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Daio Cardiaco en Ratones Ovariectomizados y Experimental-
mente Infectados con Trypanosoma cruzi

MyocCARDIAL TISSUE DAMAGE IN OVARIECTOMIZED MICE AND EXPERIMENTALLY
INFECTED WITH Trypanosoma cruzi

Julio Larenas Herrera'?, Belén Bello Gonzalez!, Claudio Zuiiga Marti!,
Maria Teresa Palau Castaio?, Ulises Vergara Castillo'*

RESUMEN

En el presente trabajo se evalud el daio tisular en el miocardio de ratones hembras
Balb/c ovariectomizadas y no ovariectomizadas y su relacién con el numero de
seudoquistes y células inflamatorias mononucleares, y su asociacién con niveles de
parasitemia y mortalidad acumulada en el curso de la infeccion con 2000 tripomastigotes
sanguineos del clon Dm28c de T. cruzi. Las hembras ovariectomizadas mostraron una
prepatencia sanguinea de 3 dias y niveles de parasitemia mas altos (p<0.001) durante los
primeros 9 dias pos-infeccion (p.i.), en comparaciéon con las no ovariectomizadas que
presentaron una prepatencia de 5 dias. Sin embargo, el nivel maximo de parasitemia
alcanzado por las ovariectomizadas (18.09 x 10*+ 1.66 x 10*parasitos/ml) alos 11 dias p.i.
fue mas bajo (p<0.05) que el nivel maximo de 26.03 x 10*+ 1.83 x 10*parasitos/ml, alcanzado
por las no ovariectomizadas a los 11 dias p.i. El analisis histopatolégico mostré una
asociacion entre el mayor parasitismo intracelular (seudoquistes), el elevado infiltrado
inflamatorio mononuclear, la severidad del dafio cardiaco y el 100% de mortalidad alcan-
zado por las hembras ovariectomizadas a los 21 dias p.i., en comparacién con los valores
menores y el 70% de mortalidad alcanzado por las hembras no ovariectomizadas en el
mismo periodo. Asi, las diferencias sexuales en la susceptibilidad o resistencia a la infec-
cion no deberian considerarse como una variable mas, sino como un factor de riesgo
importante en el desarrollo de las enfermedades infecciosas.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the damage in the myocardial tissue in ovariectomized
and non-ovariectomized Balb/c mice and the relationship with inflammatory damage,
number of pseudocysts and correlation with parasitemia levels and mortality after expe-
rimental infection with 2000 blood trypomastigotes from clone Dm28c of Trypanosoma
cruzi. Results showed a 3-day blood prepatency and higher parasitemia levels (p<0.001)
during the first 9 days of infection (p.i.) in ovariectomized females when compared with
non-ovariectomized females which showed a 5-day prepatency. However, the maximum
parasitemia level reached by the ovariectomized females (18.09 x 10*+ 1.66 x 10*parasites/
ml) at 11 days p.i. was lower (p<0.05) than the maximum parasitemia level 0f26.03 x 10*+
1.83 x 10*parasites/ml, observed in the non-ovariectomized females at 11 days p.i. The
histopathological analysis showed a correlation between the high number of intracellular
parasites (pseudocysts), the magnitude of mononuclear inflammatory infiltrate, the severity
of cardiac tissue damage and the 100% mortality reached by the ovariectomized females
at 21 days p.i. in comparison with the lower values and the 70% mortality showed by the
non-ovariectomized females in the same period. Sexual-based differences in susceptibility
or resistance to infection should not be overlooked as an additional variable but as an
important risk factor in the development of infectious diseases.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi strains; ovariectomy; histopathological

study; inflammatory infiltrate; tissue damage

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, causada por
el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi, es
una afeccion inflamatoria cronica que causa
la muerte de cerca de 50 000 personas por
afio en la region endémica que se extiende
desde el sur de Estados Unidos hasta la
Patagonia Argentina (Coura y Vifas, 2010;
WHO, 2015). T. cruzi se asocia generalmente
a la poblacion humana, pero también puede
encontrarse en diversas especies animales,
tanto silvestres como domésticas (Giirtler y
Cardinal, 2015). Asi, el parasito puede en-
contrase de manera natural en perros, gatos,
bovinos, cabras, ovejas, conejos, cerdos,
equinos y, desde el punto de vista veterinario,
se requiere establecer el rol de estas espe-
cies en la epidemiologia de la enfermedad,
asi como su papel como reservorios natura-
les del agente causante de esta compleja
zoonosis (Ramirez et al., 2013).
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T. cruzi es un parasito de gran variabi-
lidad bioldgica y genética, de manera tal que
una cepa o aislado natural del parasito co-
rresponde a una poblacion heterogénea cons-
tituida por varios clones, lo que conduce a
diferencias en el comportamiento entre los
distintos aislados o linajes, en particular res-
pecto a su virulencia, tropismo tisular y
patogenicidad. La diversidad genético-biolo-
gica del parasito ha conducido a su clasifica-
cion en seis Unidades Discretas de
Tipificacion (Tcl a TcVI), cuyo rol en el de-
sarrollo de las formas clinicas de la enferme-
dad de Chagas es, en gran parte, desconoci-
do (Zingales et al., 2012). Sin embargo, la
evidencia experimental en el modelo murino
sugiere que, el curso de la infeccion y la se-
veridad del dafo tisular, es el resultado de
una compleja interaccion entre las caracte-
risticas genéticas y biologicas de la cepa o
aislado infectante del parasito (virulencia,
patogenicidad, niveles de parasitemia, tropis-
mo tisular, induccién de respuesta inmune,
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resistencia a drogas) y factores propios del
hospedero (sexo, edad y el repertorio genético
asociado a los mecanismos de respuesta in-
mune) (Meza et al., 2014).

En la enfermedad de Chagas, el dafio
tisular que acompafia a la infeccion con 7.
cruzi es el que conduce finalmente a la pre-
sentacion de las formas clinicas de la enfer-
medad (cardiaca, digestiva o mixta) en el
curso de la fase cronica, que se prolongara
durante toda la vida de los pacientes infecta-
dos. En humanos, la cardiomiopatia chagésica
es la manifestacion clinica mas comin y se-
vera, que afecta a cerca del 30% de los pa-
cientes después de varias décadas de infec-
cion asintomatica y, representa, también, la
mayor causa de discapacidad y mortalidad
en las areas endémicas.

En el modelo murino, el dafio inflama-
torio en el tejido cardiaco es también la ma-
nifestacion mas frecuente y severa de la in-
feccion con 7. cruzi. Diversos estudios han
documentado, tanto en humanos como en
especies animales, que las hembras, a dife-
rencia de los machos, muestran una mayor
resistencia a la infeccion con diversos
patogenos bacterianos, virales o parasitarios
(Klein, 2000). Diversos estudios han docu-
mentado esta diferencia de género en la sus-
ceptibilidad o resistencia a infecciones pro-
ducidas por bacterias como Mycobacterium
tuberculosis y parasitos como Toxoplasma
gondii, Plasmodium sp, Leishmania sp,
Schisostoma y Trypanosoma cruzi (Klein,
2000; Nava-Castro et al., 2012; Markle y
Fish,2014).

Basados en estos antecedentes, en el
presente trabajo se evalud el dafio cardiaco
causado por la infeccion experimental con el
clon Dm28c de T. cruzi en hembras
ovariectomizadas de ratones Balb/c, y se eva-
lud su relacion con el dafio inflamatorio, na-
mero de seudoquistes y eventual asociacion
con los niveles de parasitemia, asi como la
mortalidad acumulada en el curso de la in-
feccion.
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MATERIALES Y METODOS

Ratones y Parasitos

Dos grupos de 10 ratones hembras de
la cepa Balb/c (ovariectomizadas y no
ovariectomizadas), de 12 semanas de edad y
peso aproximado de 25 g, fueron infectados
con 2000 tripomastigotes sanguineos del clon
Dm28c de Trypanosoma cruzi (Contreras
et al., 1988). Los ratones permanecieron en
jaulas de plastico, con agua y comida ad
libitum, en un ambiente controlado con tem-
peratura promedio de 22 °C.

Los parasitos provenian de ratones Balb/
¢, en los cuales el clon Dm28¢ se mantuvo in
vivo, mediante el traspaso semanal de
tripomastigotes sanguineos, en ratones de la
Unidad de Mantencioén de Animales de Ex-
perimentacion del Laboratorio de Inmunologia
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile.

Ovariectomia

Las 20 hembras Balb/c, cuando tuvie-
ron ocho semanas de edad, fueron
anestesiadas  mediante  inyeccidon
intraperitoneal de una mezcla de clorhidrato
de ketamina (100 mg/kg) y clorhidrato de
xilazina (10 mg/kg) (Sigma-Aldrich) (Gaertner
et al., 2008). Diez ratones fueron sometidos
a un procedimiento quirargico de
ovariectomia, mientras que en los 10 restan-
tes se realizé una cirugia simulada, con inci-
sion hasta la cavidad peritoneal, pero sin re-
mocion de los ovarios (grupo control).

Modelo de Infeccion Experimental

En ratones Balb/c infectado con cada
una de las cepas o del clon Dm8c de T cruzi
se extrajo 0.6 ml de sangre a los ratones in-
fectados mediante puncion cardiaca. Los ra-
tones fueron sacrificados utilizando CO,, via
inhalatoria, cumpliendo con las normas
bioéticas y de bioseguridad establecidas en
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los Manuales de Normas de Bioética y de
Bioseguridad de la Comision Nacional de In-
vestigacion Cientifica y Tecnologica
(CONICYT).

Los procedimientos de infeccion expe-
rimental de ratones, extraccion de sangre y
extraccion de tejidos, luego del sacrificio de
los animales, se realizaron en un gabinete de
bioseguridad Forma Scientific Class IIA/B3
(EEUU). El manejo adecuado de los anima-
les y el cumplimiento de los protocolos fue-
ron certificados por los comités de Bioética
Animal y de Bioseguridad, de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Uni-
versidad de Chile.

La sangre fue colocada en tubos estéri-
les conteniendo 0.1 ml de citrato de sodio
como anticoagulante. Se tom6 10 ply se dilu-
y6 en 490 ul de suero fisiologico estéril, y lue-
go se hizo el recuento de parasitos en la ca-
mara de Neubauer. Una vez determinada la
cantidad total de parasitos, se hicieron las di-
luciones necesarias en suero fisiologico esté-
ril, para obtener 2000 parasitos en 0.2 ml. Esta
dosis fue inoculada en cada raton de los gru-
pos experimentales.

Se utilizd, ademas, como control negati-
vo, un grupo de cinco hembras de 10 sema-
nas de edad, que se inocularon con 0.2 ml de
sangre de ratones Balb/c no infectados y di-
luida de manera similar a la de aquella prove-
niente de ratones infectados. Estos ratones
se sangraron en forma paralela a los grupos
infectados para establecer que las alteracio-
nes y eventual muerte de los animales expe-
rimentales se debe a la infeccion con 7. cruzi
y no a variables, como una eventual anemia
provocada por las sucesivas sangrias reali-
zadas durante el desarrollo del estudio.

Estudio de Parasitemia
Los ratones experimentalmente infec-

tados se sangraron cada dos dias a partir del
tercer dia pos-infeccion (p.i.) para determi-
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nar la prepatencia y la eventual variacion en
el nimero de parasitos libres en circulacion.
La sangre se recolect6 de la vena caudal en
tubos de microhematocrito heparinizados, fue
centrifugada a 700 g por 5 min y se dejo re-
posar por 30 min en estufa a 37 °C, para medir
el volumen de sangre. Finalmente, cada mues-
tra fue colocada en un portaobjeto para de-
terminar el nimero de parasitos en 50 cam-
pos elegidos al azar, utilizando un aumento de
400X. Los resultados se expresaron como el
promedio y desviacion estandar de parasitemia
del grupo, de acuerdo al método descrito por
De Arias y Ferro (1988). La determinacion
de los niveles de parasitemia se realizaron
hasta obtener muestras negativas o hasta la
muerte de los ratones.

Estudio Histopatolégico

El dafio histopatologico, presencia de
seudoquistes y el infiltrado de células
mononucleares se determind en muestras de
tejido cardiaco de ratones de ambos grupos.
Se sacrific un raton por grupo los dias 7, 14
y 21 p.i. Los corazones fueron cortados
sagitalmente de la base al vértice, lo que in-
cluyo parte del ventriculo izquierdo, septo
interventricular y atrio izquierdo. Los tejidos
fueron fijados en Bouin-formalina 10% e in-
cluidos en parafina (Lopez et al., 1982). Se
hicieron cortes de 5 um que fueron tefiidos
con hematoxilina-eosina.

Se determino la severidad y caracteris-
ticas del dafio tisular (presencia de focos
inflamatorios, hiperemia, edema, hemorragia,
fibrosis, necrosis, cambios degenerativos),
utilizando un aumento de 200X. Se cuantifico
el numero de seudoquistes parasitarios y el
numero de células mononucleares en 50 cam-
pos elegidos al azar (400X).

La captura y digitalizacion de imagenes
se realizo utilizando el programa Motic MC
Camera 2.0, y la cuantificacion de células se
determind utilizando el Programa Image J 1.48
(National Institute of Health, EEUU).
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Analisis Estadistico

Los resultados de los niveles maximos
de parasitemia, numero de células
inflamatorias mononucleares y nimero de
seudoquistes, se analizaron mediante un ana-
lisis de varianza. El calculo de mortalidad/su-
pervivencia incluye los animales muertos
como consecuencia de la infeccion con T.
cruzi y los sacrificados los dias 7, 14 y 21 p.i.
El analisis de supervivencia se realizd de
acuerdo al método de Kaplan y Meier (1958),
utilizando en ambos casos el programa Graph
Pad Prism v. 5.0.

RESULTADOS

Niveles de Parasitemia y Mortalidad

En la Figura 1 se muestra la evolucion
de los niveles de parasitemia (1a) y del por-
centaje de supervivencia (1b) como expre-
sion del desarrollo de la infeccion en las hem-
bras Balb/c experimentalmente infectadas
con el clon Dm28c¢ de T. cruzi. El periodo de
prepatencia sanguinea fue de 3 dias para las
hembras ovariectomizadas y de 5 dias para
las hembras no ovariectomizadas (Figura 1a).
Los niveles de parasitemia fueron
significativamente mas altos (p<0.001) en las
hembras ovariectomizadas, durante los pri-
meros 9 dias de la infeccion. Sin embargo, el
nivel maximo de parasitemia alcanzado por
las hembras ovariectomizadas (18.09 x 10*+
1.66 x 10*parasitos/ml) a los 11 dias p.i. re-
sultd significativamente mas bajo (p<0.05) que
el nivel maximo de 26.03 x 10* £ 1.83 x 10*
parasitos/ml alcanzado por las hembras nor-
males no ovariectomizadas a los 11 dias p.i.

Las hembras ovariectomizadas presen-
taron 100% de mortalidad acumulada al dia
21 p.i., mientras el grupo control fue de 70%.
E1 30% de las hembras del grupo control no
ovariectomizado sobrevivié mas alla de los 3
meses p.i.
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Estudio Histopatolégico

En el dia 7 p.i. se encontré6 mayor evi-
dencia de focos de infiltrado inflamatorio (Fi-
gura 4), necrosis tisular y presencia de algu-
nos seudoquistes en las hembras
ovariectomizadas infectadas (Figura 2B), en
comparacion con las hembras no
ovariectomizadas infectadas (Figura 2A).

Enel dia 14 p.i., el tejido cardiaco mos-
tré algunos seudoquistes y lesiones
degenerativas y necroéticas, que fueron mas
marcadas en las hembras ovariectomizadas
(Figura 2D) que en las no ovariectomizadas
(Figura 2C).

En el dia 21 p.i. se detectaron lesiones
inflamatorias focalizadas, numerosos
seudoquistes y severa infiltracion celular (Fi-
gura 2E), mientras que en el tejido de las hem-
bras ovariectomizadas se observaron proce-
sos necroticos severos y diseminados, mayor
numero de seudoquistes y elevado niimero
de células inflamatorias mononucleares (Fi-
gura 2F).

En el grupo control de hembras no
ovariectomizadas y no infectadas con 7. cruzi
no se encontraron alteraciones o dafio
cardiaco en los animales sacrificados en los
dias 7, 14 y 21 pos-inoculacion con sangre de
ratones Balb/c no infectados.

En la Figura 3 se muestra la evolucion
del nimero de seudoquistes. Las hembras
ovariectomizadas presentaron un mayor ni-
mero de seudoquistes y de células
inflamatorias mononucleares (p<0.0001), lue-
go de la infeccion experimental con el clon
Dm28c de T. cruzi. Asimismo, en la Figura 4
se muestra la evolucion del infiltrado infla-
matorio en el tejido cardiaco de las hembras
infectadas ovariectomizadas y no ovariecto-
mizadas.
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Figura 1. Evolucion de los niveles de parasitemia (1a) y de supervivencia (1b) en ratones Balb/
¢ hembras ovariectomizadas y no ovariectomizadas, infectadas con 2000 tripomastigotes
sanguineos del clon Dm28c de 7. cruzi
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Figura2. Evolucion del dafio inflamatorio en el tejido cardiaco de hembras control negativo (no
ovariectomizadas) (A, C, E) y de hembras ovariectomizadas (B, D, F) en los dias 7, 14
y 21 pos-infeccion con 2000 tripomastigotes sanguineos del clon Dm28c de T. cruzi.
A, B: Enel dia 7 p.i. se muestran focos de infiltracion de células inflamatorias (flecha
continua), necrosis del tejido muscular (N) y algunos seudoquistes (flechas segmentadas),
lo que fue mas evidente en ratones ovariectomizados. C, D: En el dia 14 p.i. se obser-
van lesiones degenerativas y necréticas (N) junto con presencia de algunos seudoquistes
(flechas segmentadas). Las lesiones y la cantidad de seudoquistes son mas marcados
en los animales ovariectomizados infectados. E, F: En el dia 21 p.i., el tejido cardiaco
del grupo control no ovariectomizado mostré evidencia de lesiones focales con dege-
neracion leve y escasa respuesta inflamatoria (flecha continua) en relacion a las mar-
cadas lesiones de caracter necrotico (N) y presencia de seudoquistes (flechas
discontinuas) de los animales ovariectomizados.
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Figura3. Evolucion del nimero de seudoquistes en el tejido cardiaco de ratones hembras
Balb/c ovariectomizadas y no ovariectomizadas infectadas con el clon Dm28¢ de
T. cruzi. Superindices (*) indican diferencia estadistica (p<0.0001) entre grupos

dentro de dia pos-infeccion

DiscusioN

Los resultados de este estudio muestran
un aumento de los niveles de parasitemia, ele-
vado ntimero de seudoquistes, mayor nume-
ro de células inflamatorias mononucleares,
severo dafio cardiaco y mayor mortalidad en
las hembras Balb/c ovariectomizadas en com-
paracion con las hembras no ovariecto-
mizadas infectadas con 2000 tripomastigotes
sanguineos del clon Dm28c de T cruzi. Es-
tos resultados estan en concordancia con la
sugerencia que el parasitismo intracelular y
el dafo tisular producido por el infiltrado in-
flamatorio mononuclear que acompafia a la
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infeccion dependen, no solo del repertorio
genético del hospedero y de caracteristicas
biologicas como la virulencia y patogenicidad
del parasito, sino también de factores como
las hormonas ovaricas. Los estrogenos pare-
cen modular la funcion de las células del sis-
tema inmune, determinando una mayor re-
sistencia a la infeccion en las hembras ente-
ras (Roberts et al., 2001; Markle y Fish,
2014).

El efecto de los estrogenos sobre las
células del sistema inmune es mediado fun-
damentalmente por receptores intracelulares
y de membrana (Schneider, 2014) que pue-
den encontrarse en linfocitos T, linfocitos B,

Rev Inv Vet Pert 2017; 28(3): 667-678
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Figura4. Evolucion del infiltrado mononuclear en el tejido cardiaco de ratones hembras Balb/c

ovariectomizadas y no ovariectomizadas infectadas con el clon Dm28c de 7. cruzi.
Superindices (*) indican diferencias estadisticas (p<<0.0001) entre grupos dentro de

dia pos-infeccion

células dendriticas, monocitos, macrofagos,
neutrofilos, células NK, células del estroma
timico, células progenitoras mieloides y otras
células de la médula osea (Kovats, 2015;
Klein y Flanagan, 2016). Los complejos es-
trégeno-receptor intracelular son translocados
al nucleo donde funcionan como reguladores
transcripcionales de genes que contienen ele-
mentos de respuesta a estrogenos (EREs) en
sus promotores o pueden interactuar con otros
factores de transcripcion como NF-kB, que
modulara la expresion de genes que no con-
tienen EREs. En algunos casos, receptores
no clasicos para estrogenos que se expresan
en la membrana plasmatica, pueden amplifi-
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car la cascada de sefiales de activacion en
las células del sistema inmune (Gubbels Bupp,
2015).

Los niveles fisiologicos de los estrogenos,
que son relativamente bajos, parecen promo-
ver una respuesta Thl y la produccion de
interferon gamma (IFN-y) y otros mediadores
proinflamatorios. Sin embargo, en niveles mas
altos o supra-fisioldgicos, los estrogenos esti-
mulan una respuesta Th2, la produccion de IL-
4 y el desarrollo de linfocitos T reguladores,
que inhiben la respuesta proinflamatoria, tanto
de la inmunidad innata como de la inmunidad
adquirida (Kovats, 2015).
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La mayor respuesta immune celular y
humoral a la infeccion de las hembras y la
compleja interaccion de los factores que con-
tribuyen a este fendmeno no esta claramente
establecida, pero parece incluir no solo las
hormonas sexuales, sino también, diferencias
sexuales de origen genético, debido a la pre-
sencia de un segundo cromosoma X, o facto-
res epigenéticos como RNAs de interferen-
cia, metilacion del DNA y modificacion de
histonas, cuya expresion parece también re-
gulada por los niveles de las hormonas sexua-
les (Markle y Fish, 2014). Aunque uno de los
dos cromosomas X es inactivado en las hem-
bras, esta inactivacion no es completa y cer-
ca del 15% de los genes codificados en el
segundo cromosoma X escapan a la
inactivacion en la mujer (Carrel y Willard,
2005). Este escape de la inactivacion condu-
ce a la sobreexpresion de algunos genes liga-
dos al cromosoma X y que codifican la ex-
presion de proteinas asociadas al sistema in-
mune como la molécula coestimuladora
CDA40, el factor de transcripcion Foxp3, que
se expresa en linfocitos T reguladores, re-
ceptores para citoquinas como IL-2RG, IL-
9R, receptores para quimioquinas (CXCR3)
y receptores Toll (TLR7, TLR8 y TLR9), que
se expresan en células de la inmunidad inna-
ta y reconocen acidos nucleicos de agentes
infecciosos. El cromosoma X contiene, ade-
mas, los genes de una serie de pequefios RNA
de interferencia (miRNA) no codificantes,
que actian como reguladores pos-
transcripcionales de la expresion génica. Al-
gunos de estos miRNAs estan involucrados
en la diferenciacion y funcionamiento de di-
versas células del sistema inmune y su ex-
presion parece encontrarse bajo el rol regu-
lador de hormonas ovaricas (Khan et al.,
2015).

Estos antecedentes permiten sugerir que
la mayor susceptibilidad a la infeccion con el
clon Dm28c de T. cruzi que se observa en
las hembras ovariectomizadas, puede obede-
cer a la baja expresion de genes asociados a
la respuesta inmune que se encuentran bajo
el efecto modulador de las hormonas ovaricas
(Jansen et al., 2014). Asi, las diferencias
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sexuales en la susceptibilidad o resistencia a
la infeccién no deben considerarse como una
variable mas, sino como un factor de riesgo
importante en el desarrollo de las enferme-
dades infecciosas. Este aspecto es particu-
larmente importante en relacion a los perros
que, junto a los gatos y roedores, son los prin-
cipales hospederos de T. cruzi en los habitats
domésticos y peridomésticos (Ramirez et al.,
2013; Giirtler y Cardinal, 2015).

La mayor susceptibilidad a la infec-
cion con el parasito de las hembras
ovariectomizadas puede constituir una sefal
de alerta para las estrategias de gonadectomia
orientadas a controlar la poblacion de perros
abandonados en las areas urbanas de la re-
giones endémicas, y que pueden convertirse
en una factor de riesgo importante en la trans-
mision de 7. cruzi a humanos u otros hospe-
deros mamiferos; en especial, si se conside-
ra la evidencia que muestra la presencia del
parasito en la saliva y orina de los animales
infectados (Marsden y Hagstrom, 1966;
Lopes et al., 1991) y que los perros pueden
infectarse a través de la ingestion de
triatominos infectados, asi como por la inges-
tion de alimentos y agua contaminadas con
deposiciones de insectos infectados o con la
mordedura de perros u otros mamiferos in-
fectados (Giirtler y Cardinal, 2015).

CONCLUSIONES

Se observé una asociacion entre la pre-
sencia de seudoquistes, la magnitud del infil-
trado inflamatorio mononuclear, la severidad
del dafio en el tejido cardiaco y la mortalidad
de ratones Balb/c hembras ovariectomizadas
e infectadas con 2000 tripomastigotes san-
guineos del clon Dm28c de T. cruzi.
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