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RESUMEN

Se inocularon 18 ratones de la cepa Balb/c con 2000 tripomastigotes del clon Dm28c de
Trypanosoma cruzi, los cuales se sacrificaron a los 7, 21 y 60 dias post infeccion, para
posteriormente estudiar cerebro, corazén, higado, rifién, intestino y musculo esquelético a
través de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), lo que permitié detectar el
DNA de T. cruzi y por otro lado se realizd6 un estudio histopatolégico para determinar la
presencia de lesiones tisulares y pseudoquistes de T. cruzi en los tejidos antes mencionados.

Los resultados mostraron que los niveles de parasitemias fueron bajos durante el transcurso de
la infeccion. Se determin6é que durante la fase aguda lo mas relevante fueron los procesos
inflamatorios, los que no se relacionaron a la presencia de nidos de amastigotes, a diferencia de
la fase cronica inicial, donde la gran presencia de pseudoquistes fue lo primordial en el estudio
histopatoldgico, para luego desaparecer en la mayoria de los 6rganos durante la fase crénica
propiamente tal. Respecto al dafio tisular encontrado, se observé que el 6rgano méas afectado
desde el inicio de la infeccion fue higado, lo cual podria estar presuntamente relacionado con la
muerte de los ratones durante la fase crénica inicial. Si bien durante la fase crénica fue posible
encontrar dafio tisular en diferentes grados, no se pudo determinar la presencia de
pseudoquistes en la mayoria de los tejidos, a diferencia de la PCR que demostré la presencia
de T. cruzi en todos los érganos estudiados, mostrando con esto el alto nivel de sensibilidad de
la técnica.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, PCR, histopatologia.

ABSTRACT

Eighteen Balb/c strain mice were inoculated with 2000 trypomastigotes from the Dm28c
Trypanosoma cruzi clone. The mice were euthanized at day 7, 21 and 60 post infection, in order
to carry out a further study of brain, heart, liver, kidney, bowels and skeletal muscle through
technique reaction of polymerase chain (PCR) which allowed T. cruzi DNA detection. On the
other hand, histopathology was carried out in order to detect and presence of tissue damage
and pseudocysts of T. cruzi on the previously mentioned organs.

Results showed that the parasitemia levels were low during the course of the infection. It was
determined that during acute phase, the most relevant were the inflammatory processes, which
were not related to the presence of amastigotes nests, unlike at the initial chronic phase, where
the presence of a significant amount of pseudocysts was the most relevant for the
histopathological study. During actual chronic phase, amastigotes disappear from most of the
organs. Regarding tissue damage, the most affected organ from the beginning of the infection
was the liver, which could be related to the mice death during initial chronic phase. Although,
during chronic phase it was possible to find tissue damage on different levels, presence of
pseudocysts on most tissues was not determined, unlike PCR detection which showed presence
of T. cruzi in all the studied organs, reflecting the high sensitivity of the technique.

Keywords: Trypanosoma cruzi, PCR, histopathology.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una zoonosis parasitaria de amplia distribucion geogréfica en
Latinoamérica, constituyendo un gran problema de salud publica. Actualmente ocupa el cuarto
lugar de importancia en el continente, después de las enfermedades respiratorias, diarreas y
SIDA (WHO, 2002; MINSAL, 2006).

Es producida por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoo flagelado y es transmitido a través de
insectos vectores pertenecientes al orden Hemiptera, familia Reduvidae, subfamilia
Triatominae, donde encontramos a Triatoma infestans, Mepraia spinolai y Mepraia gajardoi. Por
otro lado este protozoo se caracteriza por adoptar tres formas celulares durante su ciclo
bioldgico: Tripomastigote, forma infectante no multiplicativa, ubicado en el contenido intestinal
del vector y en la sangre de mamiferos infectados; Epimastigote, forma multiplicativa localizada
en el intestino medio del vector y Amastigote, forma multiplicativa intracelular, ubicada

exclusivamente en las células nucleadas de mamiferos infectados (Botero y Restrepo, 2003).

Clinicamente se reconocen tres periodos de la infeccion: Periodo agudo, crénico indeterminado
0 latente y cronico secuelar (Botero y Restrepo, 2003; MINSAL, 2006). El periodo agudo
presenta una intensa parasitemia y mas del 90% de los casos son asintomaticos (Valenzuela et
al., 2010). El periodo cronico indeterminado, debido a que es asintomatico, puede pasar
desapercibido por afios e incluso toda la vida y en general representa el 50 a 70% de los
pacientes chagasicos (Botero y Restrepo, 2003; MINSAL, 2006; Orti y Parada, 2009). El periodo
cronico secuelar se caracteriza por ser sintomatico, donde aproximadamente el 30% de los
individuos infectados desarrollan manifestaciones clinicas (Valenzuela et al., 2010). Durante la
fase crénica existen oligoparasitemias, predominando el parasitismo tisular (Botero y Restrepo,
2003). Las razones de la gran variedad y gravedad de los cuadros clinicos que pueden
presentarse durante las fases aguda y cronica, no estan bien determinadas, aunque se han

mencionado factores dependientes tanto del hospedero como del parasito (Pizzi et al., 2005).

La fase aguda es la primera etapa en la cual los amastigotes de T. cruzi se reproducen dentro
de las células y las destruyen. Los parasitos libres invaden otras células que también se rompen
y causan reaccion inflamatoria con infiltrado de diferentes tipos de leucocitos (Rosas et al.,
2007). Posteriormente los amastigotes se localizan en diferentes 6rganos, como bazo, médula
Osea, corazon, tubo digestivo, suprarrenales, cerebro y ocasionalmente ovarios, testiculos y

tiroides. Los histiocitos fijos, fibras musculares, células adiposas, células gliales y en general las
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células del sistema reticulo-endotelial, sufren destruccioén debido al crecimiento y multiplicacion
de los parésitos (Botero y Restrepo, 2003). La inflamacién en miocardio es muy intensa, difusa
y desproporcionada con relacion al nimero de células parasitadas. En los demas érganos, la
inflamacién es focal o multifocal, en directa relacién con las células parasitadas. Estas Ultimas
pueden ser macrofagos, células musculares lisas y estriadas e incluso, adipocitos y células
gliales en el sistema nervioso central (Rosas et al., 2007; FIOCRUZ, 2012).

Después de la fase aguda ocurre una respuesta inmune que provoca disminucion de la
parasitemia y mantiene la infeccién en algunos focos selectivos (Rosas et al., 2007). Los nidos
de amastigotes generan infiltrado mononuclear que favorece la liberacion de antigenos y
sustancias toxicas que causan edema intersticial. Se producen autoanticuerpos contra
endocardio, vasos sanguineos e intersticio del musculo estriado. Al microscopio se observan
fibras miocardicas hipertrofiadas, tumefactas y vacuolizadas. Los parasitos se encuentran en los
cortes histolégicos aproximadamente en el 30% de los casos (Rosas et al., 2007).

El diagnéstico de la enfermedad se basa en aspectos clinicos y epidemiologicos, y su
confirmaciéon a través de exdmenes de laboratorios, dependiendo de la etapa clinica del
paciente. En la fase aguda, los estudios son principalmente directos, tratando de evidenciar al
pardsito en sangre, mientras que en la etapa crénica la basqueda se centra en la presencia de
anticuerpos circulantes contra T. cruzi (WHO, 2002). Actualmente, la técnica de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) se utiliza como herramienta para el diagnéstico de la
enfermedad, debido a su excelente sensibilidad, especificidad y rapidez para amplificar
diferentes segmentos del genoma de T. cruzi, como la region hipervariable del kinetoplasto
(Sot0,1998).

La relacién entre la presencia del parasito a nivel intracelular y las lesiones tisulares que éste
genera, debido a la presencia de amastigotes intracelulares a nivel de las células del sistema
reticulo endotelial, tejido nervioso y tejido muscular, sumado a los mecanismos inflamatorios,
autoinmunes, vasculares y de denervaciéon en los diversos tejidos, determinan la evolucién de
esta enfermedad (Atias, 2000).

Es por esto que el presente trabajo pretende estudiar la patogénesis producida por T. cruzi en
un modelo murino, para lo cual se utilizara la técnica de PCR e histopatologia en el analisis de

diversos tejidos.



2. MATERIAL Y METODOS

Cepade T. cruzi

La infeccion experimental se llevé a cabo utilizando tripomastigotes sanguineos de T. cruzi del
clon Dm28c (Contreras et al., 1988) y se mantuvieron en ratones BALB/c en el Laboratorio de la
Unidad Docente de Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad de Chile (LDP).

Ratones
Se utiliz6 un grupo de 18 ratones hembras de 10 semanas, de la cepa BALB/c. Esta cepa
proviene originalmente del Jackson Laboratory, Bar Arbor, Maine, U.S.A. Los ratones fueron

reproducidos y mantenidos en el LDP.

Modelo de infeccidon y obtencién de la muestra

Para obtener los parasitos, se extrajo sangre mediante puncion cardiaca (0,6 mL
aproximadamente) de un ratén BALB/c infectado con el Clon Dm28c del LDP, que fue
sacrificado en el momento. La sangre se colocd en un frasco estéril, el cual contenia 0,1 mL de
citrato de sodio, utilizado como anticoagulante. Luego se realizé una dilucién de 1/50 de sangre
infectada en suero fisioldgico estéril, para luego realizar un recuento de parasitos en camara de
Neubauer. Este procedimiento permitié determinar la cantidad de parasitos totales en los 0,6 mL
de sangre. Posteriormente se realizaron las diluciones respectivas para llegar aproximadamente
a 2000 paréasitos en 0,2 mL, la cual se inoculé intraperitonealmente a cada ratén, y estos se

mantuvieron en el LDP.

Posteriormente, se sacrificaron seis ratones a los 7, 21 y 60 dias postinfeccién (p.i),
respectivamente. Se seleccionaron aquellos que presentaban mayores signos clinicos (erizado
de pelo, paresia de miembros posteriores 0 compromiso estado general). En los casos de no

alcanzar este nimero, segun el criterio anterior, se completd seleccionando en forma aleatoria.

Para este estudio se utilizaron los siguientes 6rganos: cerebro, corazén, higado, rifién, intestino
y musculo esquelético, los cuales se obtuvieron por medio de una incision en la linea media del
raton. Cada 6rgano fue lavado con PBS, pH 7,2 y luego dividido en dos fracciones iguales,
donde una parte se almacend en un tubo Eppendorf con PBS para el estudio de PCR y la otra
fraccion en un tubo de vidrio con formalina tamponada al 10% para el estudio histopatolégico.

Como control, se utilizé un raton de la cepa Balb/c no infectado.
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Estudio de Parasitemia

Las parasitemias de los animales infectados fueron estimadas en los dias respectivos de
sacrificio. La sangre se obtuvo de la vena caudal, en tubos de microhematocrito heparinizados.
Cada muestra se centrifugé a 700 g por cinco minutos, posteriormente se midié el volumen de
sangre en cada tubo y se procedié a calcular la cantidad de parasitos por mL, utilizando el
método descrito por Rojas de Arias y Ferro (1988). Los resultados se expresaron como el
promedio de las parasitemias del grupo de 6 ratones en diferentes dias de sacrificio mas la

desviacién estandar correspondiente.

Estudio histopatolégico

Una fraccion de los 6rganos obtenidos fue procesada en el Departamento de Anatomia
Patoldgica del Hospital San Juan de Dios, los cuales se incluyeron en parafina segin métodos
convencionales y fueron cortados en micrétomo de rotacién (Leitz) de 5 um de espesor. Luego
fueron tefiidos con la técnica Hematoxilina-Eosina (HE). Posteriormente se llevaron al
Departamento de Patologia Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad
de Chile.

La presencia del parasito, se determindé mediante el hallazgo de pseudoquistes de T. cruzi en
10 campos microscépicos de cada preparado, examinados con aumento de 600x en un
microscopio Nikon (Eclipse 600) y tabulado de la siguiente manera: (-) Ausencia de
pseudoquistes; (+) 1-5 pseudoquistes; (++) 6-10; (+++) 11 o mas pseudoquistes (Zufiga et al.,
1998).

Las lesiones fueron evaluadas con aumento de 100x y 400x. Posteriormente se determind
presencia o ausencia de lesiones, las cuales se clasificaron segin cada 6rgano de la siguiente
manera: Cerebro: Manguito perivascular, gliosis, inflamacién en meninges; Corazén: Necrosis,
infiltrado inflamatorio en intersticio, fibrosis; Higado: Infiltrado multifocal, hematopoyesis
extramedular, infiltrado en espacio porta, necrosis individual y necrosis extensa. Rifidon: Infiltrado
linfoplasmocitario perivascular, material proteindseo tubular; Intestino: Inflamacién aguda,
inflamacién crénica. Muasculo esquelético: Necrosis, células inflamatorias en fibra, células

satélites en fibra, infiltrado inflamatorio en intersticio.

En el caso de los ratones muertos antes del dia de sacrificio, se extrajo sus érganos de igual

manera, pero solo se realizo lectura de placas histolégicas de corazon y masculo esquelético se
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determiné la presencia o ausencia de pseudoquistes, debido a que los demas érganos pudieran
presentar alteraciones post mortem no atribuibles a la infeccion por el parasito.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
La otra fraccion de los 6érganos obtenidos se trabajo en el LDP de la siguiente manera:

Extraccion ADN

Se realiz6 mediante el procedimiento del Kit QlAamp® (Lab. QIAGEN, Miami-USA). Para
obtener el ADN de T. cruzi a partir de los 6rganos, éstos se lavaron con PBS pH 7,2 y fueron
cortados en pequefios trozos de 25 mg. Posteriormente, se depositaron en tubos Eppendorf, los
cuales contenian 180 uL de tampén ATL y 20ul de Proteinasa K. Luego fueron macerados con
una bagueta e incubados a 56°C toda la noche. Al dia siguiente se agregé 200uL de buffer AL,
se homogenizaron en vortex por 15 segundos y luego se volvieron a incubar a 70°C por 10
minutos. A continuacién, las muestras fueron centrifugadas a 800 g por 15 segundos en
microcentrifuga (CAPSULE TOMY HF-120) y se le agregé 200ul de etanol 100%. La extraccion
continto segun protocolo del Kit QIAamp®. Se utiliz6 ADN de epimastigote del clon Dm28c de

T. cruzi como control positivo (Ce(+)) y agua bidestilada como control negativo (C(-)).

Amplificaciéon

El ADN obtenido en el proceso de extraccion, se colocé en tubos de PCR que contenian el
Master Mix, constituido por 10x buffer; dATP, dCTP, dGTP y dTTP 10 mM; MgCI2 50 mM; Taq
ADN Polimerasa (2,5 U/uL); oligonucleétidos 121 (5°-AAA TAA TGT ACG GGG GAG ATG CAT
GA-3) y 122 (5°-GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA ATA TA-3%) 0,5 uM y H20 bidestilada
(Wincker et al., 1994). Estos partidores/cebadores/“primers” generan un fragmento de 330 pb de
ADN, correspondientes a un segmento de la regién hipervariable del kinetoplasto de T. cruzi
(Wincker et al., 1994).

A continuacién, los tubos de PCR con 80ul de Master Mix y 20ul de muestra fueron introducidos
en un Termociclador Minicicler (Lab. M.J. Research, USA) programado con 1 ciclo de 94°C/5
minutos - 40 ciclos de 94°C/20 segundos - 57°C/10 segundos - 72°C/30 segundos y un ciclo
final de 72°C/7 minutos. Se utiliz6 agua bidestilada como control negativo y ADN de

epimastigotes del clon Dm28c de T. cruzi como control positivo (C,(+)) (Wincker et al., 1994).



Electroforesis

Para determinar la presencia del ADN de T. cruzi, 15ul de los amplificados fueron mezclados
con tampon de corrida de PCR (glicerol 30%, azul de bromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25% y
H,O bidestilada csp 100mL). Los amplificados fueron sometidos a electroforesis por una hora
en camara Modelo M6U-402T a 110 Volts en gel de agarosa al 2%, embebido en buffer TBE
(Tris/borato/EDTA pH 8,3) y 10ul de Bromuro de Etidio. Se utiliz6 1 Kb DNA Leader, como

marcador de peso molecular.

Revelado
Para identificar las 330 pb de ADN de la region hipervariable del kinetoplasto de T. cruzi
(Wincker et al.,, 1994), el gel de corrida se observd bajo transiluminador (TFP-10M Vilbes

Lourmat), para luego fotografiar cada revelado.

Bioseguridad
La manipulacién y eliminacién del material contaminado, utilizado con los ratones y en la técnica
de PCR, fueron realizadas bajo el protocolo de normativa de la Unidad de Bioseguridad de la

Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Los ratones se sacrificaron por inhalacién de CO, y sus cadaveres fueron eliminados en bolsas
plasticas selladas y congelados a -18°C, para luego ser cremados por la empresa Stericycle
S.A.



3. RESULTADOS

Parasitemia

Gréfico 1. Niveles de parasitemia promedio en tres grupos de ratones Balb/c sacrificados en
distintos dias p.i., infectados con 2.000 tripomastigotes sanguineos del clon Dm28c de T. cruzi.

N
1

B Promedio Grupo mas
Desviacidn Estandar

N
1

N° parasitos/ mL * 103
w

O 1 T T
7 21 60
Dias de sacrificio post infeccién

Nota: A los 7 y 60 dias se utilizaron los seis ratones y a los 21 dias sélo tres, ya que los otros murieron antes de ser
sacrificados y no fue posible extraer su sangre.

En el Gréfico 1 se observa el promedio de parasitos por mL (p/mL), presentes en la sangre de
tres grupos de ratones infectados con tripomastigotes de T. cruzi. A los 7 dias p.i, la parasitemia
promedio en los seis ratones sacrificados fue de 4,87 x 10° p/mL, a los 21 dias p.i., fue de 1,17
x 10% p/mL, célculo realizado en tres ratones, ya que los otros murieron antes de ser
sacrificados, y a los 60 dias, en los seis ratones estudiados no se observaron parasitos en la

circulacion sanguinea.



Estudio Histopatoldgico

Tabla |. Resultados de PCR, pseudoquistes e histopatologia en cerebro de ratones sacrificados
en diferentes dias.

Lesiones
D N° PCR Psq Manguito .. Inflamacidn
perivascular Gliosis meninges
1 + - - + -
2 - - -
3 - - - -

7 4 - - - - -
5 + - + - -
6 + + - -
ST 4 0 2 1 0
7 + - + + +
8 + + + - -
9*  + + s/e s/e s/e

21 10 + + - + -
11*  + s/e s/e s/e
12* + - s/e s/e s/e
ST 6 3 2 2 1
13+ - - - +
14 + + - - -
15 + - - -

60 16 + - + - -
17+ - - - +
18 + + +
ST 6 1 2 0 3

D: Dias de sacrificio; ST: Subtotal; Psg: Pseudoquiste (+) 1-5; (++) 6-10; (+++) 11 o mas. Lesiones: (+) presencia; (-)
ausencia; s/e: sin estudio histopatolégico; (*): ratones muertos antes del sacrificio.

Nota: El ratén control no presento lesiones tisulares ni presencia de pseudoquistes (Datos no mostrados)

En la Tabla | se observa que en los cerebros de los ratones sacrificados el dia 7 p.i., cuatro
resultaron positivos por PCR, dos presentaron manguito perivascular, sélo en un raton se
presentd gliosis y ninguno de los ratones presentd inflamacién de meninges ni presencia de
pseudoquistes. El dia 21 p.i., los seis ratones presentaron PCR positivas y de éstos, en tres se
observé entre 1 a 5 pseudoquistes. Debido a que tres ratones murieron antes del sacrificio, sus
cerebros no se incluyeron en el estudio histopatolégico, por las posibles alteraciones de la
descomposicién del tejido. De los tres ratones restantes, dos presentaron manguito
perivascular, dos presentaron gliosis y un raton presentd inflamacion de meninges. De los
ratones sacrificados el dia 60, los seis resultaron positivos por PCR, observandose la presencia
de pseudoquistes en uno de ellos, entre 1 a 5 nidos. A nivel de lesiones histopatolégicas, dos
ratones presentaron manguito perivascular, tres presentaron inflamacion de meninges y

ninguno presentoé gliosis.
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Tabla 1l. Resultados de PCR, pseudoquistes e histopatologia en corazéon de ratones
sacrificados en diferentes dias.

Lesiones
Infiltrado
D N° PCR Psq . inflamatorio _. )
Necrosis en Fibrosis
intersticio
1 + - - - -
2 + - - - -
3 + - - - -
7 4 + - - - -
5 + - - - -
6 +
ST 6 0 0 0 0
7 + - - + -
8 + ++ + + -
9* + ++ + + +
21 10 +  +++ - + -
11* + o+ - + -
12+ 4+ - + -
ST 6 5 2 6 1
13+ - - + -
14 + - + + -
15 + - + + -
60 16 + - - - -
17+ - - + +
18  + - -
ST 6 0 2 4 1

D: Dias sacrificio; ST: Subtotal; Psq: Pseudoquiste (+) 1-5; (++) 6-10; (+++) 11 o mas. Lesiones: (+) presencia; (-)
ausencia; (*): ratones muertos antes del sacrificio.
Nota: El ratdn control no presento lesiones tisulares ni presencia de pseudoquistes (Datos no mostrados).

En la Tabla Il se observa que en los corazones de los ratones sacrificados el dia 7 p.i., seis
ratones fueron positivos por PCR, no presentandose en ellos alteraciones histopatoldgicas ni
pseudoquistes. El dia 21 p.i., tres ratones murieron antes del sacrificio. Los seis ratones
resultaron positivos por PCR, cinco ratones presentaron pseudoquistes, dos de ellos entre 1 a 5
nidos, otros dos entre 6 a 10 nidos y s6lo un ratdon con mas de 11 nidos. Dos de los ratones
presentaron necrosis, seis infiltrado inflamatorio en intersticio y uno presento fibrosis. De los
ratones sacrificados el dia 60, los seis resultaron positivos por PCR, dos ratones con necrosis,
cuatro presentaron infiltrado inflamatorio en intersticio, uno fibrosis y en ninguno se observo la

presencia de pseudoquistes.
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Tabla lll. Resultados de PCR, pseudoquistes e histopatologia en higado de ratones sacrificados
en diferentes dias.

Lesiones

D N° PCR Psq |qfiltrado Hematopoyesis Infiltrado Necrosis  Necrosis
multifocal  extramedular  espacio porta individual extensa

1 + - + - + + -

2 + - + - + + -

3 + - + - + -

7 4 + - - - - - -

5 + - - - - - -

6 + - - - - -

ST 6 0 3 0 2 3 0

7 + - + + + - +

8 + - - + + + -
9* - - s/e s/e s/e s/e s/e

21 10 + - - + + + -
11* 4+ - s/e s/e s/e s/e s/e
12*% 4+ - s/e s/e s/e s/e s/e

ST 5 0 1 3 3 2 1

13 + - + - + - +

14 + - + - + + -

15 - - + - + + +

60 16 + - + - + - +

17 + - + - + + -

18 + - + - + + -

ST 5 0 6 0 6 4 3

D: Dias sacrificio; ST: Subtotal; Psq: Pseudoquiste (+) 1-5; (++) 6-10; (+++) 11 o mas. Lesiones: (+) presencia; (-)
ausencia; s/e: sin estudio histopatoldgico; (*): ratones muertos antes del sacrificio.
Nota: El ratdn control no presento lesiones tisulares ni presencia de pseudoquistes (Datos no mostrados).

En la Tabla Ill se observa que en los higados de los ratones sacrificados el dia 7 p.i., seis
fueron positivos por PCR, tres presentaron infiltrado multifocal, dos ratones presentaron
infiltrado en espacio porta y tres necrosis individual, mientras que ninguno presenté
pseudoquistes, hematopoyesis extramedular ni necrosis extensa. El dia 21 p.i., cinco ratones
presentaron PCR positivas y en ninguno se observé la presencia de pseudoquistes. Debido a
gue tres ratones murieron antes del sacrificio, sus higados no se incluyeron en el estudio
histopatoldgico, por las posibles alteraciones de la descomposicion del tejido. De los tres
ratones restantes, uno presentd infiltrado multifocal, tres presentaron hematopoyesis
extramedular e infiltrado en espacio porta, dos ratones necrosis individual y s6lo uno presenté
necrosis extensa. De los ratones sacrificados el dia 60, los cinco resultaron positivos por PCR y
ninguno present6 pseudoquistes. A nivel de lesiones histopatoldgicas, seis ratones presentaron
infiltrado multifocal e infiltrado en espacio porta, cuatro necrosis individual y tres ratones

necrosis extensa, no observdndose en ninguno de ellos hematopoyesis extramedular.
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Tabla IV. Resultados de PCR, pseudoquistes e histopatologia en rifion de ratones sacrificados
en diferentes dias.

Lesiones
D N° PCR Psq Infiltrado Material
Linfoplasmocitario proteinaseo
perivascular tubular
1 + - + -
2 + - + -
3 - - -
7 4 - - - -
5 + - + -
6 + - + -
ST 4 0 4 0
7 + + + -
8 - + +
9* - s/e s/e
21 10 + - - +
11*  + + s/e s/e
12*%  + - s/e s/e
ST 5 2 2 2
13 + - + -
14 + + + -
15 + + + -
60 16 + - + -
17+ - + -
18  + - + -
ST 6 2 6 0

D: Dias sacrificio; ST: Subtotal; Psg: Pseudoquiste (+) 1-5; (++) 6-10; (+++) 11 0 mas. Lesiones: (+) presencia; (-)
ausencia; s/e: sin estudio histopatoldgico; (*): ratones muertos antes del sacrificio.
Nota: El ratdn control no presento lesiones tisulares ni presencia de pseudoquistes (Datos no mostrados).

En la Tabla IV se observa que en los rifiones de los ratones sacrificados el dia 7 p.i., cuatro
resultaron positivos por PCR, cuatro presentaron infiltrado linfoplasmocitario perivascular y
ninguno present6 material proteinaseo tubular ni pseudoquistes. El dia 21 p.i., cinco ratones
presentaron PCR positivas y de éstos, en dos se observé presencia de pseudoquistes. Debido a
gue tres ratones murieron antes del sacrificio, sus riflones no se incluyeron en el estudio
histopatoldgico, por las posibles alteraciones de la descomposicién del tejido. De los tres
ratones restantes, dos presentaron infiltrado linfoplasmocitario perivascular y dos material
proteinaseo tubular. De los ratones sacrificados el dia 60, los seis resultaron positivos por PCR
y con infiltrado linfoplasmocitario perivascular, dos ratones presentaron pseudoquistes y

ninguno material proteinaseo.
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Tabla V. Resultados de PCR, pseudoquistes e histopatologia en intestino de ratones

sacrificados en diferentes dias.

Lesiones
D N° PCR Psq Inflamacién Inflamacién
Aguda crénica
1 + - - -
2 - - - -
3 - - - -
7 4 + - + -
5 - - - -
6 + -
ST 3 0 1 0
7 - - - -
8 + + - -
9* - - s/e s/e
21 10 + ++ - +
11+ - s/e s/e
12*  + + s/e s/e
ST 4 3 0 1
13 - - - -
14 - - - -
15 - - - -
60 16 ) } + +
17 - - - +
18 -
ST O 0 1 2

D: Dias sacrificio; ST: Subtotal; Psq: Pseudoquiste (+) 1-5; (++) 6-10; (+++) 11 0 mas. Lesiones: (+) presencia; (-)
ausencia; s/e: sin estudio histopatoldgico; (*): ratones muertos antes del sacrificio.
Nota: El ratdn control no presento lesiones tisulares ni presencia de pseudoquistes (Datos no mostrados).

En la Tabla V se observa que en los intestinos de los ratones sacrificados el dia 7 p.i., tres
resultaron positivos por PCR, uno presenté inflamacién aguda y ninguno presentd inflamacion
cronica ni pseudoquistes. El dia 21 p.i., cuatro presentaron PCR positivas y en tres ratones se
observaron pseudoquistes. Debido a que tres ratones murieron antes del sacrificio, sus
intestinos no se incluyeron en el estudio histopatolégico, por las posibles alteraciones de la
descomposicién del tejido. De los tres ratones restantes, uno presenté inflamacion crénica y
ninguno inflamacién aguda. De los ratones sacrificados el dia 60, los seis resultaron negativos
por PCR y sin presencia de pseudoquistes, un ratén present6 inflamacion aguda y dos

inflamacioén cronica.
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Tabla VI. Resultados de PCR, pseudoquistes e histopatologia en musculo esquelético de
ratones sacrificados en diferentes dias.

Lesiones

D N° PCR Psq Células Células Infiltrado
Necrosis inflamatorias satélites mononuclear
en fibra en fibra enintersticio

+ - - - - +

N |+

21 10

O+ + + + + + O]
'

.
+ o+ + + + +

'
!
!
!
+

60 16

n
-

A+ + + + + +|O|+ + + + + + |wW|+

1]

'

'

B+ +

D: Dias sacrificio; ST: Subtotal; Psq: Pseudoquiste (+) 1-5; (++) 6-10; (+++) 11 o més. Lesiones: (+) presencia; (-)
ausencia; (*): ratones muertos antes del sacrificio.
Nota: El ratdn control no presenté lesiones tisulares ni presencia de pseudoquistes (Datos no mostrados).

En la Tabla VI se observa que en los musculos esqueléticos de los ratones sacrificados el dia 7
p.i., tres resultaron positivos por PCR, ninguno present6 pseudoquistes y en sélo dos ratones se
observé infiltrado mononuclear en intersticio. El dia 21 p.i., tres ratones murieron antes del
sacrificio. De los seis ratones, todos resultaron positivos por PCR, seis presentaron
pseudoquistes y necrosis, dos ratones presentaron células inflamatorias en fibra, dos
presentaron células satélites en fibra y cinco ratones infiltrado mononuclear en intersticio. De los
ratones sacrificados el dia 60, los seis resultaron positivos por PCR, un ratdén presentd necrosis,
uno presentd células inflamatorias en fibra, cuatro ratones presentaron infiltrado mononuclear

en intersticio y ninguno presentd células satélites en fibra ni pseudoquistes.
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Figura 1. Fotografias de diversos tejidos de ratones infectados con T. cruzi y sacrificados a los

21 dias p.i., observandose la presencia de pseudoquistes con amastigotes en su interior.

a. Cerebro. HE, 1000X. b. Corazén. HE, 1000X.

c. Rifion. HE, 1000X d. Intestino. HE, 1000X.

e.  Mduasculo esquelético HE, 1000X.
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Figura 2. Fotografias de lesiones en tejidos de ratones infectados con T. cruzi, sacrificados en

diferentes dias p.i.

a. Cerebro. HE, 40X. Ratén N°7 (21 dias p.i b. Cerebro. HE, 40X. Raton N°10 (21 dias p.i.).
Manguito perivascular.

c. Corazon. HE, 40X. Ratéon N°9 (21 dias p.i.). d. Corazon. HE, 40X. Raton N°8 (21 dias p.i.).
Inflamacion en intersticio (1), fibroblastos (F) y Inflamacion en intersticio (1) y necrosis (N).
pseudoquistes de T. cruzi (P).

f.  Higado. HE, 40X. Ratén N°1 (7 dias p.i.). Infiltrado
Hematopoyesis extramedular, con presencia de 16 inflamatorio (1) y necrosis individual de hepatocitos
megacariocito en tejido (H). (N)



g. Rifi6n. HE, 40X. Ratén N°8 (21 dias p.i.). Material h. Rifion. HE, 40X. Ratén N°13 (60 dias p.i.).
proteinaseo (M) en tdbulos renales. Infiltrado linfoplasmaocitario (1) a nivel perivascular.

- tr g o .
o A e Y
i "L‘f A FZ LotV

i. Intestino. HE, 40X. Raton N°4 (7 dias p.i.). j.  Intestino. HE, 40X. Ratén N°16 (60 dias p.i.).

Inflamacion aguda, con presencia de neutrofilos. Infiltrado  inflamatorio con  presencia de
leucocitos.

4 : B A AP S L5 B )

k. Musculo esquelético. HE, 40X. Ratén N°8 (21 I.  Musculo esquelético. HE, 40X. Raton N°9 (21
dias p.i.). Necrosis segmental (N), ademas de dias p..). Necrosis y presencia de células
infiltrado de tipo leucocitario. satélites en la fibra (N).
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Figura 3. Resultados de PCR para T. cruzi, en distintos érganos en ratones Balb/c infectados y
sacrificados a los 7, 21 y 60 dias p.i.

Cr Cz H R | M C() C.+) C.t+)
7d
<€— 330pb
4/6 4/6 3/6 3/6
Cr Cz H R | M C(9) C.l+) C,+)
21d
<— 330pb
5/6 5/6 4/6
Cr Cz H R | M C(-) C.(+) C.(+)
60d < 0m
5/6

Organos: Cr (cerebro), Cz (corazén), H (higado), R (rifién), | (intestino) y M (misculo esquelético)

C (-): Control negativo; Ce (+): Control positivo durante extraccion ADN; Cs(+): Control positivo durante amplificacion
ADN.

Ratones estudiados: N° 6, 8y 13

Dias de sacrificio p.i.: 7d (7 dias), 21d (21 dias) y 60d (60 dias)

Banda observada: 330 pb correspondiente a la region hipervariable del ADN del kinetoplasto de T. cruzi

En la figura 3, se observa como ejemplo, los resultados obtenidos por la técnica de PCR al
amplificar la region hipervariable del ADN del kinetoplasto de T. cruzi, en tejidos de ratones
infectados y sacrificados en distintos dias p.i. A los 7 dias, el raton N° 6 fue positivo en todos los
organos, a los 21 dias, el ratén N°8 resultd positivo en todos los 6rganos excepto en muasculo
esquelético y a los 60 dias, el ratdbn N° 13 fue positivo en todos los 6rganos excepto en

intestino.
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4. DISCUSION

La evolucién de la enfermedad de Chagas se encuentra estrechamente relacionada con la
presencia de amastigotes de T. cruzi en diversos tejidos como los del sistema monocito
macrofago, nervioso y muscular, asi como también a los mecanismos inflamatorios,

autoinmunes, vasculares y de denervacion en dichos tejidos (Atias, 2000).

En el presente estudio se determiné la presencia de T. cruzi y lesiones tisulares en cerebro,
corazon, higado, rifién, intestino y mdusculo esquelético, mediante la técnica de PCR e
histopatologia, en ratones infectados experimentalmente y por otro lado, se comparé la
presencia de T. cruzi, las lesiones en los tejidos y las parasitemias, en distintos dias de

infeccion.

PARASITEMIAS

Respecto a las parasitemias observadas, éstas aumentaron el dia 7 p.i. (4,78 x 10% y
posteriormente esta concentracion disminuye notablemente a los 21 dias p.i. en un 76% (1,17
x10° p/mL) y en un 100% a los 60 dias p.i. (Gréfico 1).

Estos resultados concuerdan plenamente con la literatura, en donde se describe que la fase
aguda de la enfermedad de Chagas en humanos se inicia en los primeros dias post-infeccion,
caracterizandose por una parasitemia circulante detectable en sangre periférica. Sin embargo,
en la fase crénica indeterminada los niveles de parasitemias disminuyen considerablemente
(oligoparasitemias), siendo en la mayoria de los casos no detectables (Rosas et al., 2007). Sin
embargo, debemos tener presente que la duracion y niveles de parasitemia dependera de la

virulencia y patogenicidad de la cepa utilizada (Rivera et al., 2000).

FASE AGUDA (7 dias)

A los 7 dias p.i., todos los ratones sacrificados no presentaron alteraciones fisicas evidentes. En
ninguno de los ratones se observé la presencia de pseudoquistes en los drganos estudiados.
Sin embargo, las parasitemias en esta etapa fueron altas, lo que posiblemente indica una
reproduccién extra tisular, mediada principalmente por macréfagos infectados, los cuales son
los primeros en tener contacto con los parasitos a nivel sanguineo. Ademas, la presencia de los
parasitos, detectado mediante la PCR, presentd un patron diferente en los 6rganos estudiados.
En todos los ratones (6/6) se evidencié DNA de T. cruzi en corazén e higado, sin embargo en

riidn y cerebro sélo se observd en el 66% (4/6) de ellos, seguido del 50% (3/6) en muasculo
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esquelético e intestino. Con respecto a los procesos inflamatorios a nivel tisular, estos también
presentaron algunas diferencias. En corazén no se observaron estas alteraciones, no asi los
demas 6rganos, donde a nivel de cerebro el 50% (3/6) presenté una respuesta inflamatoria
observandose manguito perivascular (2/6) y gliosis (1/6). Por otro lado, a nivel de intestino (1/6)
se observo inflamacion aguda, la cual estuvo mediada por neutréfilos, mientras que en muasculo
esquelético (2/6) el infiltrado fue principalmente mononuclear. A nivel hepatico (2/6) se observé
infiltrado en el espacio porta con presencia de neutréfilos y macréfagos. Por su parte, a nivel
renal (4/6) se observo infiltrado linfoplasmocitario a nivel perivascular. Cabe sefialar que el
higado fue el Unico 6rgano en donde se observé dafio tisular, el cual presentd necrosis
individual de hepatocitos. Otros estudios han determinado que la reaccion inflamatoria en el
tejido infectado es la causa principal de dafio tisular que finalmente conduce a disfuncién del
organo afectado durante la fase aguda y cronica de la enfermedad, teniendo en algunos casos
relacion con la presencia de pseudoquistes, situacion que no se observo en este estudio (Rojas,
2012).

La etapa inicial de la fase aguda de la infeccion, se caracterizaria principalmente por un periodo
de multiplicacion intracelular a nivel de los macréfagos, amplificando la infeccién, seguido
posteriormente o en forma paralela por un periodo de invasion tisular por parte de los
tripomastigotes sanguineos, presentando distinto tropismo por los o6Organos del ratén.
Observandose preferencia por corazén/higado, seguido por cerebro/rifion y finalmente
intestino/musculo esquelético, en base a la presencia de DNA de T. cruzi en la PCR y no por la
presencia de pseudoquistes a nivel de tejido. Durante la infeccién aguda existe predileccion por
tejido miocardico existiendo igualmente posibilidad de infeccién de otros sistemas en esta fase a
pesar de que no es comun en pacientes inmunocompetentes (Ramirez et al., 2007), como fue el
caso los ratones sacrificados. Los procesos inflamatorios observados en estos Grganos,
también presentarian algunas diferencias de mayor a menor grado, siendo el mas afectado
riidn, seguido por higado/musculo esquelético y finalmente intestino. Sin embargo, el 6rgano
con mayor grado de dafio en esta etapa, seria el higado, en donde existiria tempranamente
destruccién de los hepatocitos de igual manera que lo encontrado en otros estudios donde si
bien la inflamacion y la destruccion tisular se asocia a la presencia de pseudoquistes, el higado
se ve tempranamente afectado (Raghona et al., 2006). Por otra parte se ha determinado que
durante la fase aguda de la infeccion por T. cruzi, la produccion citoquinas pro-inflamatorias,
inducen en higado la sintesis de proteinas de fase aguda, las cuales al momento de alcanzar
altos niveles actia en contra del hospedero, incrementando la reaccion inflamatoria tisular
(Cardoni et al., 1999).
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FASE CRONICA INICIAL (21 DIAS)

Debido a que 3 ratones murieron 2 dias antes del sacrificio y no pudieron ser rescatados el
mismo dia, sus intestinos, rifiones, cerebros e higados no se incluyeron en el estudio
histopatoldgico, debido a la rapida descomposicion y posible alteracion en su histologia, lo que
podria alterar los datos para este estudio.

A los 21 dias p.i., los 3 ratones seleccionados para el sacrificio, presentaron pelo erizado y
decaimiento (datos no mostrados). Las parasitemias encontradas en estos ratones fueron
considerablemente menores: un 76% con respecto a la fase aguda de la infeccion. La presencia
de parasitos, detectados mediante la PCR, se siguié evidenciando en todos los 6rganos
estudiados, practicamente en igual proporcion que lo observado en la fase aguda, sin embargo,
aument6 considerablemente en cerebro y musculo esquelético, logrando detectarse en todos
ellos (6/6). Con respecto a la presencia de pseudoquistes, se detectd en todos los ratones en
musculo esquelético (6/6) (Figura 1e), seguido del corazén (5/6) (Figura 1b), intestino/cerebro
(3/6) (Figura 1d — 1a) y rifidn (2/6) (Figura 1c). El tnico 6rgano en donde no se evidencioé fue en
higado. La cantidad de nidos de amastigotes encontrados en los érganos fluctué en menos de 5
por campo en rifidn/cerebro, menos de 10 por campo en intestino/muasculo esquelético, y mas
de 10 en corazdn. Este histotropismo concuerda plenamente con lo encontrado por Contreras y
colaboradores (1988), donde entre los érganos menos afectados se encuentra higado, rifién y
cerebro. Respecto a los procesos inflamatorios y dafio tisular observados en esta fase, sumado
a la presencia de pseudoquistes, ademas de aumentar en algunos 6rganos, tuvieron cierta
relacion entre si, lo cual coincide con los resultados encontrados por otros investigadores donde
las formas amastigotes del parasito han sido observadas en locales inflamatorios o dentro de
macrofagos, células gliales y endoteliales en esta fase de la infeccién (Chagas,1934; Pittella,
1990; Guarner et al., 2001; Silva, 2006). Por su parte a nivel de muasculo esquelético se
observaron areas de necrosis segmental (Figura 2k), las que se distinguen como zonas con
pérdida de estriacion y coloracion eosinofilica, mientras que en tejido cardiaco se observa
necrosis en menor proporcion respecto a musculo esquelético, pero respecto a presencia de
amastigotes es quien presenta el mayor parasitismo asociado a la presencia de infiltrado en
intersticio, ya que todos los ratones (6/6) presentaron infiltrado inflamatorio en el intersticio y 5

de ellos presencia de pseudoquistes.

A nivel del intestino sélo se observd inflamacidon crénica sin dano tisular, en cerebro aumenté

leve en presencia de gliosis (Figura 2b) e inflamacién de meninges, ademés de la marcada
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presencia de manguito perivascular (Figura 2a), rifion con infiltrado linfoplasmocitario (Figura
2h) y presencia de material proteinaseo tubular (Figura 2g). A nivel hepatico de los 3 ratones
estudiados, todos presentaron infiltrado en el espacio porta, hematopoyesis extramedular
(Figura 2e) y necrosis, ya sea individual (Figura 2f) o extensa. Otros autores han podido
comprobar lesiones de igual similitud a nivel hepético, como los focos de necrosis en
parénquima hepatico, células inflamatorias alrededor de las venas centrolobulillares y de los
espacios porta, necrosis focales, espacios porta desorganizados, encontrandose en algunos
casos intenso infiltrado con células inflamatorias (Raghona et al., 2006; Pizzi et al., 2005).
Nuevamente podemos asociar el gran dafio que presenta el higado frente a la ausencia de
pseudoquistes, a la respuesta inmune generada. Se sabe que la respuesta inmune humoral
juega un rol muy importante en la resistencia y eliminacién de los parasitos de circulaciéon y que
algunos epitopos del parasito pueden desarrollar una reaccion cruzada con antigenos propios
del hospedero, desencadenando un proceso autoinmune, que causan inflamacién del tejido o

dafio celular (Montiel y Diaz, 2002).

El musculo esquelético fue el 6rgano que present6 el mayor grado de dafio e inflamacion, ya
gue en la gran mayoria de los ratones (5/6) se observé infiltrado mononuclear en el intersticio,
células inflamatorias en fibra (2/6) (Figura 2k), células satélites en fibra (2/6) y en todos (6/6)
necrosis del tejido muscular (Figura 2I), resultados que concuerdan plenamente con los
encontrados por Pizzi y colaboradores (2005), donde de igual manera se encontré que las
lesiones a nivel de tejido cardiaco si bien fueron muy marcadas y en gran proporcion de
ratones, estas fueron de menor intensidad que las encontradas a nivel de tejido musculo

esquelético.

La fase crénica inicial de la infeccidbn se caracterizaria principalmente por un periodo de
colonizacién de las células de los tejidos y multiplicacion intracelular de los amastigotes en los
distintos 6rganos, con excepcién del higado en donde habria sélo tripomastigotes circulantes.
La reproduccion del parasito a nivel intracelular produciria lisis de los tejidos, esto mas los
procesos inflamatorios locales explicarian el dafio necrético observado en distintos 6rganos. No
todos ellos se ven afectados de la misma manera, en cuanto al tipo de dafio y magnitud, es asi
gue, los menos afectados serian el intestino, rifidn y cerebro. Los érganos mas dafiados por
este fendbmeno (pseudoquistes/inflamacion), el musculo esquelético y corazon. El higado
también se encontraria dentro de los 6rganos méas afectados, pero el mecanismo patogénico
estaria explicado posiblemente por un dafio inflamatorio local mediado por la presencia de los

tripomastigotes en la circulacion sanguinea. A diferencia de Raghona y colaboradores (2006),
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en este estudio no se encontrd presencia de pseudoquistes a nivel hepatico, pero se observo la
presencia de megacariocitos, lo que podria asociarse a la existencia de una anemia marcada en
estos ratones que fue compensada con una hematopoyesis extramedular. Asi, podriamos
asociar las muertes de los ratones durante esta fase del estudio a una anemia marcada o a la
gran cantidad de tejido hepético afectado. Por lo tanto, esta fase seria determinante en la
sobrevida de los ratones, bajo las condiciones experimentales de este estudio, ya que si los
dafios tisulares no representan riesgo vital o su organismo es capaz de reparar dichos dafios,

sobrevivira a la etapa siguiente de la infeccion.

FASE CRONICA PROPIAMENTE TAL (60 DIAS)

A los 60 dias p.i., todos los ratones presentaron pelo erizado (datos no mostrados). Las
parasitemias fueron totalmente negativas y la presencia del parasito se siguié detectando
mediante la PCR en todos los 6rganos, excepto en intestino. La observacion de los
pseudoquistes se mantuvo en igual proporcion en el rifién (2/6) y disminuy6 en un tercio en el
cerebro (1/6) con respecto a los 21 dias p.i. La disminucién mas notable fue a nivel del corazoén,
muasculo esquelético e intestino, logrando desaparecer en la totalidad de ellos. El higado
mantuvo su negatividad sobre la presencia de nidos de amastigotes. En cuanto a los procesos
inflamatorios y de lesion tisular, en el cerebro no hubo presencia de gliosis, pero si un aumento
leve en la inflamacién de las meninges y una leve disminucion en la presencia de manguito
perivascular. Se observé que todos los ratones (6/6) a nivel renal, presentaban infiltrado
linfoplasmocitario perivascular (Figura 2h), sin dafio tisular evidente, al igual que en sus
higados, se encontrd infiltrado multifocal y en el espacio portal, con necrosis individual en 4
ratones y necrosis extensa en 3 de ellos. A nivel intestinal, los procesos inflamatorios se
mantuvieron casi constantes, destacando inflamacion aguda (1/6) y cronica (2/6) (Figura 2j). En
el corazon se observo una leve disminucién en el infiltrado inflamatorio intersticial (4/6), con
mantencién de fibrosis (1/6) y necrosis (2/6). La observacion mas importante se evidencio en el
musculo esquelético, en donde los procesos inflamatorios fueron menores, solo identificAndose
infiltrado mononuclear con predominio de linfocitos, menor proporcidon de monocitos y células
plasmatica, lo cual coincide con lo encontrado por Pizzi y colaboradores (2005). Adicionalmente
a nivel de musculo esquelético practicamente no se observé presencia de necrosis tisular (1/6),
lo cual podria eventualmente estar asociado a la ausencia de pseudoquistes en tejido musculo

esquelético.
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La fase cronica propiamente tal, en donde los ratones han sobrevivido a la infeccion por T.
cruzi, se caracteriza principalmente por una disminucién en el nimero de células parasitadas en
los tejidos, detectandose microscopicamente y en forma escasa en rifion y cerebro. En los
demas 6rganos, los parasitos so6lo son detectados mediante la PCR, debido a su gran
sensibilidad. El anico 6rgano libre de parasitos en esta fase corresponde al intestino. En
general, los procesos inflamatorios en los érganos se mantienen casi en forma constantes, a
excepcion de rifion e higado, en donde se observa un aumento importante en sus infiltrados
celulares. El 6rgano mas afectado en esta fase es nuevamente higado, presentado un gran
namero de focos necréticos individuales o extensos a diferencia de lo que ocurre en el musculo
esquelético, en donde la necrosis es practicamente nula. Todo esto difiere de lo encontrado por
otros autores donde los tejidos examinados no revelan la presencia de parasitos ni lesiones
inflamatorias en ninguno de los animales estudiados (Pizzi et al., 2005). A pesar de ello se ha
comprobado que determinadas cepas de T. cruzi podrian presentar respuestas inflamatorias sin
necesidad de tener presencia de pseudoquistes (Palau, 1996). Por otra parte, se podria asociar
el gran dafo hepatico a una respuesta autoinmune, favorecida por la gran cantidad de células

de Kupffer presentes en higado.

Dentro de los o6rganos estudiados, los que presentaron menor cantidad de pseudoquistes
fueron cerebro y rifidn con un 22% (4/18), mientras que en el higado no se observo la presencia
de ellos, no obstante fue uno de los 6rganos mas dafiados a nivel histopatolégico. Otros
estudios en ratones han concluido que el incremento de los niveles plasméticos de Alanina
Transaminasa (ALT) y creatinina en ratones infectados con T. cruzi podrian estar relacionados
con las importantes lesiones hepaticas y renales, generando en algunos casos a nivel hepatico
desorganizacién de la estructura trabecular e infiltracién de células mononucleares y a nivel
renal atrofia glomerular y necrosis, ademas de observar que previo a la alteracién cardiaca, los
ratones infectados presentan infiltracion inflamatoria renal que causa dafio renal agudo debido a
una lesion por isquemia/reperfusion (Rojas et al., 2012). Esto podria explicar el gran dafio tisular
a nivel renal y hepatico a pesar de la ausencia o baja presencia de pseudoquistes a nivel de
estos 6rganos, durante la infeccidon experimental.

Durante el estudio fue posible detectar el DNA de T. cruzi a través de la PCR, incluso en
ausencia de pseudoquistes, lo cual nos permite sugerir que el parasito permanece en el

individuo infectado de forma latente.
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CONCLUSIONES

- En la fase aguda de la infeccion, los procesos inflamatorios fueron lo més relevante a
nivel histopatolégico, observandose en todos los érganos estudiados, excepto a nivel de
corazon y afectando en mayor grado a higado y rifién.

- En la fase cronica inicial, la presencia de pseudoquistes fue lo mas importante a nivel
tisular, mientras que los procesos inflamatorios se mantienen y aparece necrosis en

musculo esquelético y corazén.

- El higado es el 6rgano mas afectado, presentando necrosis individual y extensa,
ademas de hematopoyesis extramedular, lo cual indicaria una anemia marcada en estos

ratones.

- Durante la fase cronica propiamente tal desaparecen los pseudoquistes, manteniéndose
sélo en cerebro y rifidn. Los procesos necréticos aumentan en higado, disminuyendo

considerablemente a nivel de musculo esquelético.

- Latécnica de PCR fue capaz de detectar la infeccién experimental por el clon Dm28c de
T. cruzi durante los diferentes dias de sacrificio, incluso en ausencia de pseudoquistes y
de parasitemia, lo que indicaria que el parasito permanece de forma latente y por largo

tiempo en el individuo infectado.
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