inocul ation, being
the highest levels (44 and 468 trypomastigotes/mma3 of
blood) observed between 18 and 24 days post-
inoculation. Mortality ratesashigh as13.3 and 16.7 %
were observed in ratsinfected with the isolates (YBM,
DmD and Chipo). Detectable anti-T. cruzi antibodies
appeared between 12 and 18 days, and the highest titers
(1:2048 and 1:4096) were measured between 30 and 90
days. These levels remained high during 180 days of
observation. There was a significant increase in
lymphocyte counts and a decrease in neutrophil counts
(P<0.001) during the acute and late acute phases of the
infection, and these values returned to normal by 90
days after inoculation. Moderate to severe myocarditis
and myositiswerepresent in all animalsat 18 daysafter
inoculation, with variable intensities of tissue tropisms
involving the heart, skeletal and smooth muscles, and
focal cardiac fibrosisafter 60 days. 1soenzyme analysis
showed that the YBM and DmD isolates had different
6PGDH patterns. Fiveisoenzyme patternsweredifferent
in the DmD isolate (PGM, IDH-NADP, MDH, MPI,
6PGDH). Thesefindingsindicate that T. cruz isolates
are markedly heterogeneous, even when isolated from
the same species of host and the same geographical
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