STUDIOS

SOBRE LA INFECCION DE RATONES
ENDOGAMICOS CON CLONES
DE TRYPANOSOMA CRUZI

IN’I‘RODUCCION

La enfermedad de Chagas es
un complejo de trastornos con ciertas
caracteristicas comunes, las cuales pue-
den ser reguladas por la base genética del
huésped y del parisito. Se ha demos-
trado extensivamente que el Trypano-
soma cruzz €s una especie muy heterogé-
nea. Por lo tanto, en enero de 1981 los
autores iniciaron esta investigacién, que
consisti6 en infectar cepas de ratones en-
dogimicos con parisitos clonados de
T cruzi, aislados a partir de parisitos (ini-
cos, y estudiar el curso y resultados de
esas infecciones.

Es obvio que se pueden hacer
criticas con respecto a la eleccién del ma-
terial, es decit, los clones de T, ¢ruzi y las
cepas de ratones endogdmicos. Después
de todo, ni el parisito ni las poblaciones
humanas son genéticamente homogé-
neos en la naturaleza. No obstante, si la
premisa establecida al comienzo es co-
trecta, el uso de poblaciones de huéspe-
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des y parisitos poco definidas podtia re-
sultar en sistemas inestables, impidiendo
obtener sistemas normalizados que acla-
ten sin ambigiiedad los interrogantes
que motivaron su creacién o que, en ge-
neral, sean Gtiles para otros investiga-
dores en esa 4rea. Teniendo esto en
cuenta, en 1974 un Memorindum de la
OMS sobre Inmunologia de la Enferme-
dad de Chagas y, en 1979, el Grupo
Cientifico de Trabajo sobre Inmunologia
de la Enfermedad de Chagas propusieron
el empleo de cepas de T cruzi genética-
mente puras.

La finalidad de este trabajo
consistié en avanzar experimentalmente
de lo especifico 2 lo general. Es decir, si la
premisa basica podia convertitse en hipd-
tesis, era posible, en caso necesario,
aumentar gradualmente la complejidad
del sistema hasta que se acercara mis a las
condiciones desctitas para la enfermedad
del hombre. Otra critica se refiere al em-
pleo de ratones. Sin embatgo, entre to-
das las especies de mamiferos que pue-
den ser infectados con T, cruzs, el ratén es
el mejor definido desde el punto de vista
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genético y se cuenta con mis informacion
basica sobre él que sobre cualquiera de
las otras especies comiinmente usadas.
Por otra parte, existen complejas cues-
tiones vinculadas entre si, que se rela-
cionan con aspectos econdmicos y el ani-
lisis de datos. Es preciso utilizar grandes
grupos testigo y de experimentacion para
que el anilisis estadistico esté bien fun-
dado, y el capital que se requiere para
adquirir y mantener a un nimero tan
grande de animales constituye un pro-
blema importante. Los ratones son la es-
pecie mis eficaz en cuanto al costo y el
espacio que requieren, con respecto a
otras especies que podsian utilizarse,
como por ejernplo ratas, conejos, perros y
primates, debiendo considerarselos al
menos para las etapas iniciales del desa-
rrollo del modelo propuesto. Por tiltimo,
si un modelo con clones de T cruzi y ra-
tones endogimicos permite reproducit
algunas de las caracteristicas mis devasta-
doras de la enfermedad de Chagas, po-
drfa ser facilmente adoptado por otros la-
boratorios que se ocupan de ensayar
farmacos, elaborar vacunas, etc.

DESCRIPCION
DE LA INVESTIGACION

El material parasitologico es-
tuvo constituido casi exclusivamente por
clones de T, cruzi, obtenidos a partir del
aislamiento de patasitos individuales (7).
El estadio de desarrollo usado incluyd
casi finicamente la forma tripomastigote,
obtenida mediante cultivo tisular. Se es-
cogi6 este estadio por dos razones impor-
tantes. En primer término, se ha com-
probado en otros laboratorios que los

tripomastigotes sanguineos pueden estar
recubiertos por anticuerpos (2). La pre-
sencia y dimensiones de este fenémeno
dependen del tiempo transcurrido entre
la infeccibén y la recoleccién de los pard-
sitos y de la “cepa” parasitaria. En con-
secuencia, se puede introducir en el
sistema una variable de magnitud esen-
cialmente desconocida, que tal vez afecte
considerablemente el curso y los resulta-
dos de la infeccién. En segundo lugar, se
han establecido con precisién la cinética
del desarrollo y la duracién del ciclo in-
tracelular de los clones de T, cruzz (3, 4).
Existen diferencias interclonales muy
marcadas en estas variables. Por consi-
guiente, fue posible establecer un proto-
colo de modo tal que pudieran recogerse
al mismo tiempo los tripomastigotes de
cultivo para cada infeccidn experimental,
eliminando asi otra posible fuente de va-
riacién. La suspensién de parisitos, que
comiinmente contiene un 95% o mis de
formas de tripomastigotes, se procesé por
los métodos ordinarios de concentracién
mediante centrifugado. Se utilizaron dis-
tintos indculos, entre 10? y 10° tripornas-
tigotes por animal, segiin el interrogante
planteado en el protocolo. Se ha estu-
diado un total de 20 clones de T cruzi
hasta el presente.

En estas investigaciones se han
usado casi exclusivamente dos cepas de
ratones endogimicos, las cepas C3H/
HeN y C57BL/6. Se decidib usar estas ce-
pas por tres razones: en primer lugar, son
cepas bien caracterizadas y estables, sobre
las cuales existe abundante informaci6én
basica; segundo, las dos cepas han sido
utilizadas antes en investigaciones sobre
T. cruzi (5, 6) vy, por consiguiente, se dis-
pone de datos de referencia en cuanto al
curso y resultado de la infeccién de estos
ratones con “‘cepas” de I cruz:. Por
dltimo, en estos ratones la frecuencia de
tumores espontaneos, peculiaridades
inmunolégicas y otras secuelas de la en-
dogamia es menor que en muchas otras



cepas, como la Balb/c, y esa caracteristica
podria influir sobre el curso o resultados
de un sistema modelo en una forma no
controlable y desconocida. Solo se utili-
zaron ratones exentos de agentes pat6-
genos especificos.

Antes de la infeccion con
T. cruzi, se efectud una prueba seroldgica
para detectar anticuerpos contra el tri-
panosoma. La sangre se obtiene cortando
la cola y se recoge en un microtubo para
hematécrito; las muestras se conservan
a —70 °C hasta el momento de usarlas.
La reacci6bn inmunoldgica que normal-
mente se usa en el laboratorio es la
prueba inmunoenzimitica ELISA (7).
Para el anilisis histopatolégico, se to-
maron muestras de distintos 6rganos, in-
cluyendo siempre muestras de miisculo
cardiaco y esquelético y de intestino
grueso. Las muestras tisulares se fijaron
en una solucién tampdn de formalina
neutra, se procesaron rutinatiamente y se
colorearon con hematoxilina y eosina y
con colorante trictémico de Masson, téc-
nica de reticulina, etc., segiin necesidad.

Se registraron electrocardio-
gramas usando un electrocardidgrafo de
3 canales y 14 derivaciones Hewlett Pack-
ard (HP) Modelo 1505A.. Las sefiales elec-
trocardiogrificas hacia el transcriptor
fueron derivadas y transferidas a un sis-
tema de grabado en cinta magnética de
8 canales. Las sefiales se controlaron
durante el grabado con un oscilosco-
pio con capacidad de almacenamiento,
equipado con un preamplificador de
cuatro canales. La identificacion de los
animales y del c6digo de tiempo digital,
obtenidos con un generador/lector de
tiempo, se registraron en el cuarto canal.
Las pruebas del sistema general se realizan
con un generador de funcién estindar.

Se utilizd pentobarbital para
sedar a los ratones, pues se comprobd en
experimentos anteriores al presente que
este compuesto produce efectos minimos

sobre el trazado electrocardiogrifico (da-
tos no publicados). Si bien se pueden to-
mar electrocardiogramas en ratones no
infectados sin recurrir a sedacion, la carga
de estrés cuando no se usan sedantes es
suficiente para matar al animal con infec-
cién crénica.

Se registran seis derivaciones
estandar (las bipolares I, II y III y las uni-
polares aVg, aVy y aVg) en dos grupos
durante 30 segundos cada uno. Después
se desconecta la detivacién de la extremi-
dad postetior izquierda y se la coloca en
la regién interescapular para registrar,
durante 60 segundos adicionales, las de-
tivaciones ortogonales no corregidas (X,
Y, Z). Al final del registro electrocar-
diogrifico (ECG) de cada animal, se regis-
traron los estindares de calibracién para
cada uno de los canales, durante 30 se-
gundos. La sefial electrocardiogrifica fue
digitalizada a una velocidad de 2 500
puntos por segundo y procesada en una
computadora IBM modelo 370, utili-
zando un programa desarrollado especi-
ficamente para este proyecto.?

Etapas

1. Determinacion del espectro de
virulencia de los clones de T, cruze.
Se ha estudiado la infeccién causada por
un total de 20 clones aislados de cinco
fuentes diferentes en ratones C3H/HeN.
En el anexo se indican los nombres de los
clones, su origen y una sintesis de los re-
sultados trascendentes. Estos datos de-
muestran varios puntos impotrtantes. En

? El procesamiento computadorizado fue hecho por J.

Bailey y E. Pottala, del Centro de Computacién de los
Institutos Nacionales de Salud, EUA.
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primer lugar, es posible “catalogar” los
clones de T ¢ruzi en grupos bien defini-
dos, sobre la base de la forma de presen-
tacion de la infeccién en ratones. Este
concepto No es nuevo, ya que se ha pro-
puesto agrupar las “cepas” de T cruzi de
acuerdo con su forma de manifestarse en
los ratones. Sin embargo, otro aspecto
que resulta evidente al considerar estos
datos es que existen diferencias inter-
clonales en la infeccién producida en ra-
tones por clones obtenidos a partir de un
mismo aislado. Por ejemplo, si consi-
deramos los seis clones Sylvio-X10, uno
es muy virulento y letal, tres tienen poca
virulencia y no son letales y dos, si bien
su virulencia es escasa, resultan letales
cuando las dosis infectantes son muy
elevadas. No obstante, en todos los ra-
tones se produjeron concentraciones de
IgG altamente positivas en un lapso
breve, menor de 30 dias, y se recuperaron
parasitos mediante hemocultivo. En con-
junto, estos datos demuestran que los
clones de T ¢cruzi tienen un espectro de
virulencia similar al de las “cepas” de T
cruzi, y que este espectro es estable y re-
producible. Esta es una cuestién de pat-
ticular trascendencia para el desasrollo de
un modelo, que lo distingue de los estu-
dios que utilizaron “cepas” de T crazs,
en los que la selecci6n de subgrupos de la
poblacién patasitatia total podria alteras
el patron bisico del modelo y su reprodu-
cibilidad. Ademis, la secuencia légica
del argumento es que no hay certeza de
que aislados parasitarios obtenidos de
pacientes cronicos eliminarin el pro-
blema, ya que un subgrupo que consti-
tuye una pequeiia patte de la poblacién
parasitaria total puede volverse pre-
dominante en condiciones de laborato-

rio. En realidad, ya hemos comprobado
que existen diferencias significativas en
relacion con varios parimetros, que in-
cluyen el curso de la infeccién en los ra-
tones, entre clones de T. cruzi aislados a
partir de una infeccién crénica humana.
En consecuencia, la idea de que pueda
lograrse una “estabilizacién” confiable
de una cepa de T. cruz: mediante repeti-
dos pasajes iz vitro o iz vivo, es cuestio-
nable.

2. Determinacion de la susceptibili-
dad relacionada con la cepa de ra-
tones a la infeccion con clones de
T cruzi. Se ha informado que los ra-
tones C3H son, por naturaleza, mis sus-
ceptibles a la infeccién con T cruxi que
los C57. Estos datos concuerdan con la
idea general de que la base genética del
animal influye sobre el resultado de la in-
feccién. Esto debe tenerse en cuenta en el
desarrollo de modelos murinos para la
enfermedad aguda y crénica. Con el fin
de poner a prueba los aspectos generales
y especificos de esta premisa sobre sus-
ceptibilidad, y avanzar en el desarrollo
de sistemas modelos fitiles, se infectaron
ratones C3H y C57 con clones de T cruzi
seleccionados. Los resultados de estos es-
tudios se sintetizan en el cuadro 1. Los
datos demuestran que la susceptibilidad
o resistencia de una cepa de raton es re-
gulada por el parisito que provoca la in-
feccién. Es decit, se puede observar en
cualquier cepa de ratdn un espectro
de sensibilidad en funcién del clon de
T. cruzi que se emplee. Ademas, es im-
portante comptrendet que, como se
muestra en el cuadro 2, el sexo del ani-
mal es otra variable reguladora que
puede influir notablemente en la presen-
tacion y resultado final de una infeccién,
en un grado no sefialado anteriormente.
En este estudio, los ratones C57 hembras
fueron mucho mds resistentes 2 la infec-
cién con la cepa de T cruzi Brasil que los
machos de la misma cepa.



CUADRO 1. Parasitemia y mortalidad de ratones C3H/HeN y C57BL/6
machos infectados con los clones de Trypanosoma cruzi Syivio-X10/4 o
X10/7, o con la cepa Sylvio-X10

Parasitemia Mortalidad Supervivencia

Clon o cepa Ratones Xdpi  Xdpi >200dfas
de T cruzi (No.) (%o totd) (%total) (% total)
C3H (26) Negativo  Negativo 100
Syivio-X10/4
C57 (20) 14,6 (85) 19,6 (80) 20
C3H (26) 15,1 (85) 20,5 (100) 0
Sylvio-X10/7
C57 (20) 5,5 (100) 12,5 (100) 0
C3H (10) 20,0 (20) 31,3 (30) 70
Sylvio-X10
C57 (10) 9,3 (100) 18,1 (70) 30

dpi. = dias posteriores a la infeccion.

CUADRO 2. Mortalidad en ratones endogamicos
infectados con la cepa de Trypanosoma cruzi Brasil

Supervivencia
Ratones Mortalidad > 200 dias
Sexo Cepa Xd.pdi. (% total)
C3H/HeN 28,0 20
Hembras
C57BL/6 42,0 a0
C3H/HeN 23,5 0
Machos
C57BL/6 29,4 10

3. Determinacién de la influencia
del ntmero de parisitos inoculados
sobre el resultado de la infeccion con
clonesde T cruzi.  Para este estudio se
escogieron dos clones de T cruzz. Uno de
ellos, el clon Sylvio-X10/7, produce una
infeccién letal en ratones C3H, mientras
que el otro, el clon Sylvio-X10/4, causa
una infeccién virulenta pero no letal, en
la misma cepa de ratones. En la figura 1
se muestran los resultados de la infeccién
con el clon Sylvio-X10/7. No se presen-
tan datos similares en relacién con el clon
Sylvio-X10/4, porque la mayoria de los
ratones sobrevivieron a la infeccién, aun
con los indculos mayores usados (107

microorganismos). Sin embargo, cuatro
meses después de la infeccién con una
cantidad de parésitos entre 102 y 106,
cuando los animales fueron sactificados y
examinados, el patrén de las lesiones his-
toldgicas y las concentraciones plasmati-
cas de IgG eran semejantes en todos los
animales infectados, independientemen-
te del nimero de parisitos inoculados.
Estos datos demuestran que el resultado
o la letalidad de una infeccién por
T. cruzi, per se, depende del clon del pa-
rasito. Un clon mata a los ratones
jovenes, cualquiera sea la cantidad de
microotganismos en el indculo inicial.
No obstante, el tiempo requerido para
que este efecto letal se produzca depende
de dicha cantidad. Ademds, el sitio y la
magnitud de las lesiones histologicas
producidas por un clon no letal son
aparentemente independientes de la
cantidad de parisitos infectantes pre-
sentes en el inSculo.
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FIGURA 1. Mortalidad de ratones C3H/HeN infectades con diferentes niimeros
de tripomastigotes del clon Sylvio-X10/4. Nétese que la extrapolacion de fa curva a un

parasito indica que este puede causar la muerte del raton
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4. Determinacion de la influencia de
la via de inoculacion sobre el resul-
tado de lainfeccion.  Se infectaron ra-
tones C3H y C57 con 10%, 10% 6 106 tri-
pomastigotes del clon Sylvio-X10/7,
usando dos vias de inoculacién, intra-
peritoneal y subcutinea. Los resultados
de este experimento fueron similares a
los ya sefialados, cualquiera que fuera la
via de inoculacién. Esto demuestra que
el sitio de inoculacion no influye en el re-
sultado de la infeccién, hecho que podria
tener importancia al utilizar este sistema,
por ejemplo, en estudios sobre farmacos.

5. Influencia de la manipulacion del
parsito sobte el resultado de la infec-
cién. Se infectaron ratones C3H ma-
chos y hembras con 10° tripomastigotes
de los clones Sylvio-X10/4 o Sylvio-
X10/7 por animal, obtenidos de varios

pasajes del parisito en cultivos celulares.
En cada experimento se utilizd un
minimo de cinco ratones por grupo ex-
perimental y se los infect6 con un indculo
que contenfa: a) parisitos de ambos
clones, obtenidos de los pasajes 4, 8, 10,
14, 28, 63 y 65 y del pasaje 92 del clon
Sylvio-X10/4 en cultivo tisular continuo;
b) parisitos obtenidos en los pasajes 19,
21, 33, 38 y 54, después de haber sido
congelados en los pasajes 17 y 18 en
cultivo tisular durante un afio; c) parasi-
tos obtenidos de los pasajes 8 y 18 de
cultivos tisulares, iniciados con epimasti-
gotes mantenidos en medio de cultivo
LIT mediante 62 pasajes consecutivos,
durante 15 meses, y d) parisitos del clon
Sylvio-X10/4 obtenidos del pasaje 18 en
cultivos tisulares, iniciados con epimasti-
gotes del pasaje 61 en medio de cultivo
LIT, luego de haberse mantenido pre-
viamente en pasajes seriados en cultivo
tisular durante 17 meses.

La mayoria de los ratones
infectados con el clon Sylvio-X10/7 mu-



rieron durante el primer mes de la infec-
cién, y se pudo comprobar en ellos para-
sitemia en sangte periférica. El 10% de
los ratones infectados con el clon Sylvio-
X10/4 murieron durante el segundo mes
de la infeccién, y no se detectd parasite-
mia en la sangre periférica de ninguno de
ellos. Se seleccionaron al azar ratones de
los diversos experimentos y se los sacrifico
para anilisis parasitolégico, seroldgico e
histopatolégico. Los resultados de estos
estudios son similares a los publicados
antes por este laboratorio.

Existen numerosos informes
sobre modificaciones de la virulencia, el
curso y la manifestacidén de una infeccién
por T cruzi, como tesultado del man-
tenimiento prolongado o de cambios en
los métodos de mantenimiento de cepas
patasitarias en el laboratorio (8-11). Se
han sefialado varios mecanismos que ex-
plicarian este fendmeno. Cualquiera que
sea la causa, es evidente que un sistema
modelo que no ofrezca estabilidad du-
rante un petiodo prolongado no seri de
utilidad general. Los autores consi-
deraron que era esencial determinar si un
sistema modelo basado en el empleo de
clones de T. cruzi y cepas de ratones en-
dogimicos presentaba los problemas de
estabilidad sefialados anteriormente. La
ausencia de modificaciones de la virulen-
cia, del curso y de la manifestacién de
una infeccién por T cruzz que resultaron
de las diversas manipulaciones del aisla-
do de T cruz:, sintetizadas en este articu-
lo, implica que este sistema no adolece
de esas fallas y parece ser un sistema mo-
delo experimental para T cruzz repro-
ducible.

6. Influencia de la infecciéon por un
clon de T cruzi sobre el resultado de
Ia infeccion causada por un segundo
clon. Aunque en apariencia este tema
no sea pertinente en relacién directa con
los requisitos 0 metas que establece la
OMS para la obtencién de un modelo

para la enfermedad de Chagas crénica,
consideramos que era impottante investi-
gar este aspecto. En primer término, si
bien desde hace muchos afios se sabe que
la infeccién de un animal con una
“cepa” no letal de T cruzi lo protegera
de morir al ser infectado pot una “cepa”
letal, atin queda sin establecer un inte-
trogante bisico. Si se utiliza un clon alta-
mente virulento para infectar un animal
protegido por infeccién con un clon no
letal, ¢desaparecen también las secuelas
patoldgicas que provoca el clon viru-
lento? Esto es, ¢cuiles son las consecuen-
cias histol6gicas o electrocardiogrificas, o
ambeas, de este protocolo en los animales
sobrevivientes? Se puede prever que se
presenten problemas de este tipo en una
region donde la enfermedad de Chagas
sea endémica. Adn no se ha completado
el anilisis de los datos acumulados en es-
tos estudios. Sin embargo, de ellos ya
surgen algunos conceptos generales pre-
liminares. Se utilizaron cuatro clones de
T. cruzi sobre los cuales se tenia ya abun-
dante informaci6n basica, parte de la cual
se ha sintetizado en este articulo. Ini-
cialmente, se infectaron los ratones con
los clones Miranda/78 o Miranda/80,
que producen miositis cronica grave o
miositis leve respectivamente y miocat-
ditis leve, o con Sylvio-X10/4, que causa
miocarditis cténica grave. Entre 19 y 45
dias después, los animales fueron inocu-
lados con el clon Sylvio-X10/7, que pro-
duce una infeccién generalmente letal en
un lapso de alrededor de 3 a 4 semanas.
El protocolo incluia animales infectados
con cada clon separadamente y controles
apropiados. En sintesis, aunque los ani-
males estaban protegidos de una in-
feccion letal como fuera informado
previamente, también se presentd
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miocarditis que resulta de la infeccién
con clones Sylvio-X10. La miocarditis
producida por el clon Sylvio-X10/4 no
resulté agravada por la infeccién con el
clon Sylvio-X10/7, asi como tampoco se
intensificd la miositis causada por los
clones Miranda. El hecho de que las
lesiones miocardicas o la miocarditis
crénica puedan sumarse a la miositis ya
existente inducida por el parisito, im-
plica que los tropismos bisicos de
T. cruzi son dificiles o imposibles de anu-
lar o regular. La supetvivencia del animal
a una infecciébn inmunizante no impide
que sea afectado por infecciones poste-
tiores causadas por clones del parisito
que tienden a atacar tejidos de otros 6f-
ganos.

7. Analisis cronolégico multipara-
métrico del curso de la infeccion en
ratones, para el desarrollo de un mo-
delo para la enfermedad de Chagas
cronica. Sobre la base de la expetien-
cia acumulada durante el transcutso de

las investigaciones sintetizadas anteriot-
mente, los autores iniciaron un estudio a
largo plazo que incluia alrededor de 500
ratones, estudiados durante un lapso no
menor de un afio, el cual estd alin en
marcha. En consecuencia, en este arti-
culo solo se presenta un cuadro general
del experimento y los resultados de al-
gunos anilisis muy preliminares. En la fi-
gura 2 se muestra el protocolo utilizado.
La cronologia de los anilisis no se escogid
al azar; por ejemplo, se habia establecido
ya el curso y grado de miocarditis en ra-
tones C3H infectados con el clon Sylvio-
X10/4.

OBSERVACIONES

Los anticuerpos IgG contra
T. cruzi se presentan en todos los casos y
sus concentraciones son elevadas persis-
tentemente, como se muestra en la fi-
gura 3. El curso del aumento del titulo
de anticuerpos y del titulo total se aso-
cian con el tropismo del parisito y la
gravedad de la infeccién en los drganos
afectados.

FIGURA 2. Sinopsis de! protocolo para el desarrolio de un modelo de la forma crénica

de la enformedad de Chagas, usando ratones endogamicos y los clones de Trypanosoma cruzi
Sylvio-X10/4, Miranda/78 y Miranda/80. Los niimeros entre paréntesis representan el niimero
de ratones por grupo. Se registraron electrocardiogramas en un minimo de 10 ratones/grupo
previo a la infeccidn y a los 30, 45, 60, 120, 180 y 300 dias posteriores a la infeccidn (d.p.i.).
Se realizaron analisis seroldgicos cada tres semanas durante los primeros 120 d.p.i. y luego
mensuales. La parasitemia se investigd cada dos semanas durante fos 90 d.p.i. Se realizaron
examenes histoldgicos en grupos de muestras paralelas a razon de 10 ratones/sexo/cepa/clon
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FIGURA 3. Sintesis de las concentraciones de IgG plasmética (obtenidas con la téenica ELISA)
durante la infeccion de ratones C3H/HeN infectados con los clones Sylvio-X10/4,
Miranda/78, Miranda/80 y Miranda/83. La linea de control negativo presenta los valores
obtenidos en ratones no infectados con Trypanosoma cruzi
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FIGURA 4. Representaciin analdgica de electrocardiogramas procesados
en una computadora, correspondientes a ratones de 13 (ay b) y 15
meses de edad. a: ratbn no infectado (testigo); b y ¢: ratones infectados
con el clon Sylvio-X10/4 a los 14 (b) y 12 {c) meses posteriores a fa
infeccién. Obsérvese el bloqueo Av de tercer grado en los EcG de los
animales infectados
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Se han registrado, hasta
ahora, mis de 3 000 electrocardiogra-
mas, que se han sometido a anilisis in-
tensivo, el cual no ha sido completado
aiin. No obstante, se estin definiendo
ciertas tendencias. En estudios anteriores
comprobamos que, en ratones infectados
con el clon Sylvio-X10/4, se producian
anomalias en el sistema de conduccién
cardiaco, como el bloqueo AV de tercer
grado que se muestra en la figura 4. Me-
diante el procesamiento de los datos de
los electrocardiogramas en una computa-
dora, se sintetizaron los grupos de deriva-
ciones X, Y y Z, usados para cuantificar
los parametros eléctricos del corazén. Ac-
tualmente se estin procesando los datos
correspondientes a los primeros 120 dias
posteriores a la infeccién. En sintesis, los
autores encontraron que, aun cuando
existen variaciones menotes entre ani-
males, los ECG correspondientes a un
grupo son directamente compatables en-
tre si, como se observa en la figura 5, que
muestta una superposicién de los grupos
de derivaciones X, Y y Z en dos animales
antes de la infeccién. A los 120 dias pos-
teriores a la infecci6n, en uno de esos ani-
males se produjo un bloqueo AV de
primer grado y retraso del latido, como se
muestra en la figura 6. El otro animal,
mostrado en la figura 5, también presen-
taba bloqueo AV de primer grado a los
120 dfas posteriores 2 la infeccién, pero el
intervalo entre latidos era normal (figura
7). En el cuadro 3 se muestra una sintesis
de los parimetros eléctricos cardiacos de
ratones C57 machos infectados con el
clon Sylvio-X10/4. Cabe sefialar que es-
tos datos no estan destinados para su uso
como instrumento diagndstico de la en-
fermedad de Chagas, sino que el propé-
sito de esta labor es definir indices
descriptivos de la funcién cardiaca que
puedan ser utilizados para el segui-
miento en un modelo de la enfermedad
de Chagas.

FIGURA 5. Derivaciones X, Y y Z sintetizadas
con una computadora correspondientes a dos
ratones previamente infectados con
Trypanosoma cruzi
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FIGURA 6. Derivaciones X, Y y Z sintetizadas

con una computadora correspondientes 2 un raton
(figura 5, N2), que se registraron antes (0) y a
los 120 dias posteriores a la infeccibn (d.p.i.)
(120) con el clon de Trypanosoma cruzi
Sylvia-X10/4. Obsérvese el retraso del latido y ta
prolongacion del intervalo PR en el Ecc tomado a
los 120 d.p.i. (blogueo Av de 1% grado)

120

FIGURA 7. Derivaciones X, Y y Z sintetizadas
con una computadora correspondientes a un
ratén (figura 5, N1), que se registraron antes
(0) y a les 120 dias posteriores a la infecciin
(d.p.i.) (120) con el clon de Trypanosoma cruzi
Sylvio-X10/4. Obsérvese ia prolongacién del
intervalo Pa en el EcG tomado a los 120 d.p.i.

{blogueo Av de 1 grado)
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CUADRO 3. Tendencias de los parametros electrocardiograficos de ratones G57 maches
infectados con el clon de Trypanosoma cruzi Sylvio-X10/4 durante los primeros 120 dias

posteriores a la infeccién

Estado de los ratones

Parametro

electrocardiografico Infeccitn aguda Infeccion crénica
Voltaje méximo onda P Disminuido Permanece bajo
Voliaje maximo onda R Disminuido Permanece bajo
Voltaje méximo onda T Aumento marcado Disminucion parcial
Voltaje medio onda R Disminucidn marcada Permanece bajo
Duracién de onda P Prolongada Permanece prolongada
Duracién de complejo QRS Prolongada Permanece prolongada
Duracién de onda T Prolongada Disminucion marcada
Duracién del intervalo PR Prolongada Permanece prolongada
Duracitn det intervalo QT Prolongada Vuelve a normalidad
Frecuencia cardiaca Normal Normal
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RESUMEN

El proyecto de investigacién
consistid en infectar cepas de ratones en-
dogimicos con clones de Trypanosoma
cruzt derivados del aislamiento de parési-
tos individuales y estudiar el curso de la
infeccién. El proyecto afin no se ha ter-
minado.

Las etapas de la investigacién
consistieron en la determinacion de: 1) el
espectro de virulencia de los clones de
T cruzi; 2) la susceptibilidad relacionada
con la cepa de los ratones a la infec-
cidn con clones de T cruzz; 3) la influen-
cia del niimero de patisitos inoculados

sobre el resultado de la infeccién con
clones de T cruzi; 4) la influencia de la
via de inoculaci6én sobre el resultado de
la infeccién; 5) la influencia de la mani-
pulacién del parisito sobre el resultado
de la infeccién; 6) la influencia de la in-
feccién por un clon de T, crazi sobre el
resultado de la infeccién causada por un
segundo clon, y 7) anilisis cronoldgico
multiparamétrico del curso de la infec-
cién en un grupo grande de ratones, para
el desarrollo de un modelo para la en-
fermedad de Chagas crénica. [

ANEXO. Patrones de a infeccion en ratones inoculades con 20 clones

de Trypanosoma cruzi provenientes de distintas fuentes

Patrones de infeccifn?

Parametros A B C D
Mortalidad Elevada Escasa Ninguna  Ninguna
Parasitemia/

Hemocultivo +/+ ~/+ -/ + —/+(20%)
Parasitismo Difundido Difundido Misculo  Negativo

tisular (<30dfas) (>30dias) lisoy

femprano estriado

(60 dias)

Parasttismo Muerto Musculo Miasculo  Masculo
tisular liso y estriado estriado
tardio estriado (> 60 dias)

Miositis Grave Grave Leve Ninguna
temprana

Miocarditis Grave Grave Leve Ninguna
temprana

Miositis Muerto Leve Grave Ninguna
tardia

Miocarditis Muerto Moderada Leve Ninguna
fardfa

Fibrosis Muerto Moderada Negativo  Negativo
miocardica 0 grave

@ A = Syhio-X10/7; B = Sylvio-X10/4, 5 y Esmereldo/2, 3; C = Miranda/76, 78, 83 y CA-I/72;

D = Miranda/75, 77, 80, 84, 88, 91 y WA-250/1, 2, 5, 10, 13.
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SUMMARY

STUDIES ON INFECTION
OF INBRED MICE

WITH TRYPANOSOMA
CRUZI CLONES

The project, which is ongoing,
consists of infecting strains of inbred mice
with stocks of single-cell-isolate clones of Try-
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clones; 3) effect of the number of parasites
inoculated on the outcome of infection with
T. cruzi clones; 4) influence of the route of
inoculation on the outcome of infection;
5) influence of the handling of the parasite
on the outcome of infection; 6) influence of
the infection by one T cruzi clone upon the
outcome of infection by a second clone, and
7) a multiparamettic, time series analysis of
the course of infection in a large group of
mice for the development of a chronic Cha-
gas’ disease model.
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