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Lesiones tisulares crénicas en ratones blancos inmunizados e infectados con
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Abstract: Mice were immunized with whole membranes of cultured epimastygotes and then innoculated with
cultured tripomastygotes. The blood parasite count was lower than in the control. No changes could be detec-
ted however, in the lenght of the prepatent period nor in the extent and duration of the tissue damage observed
in the chronic phase of the infection. Damage was evident in the tissues of both immunized and naive animals
up to 171 days post inoculum. Blood parasites could be demonstrated neither by direct observation nor by cul-
ture, as soon as 117 days after infection. The presence of mast cells a few hours after infection and throughout
the study suggests a role of these cells in both the specific and nonspecific components of host response.
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La mayoria de los experimentos de inmuno-
profilaxia en la enfermedad -de Chagas coinci-
den en que la proteccidn es parcial y no impide
el desarrollo de la infeccién (Hauschka et al.
1964, Ouassi et al. 1990). Sin embargo, un es-
caso mimero de parésitos es suficiente para de-
sarrollar lesiones importantes y atin graves. Por
lo tanto parece adecuado preguntarse si una in-
munizacién que reduzca considerablemente la
infeccién sanguinea aguda, pero que no elimine
totalmente la infeccién, podria determinar cam-
bios patoldgicos a largo plazo. De aqui nuestro
interés en aportar nuevos datos sobre esta im-
portante cueston.

Empleando un antigeno descrito previamen-
te (Olivas y Pérez Reyes 1990), se inmunizaron
diez ratones hembras (cepa CD-1) de 40 dias
de edad. Cada animal recibi6 tres dosis intra-
dérmicas de 20 pg, la primera con adyuvante
completo de Freund y las siguientes cada tercer
dia sin adyuvante. Catorce dias después de la
inmunizacién se inocularon subcutidneamente
con 15x10° tripomastigotes metaciclicos de la
misma cepa, purificados por columna de DEAE
celulosa.

Un lote semejante de ratones no inmunizados
se inoculé de 1a misma manera para servir de tes-
tigo. Dos roedores de cada grupo se sacrificaron
en fechas fijadas arbitrariamente (dias 39, 55,
117, 210, 245 y 255) a partir de la fecha de ino-
culacion para tomar muestras de sangre y tejidos.

De cada animal sacrificado se inocularon
0.2 ml de sangre por duplicado en medio difési-
co de gelosa sangre y se incubaron a tempera-
tura ambiente durante 45 dias. Los tejidos (co-
razén, intestino delgado y miisculo esquelético)
se fijaron con formalina neutra al 10% en PBS,
se incluyeron en parafina, se cortaron a un es-
pesor de 5 pm y se tifieron con hematoxilina
eosina para su observacién microscépica.
Algunos cortes se tifieron con colorante de
Giemsa para identificar los mastocitos. Aunque
no era objetivo de este trabajo realizar un estu-
dio histolégico cuantitativo, consideramos con-
veniente tener una idea de las células inflama-
torias presentes y su abundancia relativa. Para
evaluar las células inflamatorias se examinaron
tres secciones de cada tejido por ratén, contan-
do las células presentes en tres campos micros-
copicos de 400x.
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En los animales inoculados los parasitos ti-
sulares fueron escasos, ain durante la mayor
abundancia de flagelados sanguineos. En los te-
jidos no inmunizados, a los 55 dias se encontra-
ron "nidos" de amastigotes en misculo esquelé-
tico, pero en corazén fueron escasos. En obser-
vaciones posteriores no se encontraron parasi-
tos tisulares (a excepcién de un pequefio nido
de pared de ventriculo derecho del corazén a
los 171 dias). Los tltimos hemocultivos positi-
vos se obtuvieron a los 117 dias.

Las lesiones mds severas aparecieron en
musculo esquelético de los ratones testigo, a los
55 dias; el infiltrado fue abundante, aunque no
se encontraron trombos en los vasos sanguine-
o0s. En esta fecha se distinguieron tres aspectos
en la inflamacién: Primero, se encontraron gru-
pos celulares densos con predominio de neutré-
filos y células plasmaticas en los lugares donde
hubo necrosis de fibras musculares, causadas
probablemente por la presencia de parasitos, y
en orden decreciente se encontraron linfocitos,
macrofagos y algunos eosinéfilos. En segundo
lugar se encontré un infiltrado abundante alre-
dedor de los vasos sanguineos y troncos nervio-
sos (cidtico y sus ramas), donde se observaron
linfocitos, células plasméticas y macréfagos y
algunos eosinéfilos y mastocitos. Finalmente
hubo un infiltrado difuso entre los miocitos for-
mado principalmente por linfocitos, células
plasméticas y escasos neutréfilos. Ocasio-
nalmente se encontré algin mastocito en los
animales sacrificados en fechas posteriores a la
desaparicién de los focos de necrosis, pero per-
sistié la inflamacién difusa y la perivascular,
ambas constituidas casi exclusivamente por lin-
focitos, un nimero menor de macréfagos y oca-
sionalmente eosindfilos y mastocitos. Aunque
el proceso inflamatorio se fue reduciendo pau-
latinamente -era aun observable a los 250 dias
de la inoculacién. En el corazén las lesiones
fueron considerablemente menores, general-
mente en forma de infiltrado difuso, m4s abun-
dante en la pared de las auriculas, donde ain
fueron aparentes a los 250 dias. En el intestino
delgado, a los 55 dias, las lesiones se manifes-
taron principalmente por la destruccién de las
células de los plexos nerviosos, donde apare-
cieron algunos nicleos picndticos y citoplasma
basdfilo. El infiltrado alrededor de los plexos
estaban formado principalmente por linfocitos
y un menor niimero de macréfagos y neutréfi-
los y ocasionalmente eosinéfilos.

Los animales inmunizados mostraron una
reduccién dréstica de los flagelados sanguine-
0s, que en promedio representaron aproximada-
mente la décima parte de los parésitos observa-
dos en los testigos no inmunizados; pero no hu-
bo modificacién apreciable en el periodo prepa-
tente ni en la intensidad y duracién de las lesio-
nes tisulares crénicas. Otros autores sefialan
una reduccién del dafio tisular en los animales
inmunizados (Rowland y Lavy 1987); en nues-
tro caso siempre se encontré dafio tisular.
Andrews y et al. (1985) inmunizaron con tripo-
mastigotes metaciclicos inactivados con 8-met-
hoxypsoralen y obtuvieron proteccién total. Sin
embargo, conviene sefialar que los ratones
blancos habitualmente no desarrollan las altera-
ciones, usualmente referidas como "megas" en
abreviacién a megacardias- y megacolon entre
otros érganos afectados y por lo tanto son mo-
delos adecuados para el estudio de la enferme-
dad de Chagas aguda, pero no para la enferme-
dad Chagas crénica. Por otra parte es significa-
tiva la presencia de mastocitos en misculo es-
quelético de los animales infectados y especial-
mente en los inmunizados previamente, pues
estas células estdn definitivamente en mayor
nimero que en los tejidos de los ratones sanos
no-inoculados. Los mastocitos recientemente se
sefialaron en tres enfermos chagésicos crénicos
estudiados (Cabral 1988) y en el exudado peri-
toneal de ratones inoculados experimentalmen-
te (Ubirajara et al. 1988) Estas células se rela-
cionan habitualmente con procesos inmunes
dependientes de inmunoglobulina E pero en la
enfermedad de Chagas ésta no se ha demostra-
do (Powell y Wassom 1991). En nuestra opi-
nién, los mastocitos podrian tener importancia
en la respuesta inespecifica y especifica contra
T. cruzi, ya que los hemos obsérvado desde las
primeras horas de la infeccién.
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