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RESUMEN

Existen dos especies de insectos triatominos reconocidos en Chile como vectores
de la enfermedad de Chagas, Triatoma infestans y Mepraia spinolai que a su vez se asocian
al ciclo domiciliario y silvestre de la infeccion, respectivamente. El estudio de los puntos de
conexion entre el ciclo silvestre y el ciclo domiciliario de la enfermedad de Chagas, es de
gran importancia en el conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad. Un posible
punto de contacto entre ellos son aquellos mamiferos que ambas especies han seleccionado
positivamente como hospedero-presa en los sectores donde coinciden en su distribucion y
que ademas son reservorios de la enfermedad. El conejo silvestre es una especie
recientemente introducida que satisface estos criterios y que progresivamente ha
superpuesto su habitat con el del hombre y viceversa. Se ha propuesto, entonces, establecer
la calidad de hospedero que tendria el conejo silvestre para M spinolai, en particular
determinando si la picada de vinchuca es percibida y elaborada por el conejo como una
condicion de estrés agudo, para cuyo efecto fueron determinadas variables endocrinas,
metabolicas y celulares pre y post experimentales. Ademas, se compard la respuesta
sistémica y local causada por una puncion con aguja fina con aquella provocada por la
picada de vinchuca. Para ello, se dispuso de 9 conejos silvestres de 6 meses de edad, sin
distincion de sexo y se formaron aleatoriamente tres grupos de tres individuos cada uno. El
grupo 1 fue sometido a la picada de vinchuca, el grupo 2 fue sometido a puncion con aguja
fina y el grupo 3 correspondi6 al control. Una vez obtenidos los valores basales para cada
individuo dentro de cada grupo, se procedio a realizar mediciones dentro de la primera hora,

pasadas 24 horas y 48 horas del manejo experimental.



Las variables estudiadas correspondieron a cortisol plasmatico, glicemia,
quimioluminiscencia, recuento de eritrocitos, recuento total y diferencial de leucocitos
ademas se midio la respuesta local en el sitio de picada y puncion mediante el empleo de
cutimetro. Este protocolo fue repetido en dos ocasiones mas transcurridos diez dias entre
ellos. Cada individuo correspondio a su propio control y los datos se analizaron en un
ANDEVA para parcelas divididas (tratamientos) de muestras repetidas en el tiempo usando
la prueba de Tuckey de manera simultanea para cada grupo, cada etapa y cada tiempo
dentro de la etapa respectiva (p < 0,05).

El grupo sometido a picada de vinchucas presenta variaciones consistentes
atribuibles a una respuesta sistémica de estrés para las mediciones de quimioluminiscencia,
recuento de eritrocitos y recuento diferencial de leucocitos. Esto nos hace pensar en la
crucial importancia del método usado en la toma de muestras, asi como también en las
condiciones de bienestar animal antes, durante y después del manejo experimental.

El grupo sometido a puncion presenta variaciones consistentes atribuibles a una
respuesta sistémica de estrés en todas las variables, exceptuando la variable glucosa
sanguinea que no evidencio diferencias significativas.

Las variables cortisol plasmatico, cutimetro, recuento total de eritrocitos
manifiestan valores sin diferencia estadistica entre los distintos dias de muestreo pese a la
importante variabilidad individual detectada por el modelo estadistico, lo que confirma la

bondad de dichas variables.



SUMMARY

There are two species of insects triatomine recognized in Chile as vectors of Chagas
disease, Triatoma infestans and Mepraia spinolai which in turn are associated with the
domestic and wild cycle of infection, respectively. The study of the points of connection
between both of them is of great importance in the understanding of the epidemiology of
the disease. One possible point of contact between them are those mammals that both
species have been positively selected as host-dam in the sectors where they coincide in their
distribution and also are reservoirs of the disease. The wild rabbit is a newly introduced
species that meets these criteria and that gradually overlapped with the habitat of man and
vice versa. It has been suggested then establish the quality of accommodation that would
have the wild rabbit for M spinolai, in particular whether the bite of insect vector is
perceived and developed by the rabbit as a condition of acute stress for which purpose were
certain endocrine variables, metabolic and cellular pre-and post-pilot. In addition, we
compared the local and systemic response caused by a fine-needle puncture as the one
caused by the bite of insect vector. This will be available from 9 specimens of wild rabbit 6
months of age, regardless of sex and randomly formed three groups of three individuals
each. Group 1 was subjected to the bite of insect vector, group 2 underwent fine-needle
puncture and group 3 was the control. Once obtained baseline values for each individual
within each group proceeded to take measurements within the first hour, past 24 hours

and 48 hours of experimental management.



The variables studied were for plasma cortisol, glucose, chemiluminescence, red
blood cell count, total and differential leukocyte, besides the local response was measured
at the site of puncture and minced using cutimeter. This protocol was repeated twice more
within ten days between them. Each individual was in their own control and data were
analyzed in an ANOVA for a split plot (treatment) of samples repeated over time using the
test of Tuckey simultaneously for each group, each stage and each time within the
respective stage ( p <0,05).

The group submitted a bite of vinchuca varies consisting attributable to a systemic
response to stress measurements of chemiluminescence, red blood cell count and differential
leukocyte. This makes us think about the crucial importance of the method used in sampling,
as well as animal welfare conditions before, during and after handling pilot.

The group subjected to puncture varies consisting attributable to a systemic response
to stress in all variables except the variable blood glucose that showed no significant
differences.

The variables plasma cortisol, cutimeter, total red blood cell values manifested
without statistical difference among different days of sampling despite the significant
individual variability detected by the statistical model, which confirms the goodness of these

variables.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, descrita por Carlos Chagas
en el afo 1909, es endémica de Latinoamérica y se estima que aproximadamente 16 a 18
millones de personas estarian afectadas por el Trypanosoma cruzi, parasito unicelular
flagelado responsable de la enfermedad. Este es transmitido al hombre y a otros mamiferos
a través de insectos infectados del orden Triatominae, conocidos vulgarmente como
vinchucas. En Chile se conocen tres especies de vinchucas, dos de ellas responsables de su
transmision, identificandose un ciclo domiciliario asociado a Triatoma infestans y un ciclo
silvestre asociado a Mepraia spinolai. Hasta hoy se desconoce el rol de Mepraia gajardoi
en la epidemiologia en la enfermedad. En Chile, el area chagasica estd comprendida entre
zonas rurales y periurbanas de la primera a la sexta regiones, estimandose un ndmero
aproximado de poblacion expuesta en unos 850.000 habitantes.

La eficiente y rapida adecuacion mostrada por parte de M. spinolai hacia el conejo
europeo, no obstante la reciente introduccion de éste Gltimo en nuestro pais, genera una
linea de investigacion orientada hacia el estudio de la respuesta del conejo al ser parasitado
por M. spinolai. Debido a lo anterior, en el presente trabajo se intentarda medir el estrés a
corto plazo inducido por la picada de la vinchuca en el conejo europeo, determinando
variaciones hematoldgicas antes y después de la picada, y a la vez, estudiando los cambios
en los parametros de produccion de radicales libres y cortisol plasmatico como una forma
de medicion del estrés en el tiempo. Ademéas se medira de manera local la respuesta

inflamatoria generada por la picada del insecto.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Enfermedad de Chagas

Los triatominos corresponden a una subfamilia de hemipteros conocidos como
vinchucas (“el que se nos deja caer” -del quechua-) pertenecientes a la familia Reduviidae,
los que se caracterizan por sus héabitos alimenticios estrictamente hematdfagos. Estos
insectos se encuentran ampliamente difundidos en América y son reconocidos como
vectores de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, cuyo agente etioldgico
es el parasito protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Schofield, 1994). La enfermedad
fue descubierta por el investigador Carlos Chagas en 1909 en Brasil, pero existen
evidencias paleoparasitélogicas que sugieren que la enfermedad aparecié en ciertas
regiones andinas. La domiciliacion de los triatominos y la transmision al hombre surge en
épocas precolombinas puesto que la infeccion ha sido detectada en momias chilenas al
interior de la provincia de Tarapaca cuya data se remonta a 2000 afios atras. El territorio en
que prevalece la enfermedad se extiende desde el sur de los Estados Unidos, en el paralelo
35 latitud Norte, hasta Chile y Argentina. En Chile, el limite Sur de la zona endémica esta
en el paralelo 34,5 latitud Sur, en la parte central del pais y por Argentina avanza hasta el
paralelo 45 latitud Sur (Apt y Reyes, 1990).

Los vectores mas importantes de América del Sur son: Panstrongylus megistus,
Triatoma sordida, Triatoma infestans, Triatoma brasiliensi, Triatoma dimidiata vy
Rhodnius prolixus (Soulsby, 1988). En los paises del extremo sur de América del Sur, es
decir en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay, el principal vector de la
enfermedad de Chagas es el T. infestans que tiene habitos exclusivamente domiciliarios, es

decir, coloniza el interior y el peridomicilio de las viviendas humanas (Moncayo, 1999).



La enfermedad de Chagas en el hombre

Esta enfermedad puede tener un origen congenito o adquirido. En la forma
adquirida es transmitida al hombre y otros mamiferos a través de heces de vinchucas
contaminadas con el protozoo, infeccién transfusional y/o trasplantes de 6rganos (Apt y
Reyes, 1990). Presenta tres fases clinicas: aguda, latente y cronica. Entre 30 a 40% de los
infectados progresan a la etapa cronica de la enfermedad y 5 a 20 afios después de haber
adquirido la infeccion, desarrollan enfermedad cardiovascular o sindrome de megavisceras.
Esta etapa se manifiesta durante el periodo méas productivo de la vida, es decir, entre los 35
y 55 afios de edad (Vallejo y Reyes, 1996).

La forma de contagio transplacentaria es la infeccion producida por el paso del
protozoo a través de la placenta de una madre infectada al feto. Estudios en Latinoamérica,
han demostrado inicialmente que la prevalencia en embarazadas oscila entre 2 y 50%, cifras
que en la actualidad han disminuido a 0,5 y 12% lo cual demuestra el impacto del programa
de control vectorial en la poblacion general (World Health Organization, 2002). Se ha
llegado a establecer que en Chile, la mayor parte de los casos de infeccién transplacentaria
son asintomaticos al nacer y que el diagnéstico precoz de la infeccion es fundamental pues
permite un tratamiento oportuno y eficaz (Lorca y col., 2001a). La forma de presentacion
clinica de la enfermedad de Chagas congénita es un hecho interesante de analizar en Chile.
Hace algunos afios la frecuencia de casos sintomaticos con cuadros severos de
hepatomegalia, esplenomegalia, ictericia, anemia, trombocitopenia (signos de infeccion
transplacentaria TORCH), de bajo peso al nacer y prematurez era alta, pero en la medida
que ha pasado el tiempo y ha disminuido probablemente la exposicion de las madres al
parasito, la forma de presentacion clinica en los nifios es asintomatica en el 90% de los

casos (Mufioz y col., 1992; Lorca, 2001).
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Transmision de la enfermedad

En condiciones naturales, T. cruzi es trasmitido por estos chinches ocurriendo su
desarrollo en la porcién intestinal posterior del insecto. Los tripanosomas metaciclicos
pasan a las heces de las chinches parasitadas a los 8 a 10 o incluso mas dias del comienzo
de la infeccion. El hospedero humano o mamifero se infecta cuando las heces que albergan
a los tripanosomas metaciclicos son autoinoculadas por éste al rascarse la picada producida
por el insecto, por medio de otras lesiones en piel 0 membranas mucosas (Soulsby, 1988).

Las vinchucas suelen defecar después de alimentarse y frecuentemente se alimentan
en la piel fina préxima a los ojos y a los labios. Los signos de puerta de entrada o chagomas
de inoculacion, son las lesiones cutaneas mas frecuentes en la cara y extremidades. Muy
tipico es el de la regién ocular Ilamado signo de Romafia-Mazza, que se presenta como
edema bipalpebral, unilateral, de color rosado violaceo, claro, indoloro y duro. Los
chagomas pueden presentarse en cualquier parte de la piel, son lesiones de aspecto
furunculoideo de color rosado- violaceo e indurados, de duracion variable pudiendo llegar a
durar hasta 15 dias (Apt y col., 2006).

Tras la contaminacién de una herida con tripanosomas metaciclicos, ellos penetran
en los histiocitos de la zona y proliferan como formas amastigote. Se produce una reaccién
inflamatoria local y mas tarde hay una encapsulacion por tejido fibroso, que determina el
blogueo de los vasos linfaticos locales y la produccién de edema en la zona implicada. Esta
es la lesion primaria conocida como “chagoma”. Los amastigotes pasan de la primera
localizacion a los linfonodulos mas proximos y después, a través del sistema linfatico, se
distribuyen por todo el cuerpo. Higado, pulmones, bazo, medula ésea, muasculo cardiaco y
cerebro son los 6rganos mas afectados. En estos 6rganos los parasitos se multiplican como

amastigotes. En la ruptura de células hospederas se liberan formas trypomastigote que
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pasan a la sangre, asociandose el proceso con la aparicion de fiebre. Las formas amastigote
se localizan en pseudoquistes dentro de la célula hospedera y al romperse estas unidades los

tripanosomas invaden nuevas células continuando el proceso (Soulby, 1988).

Antecedentes del parasito

El T. cruzi es un protozoo flagelado, que presenta una alta variabilidad. Mediante
técnicas de electroforesis e isoenzimas se han podido establecer varios zimodemas con
caracteristicas bioldgicas y patologicas particulares, que le dan un caracter propio a la
enfermedad de Chagas en las diferentes regiones donde es prevalente. De igual forma, el
analisis de ADN ha podido revelar la existencia de ezquizodemas, que al igual que los
zimodemas se pueden asociar con comportamientos bioldgicos particulares de los parasitos.
En un estudio, mediante la investigacion de las caracteristicas bioldgicas como virulencia,
la evolucion de la parasitemia, el histotropismo y las formas celulares predominantes, se
pudo diferenciar hasta tres grandes grupos de cepas de T. cruzi denominados biodemas.
Actualmente se diferencian dos linajes de T. cruzi denominados TC1 y TC2. ElI TC1
corresponde al ciclo silvestre y a casos humanos del altiplano chileno-boliviano y de
algunos casos de Venezuela. TC2 corresponde al ciclo doméstico y se divide en 5 sub-
grupos: a, b, ¢, d y e. Esta clasificacion se basa en los DUT (Discrete Unit of Typification).
La heterogeneidad biol6gica ha sido observada a nivel de cepas o aislamientos y algunos
trabajos han abierto la posibilidad de considerar un comportamiento diferenciado entre los
clones constitutivos con respecto a su cepa parental (Apt y col., 2006).

Algunos estudios de polimorfismo enzimatico indican que la mayor parte de las
cepas de T. cruzi se pueden clasificar en tres grupos de zimodemas denominados Z1, Z2 y

Z3, cada uno de los cuales parece haber estado relacionado originariamente con diferentes
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especies mamiferas y de ahi con la especie de triatomino mas comdnmente asociada a esos
mamiferos. EI zimodema Z1 (més importante en el ciclo silvestre), es el mas difundido y
parece estar asociado primitivamente con las zarigueyas (Didelphis spp) y con la amplia
gama de especies triatominas que colonizan las madrigueras de estos animales. Por
contraste, el zimodema Z2 se conoce solo en la region al sur del Amazonas y parece estar
asociado primitivamente con los cuyes (Cavia spp) y con T. infestans que al principio
habitaba los nidos de los cuyes en Bolivia. En humanos, tanto el Z1 como el Z2 pueden
causar lesiones cardiacas semejantes, pero el Z1 no estd asociado con las lesiones
intestinales graves que a menudo caracterizan también la infeccion con el Z2. El tercer
grupo de zimodemos Z3, parece estar particularmente asociado a los armadillos (Dasypus
spp) y los triatominos habitando sus madrigueras (particularmente las especies de
Panstrongylus), pero raras veces se ha aislado de casos humanos de enfermedad de Chagas

(Schofield, 1994).

Antecedentes de la enfermedad de Chagas en Chile

En el afio 1999, se certifico en Chile la interrupcion de la transmisidn vectorial de la
enfermedad de Chagas cuyo principal responsable de la transmisién del protozoo es T.
infestans, responsable del ciclo doméstico o antropico (Zulantay y col., 2004). Por otro lado
la vinchuca silvestre, M. spinolai, es el vector responsable del ciclo silvestre (ciclo zo6tico)
de la enfermedad de Chagas sobre el cual se han realizado varios estudios para conocer sus
aspectos bioldgicos y ecologicos (Apt y Reyes, 1990). Dentro de los objetivos de
investigacion para la década 2000-2010 por la OMS, destaca el estudio de los puntos de
conexion entre el ciclo silvestre y el ciclo domeéstico de la infeccion (World Health

Organization, 2002).
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En el afio 2001, se estudidé la dieta de M. spinolai en canteras de Colina,
encontrandose una asociacion estrecha entre el conejo europeo (O. cuniculus) y la vinchuca
silvestre. Se detectd un 4,6% de insectos alimentandose de humanos, 33,0% de conejos y
un 6,2% de roedores. Esta gran abundancia relativa del conejo silvestre como presa de M.
spinolai, transforma a este mamifero en un importante reservorio dentro del ciclo silvestre
de T. cruzi. Por esta razon, es posible considerar la abundancia relativa de un hospedero
como un indicador de importancia epidemiologica. Ademas, los antecedentes indican que el
nicho ecoldgico de M. spinolai es cerca de 2 veces el de T. infestans, lo que sugiere que el
vector del ciclo silvestre puede llegar a ser de gran importancia epidemioldgica,
considerando que el éxito del programa de control para T. infestans implica practicamente
la desaparicion de este vector de los asentamientos humanos (Canals y col., 2001). En un
trabajo realizado en el norte del pais, se recolectaron desde un mismo ecotopo, ejemplares
de M. spinolai de diferente estadio. En el sitio de captura, M. spinolai se alimenta
basicamente de pequefios mamiferos tales como el introducido conejo silvestre (O.
cuniculus) y roedores nativos como el degu (Octodon degus). El contenido intestinal de 182
ejemplares de M. spinolai fue extraido y estudiado para la deteccion del parasito movil T.
cruzi. Durante la microscopia directa se detectd que el 9,89% de las ninfas se hallaba
infectada con T. cruzi, mientras que con el uso de PCR se detectd infeccion en el 46,15%
de ellas lo que confirmo la idea de una posible subestimacion de los niveles de infeccion al
usar metodos rutinarios. Mas aun, la microscopia directa evidencido una importante
subestimacion en los estados ninfales jovenes observados (estadios 1 y Il principalmente)
restando valor e importancia de dichos estadios en la transmision de la enfermedad. El
estudio de los niveles de infeccion por T. cruzi en sus vectores naturales adquiere una

importancia radical en el control de esta enfermedad. En las distintas areas endémicas de
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Chile han sido informados niveles relativamente bajos de infeccion y ademas, las especies
de vectores silvestres no han sido objeto de gran atencion. Si bien es cierto que el principal
vector de la enfermedad de Chagas en Chile, T infestans, ha sido virtualmente eliminado, la
potencial importancia de M. spinolai en la transmision de T. cruzi no debe ser ignorada
(Botto-Mahan y col., 2005).

Aunque ambas especies poseen sistemas de orientacion hacia su presa, basados en
sensaciones térmicas similares, las respuestas especificas son diferentes. EI volumen de
sangre ingerido es inversamente proporcional al grado de irritabilidad mostrado por el
hospedero. El volumen ingerido durante la picada esta en inversa relacién al peso del
insecto antes de alimentarse y en directa relacion al tiempo transcurrido entre picada y
picada. Estos hallazgos concuerdan con los observados por Friend y Smith (1977), quienes
notaron que el periodo entre picadas y el grado de distension abdominal determinan el
volumen de sangre ingerido al alimentarse. La frecuencia de picada fue, en ambas especies,
menor a 15 dias siendo esto lo esperado segun anteriores reportes (Cabello y col., 1988). En
M. spinolai se observd un comportamiento predatorio agresivo iniciando rapidamente el
proceso de alimentacion y utilizando un lapso de tiempo corto en la picada (9,68 minutos
promedio). Los mayores tiempos promedios se han registrado en otras especies de
vinchucas, con 21 minutos promedio para T. infestans (Zeleddn y Rabinovich, 1981).

Es notable el hecho de que M. spinolai defecd sobre el raton en sélo una de 27
ocasiones (3,7%), si lo comparamos con T. infestans que lo hizo todo el tiempo. Ademas,
M. spinolai demostré una conducta de huida luego de un corto tiempo de alimentacion y su
tiempo de defecacion fue bastante largo en comparacion a T. infestans. Estas diferencias
sugieren que M. spinolai podria ser menos eficiente en la tranmision de T. cruzi (Canals y

col., 1993).
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Este hallazgo junto con la baja capacidad de colonizacion de asentamientos
humanos mostrada por M. spinolai puede ayudar a explicar su bajo impacto epidemiolégico
y la menor prevalencia del zimodema 1 (Z1) en pacientes con la enfermedad de Chagas
(Canals y col., 1999).

No obstante lo anterior, la dinamica de la transmision de la enfermedad de Chagas
exige un estudio acabado de su epidemiologia y en particular de las caracteristicas de los
nichos ecologicos de las diferentes especies reservorios y de insectos triatominos, con el fin
de conocer las variables implicitas en la infeccion natural y asi poder disefiar normativas
especificas y técnicamente compatibles a la realidad de cada area ecogeografica
comprometida (Angulo, 2000; Ramsey Yy col., 2000; Botto-Mahan y col., 2005).

Ademas, se cuenta con informacion que revela otro aspecto epidemioldgico de suma
importancia derivado de los programas de control del vector y mejoramiento de la vivienda
rural, como es el hecho de que la persistencia del parasito en condiciones post terapia, no
esta relacionada con la presencia de T. infestans (Zulantay y col., 2004).

De la condicion epidemioldgica silvestre o peridomiciliaria y de un posible
solapamiento entre los ciclos domiciliario y silvestre de la enfermedad, se desprende que el
conejo silvestre puede ser un posible, pero importante nexo entre los ciclos de la
enfermedad, considerando ademas, la alta frecuencia con que es cazado, la frecuencia con
que es usado en crianza doméstica y su habito de invadir zonas de actividad agricola (Apt y

Reyes, 1990; Canals y col., 2001).
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El conejo silvestre como reservorio de la enfermedad de Chagas

La asociacion de M. spinolai con leporidos es novedosa desde varios puntos de vista,
en especial epidemioldgico y co-evolutivo. Ademas de los reportes en Chile, existe un
antecedente mas de lepdridos introducidos en Venezuela como reservorios de T. cruzi (Apt
y Reyes, 1990). El conejo es una especie introducida en Chile de manera reciente (no mas
de 150 afios) y se ha transformado en un elemento de la fauna propio de los diversos
ecosistemas distribuidos desde la IV a la X regidn, por otro lado, este mamifero es usado de
manera frecuente para crianza a nivel casero en sectores rurales (Jaksic y Fuentes, 1980).

Tales hallazgos hacen del conejo un vertebrado de alto interés desde el punto de
vista epidemioldgico de la enfermedad de Chagas. En definitiva, dados los antecedentes
sobre la alta prevalencia de sangre de conejo detectada en vinchucas silvestres (Canals y
col., 2001), junto con los datos de laboratorio que evidencian que el conejo mejora los
indices de poblacion y fecundidad de estos insectos (Acufia, 2001), se propone que M.
spinolai ha incorporado como hospedero al conejo europeo seleccionandolo positivamente
en los sectores donde coinciden en su distribucion. Existen evidencias que permiten pensar
que el conejo presenta menor reactividad frente a la picada del insecto, al compararlo con la
respuesta de evitacion que desarrollan los roedores autoctonos los cuales han tenido un

tiempo de interaccion con el hemat6fago mucho mas prolongado (Canals y col., 2001).
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Control de la enfermedad

Los estudios realizados muestran que la prevalencia de la enfermedad de Chagas en
embarazadas ha disminuido ostensiblemente a mas del 56% en comparacion a estudios
previos realizados en Chile. La incidencia de la transmision transplacentaria alcanzé un
21,2 % total. Debido a que los nifios infectados han sido totalmente asintomaticos, se hace
necesario el estudio sistematico de todo recien nacido de madre chagéasica para poder
pesquisar en forma oportuna la transmision transplacentaria, sin buscar estigmas o
sintomatologia sugerente a la infeccidn transplacentaria (Garcia y col., 2001; Lorca y col.,
2001b).

En las areas endémicas de la enfermedad, se ha estimado que el nimero de personas
expuestas al riesgo de infeccion alcanza aproximadamente los 850.000 individuos, que
corresponde al 77% de la poblacion total del pais, con unas 142.000 personas infectadas
por T. cruzi, las cuales se distribuyen en 165 localidades dentro de la region endémica del
pais, esto es desde la I a la VI regiones, incluyendo la Region Metropolitana (Lorca y col.,
2001b; Apt y col., 2006). Si bien las tasas de morbilidad han descendido en el Gltimo
tiempo, ha habido periodos de ascenso de ella, desde una tasa de 3,22 en el afio 1994 a 5,21
para el afio 2000, posteriormente se evidencia un descenso sostenido. Desde 1989 no se
registran muertes en menores de 15 afios y 56% de los casos corresponden al Servicio de
Salud Coquimbo. En relacion a las tasas de letalidad, éstas han sufrido un incremento
significativo que va desde el 62,3 para el afio 1990 a 245,83 en el 2004, alcanzando su
mayor ascenso en el afio 2003, con una tasa de 290 decesos por esta causa. Se ratifica la

existencia de una sub-notificacion de la infeccion que estaria en ascenso (Apt y col., 2006).
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La Region Metropolitana presentd una menor reduccion en el indice de prevalencia
de 1,4% a 0,6%, que representa 57,1% de reduccion, lo que podria indicar que el programa
de control de Chagas no fue tan exitoso aqui al compararlo con otras regiones del area
endémica del pais. La reduccion del nimero de viviendas infectadas con T. infestans a
tenido un impacto directo en la prevalencia de la infeccion causada por T. cruzi, tal como lo
demuestran los datos obtenidos en la I, 11 y VI regiones donde la reduccion de los casos
positivos en nifios menores de 5 afos ha sido clara. Sin embargo, en el grupo de nifios de
entre 6 a 10 afos, los casos positivos fueron significativamente mas altos en las tres
regiones estudiadas (I, I1'y V1) (Lorca y col., 2001b).

Se postula entonces que, en los Gltimos 5 afios, la fumigacion de las viviendas con
insecticidas y la vigilancia epidemioldgica ha reducido de manera significativa la
transmision vectorial de la enfermedad de Chagas. Ademas, en los dltimos 10 afios se ha
llevado a cabo un lento, pero sostenido plan de mejoramiento en las viviendas y en la
calidad de vida de los habitantes de las areas rurales de Chile. Sin embargo, cada regién
muestra un pequefio nivel de infeccidn y se evidencia ademas que en las regiones IV, V' y
Metropolitana la prevalencia se ha mantenido aproximadamente igual (Lorca y col., 2001b).

Del andlisis de los datos se desprende que la vigilancia sero-epidemiolégica es una
herramienta adecuada en la identificacion de las areas geograficas donde esta presente la
infeccion por T. cruzi, asi como también, para establecer las zonas en las que se ha logrado
reducir la presencia o se ha eliminado T. infestans. Ambos parametros entregan valiosa
informacion respecto de la efectividad de los programas disefiados con el fin de reducir o
eliminar la poblacion del vector (Lorca y col., 2001b). La interrupcion del ciclo doméstico
de la transmision de T. cruzi ha sido realizada a traves de la puesta en marcha de un

programa que involucra educacion sanitaria, mejoramiento de la vivienda y la eliminacion
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del vector con el uso sistematico fumigaciones con insecticidas. Mientras se espera que
mejore la calidad de vida de la poblacion, dnico modo de lograr un real y eficiente control,
se deben efectuar campafias educativas y de desinsectacion. Es necesario recordar que
siempre se lograra un mayor rendimiento epidemiologico en una comunidad previamente
informada que ayude activamente a la campafa antichagasica. En las zonas endémicas se
debe efectuar a toda embarazada una pesquisa serologica de enfermedad de Chagas. Si ésta
fuese positiva, el neonato debera recibir tratamiento. Del mismo modo, a toda persona
donante de sangre se le debe pesquisar enfermedad de Chagas y someterla a tratamiento
antes de ser trasfundida. Si esta profilaxis no se puede efectuar, la sangre debe ser
desechada. Estas medidas estan encaminadas s6lo hacia el control y no la erradicacion de la
enfermedad de Chagas, que es muy dificil por las interrelaciones entre el ciclo domeéstico y
el silvestre que pueden establecerse por distintos caminos: adaptacion de vectores silvestres
al ambiente doméstico, por reservorios domésticos conectados o por invasion humana de
zonas donde existe el vector silvestre (Apt y Reyes, 1990).

En 1991, los Ministerios de Salud de los paises del extremo sur de América del Sur
(Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay), lanzaron un gran proyecto
multinacional, que se conoce como la Iniciativa del Cono Sur- para eliminar la transmision
vectorial de la enfermedad en sus respectivos paises. En esta extensa regién viven 164
millones de personas y existen 11 millones de infectados por el parasito causal. Es decir,
esta region abarca el 70% de la prevalencia e incidencia de la infeccion humana por T. cruzi.
Este programa multinacional viene trabajando mancomunadamente desde 1992 y refleja el
compromiso politico de los gobiernos de estos paises para lograr las metas propuestas.
Hasta el momento se han invertido méas de 303 millones de ddlares en insumos y gastos

operativos de las actividades de la Iniciativa (Moncayo, 1999).
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Antecedentes econdmicos

La enfermedad de Chagas es la enfermedad parasitaria de mayor importancia en
Ameérica Latina, tanto por su morbi-mortalidad como por su impacto econémico. Por si sola
supera todas las otras enfermedades parasitarias y se ubica como la tercera enfermedad
infecciosa de importancia en la region después del SIDA vy la tuberculosis (World Health
Organization, 2000). Un informe reciente del Banco Mundial, indica que la enfermedad de
Chagas, es la cuarta causa de pérdida econdmica debida a la morbilidad en Ameérica Latina,
cuando se mide en afios de vida perdidos por discapacidad (AVADS). La preceden
unicamente las enfermedades respiratorias agudas, las enfermedades diarreicas y el
SIDA/VIH. Anualmente se pierden 3,1 millones de hombre/ afio de actividad econdmica.
Se calcula que un 25% de los 484 millones de habitantes de América Latina, estan en riesgo
de contraer la enfermedad de Chagas. Estudios de prevalencia epidemioldgica adelantados
en la década 1980-1990, mostraron que existen en el continente 16 millones de personas
infectadas por el parasito y que cerca de un 25% de ellas desarrollaran lesiones cardiacas
cronicas y digestivas irreversibles. La carga economica principal por la enfermedad de

Chagas ocurre en los casos cronicos (Moncayo, 1999; Ramsey y col., 2003).

21



Fisiologia del estrés

Los eventos inesperados o desconocidos de la vida crean una historia de alerta, que
provocan como resultado distintos cambios en el estado endocrino y metabolico de un
organismo (Wingfield y Ramenofsky, 1999). Existe un interés creciente en diferentes
topicos que dicen relacidn con el bienestar animal, no s6lo en ciencia sino también como
una discusion mantenida en el &mbito publico. Un posible indicador de bienestar animal es
la ausencia de estres, pero no existe una definicion estandar para este término ni tampoco
una prueba bioquimica Unica que pueda medirlo. Por lo tanto, se necesitan parametros
bioquimicos adicionales para poder detectar tales disturbios. La nomenclatura usualmente
utilizada se refiere a estimulo que provoca un desbalance en la homeostasis como estresor y
a la correspondiente reaccion de defensa generada por un animal como respuesta al estrés
(Balm, 1999; Mdost y Palme, 2002). Diversas hormonas estan involucradas en la respuesta
de estrés, tales como: adrenocorticotropina, glucocorticoides, catecolaminas, prolactina y
las glandulas adrenales juegan un rol fundamental en las reacciones hormonales al estrés
toda vez que ellas involucran tanto al eje hipotalamo-pituitaria-corteza adrenal como al
sistema simpatico-médula adrenal (Moberg y Mench, 2000).

Diversas situaciones adversas generan respuestas por parte de las glandulas
adrenales, que redundan en un incremento en la secrecién tanto de glucocorticoides como
de catecolaminas. Dichos incrementos constituyen la principal linea de mecanismos
endocrinos destinados a defender al organismo de una condicién estresora dada. Como
otros eventos fisioldgicos, el estrés no es perjudicial por si mismo (Moberg y Mench, 2000;
McLean y Smith, 2001). Durante el estrés de corto plazo, los glucocorticoides provocan un
aumento en el rendimiento a través de la movilizacion de energia y pueden también causar

cambios conductuales (Korte y col., 1993).
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Sin embargo, un estrés cronico severo, esto es alta concentracion de cortisol por
periodos prolongados de tiempo, puede disminuir el rendimiento de los individuos por
inmunosupresion y atrofia de algunos tejidos (Munck y col., 1984). La concentracion de
cortisol plasmatico es ampliamente usada como indicador de estrés, aunque con ciertas
precauciones porque no siempre se observan aumentos en su concentracion ante los
distintos estresores (Broom y Johnson, 1993). Al igual que muchas otras hormonas, los
glucocorticoides presentan variacion en su liberacion de acuerdo al ritmo circadiano de la
especie en cuestion. Por lo tanto, la ritmicidad y los episodios de secrecién demandan un
muestreo de mayor frecuencia (Mdst y Palme, 2002). Sin duda es relevante el método
usado en la toma de muestras, la que implica la manipulacién y/o el confinamiento de los
animales, hecho que puede por si mismo generar una respuesta de estrés y llevar
consecuentemente a error en los resultados (Cook y col., 2000). La respuesta frente a
estresores requiere de una progresion de eventos que comienza con la percepcion y
sefializacion que ocurre por la existencia de diversos mecanismos bioldgicos presentes con
ese fin, luego de ello continda la activacién de mecanismos neurofisiol6gicos destinados a
resistir y prevenir un dafio ain mayor (Ewing y col., 1999). Los diferentes receptores
sensitivos no solo reciben la informacion sino que ademas, transforman dicha informacion
en sefiales nerviosas gque son transmitidas tanto a centros cognitivos como no cognitivos del
sistema nervioso para generar una respuesta coordinada ante el desafio. Se desarrolla
entonces, una estrecha interaccion entre el sistema nervioso central, sistema inmune y el
sistema endocrino respondiendo al estimulo estresor de manera coordinada y afectando la

conducta del animal (Axelrod y Reisine, 1984; DeSouza, 1993; Porges, 1995).
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La secrecion de catecolaminas (epinefrina y norepinefrina) desde la medula adrenal
es caracteristica en las reacciones de huida y lucha preparando al cuerpo para una respuesta
activa ante el estresor por ejemplo, generando un aumento en la frecuencia cardiaca y en la
presion sanguinea. (Koolhaas y col., 1999).

Los receptores para la hormona liberadora de corticotropina (CRH) han sido
identificados en variadas regiones cerebrales incluyendo areas involucradas en la funcién
cognitiva, como ciertas areas del sistema limbico que esta relacionado con las emociones
(DeSouza y col., 1991). El sistema limbico del cerebro incluye estructuras tales como el
hipotdlamo, nucleos del tdlamo, amigdala e hipocampo. Diversos estudios han confirmado
que los estimulos impredecibles o incontrolables activan la via del hipocampo y al eje
hipotdlamo-pituitaria- adrenal (HPA) causando una depresion de la conducta. La habilidad
de adaptarse frente algunos estresores parece estar bajo el control de la amigdala por medio
de la activacion del sistema nervioso simpatico y prepara al animal para la respuesta de
huida y lucha (Von Borell, 2001).

La respuesta biologica que ocurre cuando un individuo percibe alguna amenaza a su
homeostasis es definida como estrés, el que presenta tres aspectos de interés: 1)
reconocimiento del factor estresante, 2) defensa bioldgica y 3) las consecuencias de la
respuesta a este estrés. Amplios estudios demuestran que se produce una neutrofilia
fisiologica o seudoneutrofilia en condiciones de excitacion, miedo, ejercicio muscular,
posprandial o frente a cualquier estado que produzca la liberacion de catecolaminas
(epinefrina y norepinefrina). Por otro lado, puede ocurrir neutrofilia debido a estrés
sistemico de origen no inflamatorio producido por la liberacion enddgena de
glucocorticoides en estados de dolor, trauma, intervenciones quirdrgicas, asi como también,

por la administracion de corticoides exdgenos (Moberg y Mench, 2000).
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Los corticoides aumentan la liberacion de neutrofilos desde el compartimiento de
reserva de la médula 6sea hacia la circulacion, y por otra parte, disminuyen la adherencia y
marginacion de los neutrofilos al endotelio vascular disminuyendo la salida de estas células
a los tejidos. Esta neutrofilia va acompariada de linfopenia, eosinopenia y monocitosis o
monocitopenia dependiendo de la especie y el mecanismo de produccion (Rudolph vy
Villouta, 2002). Ademas, los corticoides reducen la actividad de explosion respiratoria en
células polimorfonucleares (Hoeben y col, 1998). EI metabolismo del oxigeno es la ruta
mas eficiente en la produccion de energia para la célula (Sallmann, 2004). Como
consecuencia de este proceso, la mayor parte del oxigeno disponible reacciona aceptando
un electron y formando moléculas de agua. Sin embargo, entre el 2% a 5% de éste escapa
de esta reduccion bivalente y realiza aquella monovalente cuyo producto es la formacion
del radical libre (RL) anion superdxido (O 2 (Babior, 2000).

Se consideran radicales libres aquellas moléculas que en su estructura atomica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion
espacial que genera alta inestabilidad y reactividad. Con una vida media efimera, los RL
cuentan con una enorme capacidad de combinarse inespecificamente, en la mayoria de los
casos, con diversas moléculas integrantes de la célula: carbohidratos, lipidos, proteinas,
acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos (Halliwell y Gutteridge, 1989). Se agrupa
bajo la denominacion de especies reactivas derivadas del oxigeno (EROS) a radicales libres
y a compuestos estables derivados de dxido-reduccion, que ademas sirven como fuente para

la generacion de RL (Chihuailaf y col., 2002; Spletistoesser y Shulff-Werner, 2002).
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Las células polimorfonucleares poseen una compleja maquinaria que produce y
secreta EROS activamente, la cual representa la principal herramienta de defensa frente a la
invasion de microorganismos patogenos (Clark, 1990; Babior, 1999). En efecto, los
mecanismos de defensa de los fagocitos son quimiotaxis, fagocitosis, degranulacion y
emision de EROS (Sliver y Moldow, 1995). La propiedad germinicida que poseen dichas
células defensivas, la realizan a través de la degranulacion de proteinas y polipéptidos
antimicrobianos y mediante la emision de anidn superoxido en un proceso denominado
Estallido Respiratorio (ER) (Sibille y Reynolds, 1990; Spletistoesser y Shulff-Werner,
2002). Tras unos cuantos segundos después de haberse unido a una particula, los
neutrofilos incrementan su consumo de oxigeno en casi 100 veces. Este incremento es el
resultado de la activacion de una enzima de superficie celular llamada NADPH-oxidasa.
Ella corresponde a una enzima compleja y multicomponente que forma una cadena de
transporte de electrones transmembranal, en donde el NADPH citosolico actia como
donador de electrones, mientras que el oxigeno lo hace como receptor de electrones (Tizard,
1995). Los leucocitos poseen en sus membranas la enzima NADPH-oxidasa generadora de
02 que en presencia de hierro se transforma en el altamente téxico i6n hidroxido (OH").
Esta situacion se da particularmente en los procesos inflamatorios (Market y col., 1984).

Se puede apreciar, por lo tanto, que los RL se forman en condiciones fisiologicas en
proporciones controlables por los mecanismos defensivos celulares. En situacion patoldgica
esta produccion se incrementa, llegando al estado de estrés oxidativo, por lo cual se debe
contar con una bateria multiple de defensa contra los diversos RL de oxigeno, que por un
lado tiendan a impedir su formacién y por otro, los neutralicen una vez formados. Para ello
se dispone de complejos enzimaticos tales como: sistema citocromo-oxidasa mitocondrial,

sistema superoxido-dismutasa, catalasas, glutation-peroxidasa, etc (Rodriguez y col., 2001).
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El estallido respiratorio se ha definido como la capacidad de los leucocitos para
producir radicales libres (McLaren y col., 2003), este mecanismo representa la principal
herramienta de defensa celular frente a la invasion de microorganismos patogenos (Clark,
1990; Babior, 1999). De alli surge la creciente importancia del desarrollo de metodologias
destinadas a la medicion ya sea de la produccién o de la liberacion de productos del
estallido respiratorio de neutrofilos. Dentro de los métodos mas usados se encuentran: la
amplificacion de quimioluminiscencia mediante luminol e isoluminol y reduccion de
citocromo C (Dahlgren y Karlsson, 1999). Los distintos métodos para la medicion de la
respuesta al estrés en animales son valiosas herramientas en distintas areas de la biologia.
Después de un evento estresante es posible medir la capacidad de los leucocitos circulantes
para producir el estallido respiratorio in vitro en respuesta a la estimulacion causada por
acetato forbol miristato (PMA). Durante el estallido respiratorio los leucocitos liberan
radicales libres derivados del oxigeno cuyo nivel de produccion puede ser medido
directamente como quimioluminiscencia (Sun y col., 1998; Egger y col., 2001; McLaren y
col., 2003). La quimioluminiscencia corresponde a una reaccion quimica capaz de emitir
luz, cuyo principio se basa en que las moléculas del luminol al ser oxidadas por los
radicales libres provenientes de los leucocitos, generan luz que puede ser medida a través

de un lumindmetro, expresando los valores en unidades Lux (Hoeben y col., 1998).
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Respuesta del hospedero

Otro aspecto a considerar en el estudio de la reactividad del huésped a la picada del
insecto, es el hecho de que la primera respuesta visible corresponde a la formacion de una
reaccion local en la piel del huésped que se caracteriza por ser de color rojo, presenta calor,
edema y es dolorosa. La tumefaccion es provocada inicialmente por el masivo influjo de
células polimorfonucleares a la zona lesionada, seguida de la infiltracion de células
linfoides y macrdfagos, presentando un alza durante la segunda semana, para decrecer
significativamente una semana despues (Naessens y col., 2003).

Cuando los invertebrados artrépodos pican a un animal inyectan su saliva. Esta
contiene antigenos y por tanto, induce respuestas inmunitarias. Algunos componentes de la
saliva son de bajo peso molecular y por eso no funcionan normalmente como antigenos. Sin
embargo, pueden unirse a proteinas cutaneas como el colageno y funcionar como haptenos,
estimulando la reaccién inmunitaria mediada por células. En exposiciones subsiguientes,
dichos haptenos inducen una reaccién de hipersensibilidad retardada tipo 1V (Tizard, 1995;
Belkaid y col., 2000). Otros antigenos de la saliva pueden unirse a células de Langerhans
de la epidermis e incidir una anticuerpos IgG y con la infiltracion de basofilos. Otro tipo de
respuesta a la saliva de los invertebrados es aquella mediada por IgE, a través de
hipersensibilidad tipo | que puede inducir una inflamacion cutanea importante y causar
graves molestias al animal picado. En muchos otros casos, la formacién de complejos
inmunitarios de tipo sistémico puede llevar también al desarrollo de vasculitis y

glomerulonefritis (hipersensibilidad tipo I11) ((Tizard, 1995).
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A este respecto, un estudio realizado usando gallinas como presa mostré que T.
infestans selecciona aquellas que han recibido inmunizacion previa, ya sea por reiteradas
picadas propinadas por vinchucas o por inmunizacion a través de inyecciones intradérmicas
que contenian antigenos presentes en la saliva del insecto. Lo anterior abre una importante
linea de estudio epidemioldgico, toda vez que el estado inmunoldgico de la presa afectara
el rendimiento alimentario del insecto manteniendo con ello la transmision del agente de la
enfermedad de Chagas. Ademas se ha observado que algunas colonias de ninfas de
vinchucas alimentadas con sangre de hospederos previamente inmunizados, alcanzarian
mayores tasas de crecimiento que aquellas alimentadas con presas no inmunizadas. Mas
aun, algunos investigadores piensan que existen evidencias suficientes para poder generar
un producto vaccinal a partir de los componentes de la saliva de la vinchuca (Hecht y col.,

2006).
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HIPOTESIS

La exposicion del conejo europeo a la picada de M. spinolai origina variaciones

bioquimicas, hematoldgicas y hormonales que se pueden asociar a una condicion de estres.

OBJETIVOS

Objetivo General
Contribuir al conocimiento de la respuesta local y sistémica del conejo europeo

frente a la picadura de Mepraia spinolai.

Objetivos Especificos

1. Obtener valores de hemograma, concentracién de cortisol plasmatico, glicemia y
produccidn de radicales libres pre y post manejo experimental en conejos.

2. Conocer las variaciones del hemograma, concentracion de cortisol plasmatico, glicemia,
asi como la produccidn de radicales libres, frente a picaduras de M. spinolai reiteradas
en el tiempo y compararlas con aquellas provocadas por la puncion con aguja fina.

3. Medir la respuesta local en el punto de picadura y de puncion.

4. Establecer si la modificacion de la produccion de radicales libres puede ser usado como

medida de estrés en el conejo europeo.
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MATERIAL Y METODO

Animales experimentales

Se utilizaron 9 ejemplares de conejo europeo (O. cuniculus) machos y hembras de
2,5 a 3,0 kg, de alrededor de 6 meses de edad, obtenidos del criadero de FAVET vy
observados como sanos al examen fisico. Se distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos de 3

individuos cada uno y cada grupo se denominé grupo 1- 2 y 3, respectivamente.

Manejo de los animales experimentales

Los conejos fueron alimentados ad libitum en base a pradera natural y alfalfa
durante 8 horas diarias. Transcurridas tres semanas de adecuacion a las rutinas de
alimentacion y examen fisico, se inicidé el manejo experimental de los grupos, asi como
también la toma de muestras. Para este fin, aquellos pertenecientes al grupo 1 fueron
expuestos a la picada de una de tres vinchucas negativas a la enfermedad de Chagas (ninfas
estadio 111), contenidas en bolsas de tul cuyo cuello elasticado se adosoé a la oreja izquierda.
Aquellos del grupo 2, fueron sometidos a una puncién con aguja fina que se realiz6 a 1,0
cm de la base de la oreja izquierda en el pliegue caudal, utilizando para ello una aguja de
27,5 G (tuberculina). Finalmente, el grupo 3 correspondio al grupo control. Todos y cada
uno de los manejos experimentales se comenzaron estrictamente a las 9:00 en punto de la

mafiana minimizando asi variaciones circadianas foticas (Toledo y col., 2004).
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Método.

Toda vez que se realizaron los muestreos de toma de sangre y con el fin de provocar
los minimos efectos en la respuesta de estrés, se procedié a administrar a cada ejemplar 10
mg de Ketamina al 10% por kg de peso vivo (via oral) como sedante. Ademas, como
anestésico local se aplico lidocaina al 10% en crema en la vena marginal de la oreja derecha
antes de la extraccion de la sangre. Para cada uno de los tres dias de muestreo (dias 1, 2 y 3),
el tiempo 0 correspondio al valor tomado como basal 24 horas previas al evento estresor.
En el tiempo 0 se obtuvieron los valores de quimioluminiscencia, hemograma, glicemia y
cortisol plasmatico para cada ejemplar dentro de cada grupo.

La obtencidon de las muestras seriadas para hemograma (recuento de eritrocitos,
recuento diferencial de leucocitos, esto es, neutrofilos o heterofilos, linfocitos, eosinofilos,
basofilos, monocitos), glicemia y cortisol plasmatico, se realizaron transcurridos los
primeros 5, 30,60 minutos y luego a las 24 y 48 horas del evento estresor (Jain, 1993).

En la determinacién de glicemia se utilizd la prueba enzimatica AA segln el
protocolo indicado por el laboratorio Wiener 2000 (Rosario, Argentina) y en la
determinacion de la concentracion de cortisol plasmatico de muestra obtenida con heparina,
se realiz6 por medio de radioinmunoanalisis (RIA).

En el protocolo de quimioluminiscencia se emplearon 10 pl de la primera muestra
de sangre obtenida en cada grupo. Para los tubos control se utiliz6 10 pl de PBS y 90 pl de
luminol como amplificador de la reaccion. Para los tubos en los que se uso estimulacion in
vitro con PMA se afiadieron 10 pl de PMA y 90 pl de luminol. De esta forma se obtienen
las curvas de decaimiento a los 5-10-15-20-25 y 30 minutos Por medio de este método se

cuantifico la produccion de radicales libres de la muestra obtenida con heparina.
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Para ello se dispuso de un chemiluminometer portatil (Junio LB 9509 E GIG
Berthold Germany) y tanto los tubos como los reactivos usados fueron mantenidos en
estufa a 37°C (Mc Laren y col., 2003).

Por ultimo, se determind la respuesta local en el sitio de la picada o puncién, segun
corresponda, a través del uso del cutimetro en los tiempos 5-30-60 minutos y transcurridas
las primeras 24 y 48 horas. ElI examen directo del sitio de picada descartard zonas de
inflamacidn generadas por exposiciones hechas con anterioridad.

Se efectuaron 2 repeticiones del protocolo antes descrito por cada ejemplar con un

intervalo de 10 dias, que corresponden a los dias 2 y 3, respectivamente.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Se obtuvieron las curvas de decaimiento de la quimioluminiscencia y se determinaron
los minimos y méaximos para cada uno de los tres grupos en el tiempo.

Los resultados del hemograma, glicemia, quimioluminiscencia, concentracion
plasmatica de cortisol y cutimetro fueron descritos usando promedios y desviacion estandar.

Los datos se analizaron en un ANDEVA para parcelas divididas de muestras repetidas
en el tiempo usando la prueba de Tuckey en el que cada ejemplar correspondié a su propio

control.
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RESULTADOQOS

Cortisol plasmético

En los niveles de cortisol existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05)
entre el grupo puncién y el grupo vinchuca, entre el grupo puncion y el grupo control,
siendo tal diferencia consistente para los 3 momentos de medicion (ver anexo graficos 1, 2
y 3), puesto que no existe diferencia estadisticamente significativa para el cortisol entre los

dias que se efectuo la toma de muestras (dias 1, 2 y 3).

Glicemia

Los niveles de glicemia en cada dia de muestreo (ver anexo graficos 4, 5y 6),
presentan diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el grupo control y el
grupo vinchuca, entre el grupo control y el grupo puncion.

Ademas, se observa diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) s6lo entre el

primer dia de muestreo (dia 1) con los otros 2 dias (dias 2 y 3).

Quimioluminiscencia

Existe diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y el grupo
vinchuca, entre el grupo puncién y el grupo vinchuca al realizar la prueba utilizando PMA
para cada dia de muestreo (ver anexo graficos 7, 8 y 9). Existe diferencia estadisticamente
significativa (p < 0,05) entre los dias 1 y 3 de muestreo con o sin el uso de PMA.

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre los dias 1 y 2 de

muestreo al utilizar PMA.
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Cutimetro

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el grupo puncion y
el grupo control, entre el grupo puncién y el grupo vinchuca para cada dia de muestreo (ver
anexo graficos 10, 11y 12).

No existe diferencia estadisticamente significativa entre los dias de muestreo (dias 1,

2y 3).

Eritrocitos

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el grupo puncion y
el grupo vinchuca, entre el grupo puncion y el grupo control para cada dia de muestreo (ver
anexo graficos 13, 14 y 15).

No existe diferencia estadisticamente significativa entre los dias de muestreo (dias 1,

2y 3).

Leucocitos

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre los 3 grupos para
cada dia de muestreo (ver anexo graficos 16, 17 y 18).

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre los dias 1 y 2 de

muestreo.
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Heterofilos

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el grupo control y el
grupo vinchuca, entre el grupo control y el grupo puncion para cada dia de muestreo (ver
anexo graficos 19, 20 y 21).

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el segundo dia de

muestreo (dia 2) con los otros 2 dias (dias 1 y 3).

Linfocitos

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el grupo control y el
grupo vinchuca, entre el grupo control y el grupo puncion para cada dia de muestreo (ver
anexo graficos 22, 23 y 24).

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el segundo dia de

muestreo (dia 2) y los otros 2 dias (dias 1 y 3).

Eosinofilos

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el grupo control y el
grupo vinchuca, entre el grupo control y el grupo puncion para cada dia de muestreo (ver
anexo graficos 25, 26 y 27).

No existe diferencia estadisticamente significativa entre los dias de muestreo (dias 1,

2y 3).
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Basofilos

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el grupo control y el
grupo vinchuca, entre el grupo control y el grupo puncion para cada dia de muestreo (ver
anexo graficos 28, 29 y 30).

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre los dias 1 y 3 de

muestreo.

Monocitos

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el grupo control y el
grupo vinchuca, entre el grupo control y el grupo puncion para cada dia de muestreo (ver
anexo graficos 31, 32 y 33).

Existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre el primer dia de

muestreo (dia 1) y los otros 2 dias (dias 2 y 3).
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Estadistica descriptiva y andlisis de la varianza

Tabla N°1. Medicion promedio de cortisol plasmatico en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maéaximo
Control 54 1,2°+0,1 0,90 1,37
Vinchuca 54 1,1°+0,1 0,90 1,26
Puncion 52 15" +0,4 0,96 2,35

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla N°2. Medicion promedio de glicemia en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maximo
Control 52 123,8°+ 18,4 81 166
Vinchuca 54 139,8° £ 35,6 81 208
Puncion 54 140,2° + 27,7 94 209

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla N°3. Medicién promedio de quimioluminiscencia sin PMA en los 3 grupos de

tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maximo

Control 63 675,9° + 298,1 206 1772
Vinchuca 63 938,4° +572,9 125 2411
Puncion 63 756,97 + 418,2 188 1658

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Tabla N°4. Medicion promedio de quimioluminiscencia con PMA en los 3 grupos de

tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maéaximo

Control 63 1407,7° £ 997,1 411 5114
Vinchuca 63 1969,4° + 1253,5 458 5200

Puncién 63 1426,0° + 662,0 503 3378

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla N°5. Medicion promedio de cutimetro en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maximo
Control 54 0,0°+0,0 0 0
Vinchuca 54 0,1°+0,1 0 0,2
Puncion 54 1,0°+1,0 0 3

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla N°6. Medicion promedio de eritrocitos en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maximo
Control 54 5514,8" + 130,2 5230 5800
Vinchuca 54 5485,2° + 521,2 4550 6230
Puncién 54 6007,8" +509,9 5370 6900

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Tabla N°7. Medicion promedio de leucocitos en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maéaximo
Control 54 7746,3° £ 1215,5 5500 10200
Vinchuca 54 6959,3" + 1484,7 4750 10300
Puncion 54 8771,3° + 15224 6150 12400

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla N°8. Medicion promedio de heterdfilos en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maximo
Control 53 43,0°+7,7 30 64
Vinchuca 54 52,2°+5,1 42 62
Puncion 54 51,1° + 10,6 31 72

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla N°9. Medicion promedio de linfocitos en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maximo
Control 53 52,4°+7,2 35 65
Vinchuca 54 459" + 4,7 38 56
Puncion 54 47,0°+10,6 26 68

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Tabla N°10. Medicion promedio de eosinofilos en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maéaximo
Control 53 2,3%+1,9 0 8
Vinchuca 54 0,9°+0,8 0 3
Puncion 54 0,7° 0,7 0 2

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla N°11. Medicion promedio de basdfilos en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maximo
Control 53 06°+1,1 0 6
Vinchuca 54 0,1°+0,3 0 1
Puncion 54 02°+0,4 0 1

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla N°12. Medicion promedio de monocitos en los 3 grupos de tratamiento.

Grupo N Media / D.E Minimo Maximo
Control 53 1,7°+1,8 0 8
Vinchuca 54 0,8°+0,9 0 3
Puncion 54 1,0°+0,9 0 3

Letras distintas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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DISCUSION
Aspectos Generales.

El estudio de la conexion entre el ciclo silvestre y el ciclo doméstico de la
enfermedad de Chagas es uno de los problemas centrales que ha sido considerado por la
Organizacion Mundial para la Salud durante el periodo 2000-2010. Esta conexion se realiza
principalmente por medio de mamiferos vertebrados que serian a la vez fuentes de
alimentacion para los triatominos y reservorios silvestres de T. cruzi (Canals y col., 2001).

En nuestro pais, M. spinolai ha sido encontrada en peridomicilios y ocasionalmente
dentro de las habitaciones humanas lo que podria indicar el inicio de un proceso de
transicion, ya que ambas vias mencionadas se han producido en el rango de distribucion
geografica de este insecto que ademéas ha presentado altos indices de prevalencia de la
infeccion (Ordenes y col., 1996). El estudio de la respuesta estresora del conejo silvestre
frente a la picada de vinchuca puede orientarnos hacia el entendimiento de la importancia
de éste ultimo como hospedero de M. spinolai y establecer si este insecto puede llegar a ser
potencialmente peligroso, sobre todo en aquellas zonas donde su habitat coincide con el
hombre (Acufia, 2001; Canals, 2001).

Las distintas formas utilizadas en la medicién del estrés agudo o cronico en seres
vivos, involucran la toma de muestras a partir de productos o sustancias elaboradas por el
organismo animal y habitualmente la manipulacion o el manejo de laboratorio de los
mismos. Ambos eventos pueden llegar a ser una importante limitante del procedimiento y/o
conducir a error en los resultados (Voigt y col., 2004).

De alli que el grado de invasividad usada en la técnica debe ser el minimo posible,
asegurando a la vez las recomendaciones y exigencias para el cuidado y uso de animales de

laboratorio establecidas por el “Committee on the Care and Use of Laboratory Animals of
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the Institute of Laboratory Animal Resources” definidas en la “Guide for the Care and Use

of Laboratory Animals (Committee on the Care and Use of Laboratory Animals, 1996).

Variable cortisol sanguineo.

El cortisol plasmatico evidencidé un incremento significativo en el grupo sometido a
puncion, hecho que se verificoO para cada dia del manejo experimental sin diferencia
significativa. Tal observacidn nos permite afirmar que el manejo experimental en cuanto a
puncion se refiere, es capaz de ser registrado y elaborado por el organismo animal como
una condicion importante de estrés. Lo anterior ocurriria debido a que tal desafio activa y
modifica la condicion basal del eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal liberando corticosteroides
al torrente sanguineo, conforme a lo reportado por otros autores (Cook y col., 2000; Voigt y
col., 2004).

Tanto el grupo control como el grupo sometido a picada de vinchuca mostraron un
aumento moderado del cortisol plasmatico tras el manejo experimental (1,05 pg/dL)
contrastando con el grupo sometido a puncién que presentd incrementos que casi
duplicaron al valor basal los primeros 30 a 60 minutos post- experimentales, situacién que
se repitid en las dos mediciones que le sucedieron, aunque no se presentd diferencia
significativa entre los grupos (Loeb y Quimby, 1989).

En los tres manejos experimentales se verificd un lento, pero sostenido descenso
hacia los valores normales pasadas las 24 horas del evento estresor, hecho que confirma
que la respuesta corticoadrenal observada corresponde a un evento temporal y de
adaptacion a las condiciones inmediatas en relacion al estrés agudo que genera tal desafio
(Korte y col., 1993; Most y Palme, 2002). Los resultados asi obtenidos ratifican el uso de

esta hormona como un indicador de estrés agudo en animales toda vez que sea medido a
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través de muestras repetidas en el tiempo, en los tiempos pertinentes y por medio de una
técnica acreditada, tal como el radio inmuno ensayo plasmatico (Most y Palme, 2002; Shao

y col., 2003).

Variable glucosa sanguinea.

La variable en cuestion mostro un incremento significativo post-experimental en los
tres grupos respecto, tanto del valor basal como del rango considerado como normal para la
especie (120 mg/ dL) (Loeb y Quimby, 1989). Este hallazgo dice relacion con el efecto
hiperglicemiante y neoglucogénico que poseen los glucocorticoides. Las catecolaminas
liberadas frente a situaciones de estrés contribuyen, también, a esta alza por su accion
hiperglicemiante, lipolitica y glicogenolitica (Hoffman y Lefkowitz, 1996). Al igual que el
cortisol plasmatico, los niveles de glucosa en sangre disminuyen progresivamente en el
tiempo desde su maximo entre los primeros 30 a 60 minutos post desafio, para normalizarse
a las 24 horas. Lo anterior respalda el hecho de que el desafio al que fueron sometidos los
distintos grupos, obedece a un estrés agudo acotado en el tiempo. No obstante lo anterior, el
valor de R®bajo (0,39) para la prueba de Tuckey vy la aparicién de diferencia significativa
para el primer dia de muestreo, avalan el cardcter complejo de la regulacién del
metabolismo de los carbohidratos en situaciones de estrés, cuyas variaciones dependen de
otras hormonas como: insulina, glucagon, catecolaminas y del nivel de ingesta y efectos
foticos, ademas del cortisol plasmatico (Schimmer y Parker, 1996; VVon Borrel, 2001).

Nuestros resultados confirman a esta variable como un indicador confiable de
estrés, a condicion de que se estudie y analice simultineamente con otros parametros
asociados a la medicion de estrés en seres vivos. Tanto nuestros resultados de cortisol

plasmatico como de glicemia corroboran la necesidad de utilizar métodos menos invasivos
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en la obtencion de muestras para medir estos parametros y la dificultad que subyace en
eventuales estudios de estrés en animales en condiciones naturales, como ha sido informado
anteriormente por otros autores (Von Borrel, 2001; Most y Palme, 2002; Voigt y col.,

2004).

Variable quimioluminiscencia.

Los niveles de quimioluminiscencia estimulada con PMA mostraron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo sometido a la picada de vinchuca, como
también entre este Gltimo grupo y el grupo sometido a puncion. En el primer dia de manejo
experimental hubo una disminucion en la actividad de quimioluminiscencia para los tres
grupos que fue estadisticamente significativa (p < 0,05).

Este hallazgo pudo obedecer a la condicion de estrés provocada en los individuos al
realizar la toma de muestra por primera vez, puesto que para los otros dias de muestreo no
se observaron diferencias significativas.

La reaccion de quimioluminiscencia registrada fue notoriamente menor en el grupo
sometido a puncién y se observo principalmente durante los primeros 20 minutos del
manejo experimental. Los tres grupos recuperan los niveles basales lentamente luego de 20
a 30 minutos del desafio (p < 0,05).

Lo anterior muestra que el grupo sometido a puncién manifestaria una condicion de
estrés agudo que no se observa en ausencia de desafio, al tiempo que descarta un estres
cronico.

Nuestros resultados muestran que la estimulacion con PMA confiere a la prueba
una mayor sensibilidad en la determinacion de niveles de quimioluminiscencia, y que el

luminol corresponde a un amplificador valido para este tipo de reaccion, lo que concuerda
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con observaciones hechas por otros autores (Sun y col., 1998; Krasowska y col., 2000;
McLaren y col., 2003).

No obstante el R? para la prueba de Tuckey igual a 0,17 y 0,21 para
qguimioluminiscencia sin y con el uso de PMA, respectivamente, evidencian que la prueba
explica de manera parcial la variabilidad del modelo y, por tanto, la técnica puede y debe
perfeccionarse pues la variacion individual es de importancia gravitante. Por otro lado, se
verifica que ha resultado ser un método rapido, confiable y préactico, tal como ha sido

informado por otros autores (McLaren y col., 2003).

Variable respuesta local a través del uso de cutimetro.

Segun nuestras observaciones el registro de esta variable presentd un aumento
significativo post-experimental solo en el grupo sometido a puncién (p < 0,05).

Tal observacion fue verificada en los otros dias de muestreo sin encontrarse
diferencia significativa entre ellos y correspondidé a una lesion eritematosa pequefia sin
caracteristicas de papula u otra lesion de significancia.

La falta de diferencia estadistica entre el grupo control y el grupo sometido a picada
de vinchuca, podria deberse a que el conejo efectivamente sea menos reactivo a este desafio,
lo que concordaria con los resultados para cortisol plasmatico, glucosa y recuento de
eritrocitos totales, como se analizara mas adelante. Surge la interrogante de si la utilizacion
de vinchucas de la especie M. spinolai libres de T. cruzi disminuye la reaccion local ya que
en estudios realizados por otros autores, aunque en otras especies, se observa una clara
respuesta local ante dicho manejo experimental con vinchucas infectadas (Nascimento y
col., 2001; Naessens y col., 2003). En tal sentido, ademas, pudiera ser relevante el estado

de inmunizacion previo del hospedero frente a T. cruzi, pues tal condicion puede llegar a
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provocar cambios en la conducta alimentaria de las vinchucas al momento de seleccionarlo
0 no como presa (Hecht y col., 2006).

Por todo lo anterior, pensamos que el estudio de la respuesta local a la picada de
vinchuca es de importancia primaria en el estudio de la reactividad del huésped a dicho

desafio.

Variable recuento de eritrocitos

El recuento de eritrocitos totales tuvo un aumento significativo en el grupo sometido
a puncion, alza que se mantuvo hasta pasadas las 48 horas del manejo experimental. No se
observaron diferencias significativas entre los dias en que se llevaron a cabo las mediciones.

Se debe tener en cuenta que si bien los aumentos eritrocitarios son consistentes
desde la etapa pre-experimental a la post experimental, en todos los casos tal fluctuacién
ocurrio dentro de los parametros considerados como normales para la especie (Jain, 1993).

Dicha observaciéon corresponderia al incremento de la masa eritroide circulante
causada por la contraccion del bazo en respuesta a una condicion de estrés temporal. De
acuerdo a los resultados, esta variable pareciera ser un indicador apropiado frente a una
condicion de estrés agudo (Willard y col., 1993; Meyer y Harvey, 1999; Rudolph y Villouta,

2002).
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Variable recuento de leucocitos.

El nimero de leucocitos mostro diferencia significativa en los tres grupos, siendo el
grupo sometido a puncion el que evidencié los mayores aumentos, principalmente el primer
y segundo dia de muestreo. Para cada dia de muestreo se observo diferencia significativa.
Luego de pasadas las primeras 24 horas post experimentales los valores descienden
lentamente, para llegar a las 48 horas a alcanzar los valores basales (Jain, 1993). La
neutrofilia observada puede ser provocada por el alza de cortisol plasmatico que aumenta la
liberacion de neutrofilos desde su reserva en la médula 6sea hacia la circulacién general, a
la vez que disminuyen la adherencia y la marginacion de éstos hacia los endotelios,
reduciendo su salida hacia los tejidos (Rudolph y Villouta, 2002). Ademas, las
catecolaminas también aumentan los indices leucocitarios causando neutrofilia y
eosinopenia (Willard y col., 1993; Hoffman y Lefkowitz, 1996). En el grupo sometido a la
picada de vinchuca se observo diferencia significativa respecto de los otros dos grupos con
alzas leves en los recuentos pasados los primeros 30 a 60 minutos post manejo
experimental, con descensos lentos, pero sostenidos hacia los valores normales a las 24 a
48 horas presentes en los tres dias de muestreo.

Segun lo que observamos en nuestras mediciones la picada de vinchuca originaria
una respuesta de estrés determinada por la leucocitosis manifestada por el grupo frente a tal
desafio (p < 0,05). Podemos sefialar, entonces, que el recuento de leucocitos totales es un

adecuado estimador de una condicion de estrés a corto plazo.
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Variable recuento de heterofilos.

En esta medicion se observo diferencia significativa tanto en el grupo sometido a
puncién como en el grupo sometido a picada de vinchuca respecto del grupo control, con
un aumento significativo presente en el segundo dia del manejo experimental (p < 0,05).
Estas observaciones indicarian que ambos desafios provocan la eficaz activacion del eje
hipotdlamo-hipofisis-adrenal que es capaz de generar una respuesta de estrés agudo
determinada por el aumento de heterofilos circulantes luego de los 30 minutos post-
experimentales y por el lento descenso a los valores basales transcurridas las 48 horas (Jain,
1993).

Dicho aumento en el recuento de heterofilos, también obedece al alza del cortisol
plasmatico y de catecolaminas que se verifican ante una situacion de estrés (Willard y col.,

1993; Meyer y Harvey, 1999; Rudolph y Villouta, 2002).

Variable recuento de linfocitos.

Para este parametro se observaron disminuciones significativas entre los grupos
sometidos a puncién y picada de vinchuca respecto del grupo control.
Aunque hubo una diferencia estadistica el segundo dia de manejo experimental, la
tendencia a la disminucion de los valores durante las primeras 24 horas, se mantuvo en los
tres grupos (p < 0,05). Hacia las 48 horas los valores retornan a lo considerado como rango
normal (Jain, 1993). En el grupo sometido a picada de vinchuca, esta respuesta linfocitaria
se manifiesta de manera menos notoria que en el grupo sometido a puncion, aunque no
alcanza significacion estadistica. La recuperacion de los niveles dentro del rango de
normalidad puede deberse a la condicion temporal que significa el evento estresor. Las

observaciones asi descritas pueden asociarse al aumento de cortisol plasméatico como
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condicion de estrés, durante las primeras 24 horas del manejo experimental, que
disminuiria el namero de leucocitos circulantes en algunas especies (Willard y col., 1993;
Meyer y Harvey, 1999; Rudolph y Villouta, 2002). A partir de estos datos se concluye que

el recuento de linfocitos puede ser beneficioso en el estudio del estrés a corto plazo.

Variable recuento de eosinofilos.

La cuenta celular de eosindfilos tuvo una disminucion significativa tanto para el
grupo sometido a puncién como para el grupo sometido a picada de vinchuca respecto del
grupo control (p < 0,05) y no se observo diferencia estadistica entre los distintos dias de
manejo experimental. Ademas no hubo diferencia significativa entre ambos grupos frente al
desafio. La eosinopenia fue transitoria pues pasados los primeros 30 a 60 minutos los
recuentos vuelven a lo considerado como rango normal (Jain, 1993). La observacién de
menores recuentos de eosinofilos en los grupos descritos puede estar asociada con la
liberacion de mayores niveles de cortisol plasmatico frente a cada desafio que constituye
finalmente en un estimulo estresor agudo que es capaz en consecuencia de activar al eje
hipotdlamo-hipofisis-adrenal. No obstante aquello, cabe sefialar que el recuento diferencial
de eosinofilos en lepdridos y en otras especies habitualmente presenta valores bajos cuando
no inexistentes (Willard y col., 1993; Meyer y Harvey, 1999; Rudolph y Villouta, 2002).

Ademas su identificacion esta supeditada a la técnica de preservacién y de tincion
de la muestra de sangre. ES por eso que en comparacion a otros recuentos diferenciales de
células sanguineas, esta variable nos resulta menos prometedora que las anteriores en el

estudio de la respuesta de estrés agudo en el conejo silvestre.
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Variable recuento de basofilos

Los recuentos de este tipo de células fueron extremadamente bajos e incluso
inexistentes para algunos momentos del muestreo. Este hallazgo ha sido reportado por otros
autores (Jain, 1993; Willard y col., 1993). Aunque existe una diferencia estadistica para los
grupos sometidos a puncién y a picada de vinchuca frente al control, la diferencia
estadistica observada entre cada uno de los dias de muestreo hace de la variacion individual
una importante dificultad para explicar el modelo estadistico mas aun cuando la
variabilidad asociada a la prueba es significativa (r’= 0,2; p < 0,05).

Por otro lado, la ausencia simultanea de eosinofilia y basofilia descartan una
respuesta de tipo | o alérgica, propia de la respuesta de hipersensibilidad mediadas por IgE,
frente a cada uno de los desafios. Podemos decir entonces, que la respuesta local frente
tanto al desafio de la puncion como de la picadura de vinchuca no genera una respuesta
identificable de hipersensibilidad.

Como se mencion6 con anterioridad, nosotros pensamos que puede ser de gran
utilidad en el estudio de la respuesta local a la picada de vinchucas de la especie M. spinolai,
el uso de insectos infectados con el tripanosoma y el estatus inmunitario de la presa para asi
poder establecer el grado de significancia inmunoldgica de esta parasitosis en el conejo en

particular y en los distintos hospederos en general.

Variable recuento de monocitos.

La observacion de la variacion de este tipo celular indica una diferencia
significativa para el grupo sometido a puncion y para el grupo sometido a picada de
vinchuca comparado con el grupo control (p < 0,05). Ademas el primer dia de muestreo

tuvo una diferencia significativamente mayor que las otras dos que le sucedieron.
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Luego de manifestar consistentemente una disminucion dentro de las primeras 24
horas, los valores vuelven lentamente a los rangos considerados como normales hacia las
48 horas (Jain, 1993).

Al igual que lo comunicado por otros autores, el nUmero de monocitos corresponde
a un porcentaje marginal del frotis sanguineo. Sin embargo, su poblacion puede verse
afectada frente a una condicion de estrés. En tal caso su numero en circulacion sanguinea
presenta disminuciones que se relacionan a la liberacion de cortisol (Jain, 1993; Rudolph y
Villouta, 2002).

Segun nuestro parecer, la variacion evidente del nimero de monocitos tras el
desafio estresor, junto con la recuperacion del pool circulante observada tras las primeras
48 horas y la escasa dificultad que presenta su identificacion en un frotis directo de sangre
entera, hacen que la variable antes descrita pueda ser usada satisfactoriamente en el estudio

de estrés a corto plazo en el conejo silvestre.
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CONCLUSIONES

1. El manejo experimental consistente en la exposicion del conejo silvestre a la picada
de vinchucas de la especie M. spinolai, puede ser considerado un evento estresor
capaz de generar una respuesta de estrés agudo medible en el tiempo a través de
indicadores endocrinos, metabolicos y celulares que son manifestados por el animal
tras ser sometidos a este procedimiento. A su vez el manejo experimental consistente
en la exposicion del conejo silvestre la puncién con aguja fina, puede ser considerado
un evento estresor por cuanto provoca una respuesta de estrés agudo medible en el
tiempo por medio de indicadores endocrinos, metabdlicos y celulares expresados por

el animal.

2. Los indicadores usados en nuestro protocolo experimental presentan distintos rangos
de sensibilidad frente al desafio, resultando para nosotros los mas confiables en
términos de permitir establecer un origen reconocible en su desviacion al tiempo que
son menos susceptibles a variabilidad individual, los siguientes: cortisol plasmatico,
recuento diferencial de leucocitos y la respuesta local medida por medio del cutimetro.
A excepcion de la variable glucosa sanguinea, todos los parametros medidos
permitieron identificar una respuesta de estrés agudo en al grupo sometido a puncion
con aguja fina, por lo tanto, es de importancia capital para este tipo de estudio, el
empleo de pruebas que aseguren en lo posible una manipulacién e incomodidad
minimas de los ejemplares experimentales antes, durante y posteriores al momento

del muestreo en perfecta concordancia con las normas de bien estar animal.
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En el grupo sometido a picada de vinchuca no hubo respuesta alguna que se pudiera
asociar a una forma de hipersensibilidad aguda o retardada a este desafio,
confirmando la favorable condicion del conejo silvestre como hospedero-presa de M.

spinolai.

En el estudio de la respuesta local a la picada de vinchuca queda de manifiesto la
inquietud por contrastar estos resultados frente a aquellos que se pudieran obtener de
eventuales conejos previamente inmunizados frente a picadas de vinchucas tanto

infectadas como libres del protozoo.

La condicion de estrés provocado en los animales luego de ambos procedimientos

experimentales corresponde a una forma aguda de estrés, acotado en el tiempo que no

causa las anormalidades fisioldgicas asociadas al estrés cronico.
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