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Introduccion. La enfermedad de Chagas es la principal causa de cardiomiopatia crénica en
regiones endémicas de Latinoamérica. Alteraciones en el metabolismo energético mitocondrial
cardiaco causadas por Trypanosoma cruzi pueden estar involucradas en el desarrollo de esta
cardiomiopatia.

Objetivo. En este trabajo se investigd la lesion celular del miocardio de ratas durante una
infeccion por la cepa colombiana Mg8 de Trypanosoma cruziy la actividad de la ATPsintasa
mitocondrial para correlacionar el dafio al miocardio con el metabolismo energético
mitocondrial.

Materiales y métodos. Se utilizaron grupos de cinco ratas, las cuales fueron infectadas con
tripomastigotes. El curso de la infeccion se evalué a nivel parasitologico, histopatoldgico y
molecular. La actividad de la ATPsintasa mitocondrial del miocardio se evalud tanto en las
ratas infectadas con parasitos como en ratas control no infectadas.

Resultados. Se determinaron los dias 26 y 60 post-infeccion como el punto de maxima
parasitemia y como el punto de desaparicion de los parasitos en sangre circulante,
respectivamente. Los resultados histopatolégicos y moleculares muestran que la cepa Mg8
tiene tropismo por el tejido cardiaco y causa una considerable lesion celular del miocardio de
ratas tanto a 26 dias (fase aguda) como a 60 dias post-infeccién (fase crdnica). A pesar de la
lesién observada, no se encontré diferencia estadisticamente significativa en la actividad de la
ATPsintasa de las ratas infectadas en estos dias al comparar con sus respectivos controles.
Conclusion. Estos resultados sugieren que el metabolismo energético mitocondrial no esta
alterado en la lesion celular del miocardio de las ratas, observada durante la infecciéon con la
cepa colombiana Mg8 de T. cruzi.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, miocardiopatia chagasica,
metabolismo energético, mitocondria.

Myocardial cellular damage and the activity of the mitochondrial ATP synthase in rats
infected with a Colombian strain of  Trypanosoma cruzi

Introduction. Chagas disease is the main cause of cardiomyopathy in endemic regions of Latin
America. Alterations in the cardiac mitochondrial energy metabolism caused by Trypanosoma
cruzi can be involved in the development of this cardiomyopathy during the course of Chagas
disease.

Objective. The cellular injury of the rat myocardium was investigated in rats infected with the
Colombian Mg8 strain of Trypanosoma cruzi. The activity of mitochondrial ATP synthase was
measured to determine the relationship heart damage with the energy metabolism.

Materials and methods. Two groups of five rats each were infected with tripomastigotes, with
1 group of 6 rats serving as controls. The course of infection was characterized by parasitological,
histopathological and molecular studies. The mitochondrial ATP synthase activity of the
myocardium was evaluated in all rats.

Results. Peak parasitaemia (day 26 post infection) and the time of parasite clearance from
circulating blood (day 60 post infection) were determined for acute and chronic phase models.
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The histopathological and molecular results showed that the Colombian Mg8 strain has tropism
to the cardiac tissue and causes considerable cellular injury of the myocardium in rats during
both phases. Despite the lesions observed in infected rats, no statistical difference in the
activity of the mitochondrial ATPsynthase was observed between them and the non-infected
rats.

LESIONES DEL MIOCARDIO DURANTE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Conclusion. Mitochondrial energy metabolism of the cardiomyocites does not appear to change
during cellular injury of rat myocardium associated with infection by the Colombian Mg8 T. cruzi
strain.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, Chagas cardiomyopathy, energy

metabolism, mitochondria.

Trypanosoma cruzi, agente causal de la
enfermedad de Chagas, afecta aproximadamente
a 17 millones de personas de diferentes regiones
de Centro y Suramérica, de las cuales
probablemente entre el 20 y el 35% desarrolla la
enfermedad. En Colombia, la enfermedad de
Chagas se encuentra ampliamente distribuida en
las zonas rurales y se estima que el 5% de la
poblacién asentada en las zonas endémicas esta
infectada (1).

La cardiomiopatia es la afeccion mas importante
secundaria a esta enfermedad, ya que puede
producir muerte subita o discapacidad fisica, lo
que representa grandes costos socioculturales y
econdmicos. Para esclarecer la génesis de la
cardiomiopatia chagasica se ha prestado gran
atencion a las alteraciones en el metabolismo
energético mitocondrial del miocardio (2,3). Las
mitocondrias se consideran uno de los organelos
mas importantes de los cardiomiocitos, ya que
en condiciones fisioldgicas generan méas del 90%
de la energia necesaria para su funcionamiento
(4). Ademas, pueden ser blanco de mdultiples
dafios, producto de la respuesta inmunolégica del
hospedero a la infeccién (5). La importancia de
las mitocondrias en el funcionamiento de las
células cardiacas también se manifiesta en el
hecho de que entre el 25y 35% del volumen de
los cardiomiocitos estd ocupado por ellas. Es asi
como los eventos patofisiolégicos que alteran la
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produccién de energia por parte de las mito-
condrias (sintesis del ATP), pueden desembocar
en lesiones importantes del miocardio (6).

En la produccion de energia en los cardiomiocitos
juega un gran papel la enzima ATPsintasa
mitocondrial, la cual cataliza la sintesis de ATP
utilizando la energia almacenada en el potencial
electroquimico de la membrana mitocondrial
interna. Por su importancia, esta enzima mito-
condrial se ha estudiado ampliamente en las
tltimas tres décadas, tanto en condiciones
fisioldgicas como patolégicas (7-10). Uyemura et
al.(2) y Vyatkina et al. (3) mostraron una disfuncién
en la sintesis de ATP por parte de la ATPsintasa
mitocondrial del miocardio durante la infeccion con
Trypanosoma cruzi utilizando mitocondrias
aisladas.

Considerando que las cepas colombianas de T.
cruzi tienen tropismo hacia el tejido cardiaco (11),
es importante evaluar la posible lesién celular del
miocardio durante una infeccién con estas cepas
y la asociacion de tal lesion con el metabolismo
energético mitocondrial. En el presente trabajo
se determind la lesion celular del miocardio de
ratas infectadas con una cepa colombiana de T.
cruziy se evalué la actividad de la ATPsintasa
mitocondrial en homogeneizados de este tejido.

Materiales y métodos

Animales de laboratorio e infeccion con el
parasito

Se inocularon subcutdneamente ratas hembras
de la cepa Wistar de aproximadamente 200
gramos con 2 x 10° tripomastigotes sanguineos
obtenidos de ratones Balb/c previamente
irradiados con 450 rad de rayos gamma en un
volumen total de sangre de entre 50 y 100 pl.
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Para lainfeccién se us6 la cepa colombiana Mg8,
perteneciente al grupo | de Trypanosoma cruzi.
Esta cepa se aislé en el afio 2003 a partir del
vector Triatoma dimidiata de origen silvestre
procedente del departamento del Magdalena, y
se mantuvo por repiques sucesivos cada siete
dias en medio de cultivo liquido LIT a 28°C (12) y
por infeccién en ratones Balb/c. Los ensayos
realizados en este estudio se iniciaron en el mismo
afio de aislamiento de la cepa, después de 18
pases por medio de cultivo y varios pases por
raton.

Todos los animales se mantuvieron de acuerdo a
la reglamentacion establecida por el Comité de
Etica para la Experimentacion con Animales de
la Universidad de Antioquia.

Caracterizacion de la infeccion

Se utilizé un grupo de seis ratas para seguir el
curso de la infeccién y determinar la fase aguda
(maxima parasitemia en sangre circulante) y
cronica de la enfermedad (desaparicion de la
parasitemia en sangre circulante). La evaluacion
de los animales infectados se realiz6 dia por
medio haciendo conteo de tripomastigotes
sanguineos en placa en un microscopio 6ptico
con objetivo de 40X (13). Adicionalmente, se
inocularon dos grupos de cinco ratas cada uno
para determinar la actividad de la ATPsintasa
mitocondrial y se hizo evaluacién por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) en la fase aguda
y cronica de la enfermedad; asi mismo, se inoculé
un grupo de dos animales, para realizar los
estudios histopatolégicos tanto en la fase aguda
como crénica de la enfermedad. Cada grupo de
animales infectados tuvo un grupo control no
infectado de igual nimero de animales mantenido
en las mismas condiciones de laboratorio.

Lesion celular del miocardio

Para determinar la lesion celular del miocardio, a
dos grupos de animales infectados y a sus
respectivos controles se les extrajo el corazén a
26y 60 dpi., e inmediatamente se fijé en formol al
10%. Los corazones se seccionaron en su totalidad
en cortes seriados transversales de 2 a3 mm, y
se deshidrataron empleando una serie de
alcoholes de gradacion ascendente (50, 70, 80y
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100%) y finalmente en xilol. Luego, los cortes se
incluyeron en parafina y se cortaron con el
micrétomo en secciones tisulares de tres a cinco
micrémetros de espesor. Las muestras se tifieron
con hematoxilina-eosina para detectar la presencia
del parasito y el nivel de inflamacién del tejido, y
con coloracion de tricrémico para determinar el
grado de fibrosis del tejido cardiaco.

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo a partir de una preparacion de
tejido cardiaco de animales infectados, utilizando
el método de Salting Out (14), y en algunos casos
el método de fenol-cloroformo (15). Las muestras
de ADN se disolvieron en 50 ml de agua destilada
desionizada estéril a 37°C por cinco minutos (16)
y se guardaron a-20°C.

Deteccién del parasito por PCR

Se utilizaron dos marcadores diferentes para
detectar la presencia del parasito en los tejidos
cardiacos a partir de una preparacién de corazén
empleada en la determinacién de la actividad de
la ATPsintasa mitocondrial: el ADN del
cinetoplasto (kDNA) y el espaciador intergénico
de los genes mini-exén. Parala amplificacién de
la regién variable del kDNA se utilizaron los
iniciadores S35 y S36, que amplifican un
fragmento de 330 pb (17). La mezcla de reaccion
para PCR se llevé a cabo en un volumen final de
25 pl que contenian 2,5 pl de ADN molde a una
concentracion de 50ng/ul, 2mM MgCl,, 2mM
dNTPs, 10 pmol/ul iniciadores, 0,05 unidades de
Taqg ADN polimerasa (Fermentas), buffer 10X
(750mM Tris-HCI pH 8,8; 200mM (NH4),SO, y
0,1% Tween 20), y agua tridestilada estéril.

Los ciclos de la reaccidn se realizaron a una
temperatura inicial de 94°C por tres minutos,
seguida por 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, a
63 °C por 45 segundos y a 72°C por 45 segundos,
y un altimo ciclo a 72°C por 10 minutos. El
espaciador intergénico de los genes mini-exén se
amplificé utilizando los iniciadores TC1, TC2 y
TCC, los cuales amplifican un fragmento de 300
pb para el grupo T. cruzill y un fragmento de 350
pb para el grupo T. cruzil (18). La PCR se realiz6
en un volumen final de 25 pl que contenian 2,5 pl
de ADN molde a una concentracién de 50ng/ul,
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1,5mM MgCl,,10 pmol de cada iniciador, 2mM
dNTPs, 0,025 unidades de Taq DNA polimerasa,
buffer 10X (750mM Tris-HCI (pH 8,8); 200mM
(NH4),SO,y 0,1% Tween 20), y agua tridestilada
estéril. Los ciclos de amplificacion se realizaron
a una temperatura inicial de 94°C durante un
minuto, seguida de 27 ciclos a 94°C por 30
segundos, a 55°C por 30 segundos, a 72°C por
30 segundos y un ciclo final a 72°C por 10 minutos.
Los productos amplificados se detectaron en geles
de agarosa al 1,5% tefidos con bromuro de etidio
a 0,5 mg/ul y se visualizaron con luz ultravioleta
(15).

Actividad de la ATPsintasa mitocondrial

Los corazones de ratas sacrificadas por
dislocacién cervical se extrajeron rapidamente y
se pusieron en solucion de preparacion del tejido
aunpHde 7,5entre 0y 2°C (0,17 M KCI, 10 mM
EDTA, 0,1% suero de albimina bovina, 10 mM
Tris-HCI) durante dos a tres minutos. Los
corazones se pasaron por una prensa manual y
con el tamizado se obtuvo un homogeneizado de
tejido cardiaco (3,5 ml solucién/1g de tejido)
utilizando un equipo Potter-Elvehjem a una
velocidad angular de 700 rev/min durante dos a
tres minutos y a una temperatura entre 0y 2°C.
Finalmente, el homogeneizado obtenido se
conservo entre 0 y 2°C hasta iniciar las
mediciones. La actividad de la ATPsintasa
mitocondrial se estimo6 por medio de un método
potenciométrico (19), y se calculé segun la
siguiente férmula: actividad de la ATPsintasa
mitocondrial =2 m x 200 nmol P,/ M x (h,+ h, ),
donde h,y h,(en unidades de mV) son las alturas
de los saltos en la sefial de registro después de
adicionar dos veces consecutivamente 200 nmol
de fosfato inorganico, m (en unidades de mv/min)
es la pendiente de la sefial de registro después
de adicionar ADP, M (en unidades de mg) es la
cantidad de proteina total adicionada con la
suspension de tejido cardiaco; y P, es fosfato
inorganico (figura 1).

Brevemente, los homogeneizados de coraz6n de
rata (1 mg de proteina total de homogeneizado de
tejido cardiaco) fueron incubadas durante un
minuto y 30 segundos con 5 mM de glutamato-
malato; después se realizaron las siguientes tres
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Figura 1. Curva tipica en la determinacion de la actividad de
la ATPsintasa mitocondrial. En orden secuencial se
adicionaron en los puntos indicados en las flechas 3,5 ml
medio de incubacién, homogeneizado de corazén (1 mg de
proteina total), 5mM glutamato-malato, 500 mM de ADP, 0,8
mg oligomicina/mg de proteina total de homogeneizado, y por
Gltimo, dos adiciones consecutivas de 200nmol de KH,PO,
cada una. Los homogeneizados de tejido cardiaco se
incubaron durante 1 min y 30 segundos con 5mM de
glutamato-malato antes de adicionar ADP. El KH,PO, se
adiciona para calibrar la sefial de registro.

adiciones: (i) 500uM ADP; (i) oligomicina, 0,8 pg/g
de proteina, y (iii) 200 nmol de fosfato inorganico
(KH,PO,) para calibrar la sefial (figura 1). El alcohol
gue se adicioné con la oligomicina no supero el
0,1%. La actividad de la ATPsintasa es equivalente
a la velocidad de cambio de pH después de la
adicion de ADP calibrada con respecto al fosfato
inorganico y a la cantidad de proteina total
adicionada con la suspension de tejido cardiaco.
El principio de este método potenciométrico radica
en que la desaparicién del fosfato inorganico
(H,PO,) del medio debido a la sintesis de ATP
por la ATPsintasa mitocondrial esta asociada al
cambio en el pH (ApH) causado por la disociacién
del H,PO, en HPO,?"y H* (ATP * . ADP 3 +
H,PO,-; H,PO," « HPO,? +H*). La solucion para
la determinacion de la actividad de la ATPsintasa
mitocondrial fue de 250 mM sacarosa, 5 mM
KH,PO,, 2 mM tris-HCl, y 0,1 mM EDTA; pH 7,4
(HCI/KOH a 37°C). Las mediciones se realizaron
en recipientes de vidrio bajo agitacion magnética.
El cambio en el pH se midié a 25°C utilizando un
potenciémetro Corning modelo 12 de alta
sensibilidad y rapidez conectado a un computador
gue visualiza la cinética del proceso. Las
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velocidades de sintesis del ATP se obtuvieron
en nmol P/mg de proteina/min. La cuantificacion
de la proteina total en los homogeneizados de
corazén se realiz6 por el método de Biuret (20),
utilizando como patrén de calibracion el suero de
albumina bovina.

Analisis estadistico

Para el andlisis de los valores obtenidos en la
actividad de la ATPsintasa mitocondrial se
compararon cada uno de los grupos infectados
con su respectivo control. Se utilizaron los
programas Graph Pad Prism version 2,0 y JMP
version 3.2.6. Se uso el t-test y se consider6 p <
0,05 como criterio de grupos significativamente
diferentes. Los datos se presentaron como
promedios * error estandar de la media (SEM).
Las mediciones se realizaron por triplicado para
cada animal sacrificado y luego se obtuvo el
promedio de estos datos.

Resultados
Caracterizacion de la infeccion

El desarrollo de la enfermedad en las ratas
infectadas con la cepa Mg8 estuvo marcado por
la aparicién de parasitos en sangre a los 11 dias
después de la infeccién (11 dpi). Se observé la
presencia de dos picos de alta parasitemia: el
primero en el dia 26 (26 dpi), con
aproximadamente 9,1x10° tripomastigotes por
mililitro, y el segundo, en el dia 40 pi, con
aproximadamente 6,5 x10° tripomastigotes por
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mililitro. La desapariciéon de la parasitemia fue
estimada para el dia 60 pi (60 dpi), que se consideré
como el inicio de la fase crénica de la enfermedad
(datos no mostrados).

Lesion celular del miocardio

El analisis histopatologico se realizé en tejido
cardiaco de dos animales sacrificados a los 26 y
60 dpi y de sus respectivos controles. En los
animales control se observaron fibras ordenadas,
distribucién normal del nicleo en el miocito y las
células intersticiales se mostraban histoldgica-
mente sanas (figura 2A). En los animales
sacrificados a los 26 dpi se observé miocarditis y
no se encontré fibrosis (figura 2B). Se observé un
importante infiltrado inflamatorio mononuclear,
confluente con escasos seudoquistes (Uno en un
campo de alto poder) (figura 2C). En los animales
sacrificados a los 60 dpi se observo infiltrado
inflamatorio mononuclear a nivel intersticial
alrededor de las fibras cardiacas (figura 3A),
seudoquistes (tres en un campo de alto poder)
(figura 3B), miocarditis, miocitolisis focal y areas
de fibrosis alrededor de algunas fibras cardiacas
degeneradas (figuras 3Ay 3C).

Dos de las seis ratas empleadas para la
construccion de la curva de parasitemia murieron
en los dias 28 y 30 posterios a la infeccion. En
estos animales se encontré un importante dafio
tisular en el tejido cardiaco. En el animal muerto
alos 30 dias pi se observaron abundantes fibras
miocéardicas parasitadas con formaciéon de
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Figura 2. Corte histolégico de tejido cardiaco de ratas infectadas con la cepa Mg8.

A. Rata control no infectada: no hay presencia de infiltrado inflamatorio, fibrosis o miocitolisis. B. Miocitolisis (O ) e infiltrado
inflamatorio mononuclear observado en ratas a los 26 dias pi (40X) (#»). C. Seudoquiste de T. cruzi observado 26 dias pi
(40X) (-). La tincion de los cortes fue realizada con hematoxilina-eosina.
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Figura 3. Corte de tejido cardiaco de rata infectada con la cepa Mg8 a los 60 dias pi. A. Quiste de T. cruzi (-) e infiltrado
inflamatorio mononuclear (1) (10X). B. Nido de amastigotes (-) (40X). C. Fibrosis (- ) (40X). La tincién de los cortes
en las figuras 3A 'y 3B se realiz6 con hematoxilina-eosina. El corte de la figura 3C se tifié con coloracion de tricrdmico.

seudoquistes intracelulares por la presencia de
formas amastigotas de T. cruzi, reaccion inflamatoria
focal consistente en cimulos de mononucleares,
edema intersticial y fibrosis focal. En el animal
muerto a los 28 dias pi se encontré mayor reaccion
inflamatoria consistente en focos confluentes de
células mononucleares con algunos polimorfo-
nucleares neutrdéfilos alrededor de las fibras
cardiacas, miocitolisis y edema. Se identificaron
menos fibras cardiacas parasitadas, infiltrado
mononuclear en el epicardio y no se observé
fibrosis (datos no mostrados). En conclusion, los
resultados muestran una grave lesién celular del
miocardio en los corazones de estas ratas
muertas durante el establecimiento de la infeccion.

Analisis por PCR

En el corazén de todos los animales infectados
se observd la banda de 330 pb esperada para la
regién variable del marcador k-DNA de T. cruzi
(figura 4A). De igual manera, se observo que todas
las muestras amplifican la banda de 350 pb para
el gen mini-exén, caracteristica del grupo 1 de T.
cruzi(figura 4B).

Actividad de la ATPsintasa mitocondrial

La actividad de la ATPsintasa mitocondrial
durante lainfeccion con T. cruzise determiné en
un grupo de cinco animales para el dia 26 pi, que
representa la fase aguda (figura 5A), y en otro
grupo de cinco animales para el dia 60 pi, que
representa el inicio de la fase crénica (figura 5B).
Cada grupo de animales infectados contaba con
su respectivo grupo control (n = 5). La actividad
de la ATPsintasa mitocondrial durante la infeccion
al miocardio por T. cruzi en animales observada

a los 26 pi no fue estadisticamente diferente a
aquella obtenida para su respectivo control (figura
5A). De igual forma, cuando se compararon las
velocidades de sintesis de ATP para esta enzima
en los animales y en sus respectivos controles a

A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
3000pb
500pb
300pb
B

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14
500pb

350pb

Figura 4. Amplificacion por PCR de la region variable del
kDNA (A) y la region intergénica del gen mini-exén (B). Se
us6 el ADN extraido de corazén de animales infectados a
los dias 26 y 60 después de la infeccién (pi). A. Carril 1:
escalera de 100pb; carriles 2 a 6: muestras extraidas de
tejido cardiaco de ratas a los 60 dias pi; carriles 7 a 11:
muestras extraidas de tejido cardiaco de ratas a los 26 dias
pi; carril 12: control positivo (ADN de cepa en cultivo); carril
13: control negativo. B. Carril 1: control negativo; carril 2:
escalera de 100pb; carril 3: control positivo (ADN de cepa
en cultivo); carril 4: control negativo (animal no infectado);
carriles 5 a 9: muestras extraidas de tejido cardiaco de rata
a los 60 dias pi.; carriles 10 a 14: muestras extraidas de
tejido cardiaco de rata a los 26 dias pi. Gel de agarosa al
1,5% tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 5. Actividad de la ATPsintasa mitocondrial en tejido cardiaco de rata a los 26 dias pi (A) y 60 dias pi (B) con T. cruzi.
Los datos son los promedios de cinco mediciones independientes + SEM (n = 5); p < 0,05 fue el criterio de diferencias
estadisticamente significativas. Cada medicion independiente se realiz6 tres veces.

los 60 pi, no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas en la actividad de
la ATPsintasa mitocondrial (figura 5B).

Discusion

La enfermedad de Chagas se presenta con una
gran variedad de manifestaciones clinicas y es la
mayor causa de miocarditis aguda y de
cardiomiopatia crénica en las regiones endémicas
de Latinoamérica (21,22). Considerando que las
cepas colombianas de T. cruzimuestran tropismo
hacia el tejido cardiaco (11), es importante
establecer si este tropismo esta asociado con la
lesién celular del miocardio en el hospedero. Para
esto, la lesion celular del miocardio del hospedero
se estudioé en ratas infectadas con la cepa
colombiana Mg8 de Trypanosoma cruzi aislada
del vector Triatoma dimidiata silvestre en el mismo
afio de inicio de este estudio, lo que implica que
conserva sus caracteristicas naturales de
virulencia y patogenicidad.

Los analisis histopatolégicos (figuras 2 y 3)
revelaron la capacidad de la cepa colombiana Mg8
para producir lesiones celulares en el miocardio
del hospedero, caracteristicas de la cardiomiopatia
chagasica (22-25), lo que muestra que se esta
frente a una manifestacion tipica de la enfermedad
de Chagas. Asi, la presencia continua del parasito
en las zonas de lesion del corazén puede ser
importante en el origen de la cardiomiopatia
chagésica (26).

Los resultados moleculares permiten asegurar que
todos los organismos infectados tenian en su
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tejido cardiaco la presencia del parasito (ADN) o
restos de éste, lo que garantiza que en todos los
casos en que se evalu6 la actividad de la
ATPsintasa mitocondrial del miocardio, el parasito
manifestd tropismo por el tejido cardiaco. Esto
es importante ya que los tejidos de los animales
infectados y usados para la determinacioén de la
actividad de la ATPsintasa mitocondrial del
miocardio no fueron sometidos a estudios
histopatolégicos debido a que todo el corazén se
necesitd para preparar las suspensiones cardiacas.

Los resultados permiten concluir que la cepa Mg8
de Colombia produce importantes lesiones
celulares en el tejido cardiaco, activacion de la
respuesta inmunoldgica a nivel de este 6rganoy
presencia de las formas replicativas de T. cruzi,
tanto a los 26 dpi como a los 60 dpi. Ademas, la
cepa Mg8 es una cepa virulenta y altamente
patogénica, hecho corroborado por la mortalidad
antes de los 20 dpi que presentaron los ratones
utilizados como fuente de tripomastigotes (50%
de mortalidad), y la presentada por las ratas
utilizadas en la determinacion de la curva de
parasitemia (30% de mortalidad). Ello permite
concluir que esta cepa generé en los individuos
infectados un importante proceso degenerativo a
nivel celular en el miocardio del hospedero,
caracteristico de la cardiopatia chagasica, lo que
implica la presencia del parasito o de su ADN en
el tejido cardiaco o en las células inflamatorias
como un factor que probablemente contribuye en
la produccion de las lesiones y en la mortalidad
observada en los hospederos estudiados (26). Es
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importante destacar que se observaron
considerables lesiones celulares del miocardio del
hospedero (figura 2) en un periodo relativamente
inicial en la curva de parasitemia (26 dpi de la
fase aguda), lo que permite concluir que en este
inicio de la infeccién ya hay una manifestacién
clara de lesiones del miocardio.

Existen varias hipotesis sobre la patogénesis de
la cardiomiopatia chagéasica, como la heurogénica,
la autoimmunidad (27-30), los problemas en la
micro circulacién del corazén (31,32) y las
alteraciones en el metabolismo energético
mitocondrial del miocardio (2,3). Esta ultima
adquiere gran interés en el estudio de todas las
patologias cardiovasculares, ya que mas del 90%
de la energia necesaria para el funcionamiento
de los cardiomiocitos se produce en las
mitocondrias. Por tal motivo era importante
determinar si la lesién celular del miocardio
observada alos 26 y 60 dpi con la cepa colombiana
Mg8 de T. cruzi compromete al metabolismo
energético mitocondrial del miocardio. En este
proceso es crucial la actividad de la ATPsintasa
mitocondrial, ya que esta enzima es en ultima
instancia la encargada de sintetizar el ATP
mitocondrial necesario para el buen funcionamiento
de los cardiomiocitos. La actividad de la ATPsintasa
mitocondrial representa en esencia la cantidad de
ATP sintetizado por las mitocondrias contenidas
en una unidad de tejido (en nuestro caso, 1 mg de
proteina total del homogeneizado de tejido
cardiaco) por unidad de tiempo. Por ello, la
actividad de la ATPsintasa mitocondrial es un
criterio del funcionamiento del metabolismo
energético mitocondrial del miocardio. Lo més
usual es estudiar el metabolismo energético
mitocondrial del miocardio en mitocondrias
aisladas del tejido cardiaco o en particulas
submitocondriales preparadas a partir de las
mitocondrias aisladas. Sin embargo, se han
reportado alteraciones estructurales y funcionales
adicionales en las mitocondrias cuando éstas se
aislan de su ambiente natural (33). Dichas
alteraciones adicionales pueden ser mas
marcadas cuando se usan tejidos isquémicos (34),
como es el caso del tejido del corazén durante la
infeccion con T. cruzi (28,29). Por lo tanto, lo mas
conveniente para evitar estas posibles alteraciones
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adicionales de las mitocondrias en los estudios
del metabolismo energético mitocondrial durante
diferentes lesiones celulares del miocardio es el
uso de homogeneizados rapidamente preparados
a partir del tejido cardiaco (35,36). En el presente
trabajo fue crucial buscar las condiciones
experimentales que permitieran diferenciar, usando
homogeneizados de tejidos cardiacos infectados
con parasitos, la actividad de la ATPsintasa
mitocondrial tipo miocardio de la actividad de la
ATPsintasa mitocondrial tipo parasito. La clave
gue permiti6 usar homogeneizados de tejido
cardiaco en el presente trabajo radicaque en T.
cruzi el complejo | de la cadena transportadora
de electrones no esta funcionalmente presente
(37). De esta forma, si usamos como substrato
de respiracion glutamato/malato, que pone a
funcionar la cadena transportadora de electrones
a partir del complejo I, en presencia de ADP sélo
las mitocondrias que poseen este complejo
(mitocondrias del corazén) podran sintetizar ATP.
Los resultados obtenidos (figura 5A y 5B) indican
gue durante el proceso de inicio de la enfermedad
de Chagas no hay alteracién en la actividad
enzimética de la ATPsintasa mitocondrial ni en el
dia 26 pi, fase aguda, ni en el dia 60 pi, fase
crénica en comparacién con los respectivos
controles; esto quiere decir que por cada unidad
(en nuestro caso 1 mg de proteina total de homo-
geneizado de tejido cardiaco) de tejido cardiaco
infectado con la cepa colombiana Mg8 no hay
déficit de cantidad de ATP mitocondrial (necesario
para otras funciones celulares) por unidad de
tiempo con respecto a los controles. Partiendo
del hecho de que la actividad de la ATPsintasa
mitocondrial es un criterio del metabolismo
energético mitocondrial, estos resultados (figura
5A y 5B) permiten afirmar que el metabolismo
energético mitocondrial no esta comprometido
durante una infeccion con la cepa colombiana Mg8
alos 26 y 60 dias pi, a pesar de las considerables
lesiones celulares del miocardio observadas
(figuras 2y 3).

La no variacion con respecto a cada control de la
actividad de la ATPsintasa mitocondrial observada
en homogeneizados de tejido cardiaco infectadas
con la cepa colombiana Mg8 de T. cruzi no
significa que uno de los complejos mitocondriales,
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o la fina sincronizacion entre estos, no se vea
afectado negativamente durante la infeccién. Es
posible que la cantidad de ATP mitocondrial
producido por una sola mitocondria en la unidad
de tiempo disminuya con respecto a las muestras
no infectadas, pero que en un proceso de defensa
el tejido cardiaco genere mas mitocondrias por
unidad de tejido infectado que su control para
compensar la caida en la sintesis de ATP
mitocondrial por una sola mitocondria. Este
aspecto, por ahora simplemente especulativo,
amerita futuras investigaciones.

Por altimo, es importante sefialar que investigaciones
previas reportan alteraciones en la actividad de la
ATPsintasa mitocondrial durante una infeccién con
T. cruzi, y con base en esto se concluye que
durante la infecciébn hay compromiso del meta-
bolismo energético mitocondrial (2,3). Es plausible
que estas alteraciones negativas en la actividad
de la ATPsintasa mitocondrial durante una
infeccién del miocardio con T. cruzisean producto
de diferentes mecanismos de lesién celular del
miocardio dependientes del tipo de cepa, o de
alteraciones adicionales originadas durante la
manipulacién de las muestras bioldgicas (33,34),
dado que los investigadores utilizaron mitocondrias
aisladas y particulas submitocondriales obtenidas
a partir de tejidos isquémicos, como es el caso
del tejido cardiaco durante una infeccién con T.
cruzi(28,29).

En conclusién, nuestros resultados sugieren que
el metabolismo energético mitocondrial no esta
alterado en la lesién celular del miocardio de ratas
infectadas con una cepa colombiana de T. cruzi
perteneciente al grupo T. cruzi |. Es necesario
realizar futuras investigaciones con cepas
pertenecientes a los dos grupos de este parasito
para entender las manifestaciones clinicas de la
enfermedad de Chagas.
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