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RESUMEN

La Enfermedad de Chagas, producida por el parasito 7rypanosoma cruzi, constituye un
serio problema sanitario que abarca principalmente a toda América Latina. La infeccion
en el ser humano ocurre en la mayoria de los casos, por penetracion del parasito en el
torrente sanguineo, vehiculizado por las heces de un insecto vector triatomino.

Luego de un periodo agudo, en el que pocos individuos presentan signos cardiacos o
extracardiacos de la enfermedad, transcurren 10 a 20 afios, correspondientes al llamado
periodo indeterminado, hasta que se manifiesta algin indicio de enfermedad cronica
evidente en un 25-30 % de los infectados. Los principales sistemas afectados son, el
nervioso, el digestivo y el cardiovascular. En éste ultimo, la forma tipica de afeccion es
una miocarditis cronica, la mas seria a su vez, por sus complicaciones frecuentemente
graves y fatales. El uso de animales de laboratorio que reproduzcan el cuadro infeccioso
y las complicaciones cronicas, ha permitido eludir la dificultad del estudio patogénico de
esta enfermedad en seres humanos. En nuestro laboratorio, la infeccion de ratas de lineca
“I” reproduce el cuadro agudo con parasitemias evidentes, que decrecen luego de los 15
dias post-infeccion, cuando los titulos de anticuerpos especificos comienzan a aumentar,
para mantenerse elevados a lo largo del tiempo. En este modelo, los niveles de
interleuquinas, 6xido nitrico y factor de necrosis tumoral alfa, también se encontraron
elevados en la etapa aguda. En el periodo crdnico, el estudio histopatologico permitid
detectar la presencia de miocarditis focal en el corazon y desorganizacion del plexo
mientérico, sin cambios en la cuenta de neuronas en el intestino delgado y el colon. La
reinfeccion no produjo un agravamiento de estas lesiones, como tampoco diferencias en

el cuadro agudo y en la evolucion de la enfermedad. La frecuencia cardiaca y la presion



arterial se hallaron disminuidas en la etapa aguda, mientras que un aumento cronotrépico
fue el hallazgo mas consistente en el periodo cronico. Las respuestas cardiovasculares a
distintas pruebas fueron anormales, sugiriendo la posibilidad de disbalance en el control
autébnomo. En el aparato digestivo, no se hallaron anormalidades funcionales relevantes, a
pesar de la desorganizacion evidente del plexo mientérico intestinal. Las propiedades
reoldgicas de la sangre, también se encontraron modificadas desde el comienzo de la
infeccion y se evidenciaron por el aumento de las viscosidades plasmatica y sanguinea. El
aumento de la produccion de 6xido nitrico parece involucrado, directa o indirectamente,
en la evolucion de la enfermedad y la patogenia de las lesiones organicas cronicas. En
sintesis, los cambios inducidos por las respuestas inflamatoria e inmune, el consecuente
aumento de la produccion de 6xido nitrico y las alteraciones microcirculatorias, podrian
constituir importantes factores implicados en la produccion de la miocardiopatia
chagasica cronica. Los resultados presentados sugeririan, al mismo tiempo, que los
cambios inducidos por la infeccion y las respuestas del huésped, para controlar a aquella,
generarian las condiciones causales de las lesiones descriptas. Entre ellas, la
hiperviscosidad sanguinea y el incremento en la produccion de 6xido nitrico en el modelo
en ratas “I” parecen desempefiar un papel principal. El atractivo de tales hallazgos radica,
en que el tratamiento orientado a reducir a ambas, deberia repercutir en menor daiio

cronico en los 6rganos blanco.



1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es producida por el parasito
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Se estima que afecta aproximadamente a 20 millones de
personas y que otras 100.000.000 (25% de los habitantes de América Latina), se
encuentran expuestas al riesgo de contraer la infeccion, en una zona endémica amplia y
densamente poblada del continente americano, desde el paralelo 40° de latitud Norte (al
sur de EEUU) hasta el paralelo 45° de latitud Sur en Argentina y Chile (Hayes y
Schofield 1990, Moncayo 1996, WHO 1997). Es la cuarta causa de incapacidad entre
todas las enfermedades infecciosas de la region (World Bank 1993) y el interés por el
problema se ha extendido fuera del area endémica, como consecuencia de la gran
cantidad de inmigrantes en EEUU y Europa, provenientes de aquella (Kirchhoff 1993).
En la Argentina, como en el resto de los paises afectados, diversos factores culturales y
socioecondémicos contribuyen a la alta prevalencia de la infeccion, constituyendo un serio
problema sanitario (Esquivel y Segura 1994). Este fendmeno, por otra parte, parece ser
favorecido porque el 7. cruzi habria evolucionado hasta establecer una buena relacion
con su huésped, lo cual se refleja en el alto nimero de individuos créonicamente
infectados y en la baja proporcion de ellos que presenta sintomatologia clinica,
dificultando ain mas el control de la endemia (Cardoni 1997).

La infeccion en el ser humano ocurre, en la mayoria de los casos, por penetracion del 7.
cruzi al torrente sanguineo vehiculizado por las heces de un vector triatomino, del cual se
han descripto aproximadamente 100 especies, solamente existentes en el continente

americano. De ellas, 17 tienen su habitat en nuestro pais y el Triatoma infestans por su



habito casi exclusivamente doméstico, es el agente transmisor mas importante (Abalos
1972, Elizari 1999), habiendo llamado la atencion al propio Darwin, quien cita a este
insecto en su relato de viaje a la Argentina en el Beagle, en 1888 (Adler 1959).

La forma infectante del parasito se encuentra alojada en el intestino terminal del
triatomino, que lo deposita sobre la superficie cutanea del huésped cuando el insecto
defeca mientras se alimenta, penetrando luego a través de la piel o mucosas por efecto del

rascado (Fig.1).
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Figura 1. Ciclo Evolutivo del Trypanosoma cruzi. Reproduccion tomada de Strorino &
Milei (1994). Enfermedad de Chagas. Doyma Argentina S.A., Buenos Aires.




Otras formas menos frecuentes de infeccion ocurren por transfusiones de sangre
contaminada, transmision congénita por via placentaria o accidentalmente en el
laboratorio y por transplantes de o6rganos de pacientes infectados. Estas ultimas vias
contribuyen poco a la prevalencia de la infeccion en zonas endémicas, pero su
importancia como fuente de contagio se incrementa fuera de ellas. Asi, por ejemplo, la
tasa de infeccion chagasica entre donantes de sangre en EEUU fue de 0.04 a 0.017 %
entre 1990 y 1992 (Pinto Dias 1993).

Tras el ingreso del parasito al torrente circulatorio, pocos individuos presentan signos de
la infeccion, por lo cual el periodo agudo transcurre en forma inadvertida en la mayoria
de los casos. Sin embargo, 10 a 20 e incluso hasta 50 afios después (Morris y col 1990),
la enfermedad puede tornarse clinicamente evidente en 25-30 % de los infectados, con la
aparicion de arritmias auriculares o ventriculares y / o el desarrollo de una miocardiopatia
dilatada (Hagar y Rahimtoola 1991, Milei y col, 1992, Elizari 1999). Ademas, algunos
estudios epidemiologicos han mostrado que las manifestaciones clinicas de la enfermedad
pueden diferir en distintas regiones o paises (Rosenbaum y Cerisola 1961, Acquatella y
col 1987, Manzullo 1988). Como ejemplos pueden mencionarse los hallazgos frecuentes
de compromiso del aparato digestivo en Brasil (Koberle y Nader 1955, 1965, Barbosa
1970) y neuroldgico en Colombia (Leén Sarmiento y col 2003, 2004), mientras que en la
Argentina prevaleceria la enfermedad cardiaca (Elizari 1999).

Por su frecuencia y sus complicaciones casi siempre fatales, la cardiopatia ha sido uno de
los problemas a los que mas atencion y esfuerzo se ha dedicado en los ultimos 30 afios,
estudiandose en seres humanos y en diferentes modelos de experimentacion, sus posibles

mecanismos patogénicos, su diagndstico precoz y el manejo de sus principales



manifestaciones clinicas. Al mismo tiempo, el avance tecnolégico ha facilitado la
caracterizacion de la misma e introducido nuevas herramientas para su tratamiento
(Combellas y col 1985, Pileggi y Sosa 1985, Pereira Barreto y col 1986, Mendoza y col
1986, de Paola y col 1990, 1992, Guzzetti y col 1991, Milei y col 1991, lanni y col 2001,

Ferreira y col 2003, Leite y col 2003).

1.1.1. Historia natural

Rosenbaum (1964) basado en la observacion de mas de mil casos clinicos y en el
resultado de estudios epidemioldgicos realizados en zonas endémicas (Rosenbaum y
Cerisola 1961) describid esquematicamente la historia natural de la enfermedad de

Chagas (Fig. 2).
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Figura 2. Esquema de la Historia Natural de la Enfermedad de Chagas propuesto por
Rosenbaum. (1964) Chagasic Myocardiopathy. Prog Cardiovasc Dis 7: 199-225




En la misma, el umbral de percepcion clinica, separa a dos grupos de personas. Por
encima de dicho umbral, se encuentra el porcentaje de los casos con sintomas clinicos
manifiestos y por debajo se encuentran los que solo son descubiertos cuando se los
investiga con procedimientos diagnosticos convencionales. Fuera de estos dos grupos,
existe otro, constituido por quienes s6lo muestran indicios de cardiopatia cuando son
explorados con métodos de diagndstico especiales, invasivos (Carrasco y col 1982,
Pereira Barreto y col 1986, Carrasco Guerra y col 1987) o no invasivos (Aquatella y col
1980, Chiale y col 1982, Guzzetti y col 1991).

Durante los dos primeros meses post-infeccion (pi), solo un 5% de los individuos,
generalmente nifios, presentan un cuadro agudo manifiesto que puede incluir: edema
oculo-palpebral, cuadro gripal, sindrome febril, adenopatias, hepatoesplenomegalia,
dermopatias y / o miocarditis. Una severa miocarditis o meningoencefalitis, puede
ocasionar la muerte durante este periodo en no mas de 5 cada 10.000 sujetos infectados
(Rosenbaum 1964).

Transcurrida la etapa aguda, en general no se presentan manifestaciones evidentes de
enfermedad visceral en el resto de la vida, o en algunos casos, muchos afios después
puede desarrollarse un cuadro digestivo, neurolégico o cardiaco, caracteristicos del
periodo cronico. De este modo, aproximadamente un 30% de los infectados, mostrara
signos clinicos, electrocardiograficos, radiologicos y / o ecocardiograficos de
compromiso miocardico cronico (Andrade 1999, Elizari 1999).

Ambos periodos, agudo y cronico, se hallan separados por una etapa intermedia, también
denominada latente, indeterminada, inaparente o silente seglin los autores (Andrade y col

1997, Umezawa y col 2000, Prata 2001), atravesada por los infectados antes de presentar



manifestaciones tardias y también por quienes nunca las desarrollaran (70% de los casos).
Los tnicos indicios en esta etapa, cuando estdn presentes son: los datos epidemioldgicos
positivos, la deteccion eventual del parasito y la positividad de la serologia. Durante este
periodo se estableceria un estado de equilibrio entre huésped y parasito, que
ocasionalmente se perderia dando paso a los fendémenos de dafio progresivo (Palacios-Pru
y col 1989, Andrade 1999). Cada afo, 2-5 % de las personas en esta fase desarrolan las
formas digestiva o cardiaca cronica de la enfermedad, por razones que hasta ahora no han

podido ser aclaradas totalmente (Umezawa y col 2000, Marin-Neto y col 2002).

1.1.2. Reinfeccion

La gran variabilidad evolutiva de la enfermedad de Chagas y de la cardiopatia cronica en
particular, junto a la severidad de sus sintomas y complicaciones cuando estan presentes,
han sido atribuidas a multiples factores: la cepa del parasito (Miles y col 1981,
Montamant y col 1996, Espinoza y col 1998, Vago y col 2000), el nimero de parasitos
inoculados (Fernandez y col 1996), el estado inmune del huésped (Kalil y Cunha-Neto
1996, Tomlinson y Raper 1998), su estado de nutricion al momento de la infeccion y
también, a las reinfecciones (Revelli y col 1990, Prata 2001, Machado y col 2001a,
Bustamante y col 2002, 2003).

Resulta 16gico, que las personas que viven en zonas endémicas en contacto permanente
con los insectos vectores, se hallan expuestas a ser infectadas en reiteradas oportunidades.
Se ha especulado largamente, sobre la posibilidad que la reinfeccion influya en la
evolucion de la enfermedad y en el desarrollo de la miocardiopatia, contribuyendo a

mantener la persistencia del parasito o de sus antigenos (Zhang y Tarleton 1999; Tarleton



1999, 2001). Si este fuera el caso, las reinfecciones ademas de repercutir sobre el cuadro
patologico y la evolucion de las lesiones cronicas, tendrian connotaciones terapéuticas
(Olivieri y col 2002). El efecto de las inoculaciones repetidas de parasitos sobre la
evolucion de la infeccion experimental con 7. cruzi ha sido estudiado en ratas (Revelli y
col 1990), en hamsters (Cabrine-Santos y col 2001), en perros (Machado y col 2001a) y
en ratones (Bustamante y col 2002, 2003). Los resultados de estos trabajos han sido
dispares y solamente en el modelo murino la severidad de las lesiones cardiacas y sus
manifestaciones empeoraron en la etapa cronica, independientemente del tiempo o
periodo en que se produjo la reinfeccion. Ademas, cuando los animales fueron
reinfectados durante la etapa aguda, la parasitemia, la evidencia de cardiopatia y la
mortalidad aguda se hallaron aumentadas (Bustamante y col 2002). De esta forma, al
menos en ratones, la reinfeccion al igual que la cantidad de parasitos reinoculados serian
fundamentales para mantener una carga antigénica circulante considerable, pudiendo
explicar la progresion temprana a una miocardiopatia mas severa (Ferndndez y col 1996,
Bustamante y col 2002). Un argumento esgrimido para explicar la posible relacion entre
la persistencia del parasito y el agravamiento de la cardiopatia, es el de la denomindada
“remodelacion cardiaca”, mecanismo adaptativo activado cuando el dafio miocardico,
alcanza un umbral critico cercano al 20 % de su masa (Mann 1999, Davila y col 2002).
Las reinfecciones alterarian el equilibrio huésped-parasito durante la fase latente o
indeterminada de la enfermedad y de esta forma se promoverian los fenémenos

inflamatorios y lesiones de la miocardiopatia progresiva (Bustamante y col 2003).
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1.2 Cardiopatia chagasica

1.2.1. Miocarditis Chagasica Aguda

En el mes siguiente a la infeccion inicial, un 5 % de los afectados sufre una miocarditis
aguda, que en general cura sin secuelas demostrables. Es muy rara la aparicion de
insuficiencia cardiaca, aunque en algunos casos pueden observarse transitoriamente,
aumento de tamafo del area cardiaca en la radiografia de torax y cambios inespecificos
de la repolarizacion ventricular en el electrocardiograma (ECG). Excepcionalmente
pueden hallarse arritmias o trastornos de la conduccion auriculoventricular y / o
intraventricular y ondas monofasicas en los casos severos (Laranja y col 1956,
Rosenbaum 1964). El agrandamiento cardiaco obedece mas frecuentemente, a la
presencia de derrame pericardico que a dilatacion ventricular, segin ha mostrado el
estudio ecocadiografico (Parada y col 1997).

Aunque infrecuentes, existen formas graves de miocarditis, que se manifiestan con signos
y sintomas severos, ocasionando la muerte del paciente. Los reportes necropsicos en estos
casos sefialan, la existencia de importantes alteraciones estructurales de las fibras
miocardicas y considerables infiltrados inflamatorios intersticiales, distribuidos en forma
difusa en todo el corazoén (Laranja y col 1956, Rosenbaum 1964, Andrade 1978). No
obstante, estas lesiones también son halladas en los estudios histopatologicos, realizados
en pacientes sin evidencias de compromiso cardiaco (36% de los casos) durante la
enfermedad aguda (Parada y col 1997, Afiez y col 1999a). En humanos y en modelos
animales, es frecuente observar una reaccidén inflamatoria difusa con infiltrados,
pseudoquistes de parasitos, necrosis miocitica y vasculitis de intensidades variables

(Petkova y col 2001). Estos hallazgos patoldgicos estan asociados a un aumento en la
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expresion de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y sintasa inducible de o6xido
nitrico (NOSI), entre otros factores (Huang y col 1999b, Chandrasekar y col 2000,
Talvani y col 2000, Alibertiy col 2001, Chandra y col 2002).

La variable cantidad de parasitos presentes, muchas veces escasa; su falta de correlacion
con la magnitud y extension de las lesiones encontrados en las autopsias; la presencia de
infiltrados cuando los parasitos se hallan fuera de las células y su ausencia si los nidos
estan intactos (Andrade 1983, Afiez y col 1999b); sumado al compromiso microvascular
y sus secuelas isquémicas, indujo a considerar la existencia de un mecanismo
inmunoalérgico subyacente en la patogenia de esta miocarditis (Andrade y col 1994),
agregado a la accion directa del parasito (Parada y col 1997).

El tratamiento con benznidazol (BZL) parece inefectivo para impedir estos fenomenos
miocardicos, como ha podido observarse en pacientes biopsiados 8 meses luego del
tratamiento agudo (Parada y col 1997) y en animales infectados experimentalmente, en
los que el mismo atenuaria los sintomas relacionados con la presencia del parasito en la
circulacién, sin afectar la evolucion de los procesos miocardicos previamente
establecidos (Texeira y col 1990). Otros autores, sin embargo, han encontrado un efecto

favorable utilizando BZL en humanos (Viotti y col 1994).

1.2.2 Periodo indeterminado

Durante este periodo clinicamente inaparente, el proceso inflamatorio en el miocardio se
desarrolla lentamente a través de los afos. Aunque la cantidad de estudios
anatomopatologicos efectuados en personas infectadas durante esta etapa es escaso,
existen referencias sobre los hallazgos basados en biopsias endomiocardicas (Carrasco

Guerra y col 1987) y autopsias (Lopes y col 1976, 1981). Estas ultimas, realizadas en 30
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personas entre 11 y 54 afios de edad, muertas en forma violenta en accidentes, con
serologia positiva para Chagas en el liquido pericardico y asintomaticas, mostraron
lesiones histologicas de severidad variable, que comprometian a todo el corazon en el

90 % de los casos y consistian en una infiltracion inflamatoria focal con discreta fibrosis.
Todos los corazones tenian un tamafio dentro de limites normales y en un solo caso
fueron hallados nidos de amastigotes. Estos hallazgos sugeririan, que la evidencia para
conocer cuales pacientes desarrollardn una miocardiopatia cronica y quienes no, estaria
ya presente en este periodo (Elizari 1999). Tanto los epidemiologos, como los clinicos y
los cardidlogos han realizado denodados esfuerzos para encontrar algin método de
diagnostico, capaz de predecir quien desarrollara una miocardiopatia chagésica crénica
(MCC). Entre los muchos intentos en tal sentido, la prueba de Ajmalina (Chiale y col
1982a), la cineangiografia (Carrasco y col 1982) y la biopsia endomiocardica (Pereira
Barreto 1986, Carrasco Guerra y col 1987) se han mostrado como los métodos mas
sensibles para detectar dafio miocardico subclinico, imposible de diagnosticar con los
métodos convencionales.

Parece logico aceptar que dentro del 70% de pacientes que nunca alcanzaran el umbral
clinico, ni muestran alteraciones radiologicas o del ECG, la escasa magnitud de sus
lesiones tampoco permitiria detectarlos con la biopsia endomiocardica o la prueba de la
Ajmalina. En conclusion, los resultados positivos utilizando métodos especiales para
detectar cardiopatia subclinica y / o la imposibilidad de descartar su existencia por un
resultado negativo de los mismos durante la fase latente, relativiza la distincion entre un

individuo infectado y un individuo enfermo (Elizari 1999, Prata 2001).



13

1.2.3. Miocardiopatia chagasica crénica

La MCC es la forma de cardiomiopatia especifica mas frecuente en el mundo (Elizari
1999). Se trata de una enfermedad cardiaca progresiva, irreversible y altamente
incapacitante. En sus formas mas avanzadas o severas, produce una gran dilatacion del
corazdn e insuficiencia cardiaca, bloqueos de conduccion y arritmias potencialmente
malignas, que pueden conducir a embolias sistémicas o pulmonares y muerte subita
(Oliveira y col 1983, Arteaga Fernandez y col 1989, Rassi y col 2001). Estas
complicaciones producen una pérdida irreparable de la capacidad fisica, en edades de
plena actividad laboral, aunque cuando son detectadas en etapas iniciales de la evolucion,
los cuadros suelen ser leves y asintomaticos.

La MCC se manifiesta afios después de la primoinfeccion y su forma de presentacion
suele diferir, entre aquellas con manifestaciones clinicas precoces (menos de 10 afios) y
una rapida evolucion hasta los estadios terminales, a otras, en las que el cuadro clinico
aparece tardiamente, es menos severo y de lenta evolucion.

A veces, se detectan bloqueo de rama derecha (BRD) y / o hemibloqueo anterior (HBA)
en el ECG, que luego permanecen invariables por 20 o 30 afios sin aparicion de
anormalidades ulteriores, ni otros signos de mayor compromiso miocardico, por lo que
han sido llamadas formas congeladas o curadas. La modalidad evolutiva de la MCC
luego de aparecidos los primeros signos y sintomas puede ser la habitual (10 a 20 afios),
acelerada o lenta, seglin transcurran menos de 10 o mas de 20 afos, respectivamente
(Elizari 1999).

La explicacion sobre estas diferencias no ha sido hasta ahora satisfactoria, pero se

sospecha que podria estar implicada la participacion del sistema nervioso autonomo, del
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sistema inmune o de mecanismos microvasculares y hemorreolégicos (Oliveira y col
1981, 1985a, Morris y col 1990, Tanowitz y col 1990, Mengel y Rossi 1992, Rosenbaum
y col 1994, Milei y col 1994a, Rossi y Ramos 1996, Laguens y col 1999, Rassi y Little
2000, Leon y Engman 2001, Chiale y col 2001a, Chiale y Ferrari 2001b, Girones y

Fresno 2003, Sterin-Borda y col 2003).

1.2.3.1. Manifestaciones clinicas

El cuadro clinico de la MCC varia considerablemente, segiin el momento evolutivo que
se considere. En los casos avanzados es frecuente observar groseras alteraciones
radioldgicas y electrocardiograficas (Rosenbaum y Alvarez 1955), acompafiadas de
sintomas vinculados a insuficiencia cardiaca izquierda o global (Carrasco y col 1994),
tromboembolismos (Neiva y Andrade 1962, Oliveira 1983) y a la presencia de
taquiarritmias auriculares o ventriculares y bradiarritmias por disfuncion sinusal o
trastornos de la conduccion auriculoventricular (Giniger y col 1992, Elizari y Chiale
1993, Chiale y col 1982b, 2001a).

En la mayoria de los casos, la severidad de las arritmias y de los trastornos de conduccion
expresan la gravedad y extension del dafio miocardico. La dilataciéon del corazon,
frecuentemente severa, produce insuficiencias tricuspidea o mitral funcionales y signos
de restriccion diastdlica ventricular, detectables en el ecocardiograma (Acquatella y col
1980, Patel y col 1998). La restriccion diastolica en la MCC puede tornarse tan severa
que llega a ser indistinguible de una pericarditis constrictiva (Rosenbaum 1964).
El ECG es uno de los métodos mas sensibles para el diagndstico de la MCC,
especialmente cuando es analizado en pacientes con serologia y antecedentes

epidemioldgicos positivos para enfermedad de Chagas.
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La presencia de trastornos de conduccion intraventricular como el BRD con o sin HBA,
constituyen marcadores altamente sensibles. Otros hallazgos frecuentes incluyen
bradicardia, alteraciones inespecificas de la repolarizacion y arritmia ventricular.
La enfermedad del nddulo sinusal es frecuente también, manifestindose por bradicardia
acompanada a veces por asistolias prolongadas (Elizari 1999). A diferencia de lo que se
observa en la enfermedad del nddulo sinusal de otras etiologias, en la MCC el
componente taquiarritmico auricular es raro o infrecuente (Elizari 1988, Elizari y Chiale
1993).

En cuanto a las arritmias ventriculares, en la MCC son muy persistentes y poseen una
escasa variabilidad espontanea, cuando se las investiga con ECG Holter de 24 horas
(Chiale y col 1982b, Haedo y col 1986; Elizari y Chiale 1993). La actividad ectdpica
ventricular se desencadena y / o agrava por el aumento del tono adrenérgico, durante el
ejercicio o por estrés emocional en un tercio de los casos, lo cual es un comportamiento
peculiar de la misma. Estas observaciones se correlacionan con los cuadros sincopales y
la muerte subita de pacientes chagasicos, cuando realizan tareas que demandan esfuerzos
fisicos o en el deporte (Chiale y col 1982b, 2001, Elizari y Chiale 1993; Rosenbaum y col
1994).

Estas caracteristicas electrocardiograficas, se relacionan parcialmente con los hallazgos
histopatoldgicos del sistema especializado de conducciéon cardiaco. Los cortes seriados
del corazén en la MCC tipica, muestran lesiones severas e interrupcion del sistema de
conduccidn con fibrosis, escleroatrofia, lipomatosis de sustitucion y vacuolizacion de los

distintos segmentos del tejido especializado (Mello-Oliveira y col 1971, Andrade 1978).
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En algunos casos, las lesiones parecen comprometer en forma selectiva sectores de la
rama derecha y del haz de His (Rosenbaum y col 1968, 1970).

Por otra parte, en el ECG de la MCC avanzada son frecuentes las alteraciones de la
repolarizacion ventricular y la aparicion de ondas Q sugestivas de necrosis miocardica
(Rosenbaum 1964). En conjunto, estas alteraciones pueden simular perfectamente el ECG
de un infarto de miocardio y se correlacionan con hallazgos autopsicos, que muestran
areas extensas mas o menos compactas de fibrosis (Hagar y Rahimtoola 1991).

La importancia del ECG para el diagnodstico de la MCC, deriva de sus caracteristicas
particulares que lo distinguen del de otras miocardiopatias: BRD, HBA, alteraciones
primarias de la repolarizacion-ondas T de tipo coronario, ondas Q patologicas y
extrasistolia ventricular, frecuente y multiforme (Rosenbaum 1964, Elizari 1999).

Estos cambios caracteristicos del ECG, no s6lo pueden simular el de la cardiopatia
isquémica, sino que pueden también hallarse en enfermos chagésicos con MCC,
portadores de enfermedades o factores de riesgo causantes de otras miocardiopatias
especificas (Berra y col 1998).

En suma, el diagnoéstico clinico de la MCC en los estadios avanzados de la enfermedad es
muy simple cuando se reunen, ademas de los correspondientes a los de cardiopatia
(cardiomegalia, arritmia, desdoblamiento del segundo ruido, insuficiencia cardiaca), los
siguientes elementos: 1) antecedente epidemioldgico: naciod y / o vivid en zona endémica;

2) el ECG anteriormente descripto y 3) serologia positiva.

1.2.3.2 Manifestaciones subclinicas
En individuos asintomaticos, portadores de antecedentes epidemioldgicos y seroldgicos

positivos de enfermedad de Chagas y sin evidencias de cardiopatia utilizando los métodos
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de diagnostico rutinarios, se ha intentado por distintos medios, poner en evidencia alguno
de los hallazgos tipicos de la MCC. Las diferentes pruebas propuestas y ensayadas se
distinguen esencialmente, por ser o no, invasivas, lo cual es relevante en el estudio
clinico de seres vivos y humanos en particular. Entre las mas difundidas podemos
mencionar al ecocardiograma, los estudios con radioisdtopos, la cineangiografia, la
obtencion de muestras bidpsicas endomiocardicas (Carrasco Guerra y col 1982, 1987,
Combellas y col 1985, Pereira Barreto y col 1986, Patel y col 1998) y la prueba de
Ajmalina (Chiale y col 1982a), constituyendo las dos tltimas, los métodos mas sensibles
(Elizari 1999).

La prueba de Ajmalina y la estimulacion eléctrica prematura o de alta frecuencia
auricular pueden evocar alguna de las caracteristicas ECG de la MCC descriptas (BRD,
HBA, arritmias, etc.), manifestaciones de dafio fascicular subclinico (Chiale y col 1982a).
Estas pruebas se han ensayado también en la infeccion experimental en ratas (de Oliveira
y col 1986, Bestetti y col 1989, Revelli y col 1990), en perros (Andrade y col 1981) y en
primates (Riarte 1995).

Por otra parte, gran cantidad de trabajos han reportado la utilidad de distintas maniobras
para evaluar la funciéon del Sistema Nervioso Auténomo (SNA) en forma precoz y en
periodos avanzados de la MCC, en humanos y en animales de experimentacion
infectados con 7. cruzi (Caeiro y col 1980, Gallo y col 1987, Caeiro 1994). Estas pruebas
incluyen, maniobras ortostaticas, el ejercicio y el uso de diferentes agonistas y
antagonistas simpaticos y parasimpaticos (Amorim y col 1968, losa y col 1978, Palmero
y col 1980, Caeiro 1994, Marin-Neto 1998). En términos generales, se las divide segin

permitan evaluar el componente central o el periférico del SNA (Herrera y col



18

2002). La interpretacion de los resultados de estas pruebas ha dado origen a
controversias, en las que basicamente la principal duda es determinar, si los hallazgos son
causa o consecuencia de la MCC (Davila y col 1989, Ribeiro y col 2001).

El ECG de senal promediada, por medio del andlisis de la variabilidad de la frecuencia
cardiaca (FC), también permitiria detectar la presencia de disautonomia, de modo que su
uso en el periodo indeterminado de la enfermedad y en pacientes con MCC, aportaria
informacion relevante (Vallejo y col 1997, Ribeiro y col 2002).

En sintesis, algunas pruebas realizadas en la etapa preclinica, son capaces de poner de
manifiesto alteraciones de los mecanismos de regulacion cardiaca y / o signos
caracteristicos de la MCC, que no son descubiertos con los examenes ordinarios. Sin
embargo, hasta el momento, no existen estudios prospectivos, consistentes, que muestren
la relacion entre los resultados de dichas pruebas y el desarrollo de MCC, es decir, su

capacidad predictiva (Parada y col 1997).

1.2.3.3 Patologia

El estudio macroscopico del corazon, por lo general muestra aumento de tamaifio de las
cuatro cavidades cardiacas, con hipertrofia y dilatacion, a veces a predominio de las
derechas (Laranja 1956). La dilatacion aneurismatica de la punta del ventriculo izquierdo,
con o sin adelgazamiento de las paredes, es un hallazgo frecuente en el 50% de los casos
(Oliveira y col 1981, Carrasco y col 1982). La presencia de trombos murales ha sido
encontrada con una incidencia que oscila entre el 50% (Andrade y Andrade 1979) y el
90% (Milei 1994b) de las autopsias. La alta incidencia de trombosis mural, en las
cavidades izquierdas y derechas, explicaria la frecuente aparicion de fenomenos

tromboembolicos sistémicos (Neiva y Andrade 1962, Oliveira y col 1983) y pulmonares.
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El cor pulmonale agudo, causado por estos ultimos, conduce casi irremediablemente a la
muerte (Rocha y Andrade 1955).

Los aneurismas, apicales o de otras localizaciones, pueden constituir el substrato
anatdmico para la aparicion de taquiarritmias ventriculares (Giniger y col 1992).

Las lesiones histopatologicas caracteristicas incluyen necrosis de las fibras miocardicas
(degeneracion hialina, miocitolisis, desaparicion de las estriaciones normales) seguida de
fibrosis, que tiene lugar en un gran nimero de focos microscopicos, los cuales a veces
pueden confluir (Rossi 1991, 2001, Rossi y Souza 1999, Caliari y col 2002). Por esta
razén se aplica la denominacion panmiocarditis microfocal diseminada, refiriéndose al
hecho que no afecta a todas las fibras sino que involucra a todo el corazon, haciendo que,
practicamente no exista corte histologico sin dafio celular y / o fibrosis en la necropsia de
una MCC, que haya tenido manifestaciones clinicas. El concepto no es trivial, cuando
deben interpretarse los hallazgos clinicos y la fisiopatologia (Rosenbaum, 1964). Los
infiltrados inflamatorios celulares intersticiales (linfocitos, monocitos, macrofagos,
eosinodfilos), probablemente secundarios al proceso de lesion parenquimatosa, son
también microfocales, difusos y panmiocardicos. Es habitual encontrar una relacion
inversa entre la magnitud de la fibrosis y la infiltracion celular, dependiente quizas del
momento evolutivo de la miocarditis, predominando a veces la fibrosis sobre la
infiltraciéon celular y viceversa (Milei 1994b), sin embargo, es una impresion
generalizada, que el proceso de la miocarditis estaria permanentemente activo (Elizari
1999).

Siempre ha llamado la atencion de los investigadores que las fibras miocardicas
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conteniendo parasitos sean extremadamente escasas y que el analisis de cortes
histologicos seriados permita encontrar parasitos en no mas de 20% de ellos.

Esta escasez de fibras parasitadas excluye la hipotesis que el principal mecanismo
responsable de las lesiones miocardicas, sea la agresion directa o mecanica del parasito, y
apoya la posibilidad de que otros fenomenos estén implicados en la patogenia. Como ya

ha sido mencionado, entre estos ultimos se hallan los factores autondémicos

inmunolégicos v microvasculares-hemorreolégicos (Mengel y Rossi 1992, Sztein y

Kierszenbaum 1993, Rossi y Bestetti 1995, Kierszenbaum 1999, Tafuri 1999, Chandra y
col 2002a y b).

En sintesis, el cuadro histopatoldgico corresponde al de un proceso inflamatorio cronico,
con lesiones que se desarrollan de manera gradual y difusa. En una MCC avanzada,
cualquier sector del corazon muestra fibras miocardicas sanas y enfermas, infiltrados

inflamatorios, zonas de necrosis y de fibrosis.

1.3. Patogenia de la Miocardiopatia Chagasica Cronica

1.3.1. Teorias

La lenta evolucion de la enfermedad es quizas la principal dificultad para el estudio de su
patogenia. Como ha sido sefialado, en un periodo que puede abarcar entre 10 a 50 afios
después de la primoinfeccion (Morris y col 1990), menos de un tercio de las personas
infectadas comienza a desarrollar en forma gradual y progresiva, durante el periodo
indeterminado de la enfermedad, las lesiones anatomopatoldgicas que configuran la
MCC. Por este motivo, los estudios longitudinales completos en seres humanos son

excepcionales (Aquatella y col 1987, Manzullo 1988), mientras que la mayor parte de la
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informacion proviene casi exclusivamente de estudios transversales, utilizando los
hallazgos necropsicos (Barbosa y col 1970, Lopes y col 1976, Andrade y Andrade 1979,
Coura y col 2002) y del seguimiento longitudinal en modelos animales (Chapadeiro y col
1999, Camargos y col 2000, Caliari y col 2002, Bustamante y col 2002, 2003).

Se han mencionado 5 posibles mecanismos patogénicos de la MCC:

Lesion miocardica directa - Teoria mecanica: Uno de los primeros mecanismos

patogénicos propuestos fue el que atribuia las lesiones al propio parasito (Vianna 1911).
Este mecanismo seria poco probable, ya que los nidos de amastigotes son muy escasos en
la fase cronica. Ademas, la destruccion parasitaria que ocurre al comienzo de la infeccion
es debida a la respuesta inflamatoria, que se produce cuando un nido de amastigotes se
rompe.

Lesion miocdrdica por toxinas del parasito — Teoria toxica: Esta teoria sugerida

inicialmente por Vianna (1911) y retomada luego por Kdoberle (1968) sostenia que
posiblemente fuera una neurotoxina, la responsable de la destruccion neuronal hallada en
los ganglios y plexos cardiacos e intestinales. Sin embargo, ninguna toxina ha sido

encontrada (Morris y col 1990) y esto permanece sin modificaciones al presente.

Lesion miocérdica por disautonomia- Teoria autondémica o neurogénica: La MCC podria
ser causada por la destruccion de neuronas en los ganglios cardiacos (Koberle 1968,
Oliveira 1985b). Si bien algunos estudios histologicos han mostrado una reduccion en el
numero de neuronas parasimpaticas, que podrian explicar las alteraciones cardiacas, otros
investigadores no han encontrado dafio neuronal en las etapas iniciales de la enfermedad
y tampoco relacion entre el nimero de neuronas y la evolucion de la MCC (Lopes y

Tafuri 1983). Los estudios funcionales en humanos muestran que atin con deterioro del
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control parasimpatico cardiaco, los pacientes pueden hallarse completamente libres de
sintomas cardioldgicos (Amorim y col 1968). Finalmente, otros estudios han mostrado
que el dafio miocardico y la dilatacion ventricular moderada pueden preceder a las
anormalidades funcionales parasimpaticas halladas en la enfermedad de Chagas (Davila y
col 1989).

Lesion miocardica debida a la respuesta inmune -Teoria inmunoldgica: La modalidad

evolutiva de la enfermedad y la magnitud y extension de las lesiones inflamatorias
encontradas, llevd a muchos investigadores a especular que los fendmenos inmunes
desencadenados por la presencia del parésito o de sus antigenos en el organismo, podian
ser responsables de la patogenia de la MCC (Andrade 1979, 1983, Santos-Buch y Acosta
1985, Ribeiro dos Santos y Rossi 1985, Milei 1994a). Por otra parte, la destruccion de
células del huésped y la liberacion de antigenos propios sugirieron la existencia de
fenémenos autoinmunes (Kierszenbaum 1986, 1999). A pesar de la gran cantidad de
informacién obtenida y generada por los investigadores en este campo, existen aun
controversias y esta teoria, al menos por si sola no permite explicar muchos de los
hallazgos clinicos.

Lesion debida a alteraciones microvasculares — Teoria isquémica: La teoria vascular,

isquémica o hipoxica fue propuesta a finales de la década de 1980 (Morris y col 1988,
1989a, 1990, Tanowitz y col 1990) sugieriéndose, que las modificaciones en el lecho
microcirculatorio conducirian a profundos cambios en las células miocérdicas, en ambas
etapas, aguda y cronica de la enfermedad. Una vez establecido el deterioro
microcirculatorio, las consecuencias serian idénticas a las de otras enfermedades que

afectan la microvasculatura coronaria (Rossi y col 1984).
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Sintesis: De acuerdo a la descripcion precedente, el desarrollo del proceso patogénico
podria sintetizarse de la siguiente forma: algin tiempo después de la infeccion aguda,
durante el periodo indeterminado de la enfermedad, el o los mecanismos involucrados
van produciendo lesiones miocardicas en forma gradual y progresiva hasta que, alcanzada
una magnitud suficiente, el umbral clinico es superado, poniéndose de manifiesto el
cuadro clinico de la MCC. Cual es la jerarquia o el orden en que cada mecanismo
participa (si fuera que todos ellos lo hacen) es un punto que resta ser aclarado.

En la actualidad, las 3 ultimas teorias descriptas son las que mantienen mayor aceptacion

por lo que seran analizadas con mayor detalle a continuacion.

1.3.2. Teoria autonémica o neurogénica

Koberle (1958, 1959) propuso que la enfermedad de Chagas y sus principales
manifestaciones eran el resultado de la denervacion por destruccion de las neuronas
parasimpaticas, de los plexos cardiacos y extracardiacos. En el corazdn, este fendmeno
daria lugar a un incremento relativo o absoluto de la actividad simpatica, facilitado por la
reduccion de neuronas vagales, que conduciiria a la progresiva dilatacion ventricular,
causa de la falla cardiaca final (Koberle 1968, 1974). Este autor, sin embargo, descartd
que las lesiones se debieran a la accion directa del pardsito y postuld que la muerte
neuronal era ocasionada por una toxina producida por el 7. cruzi. La toxina nunca fue
identificada y a pesar que trabajos posteriores apoyaron esta hipotesis (Oliveira y col
1983, 1985b), nunca se aportaron pruebas concluyentes que la denervacion parasimpatica
cardiaca pueda producir insuficiencia coronaria, cardiaca o las lesiones miocardicas de la
MCC. Ademas, el dafio neuronal en las etapas iniciales de la enfermedad ha sido puesto

en duda, siendo remota la posibilidad que intervenga en la produccion del cuadro
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anatomo-patolégico de la miocarditis aguda. Tampoco habria relacion entre el nimero de
neuronas y la evolucion de la MCC (Lopes y Tafuri 1983) y de hecho, existen casos de
miocarditis en los cuales, las neuronas no estan dafiadas (Andrade y Andrade 1979) y las
personas con deterioro del control parasimpatico cardiaco, pueden hallarse
completamente libres de sintomas cardioldgicos (Amorim y col 1968).

En ratas cronicamente infectadas con 7. cruzi, los estudios del plexo parasimpatico
intracardiaco no mostroraron lesiones, a pesar que dichos animales tuvieron una respuesta
bradicardica deprimida, al reflejo baroreceptor (Chapadeiro y col 1991). Finalmente, el
dafio miocéardico y la dilatacion ventricular pueden preceder a las anormalidades
funcionales del SNA, halladas en la enfermedad de Chagas (Davila y col 1989, 1998).

A pesar de las incertidumbres sobre esta teoria, se debe aceptar que la alteracion de los
ganglios parasimpaticos y de la inervacion autonoma, frecuentemente se hallan presentes
en la enfermedad de Chagas (Ramos y col 1996, Chapadeiro y col 1999) y acarrean
algunas consecuencias cardiovasculares (Palmero y col 1979, Caeiro y col 1980, Caeiro
1994, Henegar Jr y col 1995, Rossi y Bestetti 1995, Davila y col 2000, Consolim-
Colombo y col 2000) y también en el aparato digestivo, donde parece mas evidente su
participacion patogénica (Cabral y col 1999, Camargos y col 2000, Hagger y col 2000).
Davila y col (2002) proponen una hipotesis neurogénica combinada, basados en la
presencia de mecanismos adaptativos morfoldgicos y biologicos, en enfermedades
cardiacas de distintas etiologias. Tales mecanismos son denominados colectivamente
remodelacion cardiaca y son activados cuando el dafio miocardico, inicialmente
segmentario, alcanza un umbral critico de alrededor del 20% de la masa miocérdica

(Mann 1999). La presencia de segmentos miocardicos no funcionantes sobrecargaria a los
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circundantes que conservan su contractilidad, induciendo agrandamiento y aumentando la
produccion o expresion de moléculas bioldgicamente activas (noradrenalina, angiotensina
II, etc.). Estas sustancias, tienen efectos toxicos directos muy potentes sobre el corazon,
inicidndose un ciclo vicioso de cardiotoxicidad catecolaminica, pérdida de miocitos y
mayor sobrecarga cardiaca. Esto explicaria porque las etapas finales de las cardiopatias
resultan muy semejantes, a pesar de variar las etiologias. También explicaria para estos
autores, porque los pacientes permanecen asintomaticos durante muchos afios y que el
prénostico y sobrevida mejore con el uso de antagonistas neuro-hormonales (Bristow

2000).

1.3.3. Teoria inmunologica

La persistencia solapada en el organismo, de una baja y constante carga de parasitos o de
sus antigenos en la circulacion y la capacidad antigénica consiguiente, sumada a la de las
células desintegradas por la ruptura de los nidos de amastigotes, provocarian reacciones
inmunes y autoinmunes (Zhang y Tarleton 1999, Tarleton 2001).

En algunos individuos infectados, las reacciones inmunes contra antigenos propios, serian
las responsables de las lesiones cronicas descriptas (Ledn y Engman 2001).

Apoyan esta hipdtesis: a) la aparicion tardia de las lesiones, b) la escasa presencia de
parasitos en los organos lesionados y en las proximidades de los infiltrados celulares
presentes en ellos, c¢) la caracteristica de dicho infiltrado linfomononuclear, d) la
producciéon en modelos animales de lesiones organicas y de alteraciones
electrocardiograficas con fracciones subcelulares del parasito, en ausencia de infeccion
(Teixeira y col 1975, Segura y col 1980, Ruiz y col 1985) y e) la obtencion de lesiones

miocardicas en ratones inmunizados con corazon singenéico (Cossio y col 1984).
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Los mecanismos autoinmunes por los cuales se producirian estos fenomenos incluyen:

Pérdida de tolerancia hacia tejidos propios:

a) Por antigenos del 7. cruzi en la superficie de las células miocardicas: la ruptura de las
células conteniendo amastigotes, podria liberar antigenos relacionados al parasito, que se
adheririan a nuevas células miocardicas. Esto generaria una respuesta inmune a través de
la cual se reconocerian células miocérdicas sensibilizadas por linfocitos anti-7. cruzi o
anticuerpos anti-7. cruzi, que llevarian a la destruccion celular y a la liberacion de
autoantigenos, capaces de generar la respuesta inmune responsable del daio cardiaco
(Ribeiro dos Santos y Hudson 1980a, b).

b) por activacion policlonal, mecanismo descripto inicialmente en el raton (Sztein y
Kierszembaun 1993, Grauert y col 1993).

c¢) por expresion de antigenos de HLA clase II en células miocardicas, lo que hace
suponer que junto a un auto-antigeno serian un sitio ideal para el comienzo de una
respuesta inmune (Cabeza Meckert y col 1991).

Reaccidn cruzada de antigenos del parasito con los propios

Entre los ejemplos de reacciones cruzadas por mimetismo molecular, pueden citarse la
porcion C-terminal de las proteinas ribosomales P del 7. cruzi (R-13), que generan altos
titulos de anticuerpos durante la fase cronica de la enfermedad, en los pacientes con las
formas mas graves de la MCC (Ferrari y col 1995). También las proteinas P ribosdmicas
humanas (antigénicamente similares a las proteinas P del T. cruzi) pueden ser detectadas
en la superficie de diversos tipos celulares y su presencia podria explicar, un efecto

directo del auto-anticuerpo anti-P (Levin y col 1990).
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También la cruzipaina, una glucoproteina localizada en la superficie celular en todos los
estadios de vida del parésito, es capaz de generar una intensa respuesta humoral y celular
en pacientes chagasicos, durante la etapa cronica de la enfermedad. La accion enzimatica
de la cruzipaina, generando epitopes inmunogénicos en las células del huésped, podria
desencadenar, de esta forma, una respuesta autoinmune (Gea y Giordanengo 2004).

La persistencia del parasito en los individuos con infeccion crénica se puede demostrar
con métodos altamente sensibles, capaces de identificar aun pequenas cantidades de
parasitos (Kierszenbaum 1986, Russomando y col 1992, Milei 1994a). Sin embargo, la
asociacion especifica entre la infeccion y la autoinmunidad es motivo de opiniones
encontradas (Hudson y Hindmarsh 1985, Kierszenbaum 1986).

También se han descripto, vinculaciones entre las alteraciones de la inmunoregulacion,
las arritmias de la MCC y el dafio celular miocérdico. El suero de pacientes EVI positivos
(antilaminina) puede estimular a los receptores B-adrenérgicos de la auricula aislada de
rata con aumentos en la tension y en la frecuencia de contraccion (Sterin Borda y col
1976, Joensen y col 2003). Otros estudios han confirmado la presencia de anticuerpos
antirreceptores adrenérgicos (Rosenbaum y col 1994) y colinérgicos (Ferrari y col 1997),
en sueros de pacientes con miocardiopatia idiopatica dilatada y chagésicos, con la
particularidad de ejercer una actividad agonista parcial sobre dichos receptores, que
puede ser observada en estudios funcionales en cardiomiocitos de cultivo. En estos
estudios in vitro se ha demostrado una sugestiva correlacion entre la presencia de
anticuerpos anti-receptores autondmicos y taquiarritmias ventriculares o disfuncion
sinusal (Ferrari col 1997, Chiale y col 2001a y b). De esta forma se ha postulado que los

anticuerpos capaces de estimular a los receptores [-adrenérgicos y M, colinérgicos



28

podrian participar en la patogenia de las taquiarritmias (Rosenbaum y col 1994, Chiale y
col 2001b), de las bradiarritmias (Farias de Oliveira y col 1997, Ferrariy col 1997) y del
dafio miocardico en la MCC (Dorffel y col 1997).

También se ha observado que la fraccion inmunoglobulina G (IgG) de pacientes con
MCC causa bradicardia y bloqueo auriculoventricular en un preparado de corazén de
conejo (Farias de Oliveira y col 1997). La inmunoadsorcion, un procedimiento que
elimina los anticuerpos de la circulacion por periodos prolongados, produjo efectos
hemodinamicos favorables en pacientes con miocardiopatia dilatada y titulos altos de
anticuerpos antirreceptores -adrenérgicos (Dorffel y col 1997).

Mediante la inmunizacion cronica de conejos, durante un afio, con los péptidos
correspondientes a la secuencia de aminoacidos de la segunda asa extracelular de los
receptores B y My, se puede inducir una miocardiopatia con dilatacion ventricular y el
patron histologico de una miocarditis (Matsui y col 1997). Ademas, los efectos de la
inmunizacion crénica podrian ser controlados con la administracion de metoprolol.

Los anticuerpos antirreceptores autondmicos podrian por lo tanto, no so6lo, producir
alteraciones del ritmo a través de sus efectos funcionales electrofisiologicos, sino también
causar un dafio estructural.

Por otra parte, la liberacion de glucolipidos presentes en los oligodendrocitos que
presentan similitudes moleculares con estructuras del parasito, podrian disparar el
desarrollo de una respuesta autoinmune hacia estructuras neurales, contribuyendo asi, a
intensificar el dafio del SNA. Ejemplos de reactividad cruzada, entre antigenos del T.
cruzi 'y moléculas nerviosas, incluyen a los sulfogalactocerebrosidos (SGC) y otras

estructuras neurales de los mamiferos (Wood y col 1982, Snary y col 1983, De
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Lederkremer y col 1985, Petry y col 1988), presentes en la sustancia blanca del cerebro y

particularmente en las vainas de mielina (Roberts 1991).

Durante las dltimas décadas se publicaron numerosos estudios tendientes a demostrar la
posibilidad de una patogenia autoinmune de la miocarditis chagdsica crénica. Durante ese
tiempo se demostré que: 1) existe mimetismo molecular entre el pardsito y los antigenos del
huésped, 2) aparecen autoanticuerpos que reconocen epitopes cardiacos durante la fase
cronica de la infeccidn; 3) la inmunizacion de animales con la totalidad del pardsito, con
fragmentos del mismo o con antigenos bioquimicamente definidos provoca miocarditis y
alteraciones electrocardiogrdficas, 4) los linfocitos B de los infiltrados inflamatorios del
corazén elaboran anticuerpos contra antigenos miocdrdicos, 5) de esas mismas lesiones se
aislan clones de linfocitos T que reaccionan con epitopes cardiacos, 6) es posible inducir
alteraciones tisulares en el corazén y en nervios, mediante la transferencia de linfocitos de
animales infectados en animales singenéicos virgenes de infeccién. Sin embargo, las
caracteristicas del infiltrado inflamatorio en la miocarditis humana, conteniendo una gran
variedad de células, muchas de las cuales no estdn comprometidas en el proceso de
autorreactividad, como la presencia de granulomas con células gigantes y abundantes
eosindfilos, su focalidad, asincronismo, y la frecuente asociacién con pericarditis, crean
dudas acerca de la posibilidad que la autoinmunidad sea por si misma, responsable de la
perpetuacion de la miocarditis. Estas dudas se ven reforzadas por la demostracion reciente
que en pacientes asintomdticos, el tratamiento con drogas tripanocidas previene el
desarrollo de cardiopatia y que el pardsito o fragmentos del mismo, siguen presentes en el
sitio de las lesiones inflamatorias. Por tanto, otros mecanismos patogénicos alternativos
deberian ser considerados, para explicar la aparicion de una miocarditis polimorfa y
prolongada en el tiempo que necesita para desarrollarse, la presencia de pequefios
fragmentos del pardsito. Una nueva explicacion, deberia conciliar la informacién inmunoldgica
disponible en la actualidad y vincularla con la relacién entre la presencia de pequefias trazas
del pardsito, por debajo de la posibilidad de deteccién microscépica, y la formacion del
extenso infiltrado inflamatorio. Un conocimiento preciso de las bases moleculares de este
proceso, en especial en lo que respecta a los mecanismos de amplificacidn, representan
interesantes dreas de investigacién para el futuro proximo.

Cuadro I. Participacion de un mecanismo autoinmune en la patogenia de la MCC (Laguens y col 1999).

El potencial autoagresivo de los anticuerpos anti-cerébrosidos, se ha demostrado
mediante la inyeccion de suero de conejos inmunizados con SGC en nervios ciaticos, lo
cual produce desmielinizacion (Saida y col 1979). Kohriyama y col (1988) demostraron

ademas, un importante grado de disfuncion de los nervios periféricos en conejos, tras la
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sensibilizacion de los mismos con sulfatidos, un fendmeno que se acompafio de una
elevada sintesis de anticuerpos anti-sulfocerebrosidos. En la infeccion con 7. cruzi, tanto
humana como experimental, sin embargo, no existen datos en la literatura acerca de
alteraciones del SNA, acompanadas de fendmenos autoreactivos hacia glucolipidos

neurales.

1.3.4. Teoria microvascular o isquémica

1.3.4.1. Factores vasculares

Una de las primeras descripciones de irregularidades groseras y constricciones de las
arteriolas intramiocardicas, con posibilidades de explicar el severo dafio celular de la
MCC, fue realizada por Torres (1958). Sin embargo, Andrade y Castro Filho (1970)
encontraron cambios similares pero con una distribucioén focal, escasamente esparcidos,
inespecificos, de grado leve o moderado y considerados como secundarios a la
inflamacion y fibrosis del miocardio. Las lesiones encontradas, en este caso, no eran
obstructivas y consistian en tumefaccion y vacuolizacion de la media con discretos
engrosamientos de la intima y estrechamientos debidos al tejido fibroso circundante.
Durante la década siguiente, numerosos trabajos dieron cuenta de la aparente relacion
entre los fendmenos vasculares, secundarios a disautonomia y la patogenia de la MCC
(Oliveira 1981, 1983, 1985a). Posteriormente, Morris y col. (1990) propusieron la teoria
vascular isquémica o hipdxica, sugiriendo que las alteraciones microcirculatorias
ocasionadas por las lesiones de las pequefias arterias producian isquemia y ésta, a su vez,
el dafo celular miocéardico. En una de las variantes de este mecanismo, se agregaron las
reacciones inmunes secundarias a la infeccion de las células endoteliales y miocardicas.

De esta manera, la respuesta inflamatoria potenciaria las interacciones entre las células
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endoteliales y las plaquetas y la existencia de una alteracion del receptor B-adrenérgico
disminuiria la actividad de la adenilciclasa (Morris y col 1988b). Las alteraciones
microvasculares podrian estar involucradas en las etapas aguda y cronica de la MCC, en
humanos y en modelos murinos (Morris y col 1990).

Estudios in vitro, han confirmado la alteracion de la funcion endotelial durante la
infeccion, el aumento de la reactividad plaquetaria y de las interacciones endotelio-
plaquetas. Los cambios microvasculares serian entonces, consecuencia de multiples
fenomenos asociados al ingreso del parasito en el organismo: 1) la respuesta inmune, 2)
la infeccion de las células endoteliales y de los miocardiocitos, que resultarian en
alteraciones de los patrones en la sintesis de la matriz extracelular y / o de otras proteinas
estructurales, ademas de las alteraciones bioquimicas en la transduccion de sefiales y de
otros sistemas que afectan la respuesta celular a los estimulos fisiologicos, 3) la respuesta
inflamatoria, que potencia las interacciones plaquetas-granulocitos-células endoteliales y
4) la estimulacion parasitaria de la actividad neuraminidasa, de los fibroblastos o de
alguna actividad aun indeterminada (Rossi y col 1984, Morris y col 1990).

Por otra parte, la infeccion de las células endoteliales afectaria distintas funciones de las
mismas: 1) aumento de los niveles basales de Ca™" citosolico, alterando la cinética y
magnitud de la respuesta a los agentes estimulantes de la acumulacion de Ca™" citosélico,
particularmente de la bradiquinina , 2) incremento de la actividad basal de la fosfolipasa
C, entre cuyos productos se incluye el inositoltrifosfato, presunto segundo mensajero
para liberar Ca"" citosolico (Morris y col 1988a,1989) y 3) alteracion de la capacidad de
sintésis de las células endoteliales. La sulfatacion de las cadenas glicoaminoglicano de

los heparan-sulfato-proteoglicanos depositados en la matriz extracelular, se hallo
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marcadamente aumentada tras la infeccion. Ademas, cuando las células endoteliales
crecen en la matriz extracelular depositada por células endoteliales infectadas, producen
una nueva matriz idéntica a la misma, lo cual sugeriria que las sefiales responsables de
dirigir este proceso de sintesis alterado, residirian en la matriz misma (Tanowitz y col
1990). Estos fendmenos bajo ciertas circunstancias, convergirian para precipitar
hipoperfusion microvascular produciendo profundos cambios en la células miocardicas
circundantes (Marin-Neto y col 1992). En el miocardio, esta conjunciéon podria ser mas
dafiina por la ausencia de mecanismos compensatorios o por las caracteristicas propias de
la circulacion coronaria o de los miocardiocitos. La infusion de acetilcolina o adenosina,
en pacientes chagasicos, portadores de aneurismas apicales del ventriculo izquierdo,
produjo una respuesta vasoconstrictora paraddjica, sugiriendo que algun factor endotelial
de los vasos coronarios, se halla involucrado en las anomalias segmentarias de la
contractilidad (Torres y col 1995). Finalmente, una vez establecido el dafio
microcirculatorio, las consecuencias serian idénticas a las de otras enfermedades con
participaciéon de un mecanismo isquémico productor de miocitolisis, luego de la cual, el
tejido inviable es reemplazado por fibrosis e hipertrofia de las células circundantes (Rossi
2001). En ratones infectados con 7. cruzi, el verapamil, bloqueador de canales de Ca""
(Frishman y Charlap 1997), redujo significativamente la inflamacion miocardica, la
fibrosis (Morris y col 1989, Tanowitz y col 1989) y la formacién de aneurismas
(Tanowitz y col 1996a). Se ha propuesto, que este efecto cardioprotector podria
relacionarse, con la prevencion del espasmo microvascular y de la isquemia miocardica,
ya que la droga no tiene efecto parasiticida demostrable a las concentrationes utilizadas

(Tanowitz y col 1996b).
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Ademas, la infeccion del endotelio y el miocardio por el 7. cruzi, resultaria en la
activacion del factor nuclear kB y la expresion de citoquinas pro-inflamatorias,
quimoquinas y moléculas de adhesion vascular (Huang y col 1999a, b, Chandrasekar y
col 2000, Talvani y col 2000, Aliberti y col 2001). En cultivos de células endoteliales, la
infeccion incrementd la sintésis de endotelina-1 (Wittner y col 1995, Tanowitz y col
1999) la que podria ademas actuar como una citoquina (Teder y Noble 2000). EI aumento
de la agregacion plaquetaria y los trombos, también elevan los niveles plasmaticos de
tromboxano A2 (Tanowitz y col 1990) y de endotelina-1 (Petkova y col 2001), indicando
que la vasculatura estd alterada en la infeccion. En los ratones infectados, el verapamil
redujo asimismo, la expresion de citoquinas y de la NOSi (Huang y col 1999b), seguido
de una disminucion del didmetro interno ventricular en las imagenes de resonancia
magnética (Jelicks y col 1999).

El mecanismo de accion del verapamil en el modelo murino no ha sido completamente
aclarado. Sin embargo, parece mejorar el flujo sanguineo en los animales infectados,
interfiriendo en el aumento de la concentracién intracelular de Ca'', mediado por la
endotelina inducida por 7. cruzi, en las células musculares lisas vasculares (Tanowitz y
col 1999). Las acciones mas probables del verapamil para reducir la severidad de la MCC
incluirian, el incremento del flujo sanguineo coronario producido por las inhibiciones de
los canales de Ca'", de las actividades o, y B-adrenérgicas y de la agregacién plaquetaria
(Frishman y Charlap 1997). Sin embargo, también parece afectar al proceso inflamatorio.
Yamaguchi y col. (1997) demostraron que el verapamil reducia la expresion de la

molécula-1 de adhesion de las células vasculares y la produccion de factor de necrosis
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tumoral-o. (TNF-a), sumadas a la reduccion en la expresion de citoquinas miocardicas e
NOS:i (Berrebi y col 1994).

La respuesta inflamatoria en el miocardio puede ser resultado de la isquemia, la accion
directa del parasito y de mecanismos autoinmunes. Las citoquinas expresadas durante el
curso de la infeccion con T. cruzi resultan en la expresion de NOSI, la cual media la
sintésis de oxido nitrico (NO) (Murad 1994, Tsujino y col 1994, Ungureanu-Longrois y
col 1995).

La expresion de citoquinas cardiacas y de NOSIi, ha sido asociada con la disfuncion
miocardica en las miocarditis y miocardiopatias de distintas etiologias (Finkel y col 1992,
Smith y col 1996). El efecto inotropico negativo de las citoquinas podria deberse a la
accion directa sobre el miocardio y a la activacion de guanilato-ciclasa soluble, mediada
por NO. El incremento en guanidin-monofosfato ciclico, por mecanismos no totalmente
aclarados, se considera que alteraria la contractilidad miocéardica. Dado la demostracion
de actividad NOSi en miocardiocitos y células vasculares, estas células podrian ser las
fuentes generadoras del NO. La administracion de verapamil, por otra parte, disminuye la
expresion de interleuquina -1 (IL-1B), TNF-q, interferon-y (INF-y) y NOSi en el tejido

cardiaco.

1.3.4.2. Factores Hemorreologicos

Los principales determinantes de la viscosidad sanguinea (1s) incluyen al Hematocrito
(Hto), la deformabilidad de los eritrocitos (E), v.g. la respuesta estructural a las fuerzas
aplicadas y la viscosidad plasmatica (M,). La influencia del Hto sobre la ms queda
reflejada por el hecho de que un aumento del 10% del mismo puede incrementar la

viscosidad en aproximadamente un 20%. La deformabilidad de los E también influye
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fuertemente sobre el flujo sanguineo (Kensey 2003). Los principales parametros que
regulan la deformabilidad (&) de los E son la viscosidad intracelular, la forma celular y
las propiedades viscoelasticas de la membrana globular (Maeda 1996). En los grandes
vasos, durante la diastole, los E adoptan la forma de discos biconcavos, mientras que la
misma cambia sustancialmente, cuando ellos atraviesan la microcirculacion (Fung 1981,
Gaehtgens y col 1987). A elevada velocidad de cizallamiento, los E se tornan elipsoides
y debido a que los vasos sanguineos en este sector tienen un diametro medio menor que
el de los E inmoviles, la d se torna una variable critica para el pasaje de los mismos, a
través del sector capilar (Kensey 2003). Como ocurre en el proceso de envejecimiento de
las células o en presencia de ciertas enfermedades cardiovasculares, cuando la d de los E
se halla disminuida, la resistencia friccional aumenta y como consecuencia también lo
hace la 1, También el incremento de NO en las enfermedades inflamatorias e
infecciosas, puede modificar la & por sus efectos sobre la estructura de la membrana y las
propiedades funcionales de los E (Baskurt y col 2004).

La friccidon provocada por los E menos deformables, cuando son forzados a través de los
capilares, explicaria por ejemplo, algunos de los fendmenos microvasculares anormales
hallados en la microangiopatia diabética (Kensey 2003).

Por su parte, el plasma se comporta como un fluido viscoso Newtoniano, de modo que a
diferencia de lo que sucede en la sangre entera, mantiene su viscosidad practicamente
constante e independiente de la velocidad de cizallamiento aplicada (Best y Taylor 1989,
Kensey 2003). Ademas, la n, depende de las concentraciones del fibrindgeno y de otras
proteinas plasmadticas tales como las inmunoglobulinas (Rosenson 2003). Dichas

concentraciones se hallan aumentadas en enfermedades que elevan el riesgo
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cardiovascular (Lowe y col 1997). En la hipertension arterial, por ejemplo, se ha
encontrado una correlacion positiva entre el aumento de la M, y la elevacion de la presion
arterial (PA). Otros constituyentes sanguineos, incluyendo lipidos, leucocitos y plaquetas,
también pueden tener efectos directos sobre la reologia de la sangre entera (Dormandy
1974, Lowe y col 1997). El Estudio Arterial de Edimburgo proveyo una evidencia muy
firme del vinculo entre M, y riesgo cardiovascular (Lowe y col 1997), corroborando que el
aumento de la My compromete a la circulacion, constituyendo en si misma un riesgo de
fenémenos isquémicos (Copley 1973, Dintenfass 1989, London 1997, Vaya y col 2004).
Entre los factores capaces de disminuir en forma critica el flujo sanguineo microvascular,
en la infeccion por 7. cruzi, podrian incluirse los cambios en la 15, debidos a la presencia
del parasito en la circulacion y a las modificaciones de la composicion plasmatica
introducidas por la respuesta inflamatoria e inmune, desencadenada por la infeccion.
Estos, ademas, modifican las propiedades funcionales de las plaquetas y de las células
endoteliales (Morris y col 1992). Asi, las alteraciones de las células endoteliales
producidas por los parasitos, aumentaria de 2 a 11 % la resistencia microvascular
(Tanowitz y col 1996a), mientras que las modificaciones en la concentracion total y
relativa de proteinas plasmaticas (PP), durante la respuesta de fase aguda (Lugones y col
1994) y la respuesta inmune especifica (Larsen y Henson 1983), afectarian la 1, uno de
los determinantes de la ;.

A pesar que las anormalidades microvasculares que participan en la patogenia de la
MCC, incluyen a la fuerza de cizallamiento y otros factores hemorreologicos, no existen
en nuestro conocimiento, investigaciones sistematicas al respecto. Recientemente, en un

estudio en humanos con MCC, se han hecho algunas observaciones, no concluyentes, a
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bajas velocidades de cizallamiento (Herrera y col 2002, 2003a y b). Sin embargo, a
elevadas velocidades de cizallamiento, como ocurre en los capilares, las propiedades
reologicas de la sangre, alteradas por los cambios en la composicion (Dintenfas 1985) y /
o en la estructura de sus componentes (Maeda 1996) y amplificadas por el fendmeno de
inversion en el flujo microcapilar (Michedlishvilli 1998), no han sido estudiadas

previamente en la enfermedad de Chagas.

TEORIAS SOBRE LOS MECANISMOS PATOGENICOS

-Hasta el presente, ninguna de las teorias patégenicas de la MCC ha podido
ser totalmente demostrada.
-La que adjudica el dafio a la existencia de una toxina, ha sido descartada.
-La Disautonomia podria ser causa o efecto.
-La respuesta Inmune tampoco permite establecer la relacion causa-efecto
de su participacion en el dafio miocdrdico.
-Las alteraciones microvasculares por el momento necesitan algtn vinculo
con los otros mecanismos para ser explicadas.
-La patogenia de la enfermedad de Chagas tal vez sea debida a varios factores.

Cuadro II. Sintesis de las teorias y de los mecanismos patogénicos de la MCC

1.4. Infeccion experimental en ratas de linea “1”

Los modelos animales de infeccion chagasica deben ser capaces de reproducir algunas
caracteristicas de la enfermedad humana (Anselmi y col 1966, WHO 1984).

En nuestro laboratorio se emplea desde hace mas de 20 afios un modelo de infeccion
experimental con 7. cruzi en ratas “1” (Revelli y col 1980). Cuando estos animales son
inoculados con 7. cruzi al destete, presentan un episodio agudo caracterizado por
parasitemias evidentes, que se resuelven espontdneamente a los 30 dias pi, cuando los

niveles de anticuerpos especificos han alcanzado su méxima concentracion,
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manteniéndose durante todo el periodo de estudio. Por otra parte, a los 6 meses pi, 60 a
80 % de los animales presentan lesiones cardiacas microscopicas, restringidas
principalmente al miocardio, consistentes en una miocarditis focal cronica, con linfocitos
como las células infiltrativas principales (Davila y col 1994, Revelli y col 1995).
También se han observado pericarditis y fibrosis cicatriciales (Revelli y col 1980).

Estas caracteristicas histopatologicas en el modelo, se correlacionan durante la etapa
cronica de la infeccion, con aumentos de la frecuencia cardiaca (FC) y desviacion del eje
eléctrico ventricular medio (AQRS) en el ECG (Revelli y col 1985). Por otra parte en
ratas infectadas a distintas edades luego del destete, la FC tambien se halla aumentada
independientemente de la edad (Revelli y col 1987).

La administracion de IFN-y recombinante, a los animales infectados, reduce la intensidad
de la enfermedad aguda sin afectar la extension y grado de dafio miocardico. En este
modelo, el tratamiento con IFN-y y dosis suboptimas de BZL, en forma independiente o
combinados, permitié un cierto control de la etapa aguda de la infeccion, provocando una
disminucion de las parasitemias de los animales tratados, aunque sin resultar tan efectivos
como el régimen curativo de BZL, que logro parasitemias virtualmente indetectables.

La infeccion aguda, curso con un aumento de IL-1J, interleuquina-2 (IL-2), NO y TNF-
o.. Excepto el TNF-q., los demas mediadores se vieron modificados de forma diferencial
por los distintos tratamientos. Durante la etapa aguda fue significativa la disminucion de
la IL-1P y de la IL-2 asociada al IFN-y o al IFN-y + BZL, y la disminucién de NO en
todas las ratas tratadas, pero principalmente asociada al BZL. En la etapa cronica, las
ratas no tratadas presentaron valores elevados de IL-2 y NO. Ademads, los animales

sometidos a cualquiera de los tratamientos, alcanzaron el mismo valor que los controles
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en todos los mediadores dosados, excepto el NO, que se hallo elevado en las ratas
tratadas con IFN-y. En dicho trabajo, se pudo evaluar la correlacién entre las
modificaciones de la parasitemia y de los mediadores inmunoldégicos encontrados en la
enfermedad aguda y la magnitud de la lesion cardiaca cronica (Piaggio y col 2001).

Por otra parte, en un trabajo previo, la reinfeccion de estos animales no evidencié un
cambio en la evolucion, ni en la severidad de las lesiones miocardicas (Revelli y col

1990).
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2. OBJETIVO GENERAL

El propésito de este trabajo de tesis consistid en estudiar algunos aspectos sobre los
mecanismos autondmicos, inmunologicos y hemorreoldgicos en la patogenia de la
miocardiopatia crénica chagésica, en un modelo en ratas infectadas y reinfectadas
experimentalmente con 7. cruzi.

Se puso especial énfasis en las propiedades hemorreoldgicas, poco estudiadas en la
enfermedad y sin antecedentes en modelos animales de la enfermedad de Chagas y su

eventual vinculacion con aspectos mejor conocidos del modelo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ratas

451”

Para los experimentos se utilizaron ratas de linea “I”machos de nuestro bioterio. Los
protocolos de trabajo fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Médicas (Res. 1045 /99 FCM Exp. 42856 / 0030).

Los animales permanecieron en ambiente con temperatura controlada, respetando un

ciclo luz /oscuridad de 12 / 12 horas, con agua y alimento balanceado ad-libitum.

3.2. Infeccion

Grupo Infectado (GI): los animales fueron inoculados a los 21 dias luego del nacimiento
(destete) con 10° tripomastigotes de la cepa Tulahuén por via subcutanea (sc).

Los parésitos fueron mantenidos por pasajes cada 7 dias en ratones. La sangre,
conteniendo los tripomastigotes, se sometid a una suave centrifugacion para separar los
elementos figurados, y luego el plasma se centrifugo nuevamente a 1000 g para obtener
los parasitos, que inmediatamente fueron resuspendidos en solucion fisioldgica para la

inoculacion.

3.3. Reinfeccion

Grupo Reinfectado (GR): a otro grupo de animales, luego de la primera inoculacion al
destete, se les inyectd por via sc, la misma cantidad de parésitos (10° tripomastigotes de

la cepa Tulahuén) cada 15 dias hasta los 180 dias pi.

Grupo Control (GC): en ambos casos (infeccion y reinfeccion) se utilizaron ratas “I” de

la misma edad como controles.
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3.4. Peso corporal

Los animales fueron pesados diariamente a partir del destete hasta los 21 dias pi, tiempo
en el que fueron utilizados para los diferentes experimentos de la etapa aguda, con una
balanza OHAUS, Maximo =200 g, g =200 X 0.1.

Para los animales que se mantuvieron hasta los 180 dias pi, se utiliz6 una balanza CAM,

Miaximo =1 kg, kg =1x 0.001.

3.5. Parasitemia

A todos los animales infectados (GI y GR) se les contd el nimero de parasitos en la
circulacién sanguinea bajo condiciones estandardizadas, a los 7, 14, 21 y 28 dias pi. Lo
mismo fue realizado luego de cada reinoculacion al GR, utilizandose al GI como control.
En el GR, ademas, se realizaron recuentos durante los 5 dias siguientes a la tercera
inoculacion (dias 44 a 48 pi).

La cuenta de parasitos se realizd por observacion microscopica directa (450 x) de 5 pul de
sangre venosa heparinizada extraida de la cola del animal, colocados entre portaobjeto y
cubreobjeto. Los resultados se expresaron como el nimero de parasitos en 100 campos.
Este método de deteccion del parésito se correlaciona con mediciones utilizando la
camara de Neubauer, con 1 pardsito por 100 campos representando 7.000 pardsitos / ml

(Piaggio y col 2001).

3.6. Investigacion de anticuerpos anti-7Trypanosoma cruzi

Los titulos de anticuerpos anti-7. cruzi séricos fueron medidos a los 7, 14, 21, 30, 60, 90
y 180 dias pi. El suero fue obtenido de sangre extraida por corte de la cola de los

animales, anestesiados con una mezcla de Ketamina-Xilazina (100 mg / kg y 3,5 mg /
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kg, respectivamente) inyectada por via intraperitoneal (ip). Luego de su separaciéon por
centrifugacion, el suero se congeld a -20° C hasta el momento de su procesamiento. Los
anticuerpos especificos se determinaron por la técnica de enzimoinmunoanalisis. Para
ello, se utilizaron placas de poliestireno recubiertas con antigenos recombinantes del 7.
cruzi (Wiener, Argentina). Estos antigenos fueron obtenidos por la técnica del ADN
recombinante a partir de proteinas especificas de los estadios epimastigote y
tripomastigote del pardsito, correspondientes a zonas altamente conservadas entre
distintas cepas. Los sueros estudiados se incubaron 2 hs a 37 °C y se lavaron,
agregandose IgG de conejo anti-IgG de rata conjugada con peroxidasa (Sigma, EEUU),
incubandose 2 hs a 37 °C. Se lavo nuevamente y se agrego6 una solucion con el sustrato de
la enzima (per6xido de hidrogeno y tetrametilbencidina). Luego de 10°, se frend la
reaccion con H,SO4 2N y se midié la densidad optica a 460 nm en un espectrofotometro

Awareness modelo StarFax-2100.

3.7. Estudios cardiologicos

3.7.1. Electrocardiograma

El ECG basal (derivaciones DI, DII, DIII, aVR, aVL, aVF y las precordiales V1 y V6)
fue registrado en todos los animales, en decubito dorsal, durante los periodos agudo y
cronico de la infeccion experimental. Se utilizo un electrocardidgrafo Cardiofan (Nihon
Kohden), a una velocidad de registro de 50 mm/s y una amplitud de 2 x N standard.

En los trazados obtenidos se midié la FC, la duracién de los intervalos PR (PRi), QT
(QTi) y QaT (desde el comienzo de la despolarizacion ventricular hasta la ctspide de la

onda T), el AQRS vy la amplitud y morfologia de la despolarizacion ventricular (QRS).
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Los resultados se expresaron en latidos por minuto para la FC, los tiempos en segundos
(s) y las amplitudes de las ondas en miliVoltios (mV)

Los ECG vy el resto de los procedimientos utilizados en los estudios cardiologicos, se
realizaron bajo anestesia con pentobarbital sédico (500 mg / Kg de peso corporal) ip.
Ademas, se obtuvieron trazados de la derivacion DII con los animales despiertos en

decubito ventral.

3.7.2. Efecto de la anestesia
Para evaluar el efecto de la anestesia con pentobarbital sobre la FC, se utilizaron
animales del GC y del GI, registrandose el ECG a partir del comienzo del efecto

anestésico, a los 10, 30 y 60°, tiempo en el que los animales comenzaron a recuperarse.

3.7.3. Presion arterial

La PA se midié en forma directa, antes y durante algunas de las pruebas funcionales y
farmacoldgicas, en la etapa aguda de la infeccion. Para ello se utilizd6 un catéter
introducido en la arteria femoral, bajo anestesia con pentobarbital y se conectd a una

columna de mercurio. Los resultados se expresaron en milimetros de mercurio (mmHg).

3.7.4. Pruebas Funcionales y Farmacologicas

3.7.4.1. Hipovolemia

Las wvariaciones de la FC y de la PA que siguen a la pérdida de volumen sanguineo
pueden ser utilizadas para monitorear el estado de los mecanismos de regulacion
cardiovascular (Schadt y Ludbrook 1991). A los 20 dias pi, se extrajeron 5 ml de sangre

en 15 minutos, por cateterizacion de la arteria femoral bajo anestesia con pentobarbital,
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dejandose fluir la sangre a un reservorio a 55 cm de altura, sin reposicion ulterior. A un
subgrupo de ratas de los GI y GC, se les efectud este procedimiento comenzando a partir
de los 30’ post-anestesia y a otro subgrupo de los GI y GC, a partir de los 90’ post-
anestesia. En todos los casos se midio la FC por ECG y la PA directa cada 5’ durante los

60’ ulteriores.

3.7.4.2. Prueba de Adrenalina

La administracion iv de adrenalina (A) posee un efecto arritmogénico sobre el corazon de
la rata, que se ha utilizado para evaluar la sensibilidad del mismo a las catecolaminas
(Igic 1996). A los 20 dias pi se cateterizaron la arteria y la vena femorales bajo anestesia
con pentobarbital a ratas del GI y del GC. A través del catéter arterial se midié en forma
directa y continua la PA. Simultaneamente se registro la derivacién DII del ECG basal y
continuamente, luego de la inyeccion de 15 pg / kg de clorhidrato de A al 1% (Bioquim,
Argentina) por el catéter venoso. En el ECG se determiné la FC y la aparicion de latidos
prematuros (LP), analizandose la cantidad de los mismos y su morfologia. Los resultados
se expresaron como cantidad absoluta de LP evocados y cantidad relativa de formas

complejas (formas complejas /animales con LP).

3.7.4.3. Prueba de Ajmalina

La prueba de Ajmalina (AJ) ha sido utilizada durante el periodo indeterminado de la
infeccion chagasica para detectar dafio miocardico incipiente o subclinico (Chiale y col
1982a).

Durante el periodo crénico, se estudio bajo anestesia con pentobarbital, el efecto de 1.5

mg / Kg de peso corporal de aspartato de AJ (Craveri, Argentina), inyectado en 30 por
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via iv en la vena femoral, a través de una pequefia incision cutanea, en animales de los
GI, GR y GC. Se registro el ECG basal y posteriormente la derivacion DII del ECG, 1’

luego de la inyeccion de AJ y en forma continua durante los 10’ siguientes.

3.8. Estudios morfologicos

3.8.1. Autopsia

A los 180 dias pi se realizd eutanasia de los animales de los GI, GR y GC por
decapitacion, bajo anestesia ip con una mezcla de Ketamina—Xilazina (100 mg/kg y 3,5
mg/kg, respectivamente) y a continuaciéon se abrieron el torax y el abdomen
longitudinalmente, a lo largo de la linea media, para extraer el corazon y los intestinos

delgado y grueso.

3.8.2. Histopatologia de auriculas y ventriculos

Los corazones extraidos, se cortaron transversalmente y fijaron en formalina neutra.
Cuatro secciones de 5 um incluidas en parafina, se tifieron con hematoxilina-eosina y
con tricromica de Masson.

La miocarditis cronica definida por la presencia de un infiltrado celular mononuclear y
necrosis o degeneracion miocitica, se clasifico de acuerdo a la extension de los
infiltrados y el numero de las fibras afectadas de la siguiente forma: pequefios focos,
ligera infiltraciéon con dafio de 2-3 fibras miocardicas; focos medianos, infiltrados
confluentes afectando 4-10 fibras musculares; grandes focos, gran acumulacion de
linfocitos y macrofagos con destruccion de mas de 10 fibras musculares. Se calculo un
puntaje adicional sobre la base del ntimero y severidad de los focos inflamatorios

cronicos definiéndose el proceso, en base al mismo como leve, moderado e intenso.
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3.8.3. Histoquimica e inmunofluorescencia del nervio Vago

3.8.3.1 Preparacion de los tejidos

A los 20 y 60 dias pi, se les abri6 el torax bajo anestesia con pentobarbital sddico, a ratas
del GI y del GC, para exponer el nervio vago y extraerlo, luego de su diseccion por
detras de la auricula derecha, en una longitud de unos 1.5 cm de largo. Una parte del
mismo fue inmediatamente congelada con nitrégeno liquido y otra parte se incluyd en
parafina, luego de fijarse durante 24 hs. A continuacion se efectuaron estudios
histoquimicos y de inmunofluorescencia para determinar la presencia de mielina y de

uniones anti-sulfocerebrosidos, respectivamente.

3.8.3.2. Histoquimica

La presencia de mielina en el nervio vago fue confirmada por tincién especifica con
luxol azul rapido. Con los nervios incluidos en parafina se hicieron cortes de 5 um que se
montaron en portaobjetos cubiertos con gelatina. La tincion histoquimica fue realizada

segun la técnica de Kliiver-Barrera (1953).

3.8.3.3. Obtencion de anticuerpos antisulfatidos

Los anticuerpos fueron obtenidos al final de la fase aguda de la infeccién experimental,
por precipitacion fraccionada con sulfato de amonio y posterior purificacion a pH 8, a
través de una columna de dietilamino-celulosa. Las subfracciones de IgG fueron
dializadas y filtradas, lavandose a continuacion y colectandose 1 ml de dichas fracciones.
La concentracion de proteinas fue estimada por el aumento de absorbancia a 280 nm y

nuevamente dializadas con solucion reguladora. Posteriormente, se determind la
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actividad anti-sulfatido de cada fraccion, utilizandose las de mas alta concentracion

(Feldman y col 1999).

3.8.3.4. Inmunofluorescencia

Los nervios congelados con nitrégeno liquido fueron cortados en secciones transversales
de 3 um con un cridstato a —25 ° C y montados en portaobjetos cubiertos con gelatina.
Los cortes fueron incubados luego con IgG total de ratas no infectadas; IgG total e IgG-
antisulfatido de ratas infectadas, durante 30’ a temperatura ambiente en camara humeda.
Luego de tres lavados con solucion reguladora de fosfato (PBS), los cortes fueron
incubados durante 30’ a temperatura ambiente con IgG anti-rata conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (Sigma, EEUU). Nuevamente lavados, los cortes fueron
contra-tefiidos con azul de Evans para eliminar las uniones inespecificas. Los cortes

fueron analizados con microscopio de fluorescencia.

3.8.4. Histopatologia e histoquimica del plexo de Auerbach

A los 180 dias pi se extrajeron, el intestino delgado, desde el piloro hasta la union
ileocecal y el colon, a ratas de los GC, GI y GR. Ambas piezas fueron lavadas con PBS a
4 °C para remover el contenido y separar la grasa y el mesenterio. Posteriormente se

midieron la longitud y el peso de las mismas.

3.8.4.1. Histopatologia
Para los estudios histologicos de rutina, las muestras de colon proximal y distal se fijaron
en liquido de Carnoy durante 24 hs, se deshidrataron e incluyeron en parafina,

realizdndose cortes semi-seriados a 6 |, montandose sobre portaobjetos una de cada 30
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secciones. Los tejidos fueron tefiidos con acido periddico de Schiff-hematoxilina, Giemsa

y tricromica de Masson. Para el contaje neuronal se utiliz6 un objetivo con grilla reticuar.

3.8.4.2. Histoquimica

A 25 cm desde el piloro, un segmento intestinal fue ligado por ambos extremos con lino y
dilatado con PBS frio hasta que la pieza comenzo a enrollarse. Los segmentos de colon
proximal y distal se procesaron de igual forma. Los estudios fueron realizados con dos
técnicas histoquimicas diferentes: 1) empleando la forma reducida de la nicotinamida
adenina dinucledtido (NADH) y 2) empleando una combinacion de zinc, yodo y osmio

(Z10) (Ishikawa y Komuro 1996).

3.8.4.2.1. Estudio histoquimico con NADH

Se realizo segun la técnica descripta por Gabella (1969) modificada. Las muestras fueron
incubadas en 0.5 % Triton X-100 durante 10°. Luego de un breve lavado con PBS, fueron
nuevamente incubadas en 10 mg de Azul de Nitrotetrazolium (Gibco, Japon), 20 mg de
NADH (Gibco, Japén), 20 ml de solucion reguladora de fosfato y 20 ml de agua destilada
durante 60-70’ y luego lavados 2-3 veces con PBS y fijados en 3 % de paraformaldehido
(Merck, USA) en PBS por 24 hs a 4° C. Las muestras se cortaron por el borde
mesentérico y se colocaron en placas de Petri con la superficie serosa hacia abajo y la
mucosa hacia arriba. Usando pinzas muy pequefias (Brussels n® 7) se despegaron la
mucosa y la submucosa, obteniéndose tiras de 1 cm de ancho, de musculo circular y
longitudinal con el plexo mientérico adosado entre las capas muscular y serosa . Las tiras
fueron lavadas con PBS y montadas con la serosa hacia arriba, en una mezcla de jarabe

(Kero, Argentina) y formalina.
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3.8.4.2.2. Estudio histoquimico con ZIO

Fue realizado con el objeto de observar los tractos nerviosos. Las muestras se obtuvieron
de la misma forma referida en la técnica anterior y se fijaron con 0.48g de I, Zn (Aldrich,
EEUU), 4 cc de 040s 2% (Electron Microscopic Sciences, EEUU) y 16 cc de agua
destilada durante 24hs. A continuacion se lavaron con agua detilada y cortaron por el

borde mesentérico, montandose de igual forma que para el estudio con NADH.

3.9. Estudios Hemorreologicos

Los animales del GI fueron subdivididos en GIA (estudiados a los 7 dias pi) y GIB
(estudiados a los 14 dias pi) junto a su respectivos grupos controles (GC). Para
determinar las viscosidades sanguinea y plasmatica se obtuvieron muestras de sangre por
decapitacion bajo anestesia ip con Ketamina—Xilazina (100 mgkg y 3,5 mg/kg,
respectivamente), utilizando como anticoagulante 1mg / ml de etilen-diamino-tetra-
acético (Wiener, Argentina). La separacion del plasma se obtuvo por centrifugacion a

1500g durante 15°.

3.9.1. Viscosidad sanguinea
La viscosidad de la sangre entera al Hto nativo se midi6 con un viscosimetro cono-plato

Wells-Brookfield a 37°C, a una velocidad de cizallamiento de 230 s™.

3.9.2. Viscosidad Plasmatica
Una vez separado el plasma, se determin6 su viscosidad con el mismo viscosimetro, a

una velocidad de cizallamiento de 115 s™'.
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Las mediciones de viscosidad se realizaron de acuerdo con el Comité Internacional para
la Standardizacion en Hematologia (ICSH 1986) y se expresan en miliPascales por
segundo (mPa /s) equivalente a centipoises (0.01 poise o dinas.s.cm™ ) del Sistema

Internacional.

3.9.3. Determinaciones bioquimicas

Las muestras de sangre se procesaron usando un contador electréonico Coulter modelo S,
midiéndose concentracion de hemoglobina, nimero de E y volumen globular. Con ellos
se calcularon los indices hematimétricos: volumen corpuscular medio (VCM) y
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM).

El Hto fue realizado con la técnica del microhematocrito.

La concentracion de PP totales se midi6 por el método de Biuret y las fracciones
(Albtmina, oy, By 7y globulinas) se determinaron por electroforesis en gel de

poliacrilamida.

3.9.4. Morfologia de los eritrocitos

Para analizar la forma de los E circulantes, la sangre entera se centrifugd a 1900g durante
5° a 25°C, removiéndose el sobrenadante. Los E fueron lavados 2 veces con PBS (pH
7.4, 290 mOsm/l). Luego del lavado, 0.5 ml de la suspension de E fueron agregados a 2
ml de una solucion de glutaraldehido al 9 % en 0.1M PBS (pH 7.4, 290 mOsm/l) y la
mezcla fue dejada a temperatura ambiente para su fijacion durante 2 horas.

Los E fijados se lavaron y secaron al aire, cubriéndose posteriormente con carbon y oro.
La preparacion fue luego observada con un microscopio electronico AMR 1000 Leitz

(LFM) a un voltaje de aceleracion de 20 kV, con un aumento de 3600x. Se obtuvieron
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fotografias, en las que las diferentes formas celulares fueron identificadas usando la

clasificacion de Bessis (1973), determinandose la contribucion porcentual de cada una.

3.10. Analisis Estadistico

En todas las ocasiones, se realizaron por lo menos dos vueltas de experimentos. Los
resultados se analizaron utilizando las pruebas estadisticas apropiadas en cada caso,

considerandose significativo un valor de p<0.05. Las mismas se detallan en Resultados.
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4. RESULTADOS

4.1. Parasitemia

La cantidad de parasitos en la sangre de los animales del GI y del GR fue
significativamente mayor a los 7 y 14 dias pi, comparado con las mediciones posteriores,
en las cuales el numero de formas circulantes fue paulatinamente decreciente, hasta
hacerse inhallables a partir del dia 28 pi (Figura 3), sin diferencias entre grupos (Tabla 1 ).
La investigacion de parasitos en sangre en el GR tras cada reinoculacion, no permitid

detectar la presencia de los mismos con la técnica utilizada (Tabla I b).
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Figura 3. Nivel de parasitos en la sangre a partir del destete hasta los 180 dias pi. GI: ratas infectadas al
destete GR: ratas infectadas al destete y reinfectadas cada 15 dias. Prueba de la mediana, * y ** p< 0.05.
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dias pi 7 14 21 28 43 58 73 88 103 118 133 148 163 178

a) GI 75%* 38e 4 0 0O 0O O O O O O O 0 0
n=18 (223-21) (133-2) (11-0) (2-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0)

b)GR  68** 45¢¢ 6 0O 0O O O O O O O O 0 O
n=18 (275-15) (159-5) (14-0) (4-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0)

Tabla I. Evolucion de la parasitemia, expresada como mediana-rango del numero de parasitos / 100
campos x 450. a) GI: ratas infectados al destete b) GR: ratas infectadas al destete y reinfectadas cada
15 dias. Prueba de la mediana, *, ** | e y ee p<(,05.

4.2- Peso corporal

Entre los 7 y 14 dias pi, se observd un discreto retardo en el aumento del peso de los
animales infectados, sin alcanzar significado estadistico. Tampoco hubo diferencias en el
resto de los periodos examinados y a los 180 dias pi, el peso de los animales del GI y del

GR fue similar al de GC (Tabla II).

n Destete 7 dias pi l4diaspi 21diaspi 28diaspi 88 diaspi 178 dias pi
GC 18 63274843 1144541099 16672+ 14.51 207.01 +12.55 24821+ 14.53 440.32+17.85 552.18+21.76
GI 18 6531 +994 11045+12.03 153.98+16.31 200.16+15.05 239.63 +16.32 436.07+15.65 549.00 +23.45
GR 18 6173 +9.89 10945+11.41 152.62+17.35 198.16+14.85 236.63 +17.32 430.07+19.45 539.42 +20.56

Tabla II. Evolucion del peso corporal a partir del destete (media + d.s.). GC: grupo control , GI: ratas
infectadas al destete y GR: ratas infectadas al destete y reinfectadas cada 15 dias. Prueba de Kruskall-
Wallis, no significativo para todos los periodos estudiados.

4.3- Titulo de anticuerpos

Los titulos de IgG anti-T.cruzi séricos mostraron incrementos a partir del dia 7 pi con
valores maximos hacia los 180 dias pi en GI y GR, sin diferencias entre ellos (Tabla III y

Figura 4).
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n 7 dias pi 14 dias pi 28 dias pi 58 dias pi 88 dias pi 178 dias pi
GC 5 0005+ 0,007 + 0,007 + 0,007 + 0,007 + 0,007 +
0,0005 0,0009 * 0,0009 ** 0,0008 ** 0,0010 ** 0,0009 **
GI 5 0,007 + 0,052 + 1,025 + 1,403 + 1,512 + 1,457 +
0,0005 0,0452 0,5483 0,3903 0,4765 0,4312
GR 5 0,007 + 0,069 + 1,185 + 1,267 £ 1,551 + 1,399 +
0,0009 0,0615 0,0251 0,5953 0,6559 0,5529

Tabla III. Niveles de IgG anti-7.cruzi séricos expresados en densidad optica, media + d.s. GC: grupo
control, GI: ratas infectadas al destete, GR: ratas infectadas al destete y reinfectadas cada 15 dias. Prueba

de Kruskall-Wallis, GC vs. GI y GR * p<0.001, ** p<0.0001. GI vs. GR no significativo,
independientemente del dia pi.

2
16 - GCN=5
] =m=Gl n=5
E 112 1 - GRAN=5
£
o
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04 -
1.5. %4 k& b4 &
0 ¢ ¢ * *
0 7 14 28 58 88 178
Dias pi

Figura 4. Niveles de IgG anti-T.cruzi séricos. GC: grupo control, GI: ratas infectadas al destete, GR: ratas
infectadas al destete y reinfectadas cada 15 dias. D.O: densidad optica. Prueba de Kruskall-Wallis, GC vs.

Gl y GR * p<0.001, ** p<0.0001, n.s.: no significativo GI vs. GR no significativo, independientemente del
dia pi.

4.4- Estudios cardiologicos

4.4.1. Electrocardiograma

Los valores de PR, QT, FC y AQRS hallados en el ECG basal de los distintos grupos

estudiados, se muestran en la Tabla [Va. La FC no difirié entre el GI y el GR, pero en
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ambos grupos fue significativamente menor que la del GC, en la etapa aguda. El resto de
las variables analizadas en este periodo, no difirieron significativamente entre los tres
grupos. Después de los 30 dias pi, la FC en el ECG basal fue significativamente mayor en
el Gl y el GR vs GC y en este caso, tampoco se hallaron diferencias entre ambos grupos
infectados. En este periodo, tampoco hubo diferencias en el resto de las variables

analizadas, entre los tres grupos (Tabla IV b).

(a) Agudo (b) Croénico
GC GI GR GC GI GR
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 .
PR; 45+ 6 46+ 6 45+5 46+ 7 45+ 8 46+ 6
QTi 98+ 7 100+ 11.9 98 +15 96 +12.8 1023+ 13 100+ 8
AQRS 45+10 40 + 15 45+10 40+ 10 40 + 15 45+15
FC 404.9 + 35* 359 +37 361.2+41 398 +30** 468.8 +41 465 +27.5

Tabla IV. Hallazgos electrocardiograficos (a) durante el periodo agudo, (b) durante el periodo cronico.
PR;: intervalo PR y QT;: intervalo QT, en ms. AQRS: eje eléctrico medio ventricular, en grados. FC:
frecuencia cardiaca, en latidos / minuto (media + d.s.). GC: ratas controles, GI: ratas infectadas al destete,
GR: ratas infectadas al destete y reinfectadas cada 15 dias. Prueba U de Mann-Whitney, GC vs. GI y GR
periodo agudo * p < 0.05, GC vs. Gl y GR periodo crénico ** p<0,05.

4.4.2. Efecto de la anestesia
A los 14 y 21 dias pi, los animales del GI mostraron una FC significativamente menor
que el GC a los 60’post-anestesia y con respecto a la FC pre-anestésica (Tabla V). En el

periodo cronico, no se observaron diferencias entre ambos grupos (datos no mostrados).

n FC pre-anestesia FC 60’ post-anestesia .
GC 10 430 + 30 390 +30 *
GI 10 405 + 35 340+ 30 @

Tabla V. Efecto de la anestesia con pentobarbital sobre la frecuencia cardiaca
(FC) durante el periodo agudo de la infeccion (latidos / minuto, media +d.s.).
GC: grupo control, GI: ratas infectadas al destete. Prueba U de Mann-Whitney,
GC vs. GI *p<0.05y Prueba de Wilcoxon, FC pre- vs. post-anestesia en el GI
e p<0.05.
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4.4.3. Presion arterial

Antes del dia 30 pi, la PA media de los animales del GI fue significativamente menor que

la de los del GC (Tabla VI).

Grupo n PA
GC 8 93.0+7.0%
GI 8 81.0+5.0

Tabla VI. Valores de presion arterial (PA) media durante el periodo agudo
de la infeccion (mm Hg, media + d.s.). GC: grupo control, GI: ratas infec-
tadas al destete. Prueba U de Mann-Whitney, *p < 0.05.

4.4.4. Pruebas Funcionales y Farmacolégicas

4.4.4.1. Hipovolemia

La respuesta de la FC frente a la hipovolemia inducida por hemorragia, mostré dos
comportamientos diferentes. Cuando el procedimiento se inici6 a los 30’post-anestesia,
los animales del GI y los del GC mostraron un significativo descenso de la FC, respecto
del valor basal, entre 5 y 10’ luego del comienzo de la pérdida sanguinea. Exceptuando
que el valor minimo alcanzado en el descenso, ocurrid 5° después en los infectados y el
retorno a valores basales fue también mas veloz (Figura 5), no se detectaron diferencias
significativas en la respuesta cronotropica a lo largo de todo el experimento entre Gl y
GR (Tabla VII). En cambio, cuando el procedimiento se inici6 90° después de la
induccion anestésica, los animales del GI mostraron FC significativamente menores que

los del GC, en todos los intervalos medidos (Figura 5 y tabla VII).
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Figura 5. Respuesta cronotropica frente a la hipovolemia inducida por hemorragia a los 30’ y 90° post-
anestesia. FC: frecuencia cardiaca (media, latidos / minuto). GC 30: grupo control, comienzo de la
hemorragia a los 30°, GI 30: ratas infectadas al destete, comienzo de la hemorragia a los 30°, GC 90:
grupo control, comienzo de la hemorragia a los 90°, GI 90: ratas infectadas al destete, comienzo de la
hemorragia a los 90°. Pruebas U de Mann-Whitney, GC 90 vs. GI 90 *p<0.05 y GC 30 vs. GI 30 no
significativo, para todos los periodos medidos.

30" POST-ANESTESIA
min. 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

GC 470 360 365 365 380 380 390 390 405 429 441 451 460
(480-405) (420-263) (370-260) (410-211) (490-270) (530-270) (470-296) (460-359) (470-361) (490-400) (480-430) (470-440) (480-451)

GI 430 405 380 350 380 400 420 420 440 450 430 430 470
(470-394) (440-280) (480-258) (510-209) (510-290) (500-291) (550-288) (450-306) (460-305) (469-317) (506-316) (492-330) (517-326)

90" POST-ANESTESIA
min. 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

GC 485 420 420 401 380 460 470 440 439 435 442,5 441 436
(520-350) (510-344) (500-350) (480-337) (560-342) (570-363) (510-384) (480-400) (480-400) (470-400) (490-400) (490-400) (480-400)

GI 280 260 286 270 260 280 270 330 360 360 390 390 300
(470-180) (444-180) (320-200) (372-160) (414-220) (455-190) (476-230) (472-200) (451-220) (465-250) (513-200) (517-220) (513-130)

Tabla VII. Evolucion de la frecuencia cardiaca durante la hemorragia comenzando a los 30 y 90” post-
anestesia con pentobarbital soédico (latidos / minuto, mediana-rango). GC: grupo control, GI: ratas
infectadas al destete. Prueba de la mediana, GC vs. GI 90’ post-anestesia p<0.05 y GC vs. GI 30’ post-
anestesia, no significativo, para todos los periodos.
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4.4.4.2. Prueba de Adrenalina
La FC y la PA aumentaron significativamente en todos los animales, inmediatamente
después de inyectada la A, seguido por la aparicion de LP. A los 15’ la FC disminuy6

en forma significativa, observandose paros sinusales y latidos de escape (Figura 6).

= B
REC 30

Figura 6. Modificaciones del ECG con la prueba de adrenalina (A), en una rata chagésica. Obsérvese el
aumento de la FC y la aparicion de LP en los 5’ siguientes. A los 15’ el intervalo PP comienza a
prolongarse, produciéndose una disociacion AV y recuperacion a los 30°”. Noétese las distintas escalas, 1
cuadro grande, eje x = 100 ms.

El numero de LP en GI no difiri6 significativamente respecto del GC, pero en cambio, la

cantidad de LP complejos y las formas repetitivas en GI fue significativamente mayor

que en GC (Tabla IX).
GC GI
(n=28) (n=28)
LP 8.9+3.18 15.6 +13.0
LP complejos 0/8 7/8 *

Tabla VIII. Cantidad de latidos prematuros (LP, media + ds) y proporcion
de LP complejos y repetitivos. GC: grupo control, GI: ratas infectadas al
destete. Prueba U de Mann-Whitney, LP no significativo. Prueba de la
probabilidad exacta de Fisher, LP complejos * p< 0.05.
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4.4.4.3. Prueba de Ajmalina

A los 180 dias pi, la inyeccion de AJ produjo una disminucion de la FC en todos los
animales estudiados (figura 7), que solo alcanzo6 significado estadistico en el GI. Las
duraciones de PRi, QRS y QaT se prolongaron significativamente con respecto a los
valores basales en todos los grupos, excepto el QaT en GC. Los cambios en el PR y QaT
fueron significativamente mayores en GI y GR, sin diferir entre ellos (Tabla VIII). El eje
eléctrico varié 10° respecto del basal en 1 animales del GC, en cambio, en GI vari6 hasta
80° y en GR 105° respecto del valor basal, acompaiandose de cambios morfoldgicos en

3/6 animales del GI y 5/6 del GR (figura 8).

|n 1L 23T | .

= 4

o~ s -T"w-. | J

b TRy
{

basal AJ B basal CAJ

Figura 7. Descenso de la FC producido por AJ en el periodo crénico de la infeccion con 7. cruzi. A. Rata
control. B. Rata infectada. AJ: aspartato de ajmalina. Escala: 1 cuadro grande, eje x = 100 ms.

Basal Post-ajmalina

GC GI GR GC GI GR

n==6 n==6 n==6 n==6 n==6 n==6
PR; 475+6.5 47.1 +2.6 483 +3.5 60 +4.8%e 70 +7.6*  69.4+7.6*
QT; 94 + 14 95.7+9.3 98 + 14 98+ 16 115+15% 1044 +11
QaT 35+3.7 37,1 +5.6 394+6.8 30+74 e 485+8.7* 488+ 8.2*
QRS 14+1.5 16+1.4 16.7+2.6 19 + 3* 243 +54%* 26 +6.9*
AQRS 475+11.7 30.8+18.5 408 +11.5 475+ 16 32.5+52.7 17.5+60.6
FC 348.7+43.8 367.1+262 371.1+31.7 338.7+442 305.7+34* 331.1+534

Tabla IX. Cambios producidos por ajmalina sobre distintas variables electrocardiograficas, a los 180 dias
pi con T. cruzi. GC: ratas controles, GI: ratas infectadas al destete, GR: ratas infectadas al destete y
reinfectadas cada 15 dias. PR;: intervalo PR, QaT: intervalo entre el comienzo de la despolarizacion
ventricular hasta la cuspide de la onda T y QT;: intervalo QT, en ms. AQRS: eje eléctrico medio
ventricular, en grados. FC: frecuencia cardiaca, en latidos / minuto. Media + d.s. Prueba de Wilcoxon,
Basal vs. Post-ajmalina *p<0.05. Prueba de Kruskall-Wallis, Basal: no significativo para ninguna de las
variables analizadas, Post-ajmalina ep<0.05.
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Figura 8. Cambios en el AQRS y la morfologia del QRS inducidos por ajmalina (AJ), a los 180 dias pi.
Derivaciones DI, DII, DIIl y V, del ECG. A. Rata control. B. Rata infectada al destete. C. Rata infectada al
destete y reinfectada cada 15 dias. Se observan: descenso de la FC, cambios en la orientacion del eje
eléctrico y en la morfologia del QRS. Los mismos se hallaron en 0/6 animales del GC, 3/6 del GI y 5/6 del
GR. Prueba de la probabilidad exacta de Fisher p<0.05. Notese las diferentes escalas, 1 cuadro grande: y =
0.25 mV, x = 100ms.
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4.5- Estudios Morfologicos

4.5.1. Histopatologia de auriculas y ventriculos

Si bien no se detectaron cambios histopatologicos relevantes en las auriculas de los
grupos estudiados, en los ventriculos en cambio, se verifico la presencia de miocarditis en
76,92 % de los animales del Gl y en el 84.61% de los del GR vs.16.66% de los del GC (2
casos, una leve y otra moderada). No se hallaron diferencias entre GI y GR, en la
intensidad de las lesiones, las que fueron, practicamente en todos los casos, leves a
moderadas. En la figura 6 se muestra un caso representativo de miocarditis chagasica en

G‘l”

el modelo en ratas “I”. En la tabla X se resumen los hallazgos histopatologicos.

Figura 9. Miocarditis cronica en ratas “1” infectadas experimentalmente con 7. cruzi. Se observa
infiltrado mononuclear, desorganizando la estructura de las fibras musculares. Hematoxilina-eosina.
A. 200x, B. 400x.

Grupos n Ratas con MCF/animales estudiados Puntaje
GC 12 2/12 * 0.5+0.3 **
GI 13 10/13 81+13
GR 13 11/13 76+1.5

Tabla X. Prevalencia y grado de lesion miocardica a los 180 pi. MCF: miocarditis cronica focal, Puntaje:
cociente entre el nimero y severidad de los focos inflamatorios. GC: grupo control, GI: ratas infectadas al
destete, GR: ratas infectadas al destete y reinfectadas cada 15 dias. Prueba de la probabilidad exacta de
Fisher, GC vs. GI y GR *p<0.01. Prueba de Kruskall-Wallis, GC vs. Gl y GR **p<0.001.
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4.5.2. Nervio vago

4.5.2.1. Histoquimica
Las tinciones con luxol azul rapido confirmaron la presencia de mielina en los cortes del
nervio vago, obtenido por detras de la auricula derecha, en el GC y en el GI, durante los

periodos agudo y cronico de la infeccion (Figura 10 A).

4.5.2.2. Inmunofluorescencia
Los estudios con inmunofluorescencia para detectar uniones entre autoanticuerpos
antisulfatidos y las capas de mielina fueron negativos en ambos grupos estudiados (GC y

GI), en los periodos agudo y crénico de la infeccion (Figura 10 B).

Figura 10. Microfotografias de secciones transversales del nervio vago de rata “1” normal,
disecado detras de la auricula derecha (segmento preganglionar). A. Tincién con la técnica
Kliiber-Barrera mostrando la presencia de mielina. B. Inmunofluorescencia con fraccion IgG
anti-sulfatido, contratefiido con Azul de Evans. Escala: 94 um.

4.5.3. Histopatologia e histoquimica del Plexo de Auerbach
No se encontraron diferencias en los pesos y longitudes de los intestinos delgado y grueso
entre GC, GI y GR. Tampoco fueron diferentes en los cortes histologicos de rutina, las

cuentas de neuronas en el plexo de Auerbach, en el colon proximal y distal, en los tres
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grupos (Tabla XI). Los andlisis de segmentos de intestino delgado, colon proximal y
distal con la técnica de NADH, mostraron una evidente desorganizacién del plexo
mientérico en los animales del GI y del GR, no observada en ningin caso del GC, sin

diferir entre ellos (Figura 11 D, E, F, y G).

GC GI GR
Peso Corporal (g) 552.18 £ 21.76 549.00 £23.45  539.42 £20.56
Colon n=11 n=12 n=12
longitud (cm) 19.57 £ 1.06 20.12 £2.01 19.14+1.10
peso (g) 2.49+0.17 2.63+0.23 2.64+0.17
peso (g/ 100 g PC) 0.48 +0.03 0.49 +0.02 0.50 £ 0.02
Intestino delgado n =7 n=_§ n=3§
longitud (cm) 104.78 £ 5.42 104.62 £9.17 107.43 + 6.94
peso (g) 10.08 £ 0.31 10.39 £ 0.88 9.71 £ 0.40
peso (g/ 100 g PC) 1.99 +0.08 1.48 £0.32 1.92 +£0.08
Neuronas/mm’ n=5 n=5 n=5
colon proximal 41.44 £12.39 39.31+6.13 49.07 + 15.31
colon distal 31.95+ 3.57 25.51+3.07 34.72+£5.13

Tabla XI. Hallazgos morfométricos y nimero de neuronas en el intestino a los 180
dias pi (media + e.s.). GC: grupo control, GI: ratas infectadas al destete, GR: ratas
infectadas al destete y reinfectadas cada 15 dias. Prueba de Kruskall-Wallis, no
significativo para ninguna de las variables analizadas

En el GC, el plexo mostré las caracteristicas normales descriptas en la especie (Figura 11
A, By C). En cambio, en GI y GR se hallaron neuronas con citoplasma poco coloreado,
espacios vacios (Figura 11G), neuronas ganglionares normales continuandose con
neuronas de citoplasma no coloreado, desorganizacion de estructuras acopladas (Figura
11 D, E y F), pérdida de NADH positividad de los tractos nerviosos terciarios (Figura 11
G), pérdida de la disposicion paralela al musculo con engrosamientos y vascularizacion
aumentada. En el intestino delgado, se hallaron zonas intactas continuandose con zonas
desorganizadas, mas frecuentemente que en el colon. Con la técnica ZIO, se observaron

pequenas zonas de desorganizacion de la estructura del plexo.
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Figura 11. Aspecto del plexo mientérico de Auerbach a los 180 dias pi.
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Descripcion figura 11: Aspecto del plexo del plexo mientérico de Auerbach a los 180 dias pi en ratas
controles (histoquimica con NADH): A. Intestino delgado, con ganglios (g) alargados dispuestos en forma
paralela a la circunferencia del 6rgano, neuronas NADH-positivas (células oscuras) y NADH-negativas
(flecha). Las fibras musculares (m) pueden verse como lineas paralelas suavemente tefiidas. B. Colon
proximal, con ganglios poligonales (g), interconectados con tractos nerviosos terciarios (n). Las estructuras
formadas son poligonales, observandose fibras musculares (m) como lineas paralelas. C. Colon distal, con
tractos nerviosos (n) NADH-positivos y fibras musculares paralelas.

Aspecto del plexo en ratas infectadas o reinfectadas con 7. Cruz, utilizando la misma técnica: D.
Desorganizacion de la estructura del acoplamiento en el intestino delgado. Se observan algunas neuronas
pequenas agrupadas, (a) arteria, (v) vena. E. Restos ganglionares del plexo en el colon poximal (flechas) y
fibras musculares como lineas paralelas. F. Neuronas aisladas (flechas) en el colon distal, una arteria (a)
con su pared muscular NADH positiva G. Ganglios con espacios “vacios” (flechas) y tractos nerviosos (n)
mal definidos en el colon distal. Plexo de Auerbach con la técnica de Z.1.0: H. intestino delgado de rata
control. I. idem en rata infectada: (g) ganglio, (t) tracto nervioso terciario, (s) secundario y (p) primario.
Escala: barra = 100um.

4.6. Estudios Hemorreologicos

A los 7 dias pi (GIA), la parasitemia fue mas alta que a los 14 dias pi (GIB) y
simultdneamente sucedio lo contrario con los niveles de PP. La m, fue significativamente
mayor en ambos grupos infectados (GIA y GIB) vs. el GC (Tabla XII) y se correlaciond
en ambos casos, en forma significativa con la parasitemia en el GIA y el incremento de

PP en el GIB, respectivamente.

Parasitemia Prot. Plasmaticas
n N, (mPa.s) (100 ¢ 450 x) (g/dD
GIA 20 1.29+0.23 63.3 +28.5 49+0.3
GIB 19 1.34+0.15 2.4+ 1. 1% 6.1 +0.7***
GC 18 1.21+0.19% -— 53+1.6

Tabla XII. Viscosidad plasmatica (1,), parasitemia y concentracion de proteinas plasmaticas
(media + d.s.) en el periodo agudo de la infeccion por 7. cruzi: GIA: ratas infectadas al destete,
estudiadas a los 7 dias pi. GIB: ratas infectadas al destete, estudiadas a los 14 dias pi. GC: grupo
control. Prueba “t” de Student para datos no apareados, * p< 0.05 Gc¢ vs. GIA y GIB, **p< 0.001,
*#% p<0.05 GIB vs.GC y GIA. Coeficiente de correlacion de Pearson, 1, vs. y-globulina: 0.67,
p <0.001 y param, vs. parasitemia: 0.64, p <0.01.
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Las fracciones de PP en los animales infectados mostraron diferencias entre los 7 y 14
dias pi. En ambos grupos se hallo una disminucion de las fracciones oy y -globulinas,
comparado con el GC, mientras que la concentracion de Albumina se halld reducida a los

7 dias pi y las y-globulinas aumentaron a los 14 dias pi (Tabla XIII).

n ol B Albumina Y-Globulinas
GIA |20 | 1.03+0,27 1.05+0,14 2.67 + 0,41 0.8 +0.23
GIB |19 | 1.02+0.35 0.98 +0.50 2.70 +0.53. 0.95 +0.15 **
GC |18 | 2.00 +0.65% 1.30 +0.45** | 3.35+0.63** 0.80 +0.19

Tabla XIII. Fracciones de proteinas plasmaticas en el periodo agudo de la infeccion con T. cruzi
(media + d.s.). GIA: ratas infectadas al destete, estudiadas a los 7 dias pi. GIB: ratas infectadas al

destete, estudiadas a los 14 dias pi. GC: grupo control. Prueba “t” de Student, *p< 0.001,
**p<0.05, *** p<0.01.

Por otra parte, la Mg se halld aumentada en GIB en comparacion con GIA y GC,

correlacionandose con los aumentos del Hto y el VCM, que también fueron mas altos en

GIB con respecto a GIA y GC (Tabla XIV).

Grupo | n 1, (mPa.s) Hematocrito_(%) VCM (1)
GIA |20 35405 28.1+3.7 58.90 +7.98
GIB |19 3.8+0.7* 294+33* 64.05 +8.00 *
GC 18 34+0.6 28.0+3.7 58.54 +10.80

Tabla XIV. Viscosidad sanguinea (1)), hematocrito y volumen corpuscular medio (VCM).
GIA: ratas infectadas al destete, estudiadas a los 7 dias pi. GIB: ratas infectadas al destete,
estudiadas a los 14 dias pi. GC: grupo control. Media + d.s. Prueba “t” de Student, *p<0.05.
Coeficiente de correlacion de Pearson, 1, Hto y VMC: 0.77, p < 0.001.

La observacion con microscopia electronica de los E permitié detectar modificaciones en
la morfologia de los mismos, en los grupos GIA y GIB, a los 7 y 14 dias pi, con

transformacion de los E. normales (discocitos) en equinocitos y estomatocitos (Figura
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12). La tabla XV muestra, a su vez, el porcentaje de las diferentes formas encontradas en
cada grupo. Los estomatocitos tipo II s6lo fueron hallados en el GIA, mientras que un

mayor porcentaje de equinocitos fue hallado en el GIB.

Figura 12. Microfotografias de eritrocitos, obtenidas con microscopia electréonica de barrido.
A. Control. B, C, D. Transformacion en equinocitos y estomatocitos a los 7 dias pi con 7. cruzi
(GIA). E, F. Idem a los 14 dias pi (GIB). Obsérvese las diferentes escalas mostradas.



GC n=5 | GIA n=5 | GIB n=>5
Discocitos 100 38.70 £ 2.35 41.57£3.31
Estomatocitos I -- 27.77+6.41 29.57+4.34
Estomatocitos I -- 11.18 +3.52 --
Equinocitos -- 2240+ 8.76 3451+1.11

Tabla XV. Porcentajes de formas eritrociticas (media + d.s.) halladas de acuerdo a la
clasificacion de Bessis (microscopia electronica).
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5. DISCUSION

5.1. Modelos animales de infeccion chagasica

El modelo animal ideal de la enfermedad de Chagas cronica, deberia reproducir la
histopatologia de los 6rganos blanco y causar manifestaciones clinicas similares a las
descriptas en el hombre. La deteccion de un nivel bajo y persistente de parasitos, sumado
a una seroreactividad duradera a los antigenos del mismo, serian también condiciones
deseables (WHO 1984). Si bien es sencillo reproducir experimentalmente la enfermedad
aguda en animales suceptibles, no ocurre lo mismo con las manifestaciones tardias de la
infeccion. Se han descripto modelos en diferentes animales, siendo el raton uno de los
huéspedes mas utilizados, ya que las distintas cepas de los mismos, presentan una
suceptibilidad variada a la infeccion. Los resultados obtenidos en este trabajo, evidencian
la utilidad del modelo en ratas “1” (Revelli y col 1980), el que presenta las tres etapas
descriptas en la enfermedad y desarrolla complicaciones cronicas, en particular cardiacas,
semejantes a las halladas en la MCC.

A pesar que las infecciones experimentales intentan imitar a las naturales, el efecto
conseguido con las inoculaciones en el laboratorio, no siempre cumple aquella premisa
(Hoft 1996, Bahia y col 2002). Varios factores relacionados con el parasito (variabilidad
genética, indculo, virulencia, infectividad, patogenicidad) y con el huésped (especie,
edad, sexo, nutricion, infecciones concomitantes, inmunidad, etc) o las condiciones de la
inoculacion, estarian comprometidos en la variabilidad del curso de la enfermedad en los
modelos experimentales (Souza 1999). Posiblemente, las diferentes formas de
tripomastigotes y cepas de 7. cruzi utilizan un repertorio distinto de componentes de sus

membranas para la penetracion de las células del huésped. Estudios recientes han
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mostrado, que las diferencias en la estructura de la mucina GPI (glicosilfosfatidilinositol)
presente en los tripomastigotes metaciclicos y sanguineos, pueden influir sus
interacciones con las células de los huéspedes vertebrados y consecuentemente el
desarrollo de las respuestas inflamatoria e inmune durante las fases tempranas de la
infeccion (Brener y Gazzinelli 1997, Bahia y col 2002). Asi, cuando las condiciones del
indculo son las mismas, las infecciones desarroladas son practicamente similares (Lana y
col 1992). Pero no sucede lo mismo cuando aquellas se modifican, lo cual es de especial
interés desde el punto de vista comparativo en los resultados obtenidos. Sin embargo, un
punto crucial seria determinar las moléculas que toman parte en la interfase o la
interaccion huésped-parasito, en el sitio en que el 7. cruzi ingresa y por donde llega a los
organos y células definiendo cudles caracteristicas de la infeccion natural y experimental

son utilizadas para que las mismas se establezcan (Bahia y col 2002).

5.2. Infeccion chagasica en el modelo en ratas “1”

En el modelo de infecion experimental con 7. cruzi en ratas endocriadas de la linea “1”, la
inoculacion sc de 1 x 10° formas tripomastigotes de la cepa Tulahuén, al destete, genera
una fase de infeccion aguda, durante la que no se registran muertes y en la que se
establece una respuesta inmunolédgica humoral especifica duradera (Revelli y col 1980).
En el periodo cronico, practicamente todos los animales desarrollan MCC focal,
generalmente leve y menos frecuentemente se observan fibrosis cicatrizal y pericarditis
(Revelli y col 1980, Davila y col 1994, Revelli y col 1995). Estas lesiones
histopatoldgicas se manifiestan raras veces, por alteraciones leves y no progresivas del

ECG, mientras que el aumento de la FC es un hallazgo frecuente (Revelli y col 1985,
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1987, 1990). Los hallazgos electrocardiograficos en el presente trabajo, coincidieron en
este sentido y ademads, en esta etapa, la prueba de AJ produjo cambios, que aunque
dificiles de interpretar, en algunos casos, podrian equivaler a los trastornos de conduccion
descriptos en la cardiopatia humana, durante el periodo indeterminado de la enfermedad
(Chiale 1982a, Revelli y col 1990). Hallazgos similares han sido descripto en ratas de
otras lineas experimentalmente infectadas con 7. cruzi (de Oliveira y col 1986, Bestetti y
col 1989).

En el intestino delgado y en el colon, a los 180 dias pi, nuestros animales presentaron una
evidente desorganizacion del plexo mientérico de Auerbach y desaparicion de neuronas
NADH positivas, a pesar que macroscopicamente nunca observamos dilatacién o
alargamiento intestinal y que la cuenta neuronal, no mostr6 diferencias con respecto a los
animales controles no infectados. Estos resultados parecen promisorios, ya que
anteriormente, utilizando técnicas ordinarias, no se habia podido poner de manifiesto,

compromiso del aparato digestivo relacionado con la infeccion, en este modelo.

5.3. Efecto de la reinfeccion

La persistencia del 7. cruzi o de sus antigenos en el organismo del huésped podria
favorecer el dafio continuo en los 6rganos blanco, sosteniendo las respuestas inflamatoria
e inmune (Kalil y Cunha-Neto 1996, Kierszenbaum 1999, Zhang y Tarleton 1999, Le6n y
Engman 2001, Tarleton 2001) u otros mecanismos compensatorios (Davila y col 2002).
Entre otros mecanismos, la permanencia del parasito puede obedecer a repetidas
infecciones, posibilidad frecuente en zonas de alta endemicidad. En modelos
experimentales murinos, las reinfecciones durante las etapas aguda y cronica de la

enfermedad, modifican el curso de la parasitemia manteniendo niveles mas elevados
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comparados con los que se observan cuando se realiza una sola inoculacion de parasitos
(Bustamante y col 2002, 2003). En ratones, el aporte de una carga parasitaria adicional,
independiente de la que espontaneamente se alcanza por el equilibrio de la interaccion
huésped-parasito, se acompafi6 de un aumento de la mortalidad de los animales en la
etapa aguda y de un agravamiento de las lesiones cardiacas en la etapa cronica. En
nuestro caso, en cambio, la reinfeccion no produjo modificaciones en el curso y la
evolucion del cuadro durante la etapa aguda, como tampoco en el tipo y severidad de las
lesiones cardiacas y digestivas en el periodo cronico. Estos hallazgos, coincidieron con
los previamente encontrados en ratas “1”, utilizando un esquema distinto de reinfeccion
experimental con 7. cruzi (Revelli y col 1990). Ademas de la parasitemia y los titulos de
anticuerpos, el control del peso, los estudios electrocardiogréficos, la prueba de AJ y la
histopatologia del corazén e intestino, no permitieron encontrar diferencias entre los
animales infectados al destete por unica vez y los reinfectados quincenalmente, luego de
la primoinfeccion. Esta aparente falta de influencia de las reinfecciones, sobre la
evolucion de la enfermedad y las lesiones orgénicas cronicas, ha sido encontrada también
por otros autores en ratones y ratas (Andrade y col 1968, Lauria-Pires y Teixeira 1997) y
en perros (Machado y col 2001a y b). En hamsters, la reinfeccion influiria en el
desarrollo del proceso inflamatorio, aunque no parece ser un factor determinante, ya que
los animales infectados una o dos veces mostraron, en los 6rganos estudiados, lesiones
mas severas que los infectados 5 veces. Ademas, las autopsias de los animales efectuadas
durante el curso del experimento, mostraron mayor parasitismo que aquellos estudiados
10 meses luego de la infeccion inicial, en varios tejidos y 6érganos (Cabrine-Santos y col

2001). En nuestro trabajo, las parasitemias luego de las sucesivas reinoculaciones fueron
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negativas y el perfil del titulo de anticuerpos tampoco sufrié variaciones. Probablemente,
el desarrollo de una fuerte respuesta durante la primoinfeccion (Piaggio y col 2001) y una
mayor eficiencia defensiva relacionada con la edad, aumentarian la resistencia a la

infeccion por 7. cruzi en estas ratas (Revelli y col 1987, Pascutti y col 2003).

5.4. Mecanismos patogénicos

5.4.1. Parasitemia vy respuesta inmunoldgica

Aunque la presencia de 7. cruzi ha sido demostrada en los tejidos del huésped, por
métodos como el de la peroxidasa-antiperoxidasa y la reacciébn en cadena de la
polimerasa, la manera en que el parasito participa en el desarrollo de de la enfermedad es
materia de discusion (Higuchi y col 1993, Jones y col 1993, Zhang y Tarleton 1999, Afiez
y col 1999). Para algunos autores, la relacion entre parasitemia y severidad de las lesiones
parece evidente (Leon y Engman 2001, Tarleton 2001), de forma tal, que la eficiencia de
la respuesta inmunolégica y el control de la parasitemia podrian determinar la cuantia y
severidad de las lesiones cronicas, en los organos afectados (Bustamante y col 2002,
2003, Lo Presti y col 2004). Del mismo modo, la reduccién o destruccion del parasito por
el tratamiento con drogas tripanomicidas, seria fundamental para reducir el dafio tisular
en los 6rganos afectados (Lo Presti y col 2004). Sin embargo, en trabajos previos con
ratas “1”, la administracion de IFN-y recombinante redujo la intensidad de la enfermedad
aguda sin afectar la extension y el grado del dafio miocardico cronico (Revelli y col
1995). Ademas, el tratamiento con IFN-yy BZL, disminuy0 la parasitemia, pero tampoco
consiguid disminuir las lesiones miocardicas, aunque redujo la magnitud de las mismas
(Piaggio y col 2001a). Al contrario del IFN-v, el tratamiento con BZL, disminuy6 el NO

en forma pronunciada en ambas etapas, aguda y cronica (Piaggio y col 2001). En



75

conclusion, en nuestros animales, la reduccion de la parasitemia no parece suficiente para

mejorar la aparicion de dafio organico a largo plazo.

5.4.2. Sistema nervioso autonomo

5.4.2.1. Respuestas cardiovasculares

Los estudios cardiologicos, realizados durante la etapa aguda de la infeccién, mostraron
algunas diferencias respecto a lo que sucedi6 en la etapa cronica. A partir de la segunda
semana pi, la FC y la PA fueron mas bajas que la de los animales controles y la respuesta
cronotropica frente a la anestesia y otras maniobras de sensibilizacion se hallo
disminuida. Ademads, la administracion iv de A, tuvo un efecto arritmogénico muy
pronunciado, evidenciando un aumento de la sensibilidad miocardica a las catecolaminas,
en las ratas infectadas. La génesis de estas arritmias en el corazén de la rata, también
parecen involucrar a mecanismos locales colinérgicos (Igic 1996). Por otra parte, la
respuesta parasimpatica al reflejo barorreceptor, desencadenado por el brusco aumento de
la PA, producido por la A, fue intensa, con un descenso de la FC méas prolongado,
aparicion de paros sinusales y disociacion auriculoventricular (datos no presentados). Los
efectos de la elevacion aguda de la PA, evidencian el estado de los componentes del arco
reflejo baroreceptor y suelen mostrar un comportamiento anormal en los pacientes
chagasicos, que puede diferir a su vez, si se estratifica a los mismos, segun la presencia y
la severidad de la MCC (Amorim y col 1968, Caeiro y col 1980).

La sensibilidad aumentada del miocardio al efecto de las catecolaminas en la infeccion
chagésica ha sido ampliamente descripta (Chiale y col 1982b, 2001b, Elizari y Chiale
1993, Rosenbaum y col 1994), aunque no es posible rechazar completamente, que el

cuadro infeccioso agudo per se explique este comportamiento. Son numerosos los
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mediadores que participan en la inflamacion y la respuesta inmunologica, con efectos
sobre la actividad cardiaca. En el caso de las arritmias inducidas por catecolaminas, por
ejemplo, la bradiquinina ejerce un efecto protector miocardico, actuando sobre los
receptores B, por un mecanismo que incluye la liberacion de NO y prostaglandinas
(Rajani y col 1997).

La disminucion de la FC y la PA asociadas, que presentaron nuestros animales durante la
infeccion aguda, parece un hallazgo interesante, teniendo en cuenta que en general se
espera un comportamiento opuesto de la primera, en esta situacion. En los pacientes
chagasicos es frecuente dicha asociacion (Rosenbaum y Cerisola 1961, Palmero y col
1979) y dicho fendmeno se ha atribuido a disautonomia. Mas recientemente, sin
embargo, se ha sospechado que los niveles de NO aumentados podrian relacionarse con
este comportamiento y con la falta de reactividad cronotrdpica frente a otras situaciones
(Sakai y col 2000).

En nuestros animales, otra respuesta cronotropica anormal fue encontrada, cuando se los
sometio a una pérdida de volumen sanguineo. Las respuestas de los animales infectados
con T.cruzi, no difirieron con respecto a las de los controles, cuando la hipovolemia se
indujo a los 30 minutos post-anestesia, excepto por un ligero retardo para alcanzar el
maximo descenso de la FC. En cambio, la respuesta mostrd un perfil diferente al control,
cuando el procedimiento se inici6 al tiempo de recuperacion de la anestesia. En este caso,
la FC fue significativamente menor, en todos los periodos analizados y el ascenso
posterior a la estabilizacion de la PA alcanz6 valores por encima de los basales, pero
siempre significativamente menores que el de los controles. Las respuestas

cardiovasculares a la hemorragia, siguen un patrén de vasoconstriccion y taquicardia
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iniciales para mantener la PA frente a la hipovolemia (fase compensada). Pero si la
pérdida sanguinea contintia, se produce una subita caida de la PA acompafiada de
bradicardia relativa o absoluta (fase descompensada) junto a un marcado descenso en la
actividad simpdtica, usualmente transitoria, en varios lechos vasculares (Schadt y
Ludbroook 1991). Entre los factores neurohumorales involucrados en estas respuestas,
ambas divisiones del SNA, el sistema renina-angiotensina y la vasopresina parecen jugar
los principales roles (Korner y col 1990), interactuando en forma compleja temporo-
espacialmente respecto del sitio de accion (Pang 1983, Ponchon y Elghozi 1997). Si los
mecanismos reguladores estan intactos, la fase descompensada es transitoria y la
recuperacion de la actividad simpatica reaparece en minutos (Jacobsen y col 1990,
Sander Jensen 1991, Schadt y Ludbrook 1991), recuperandose rapidamente la PA. La
anestesia general, en combinacion con diferentes grados de bloqueo neurohumoral,
empeoran las respuestas hemodindmicas a la pérdida sanguinea, observada en individuos
despiertos, afectando a ambas fases, temprana y tardia, como al periodo de recuperacion
post-sangrado. Ademas, debe ser considerado que los barbitiricos, por un efecto
inhibitorio simpdtico, eliminan la secuencia taquicardia-bradicardia observada en las
fases compensada / descompensada de la hemorragia y los animales muestran una
gradual disminucion de la FC (Holobotovsky y col 2004). Con realacion a esta
observacion, si bien la FC y la PA bajo anestesia con pentobarbital, se reducen con
respecto a los valores basales, en nuestros animales la disminucién fue significativamente

mayor en los infectados que en los controles.
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5.4.2.2. Fibras nerviosas vagales preganglionares

Las alteraciones estructurales y funcionales del SNA han sido propuestas entre los
mecanismos subyacentes al establecimiento de la MCC y el desarrollo de megavisceras
en el aparato digestivo. Sin embargo, tal presuncion es atin controvertida, al igual que su
papel en las complicaciones, por ejemplo la muerte subita (Rossi y Bestetti 1955, Gallo y
col 1987). Kdoberle (1968) describié una elevada destruccion de células ganglionares
parasimpaticas cardiacas y estudios posteriores también mostraron denervacion del
sistema nervioso intracardiaco en pacientes chagasicos y animales de experimentacion
(Iosa y col 1989, Davila y col 1995, 1998, Villela Ribeiro y col 2002). Sin embargo, el
dafio parasimpatico podria hallarse también en las fibras preganglionares en el trayecto
del nervio (Sassoli Fazan y Lachat 1997, Marin-Neto 1998). De acuerdo con esta
posibilidad, Chapadeiro y col (1991), encontraron en ratas Wistar cronicamente
infectadas con 7. cruzi, una respuesta bradicardica disminuida en respuesta al reflejo
baroreceptor aunque los estudios histologicos del plexo parasimpdtico intracardiaco no
mostraron lesiones. Otros trabajos posteriores también reportaron ausencia de dafo vagal,
en la patogenia de la disautonomia de la enfermedad de Chagas (Mahler-Aratjo y
Chimelli 2000). Entre los mecanismos capaces de producir dafio neuronal en la infeccion
chagasica, se incluyen a los fendmenos autoinmunes realcionados al mimetismo
molecular (Khoury y col 1979). Por ejemplo, los SGC se hallan en la mielina de los
mamiferos y también en las formas epimastigotes de 7. cruzi (De Lederkremer y col
1985, Petry y col 1988). Estudios previos con inmunofluorescencia, realizados en cortes
coronales de cerebro anterior en ratas “I” normales, mostraron que los anticuerpos anti-

sulfatidos eran capaces de unirse a la mielina del tejido neural homologo (Feldman y col
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1999). Las uniones especificas de estos autoanticuerpos de rata a sulfocerebrosidos en la
superficie celular podrian en teoria jugar algiin papel deletéreo, dada la capacidad de las
IgG2b de la rata, para fijar complemento o mediar reacciones de citotoxicidad
dependiente de anticuerpos (Feldman y col 1999).

Sin embargo, en el presente trabajo, no pudimos hallar uniones de la fraccion anti-
sulfatido, de anticuerpos IgG obtenidos durante el periodo agudo de la infeccion
experimental, con la mielina de fibras vagales homologas, en los estudios de
inmunofluorescencia. Esta discordancia entre presencia de uniones en el cerebro y la
ausencia de las mismas en la periferia, podria obedecer a las diferencias cuantitativas
existentes entre los constituyentes lipidicos de la mielina en los sistemas nerviosos central
y periférico (Morell y col 1994). En este tltimo, la mielina contiene considerablemente
mas esfingomielina y menos cerebrosidos y sulfatidos que la del sistema nervioso central.
Ademas, las interferencias o interacciones moleculares inespecificas podrian impedir la
exposicion de los glicolipidos de los oligodendrocitos necesaria para que la interaccion
con los anticuerpos se produzca (Feldman y col 1999). Estos resultados también podrian
estar de acuerdo con los hallazgos de disfuncion autondomica en la enfermedad de Chagas,

en ausencia de participacion o dafio nervioso vagal (Mahler-Aratjo y Chimelli 2000).

5.4.2.3. Plexo mientérico

La destruccion neuronal por el 7. cruzi fue sugerida por Okumura (1967) y podria ocurrir
temprano en la fase aguda de la Enfermedad de Chagas (Koberle 1972), principalmente
en el tracto digestivo. Como mecanismo patogénico fue propuesta la accion de una toxina
(Koberle 1968) y posteriormente se agreg6 la posibilidad de alguna forma de dafio sobre

las neuronas, ocasionada por la respuesta autoinmune evocada por antigenos del parasito
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(Texeira y col 1975, Kierszenbaum 1999). Descartada practicamente la neurotoxina, la
segunda teoria se ve reforzada por las relaciones entre los sistemas nervioso entérico e
inmune (Bueno 2000). No obstante, Garcia y colaboradores (1999) sugirieron que el NO
podria estar implicado en la destruccion neuronal del plexo mientérico, durante la etapa
aguda de la infeccion experimental con 7. cruzi.

Ademas de los casos descriptos en pacientes chagésicos, algunos autores han encontrado
una disminucion de la cantidad de neuronas mientéricas en cortes histologicos de colon
en ratones infectados con 7. cruzi (Okumura 1967) y ratas (Gomes de Alcantara y Mello
de Oliveira 1964). En nuestro modelo, el nimero de neuronas en el intestino delgado y el
colon no mostr6 diferencias con respecto a los controles no infectados, no obstante que,
utilizando técnicas mdas sensibles, pudo observarse una evidente desorganizacion del
plexo mientérico de Auerbach, con desaparicion de neuronas NADH positivas.

Machado y colaboradores (2001b), tampoco encontraron diferencias en la cuenta
neuronal en el plexo mientérico del esofago de perros infectados o reinfectados con 7.
cruzi. Esta discrepancia en el resultado del nimero de neuronas encontradas, se atribuyen
a diferencias en la cepa de parasitos utilizados, a la suceptibilidad del animal (Machado
2000, Camargos y col 2000, Machado y col 2001b) y a las diferentes técnicas empleadas
para el estudio (Sant’ana y col 1997).

Por otra parte, la ausencia de cambios macroscopicos o anormalidades funcionales
digestivas, no obstante la franca desorganizacion estructural del plexo, contrasta con lo
encontrado en cepas de ratones mutantes, en los que la ausencia de ganglios en el colon
terminal produce megacolon congénito (Payette y col 1987). Sin embargo, la ablacion

cronica del plexo mientérico por aplicacion de cloruro de benzalkonio, lo cual eliminaria
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las respuestas mediadas por via neuronal, no siempre, se traduce en alteraciones de la
contractilidad del musculo liso longitudinal del intestino (Fox y Bass 1986).
Posiblemente, la coexistencia de zonas normales con otras desorganizadas dentro del
plexo, mantenga conservada la actividad funcional, por la acciéon compensadora de los
neurotransmisores producidos en los elementos neuronales remanentes, evitandose la
dilatacion y el megacolon (Dahl y col 1987). Nuestros hallazgos, con la técnica de ZIO,
de tractos nerviosos conectados con neuronas entéricas € interneuronas, aun en zonas de
desorganizacion, podria indicar que las sefiales nerviosas hacia el plexo no estan

afectadas.

5.4.3. Hiperviscosidad sanguinea

La participacion de fendmenos vasculares en la patogenia de la MCC, se ha considerado
asociada a disautonomia y/o a fendmenos inmunoldgicos, en gran parte de los trabajos
publicados (Andrade y Castro Filho 1970, Oliveira y col 1983, 1985a, Rossi y col 1984,
Morris y col 1990, Tanowitz y col 1990, Torres y col 1995). Sin embargo, los cambios de
las propiedades reoldgicas de la sangre, ocasionados por el proceso infeccioso y la
respuesta del huésped a la misma, serian suficientes para ocasionar deterioro de la
microcirculacion.

Entre los factores capaces de disminuir en forma critica el flujo sanguineo microvascular
en la infeccion por 7. cruzi pueden incluirse los cambios en la N5 debido a la presencia
del parasito en la circulacion y a las modificaciones de la concentracion de las PP
producidas por la respuesta inflamatoria ¢ inmune desencadenada por la infeccion
(Lugones y col 1994, Jorg y col 1998). En nuestros animales, ademas, hemos hallado en

el periodo agudo, cambios en el volumen y la forma de los E, que se correlacionaron
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significativamente con un aumento de la 1. El efecto de tales cambios probablemente se
sume, en la microcirculacion, a la modificacion de las propiedades funcionales de las
plaquetas y de las células endoteliales (Morris y col 1988 a y b, 1990, Tanowitz y col
1996), los cuales, por si mismos, incrementarian hasta alrededor de un 10 % la
resistencia microvascular (Tanowitz y col 1996). Estos fenomenos, no parecen jugar un
papel relevante fuera de la microcirculacion, de acuerdo a los resultados de estudios
hemorreoldgicos realizados a bajas velocidades de cizallamiento, reportados en pacientes
chagésicos (Herrera y col 2002, 2003a y b). Sin embargo, a la velocidad de cizallamiento
a nivel capilar (alrededor de 230 s -1), las propiedades reoldgicas de la sangre estan
alterada,s en presencia de cambios en la composicion o en la estructura de sus
componentes (Maeda 1996), los que son amplificados por el fendmeno de inversion en el
flujo microcapilar (Kensey 2003).

Los principales determinantes de la Ms: el Hto, la forma de los E y la 1, se encuentran
modificados en la etapa aguda de la infeccion en nuestro modelo y aparecen precozmente
en el curso de las primeras semanas, sugiriendo su relacion con los fenémenos inducidos
por la infeccion desde sus comienzos.

La m, aumenta cuando las concentraciones de fibrindgeno (Dintenfass 1985) y otras PP
tales como las inmunoglobulinas (Rosenson 2003), se elevan. En la infeccion chagasica,
ambas fracciones protéicas aumentan y de acuerdo a nuestros resultados, la presencia del
parasito en la circulacion, en el periodo agudo, también afecta a la . A los 7 dias pi la
parasitemia se correlaciond significativamente con la 1M, mientras que los niveles de
inmunoglobulinas, el aumento de la concentracion de PP y la n, lo hicieron a los 14 dias

pi. Este aumento de la concentracion de PP totales, se produjo a expensas de la fraccion
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Y, a pesar del descenso de las otras fracciones (o, B y Albumina), que también fueron
halladas disminuidas a los 7 dias pi. Entre otros factores, se ha mencionado que el
aumento de la permeabilidad capilar y el cambio de la produccion de proteinas en la fase
aguda, producirian el descenso de dichas fracciones en la infeccion chagésica (Lugones y
col 1994, Cardoni 1997).

Ademas, a los 14 dias pi (GIB), la ms se hallo elevada, correlacionandose
significativamente con el aumento del Hto y el VCM. Este incremento del VCM se
acompand de cambios en la forma de los E, los que podrian atribuirse a la presencia del
parasito o a las modificaciones de la composicion sanguinea, comentados previamente.
Un descenso en la carga superficial de la membrana de los E disminuye la 8 e indices de
orientacion, incrementando la 1 (Grebe y col 1988, Piagnerelli y col 2003a). Ademas, la
fluidez superficial de la membrana de los E, se correlaciona inversamente con el
contenido de acido sidlico (Piagnerelli y col 2003b). El 7. cruzi expresa una superfamilia
de antigenos de superficie, algunos de los cuales son liberados al medio (Campetella y
col 1992). Un miembro de la superfamilia originalmente identificado como antigeno
desprendido en la fase aguda (SAPA), contiene la mayor parte de las actividades trans-
sialidasa y neuraminidasa del parasito (Parodi y col 1992), cuya particularidad es la
mayor eficiencia en transferir mas que hidrolizar al acido sialico (Parodi y col 1992,
Schenkman y Eichinger 1993). Este, constituiria un mecanismo fundamental para el
ingreso del parasito a las células de sus huéspedes mamiferos (Schenkman y col 1991,
1993, Rosenberg y col 1991, Chaves y col 1993, Agusti y col 1998). El descenso del
contenido de 4cido sidlico en la membrana del E seria un factor capaz de reducir en forma

apreciable su 0.
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Entre otros factores capaces de aumentar la rigidez de los E en nuestros animales, se halla
el aumento de la concentracion plasmatica de NO, cuyo efecto sobre las propiedades
estructurales y funcionales eritrociticas, dependen del cambio de su concentracion en los
estados inflamatorios e infecciosos (Mesquita y col 2002). Las modificaciones de la
osmolaridad plasmatica y la de los E, asociadas a los cambios descriptos, podrian
contribuir en este proceso.

Los cambios de la forma y del VCM hallados en los E de nuestros animales, en la etapa
aguda de la infeccion, alterarian su 9, aumentando la dificultad para que los mismos
atraviesen los capilares, lo que se pone de manifiesto, por el aumento de la s encontrada
en este trabajo. En efecto, se ha descripto que la alta proporcion de formas no-
discociticas, alteraria la reologia sanguinea (Amara y col 2003, Simpson y O’Neill 2003)
y la reduccion de la J, deteriora el flujo capilar y conduce a hipoxia tisular

(Michedlishvilli 1998, Spitzer y col 1999).

5.5. Comentario final v conclusion

El modelo de infeccion experimental con 7. cruzi en ratas “1”, se ha mostrado ttil para
estudiar distintos aspectos de la Enfermedad de Chagas, ya que presenta las tres etapas
caracteristicas de la misma y desarrolla complicaciones crdnicas, en particular cardiacas,
semejantes a las halladas en la MCC.

La reinfeccion de estos animales, no modifico el cuadro evolutivo, ni el desarrollo de las
lesiones cronicas en los organos blanco. Si a ello se agrega que el tratamiento
parasiticida, no se acompafido de una disminucion de las lesiones cronicas miocardicas,
podria especularse, que en estos animales, el parasito per se no desempefia un papel

patogénico preponderante.
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La ausencia de parasitos, luego de las reinfecciones, sugeriria una intensa respuesta tras
la infeccidn inicial y un aumento de la eficacia de los mecanismos de defensa relacionado
con la edad, que incrementarian la resistencia de los animales a la infeccion.

Las respuestas cardiovasculares anormales, manifiestan el deterioro de las estructuras
involucradas o de sus funciones, sin embargo, aunque se las detecte durante el periodo
agudo y/o cronico, es dificil determinar, si las mismas son causa o consecuencia del
proceso.

La falta de union entre la fraccion anti-sulfatido de IgG y la mielina de fibras vagales
homologas, en los estudios de inmunofluorescencia, cuando estos anticuerpos son
capaces de producir uniones en el cerebro anterior, podria obedecer a la diferente
composicion de la mielina en ambos sectores del sistema nervioso. Pero, a su vez, podria
indicar la ausencia de participacion o dafio de las fibras nerviosas preganglionares del
vago, en la disautonomia chagasica y / o que dicho dafio, si se presenta, sea producido
por un mecanismo diferente.

La desorganizacion observada en el plexo mientérico, amplia la utilidad de este modelo y
apoya las evidencias previas del neurotropismo del parasito o de algun factor vinculado a
la infeccién y / o a la respuesta del organismo huésped.

La hiperviscosidad sanguinea, un factor mayor de riesgo isquémico, capaz de amenazar la
adecuada funcion microcirculatoria, estaria determinado, en este modelo, por un aumento
delam,y una menor 6 de los E. La primera se relaciono con la presencia del parasito en
la sangre y el aumento de la concentracion de PP, en tanto que la segunda se vincul6 a un
aumento del volumen y el cambio de la forma de los E. A la velocidad de cizallamiento

en los capilares, estos cambios reologicos podrian explicar los cambios microvasculares,



86

responsables de las lesiones focales halladas en el miocardio y descriptas como
caracteristicas de la MCC. Ademas, la hiperviscosidad y sus factores determinates, fueron
hallados en etapas tempranas post-infeccion, por lo que podrian manifestar precozmente
sus efectos deletéreos.

Los animales infectados muestran al mismo tiempo, un incremento de la produccion y de
los niveles de NO, consecuencia de una actividad NOSi aumentada. La disminucién del
NO, mas que la reduccién del ntimero de parasitos, parece relacionarse con una
disminucion en la severidad de las lesiones miocardicas en el periodo cronico.

En correspondencia con esta descripcion, desde el punto de vista terapettico, el
tratamiento con drogas parasiticidas podria ser beneficioso al suprimir la contribucion
directa del parasito al aumento de la 1, y quiza indirecta sobre la & de los E. Por otra
parte el tratamiento con inhibidores de NOS podria ser también efectivo en la reduccion
del daiio miocardico y podria esperarse que su administracion conjunta se reflejara en una

mayor proteccion.
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ABREVIATURAS

A: adrenalina

AJ: ajmalina

AQRS: eje eléctrico medio ventricular
BRD: bloqueo de rama derecha

BZL.: benznidazol

CHCM: hemoglobina corpuscular media
O: deformabilidad

ECG: electrocardiograma

E: eritrocitos

FC: frecuencia cardiaca

GC: grupo control

GI: grupo infectado

GIA: subgrupo infectado estudiado a los 7 dias post-infeccion
GIB: subgrupo infectado estudiado a los 14 dias post-infeccion
GR: grupo reinfectado

HBA: hemibloqueo anterior

Hto: hematocrito

TNp: viscosidad plasmatica

Ms: viscosidad sanguinea

IgG: inmunoglobulina G

IL-1P: interleuquina-1f3

IL-2: interleuquina-2
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INF-y: interferon-y

ip: intraperitoneal

iv: intravenosa

LP: latidos prematuros

MCC: miocardiopatia chagasica cronica
NADH: forma reducida de adenina dinucledtido
NO: 6xido nitrico

NOS:i: sintasa inducida de 6xido nitrico
PA: presion arterial

PP: proteinas plasmaticas

PBS: solucion reguladora de fosfato

pi: post-infeccion

PR;: intervalo PR

QT;: intervalo QT

QaT: intervalo QaT

QRS: complejo QRS

sc: sucutanea

SGC: sulfogalactocerebrosidos

SNA: sistema nervioso auténomo
TNF-o: factor de necrosis tumoral-o

T. cruzi: Trypanosoma cruzi

VCM: volumen corpuscular medio

Z10: zinc-iodo-osmio
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