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RESUMEN

Se infectaron ratones de la cepa ACA, machos y hembras, con 200 y 2000
trypomastigotes sanguineos del clon Dm28c de Trpanosoma cruzi. Todos los
animales se comportaron como susceptibles a la infeccion, independientemente
del sexo y la dosis de indculo inicial. Los animales, tanto machos como hembras,
infectados con 2000 parasitos presentaron niveles de parasitemia
significativamente mas altos que los ratones infectados con la dosis menor. A su
vez, los machos desarrollaron niveles de parasitemia mas altos que las hembras,
tanto al infectar con 200 como con 2000 parasitos. A pesar de comportarse todos
los animales experimentales como susceptibles, el periodo de supervivencia fue
significativamente mas prolongado en los machos infectados con 200 comparado
con lo ocurrido con los machos infectados con 2000 parasitos. Las hembras
infectadas con 2000 sobrevivieron mas tiempo que los machos infectados con la
misma dosis de parasitos. No se observaron diferencias significativas en el
tiempo de supervivencia, al comparar hembras infectadas con 200 y 2000 ni
tampoco en el caso de machos y hembras infectadas con 200 parasitos. Al
parecer, la principal caracteristica afectada por las variables sexo y dosis de

in6culo inicial es el nivel de parasitemia.



SUMMARY

Male and female mice of ACA strain were infected, with 200 and 2000
bloodstream trypomastigotes of Dm28c clone of Trypanosoma cruzi. All the
animals were susceptible to the infection, regardless of their sex and dose of
initial inoculum. The animals, both male and female, infected with 2000 parasites
showed significantly higher levels of parasitemia than mice infected with the
lower dose. At the same time, males developed higher parasitemia levels than
females, when they were infected with both 200 and 2000 parasites. Despite of
experimental animals behaved as susceptible, the survival period was significantly
longer in males infected with 200, when compared with males infected with 2000
parasites. Females infected with 2000 survived a longer time than males infected
with the same parasits dose. No significant differences were observed during the
survival period, when comparing female infected with 200 and 2000, neither in
the case of male and female infected with 200 parasites. Apparently, the main
characteristic affected by the variables of sex and initial inoculum dose, is the

parasitemia level.



INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi, protozoo hemoflagelado, es el agente etiolégico de la
enfermedad de Chagas en el humano. Fue descrito en 1910 por el bidlogo
brasileno Carlos Chagas, al examinar los intestinos de insectos hematéfagos. La
tripanosomiasis americana representa un serio problema de salud publica en los
paises de América Latina, aunque la presencia de T. oz se describe desde la
region de los grandes lagos en U.S.A. hasta la Patagonia, incluyendo zonas de
Chile y Argentina. Seguin ultimas estimaciones de la OMS, unos 60 millones de
personas estan expuestas al riesgo de contraer la infeccién y hay alrededor 11

millones de personas infectadas.

En el ciclo biolégico de T. ¢ruzgi participan hospederos invertebrados como
los insectos hematéfagos de la subfamilia Triatominae, como también
hospederos vertebrados como el hombre, animales domésticos, principalmente

perros, gatos y especies silvestres.

El modelo experimental mas utilizado para estudiar esta parasitosis es
probablemente el modelo murino, debido a su facil manejo, mayor conocimiento
de su estructura genética y porque las alteraciones que ocurren durante la etapa

aguda de la infeccién son semejantes a las que ocurren en el humano.

El presente trabajo pretende analizar el desarrollo de la infeccién con dos
dosis de in6culo inicial, 200 y 2000 trypomastigotes sanguineos, del clon Dm28c

de T. ¢cruzi en ratones machos y hembras de la cepa ACA.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El parasito Trypanosoma cruzi causa la enfermedad de Chagas, en el humano,
un sindrome debilitante e incurable que afecta a millones de personas en
Latinoamérica (Dias ez al., 2002). En Chile, el territorio afectado abarca una
extension aproximada que equivale al 46.5 % de la superficie continental del pais
y se extiende entre los paralelos 18 a 34.5 latitud Sur, desde la frontera con Pert
por el Norte, hasta la VI Region, por el Sur. Existe, por lo tanto, una poblacién
de alrededor de 7 millones de habitantes expuestos al riesgo de infeccion (Apt y

Reyes, 1986; Dias e al., 2002).
Vectores

La principal via de transmision del parasito a los mamiferos es mediante
insectos hematofagos de la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, que al
igual que T. cruzi s6lo existen en Latinoamérica (Stevens ef al., 2001) y que son
denominados vulgarmente, en Chile y Argentina, como “vinchucas”. Los
principales vectores involucrados en la infeccion por T. cruzi son Triatoma infestans
(Chile, Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay, Pera y Uruguay), Rbodnius prolixus,
Triatoma dimidiata, Rhodnius pallescens (Colombia, Venezuela y Centro América),
Panstrongylus megistus, Triatoma brasililians (Brasil). En Chile se han reconocido dos
especies de vectores de importancia epidemiologica en la transmision de la
enfermedad, uno de caracteristicas domésticas y el otro de caracteristicas
silvestres, ellos son Triatoma infestans 'y Mepraia spinolai (Iriatoma  spinolai)
respectivamente (Schenone y Rojas, 1989; Lent ef al. 1994; Canals et al., 1999).
También se describe una nueva especie silvestre, Mepraia gajardoi (Frias et al.,
1998), pero atin no se conoce su importancia epidemiologica. Al ser T. infestans

el vector que participa en el ciclo doméstico de la enfermedad de Chagas es



posible encontrarlo en hébitats domésticos o peridomésticos, en cambio el
habitat de M. spinolai lo constituyen cerros, grietas en rocas, nidos de aves y
también de mamiferos (Canals e 4/, 1997; Canals ef al., 1999). A pesar de estos
habitats silvestres de M. spinolai y de ser una especie considerada de bajo riesgo
para la salud humana se ha reportado que el 26% de estos insectos estin
infectados con T. ¢ruzi en zonas suburbanas y que el impacto de M. spinolai en la
enfermedad de Chagas es entre un 0,65 y un 5,8% (Acuna, 2002). Lo anterior
adquiere ain mayor importancia al considerar factores que estan influyendo cada
dia mas en la posibilidad que M. spinolai pueda llegar a invadir ambientes
domésticos, en primer lugar es importante tener en cuenta la colonizaciéon por
parte del hombre de los habitats de la vinchuca silvestre, seguido de la posibilidad
que estos insectos se adapten progresivamente al hombre o a otros mamiferos
domésticos. Otro punto importante de considerar son los esfuerzos que se han
hecho por erradicar a la vinchuca doméstica, proceso que dejarfa libre ese habitat
para ser ocupado por M. spinolai (Acufia, 2002). Con respecto a la erradicacion de
la vinchuca doméstica en 1991 se firmé un acuerdo entre los gobiernos de
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y Peru para controlar la
enfermedad de Chagas mediante la eliminacioén del vector principal, T. znfestans
(Dias e# al., 2002). Este acuerdo, al parecer, ha dado buenos resultados debido a
lo raro que es encontrar actualmente a I. zufestans en los lugares donde estaba
distribuido y una disminucion de los indices de infeccion en nifos recién nacidos
desde que se implemento el programa (Schmunis 1999; Schofield y Dias, 1999).
Todo esto se ha reflejado en la obtencion de beneficios econémicos debido a la
reduccion de la morbilidad y al ahorro de costos médicos. Debido a lo anterior,
en el afio 1999, Chile fue considerado como pais libre de la transmisién vectorial
de la enfermedad de Chagas. Pero siempre existe el riesgo de la reaparicion del

problema por la supresion prematura de los programas de control.



Agente etiologico

Trypanosoma cruzi pertenece al Phylum Protozoa, superclase Mastigophora
de protozoos flagelados que no poseen cromatéforos. El orden es
Kinetoplastida, cuyos miembros tienen un kinetoplasto (organelo autorregulable
que contiene DNA) y de uno a cuatro flagelos. Familia Trypanosomatidae, al que
pertenecen varios géneros de flagelados mondgenos (parasitos de invertebrados)
y heterégenos (parasitos con alternancia de evolucién en hospederos
invertebrados y vertebrados). Los tripanosomas son flagelados heterégenos que
presentan durante su ciclo evolutivo diferentes formas celulares, tanto en el
vector como en el hospedero. Pertenecen al grupo Stercorario con evolucién a lo
largo del tubo digestivo del vector y cuya transmision se realiza a través de las
heces. Género Trypanosoma y subgénero es Schizotrypanum, que incluye a los
tripanosomas de kinetoplasto voluminoso, reproduciéndose de forma intracelular

y la especie es T. cruzi (Stevens et al., 2001).

Ciclo biolégico

T. ¢ruzi es un protozoo heterégeno, con un complejo ciclo biolégico con
alternancia entre sangre y tejidos de un hospedero vertebrado y el tracto digestivo

de un insecto vector, con cambios en su morfologia y expresion antigénica.

T.ernzi puede presentar tres estados fisiolégica y morfolégicamente
diferentes, caracterizados por la presencia o no de un flagelo evidente y la
posicion relativa del kinetoplasto (Vickerman, 1985; Braun y De Titto, 1985;
Botero y Restrepo, 1992):

- Epimastigote, de aspecto fusiforme, de unos 20 pm de longitud con

kinetoplasto y flagelo anteriores al nicleo. Corresponde a la forma de



multiplicacion del parasito en el intestino medio del vector y en los

medios de cultivo axénicos. Su capacidad infectante es controversial.

- Trypomastigote, alargado y fusiforme, de aproximadamente 15 pum de
longitud, con el nucleo en posicion medial entre el kinetoplasto y el
flagelo. Corresponde a la forma infectante para los hospederos
mamiferos. Esta forma no se multiplica y se encuentra circulando en la
sangre de los vertebrados (trypomastigote sanguineo) y en el intestino

posterior del vector (trypomastigote metaciclco).

- Amastigote, redondeado y ovalado de aproximadamente 1,5 - 4 um de
diametro, parece no poseer flagelo y éste sélo es evidente a la
microscopia electronica. Es la forma que parasita las células de los
hospederos mamiferos y también presenta la capacidad de

multiplicarse.

Ciclo de Transmisioén

El vector se infecta al ingerir sangre de un mamifero, o en algunos casos
aves, con trypomastigotes sanguineos. Estas formas sufren transformaciones a
lo largo del tubo digestivo del vector. En este lugar se pueden evidenciar tres
fases: formas redondeadas en el estébmago, denominadas como esferomastigotes;
en el tracto intestinal, los parasitos se multiplican por fisién binaria como
epimastigotes ; al cabo de 15-30 dias se transforman en trypomastigotes
metaciclicos, que se acumulan en la ampolla rectal y son eliminados con las
heces. Por lo general, el vector se torna infectante a los 20-30 dias después de una
alimentacién con sangre infectada y puede permanecer asi durante toda su vida,
un afio aproximadamente (Atfas y Apt, 1991; Botero y Restrepo, 1992). Los

triatominos infectados, al picar nuevamente a un mamifero y después de la
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ingestiéon de sangre, habitualmente deyectan sobre la piel del hospedero. Cuando
estas deyecciones contaminan el sitio de la picadura u otro punto lesionado, los
parasitos ingresan al tejido. Los trypomastigotes que ingresan pueden infectar
cualquier célula del organismo, pero teniendo predilecciéon por ciertos 6rganos o
tejidos dependiendo de la cepa de parasito. En el interior de las células, los
parasitos se diferencian a la forma de amastigotes, que se multiplican por fision
binaria cada 12 horas. Después de varios ciclos reproductivos estas formas se
diferencian en trypomastigotes, provocando la destruccion de la célula hospedera
y escapando al liquido insterticial o a la sangre. Estos trypomastigotes sanguineos

pueden ir a infectar nuevas células reiniciando otros ciclos reproductivos.

A pesar de ser ésta la ruta clasica de transmision, existen dudas que el
parasito pueda atravesar la piel intacta, por lo que se acepta actualmente que la
via de entrada mas frecuente son las mucosas, a nivel ocular, nasal o bucal. De
hecho se postula que la infecciéon de animales domésticos, como perros y gatos,
ocurrirfa principalmente por via oral, con deposiciones contaminadas presentes
en el pelaje o alimentos (Schofield, 2000; Montenegro et a/, 2002) y no
directamente por el vector, a diferencia de lo que ocurre en el humano. De la
misma manera, los pequefios roedores, importantes reservorios en pafses como
Brasil, Colombia y Venezuela, se infectarian principalmente por consumir

insectos vectores infectados (Diotaiut ez a/., 1995).

Los perros han sido considerados un importante reservorio doméstico de
T. ¢ruzi, en casi todas las ciudades de América Latina y en algunas areas de
Estados Unidos (Gitler ez a/. 1993; Meurs et al. 1998; Bradley e a/. 2000). Incluso
los perros también son victimas comunes de la enfermedad, desarrollando

alteraciones crénicas patologicas similares a las que se presentan en el humano

(Williams e al. 1977; Andrade ez al. 1997, Meurs ef al. 1998). Las dos principales



fases de la enfermedad (aguda y crénica) pueden ser reproducidas en los perros
(Andrade ez al., 1997), de hecho han sido recomendados como un buen modelo
para el estudio de los cambios patolégicos durante el curso de la enfermedad
(Lana ez al. 1992, Machado ez a/. 2001) y también como centinelas naturales en
areas donde se han efectuado campafias de control de vectores (Castafiera et al.
1998). Sin embargo aunque se sabe que los perros pueden desarrollar la fase
aguda y también la forma cardiaca (Lana ez a/., 1992) e indeterminada (Machado e7
al., 2001) de la fase cronica de la enfermedad, presentando sintomatologia clinica,
morfologica y electrocardiografica similar a la observada en el humano, poco se

sabe sobre la forma digestiva de presentaciéon en este animal (Machado ez 4/,

2001).

Normalmente se ha asumido que los perros se infectan de la misma
manera que los humanos, es decir, a través de heridas en la piel o a través de las
mucosas por donde penetran los parasitos que se encuentran en heces u orina
contaminadas dejadas en la zona por el insecto vector. A pesar de existir
frecuentes reportes de perros y otros animales en que se les ha visto mascar o
simplemente agarrar a los insectos vectores con su hocico, como un acto
instintivo, se le ha dado poca atencién a este mecanismo de transmision de la
infecciéon. Esta ruta se ha probado experimentalmente y ha resultado ser muy
efectiva para animales domésticos, salvajes y de laboratorio, indicando que bajo
condiciones naturales esta forma de infeccion resulta muy eficiente, por lo tanto
debiera ser considerada muy importante desde el punto de vista epidemiologico
(Zeledon et al. 1977). Se ha encontrado que los perros tienen mayores tasas de
prevalencia en comparaciéon con los humanos en algunos paises (Wisnivesky-
Colli ez al. 1985), lo que puede ser explicado por este mecanismo de transmision

oral. También es probable que esta sea la forma en que perros en algunas areas



de Estados Unidos adquieren la infeccidn, areas donde la infeccion en el hombre

es muy rara o practicamente no existe (Williams ez a/ 1977).

Ademas, al igual que con cualquier patégeno que invade sangre, es posible
que los individuos se infecten a través de transfusiones sanguineas o transplante
de 6rganos. El parasito también puede transmitirse de madre a feto y la infeccion

durante el embarazo puede resultar en abortos o nacimientos prematuros (Atias

& Apt, 1991).

Formas clinicas

La enfermedad consta de tres etapas claramente distinguibles,
preferentemente en humano: la fase aguda de la enfermedad, generalmente
asintomatica y benigna. LLas manifestaciones agudas aparecen lentamente después
de un periodo de incubaciéon de 3-12 dias, presentando un cuadro clinico muy
variable. La fase aguda comprende la primoinfecciéon donde puede observarse el
chagoma de inoculacién, lugar de entrada del parasito, constituyendo un
elemento de valor diagnostico. Esta fase va acompanada por un aumento de
parasitos en circulacion, en los tejidos se encuentran células parasitadas e
infiltrados en masa de células mononucleadas. En esta fase se pueden presentar
alteraciones graves que lleven a la muerte del paciente, sin embargo el indice de
mortalidad en esta fase es bajo, cercano al 10%. Luego de la fase aguda la
sintomatologfa decae y se entra en la fase indeterminada o de latencia que se
caracteriza por una lenta multiplicacién intracelular de los parasitos y
oligoparasitemias, sin signos clinicos (Atias & Apt, 1991; Botero y Restrepo,
1992). En contraste, en la fase crénica, que puede durar décadas en el humano y
afios en el raton, hay escasa multiplicacién de los parasitos y se caracteriza por la

presencia de megasindromes, especialmente a nivel de tejido cardiaco y digestivo

(Atfas & Apt, 1991).

10



Modelos experimentales

Trypanosoma cruzi pareciera poder infectar cualquier célula eucariotica, sin
embargo, en modelos 7z vivo no todos los tejidos resultan igualmente infectados
(Zingales y Colli, 1985; Alcina y Fresno, 1987). La infecciéon experimental por
T.eruzi se ha reproducido, fundamentalmente la etapa aguda, en diferentes
especies animales, como ser conejos (Texeira e al., 1983), perros (Lana et al.,
1992), cobayos (Basombrio ef al., 1987), ratas (Revelli et al, 1985), ratones
(Bijovsky ez al., 1983; Zaniga et al., 2002) y primates no humanos (Rosner ¢7 al.,
1998).

En el modelo murino, distintas cepas de ratones difieren en la
susceptibilidad o resistencia a la infecciéon y se ha planteado que existirfa un
complejo control génico de los niveles de parasitemia y de la sobrevivencia de los

animales infectados (Trischmann & Bloom, 1982; Zuniga, 1995).

Por otro lado, aparte de las implicaciones evidentes en el humano, existe el
problema de las alteraciones que la infeccién con trypanosomatidos pueda causar
en los programas de vacunacién animal. Puede ser, que los efectos directos del
parasito sobre el animal no sean graves, pero como uno de los efectos de la
infeccién es la inmunodepresion se debe tener en cuenta este factor, en las zonas
endémicas, cuando se establezcan programas de vacunacion masiva y no tener un
falso sentido de protecciéon en los animales infectados con T.crugi, que puede
acarrear graves consecuencias. Se esta estudiando el caso de animales
infectados con T. brucei en Africa, donde existen vastas zonas endémicas y la
parte experimental en ratones apoyaria la idea del efecto negativo de este parasito
en la efectividad de algunos esquemas de vacunacién en animales infectados por

trypanosomatidos (Onah & Walekin, 2000).
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Existen multiples factores, tanto dependientes del hospedero como del
parasito, que se encuentran involucrados en determinar la resistencia o
susceptibilidad a la infeccién. En relacion al hospedador, factores genéticos como
los genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) parecen
importantes para determinar el desarrollo de la infeccion (Jurti ef al., 1990; Zaniga,

1995; Zuniga et al. 1997).

En este trabajo se pretende analizar dos de estos factores involucrados,
como es el sexo de los individuos infectados y la dosis de inéculo inicial. Sobre el
tema del sexo hay poca informacion en la infecciéon con T. eruzi (Hauschka ,1947)
y se plantea que aunque podrian haber diferencias no estarfan relacionadas con
efecto de las hormonas sexuales, en el ratén (Goble, 1952). En otros trabajos, se
encontraron diferencias en la prepatencia y niveles de parasitemia, segin el sexo
en las cepas murinas A.Sn y AKR pero no a nivel de mortalidad (Zuiga ez /.

1997).

Este estudio también pretende aportar datos sobre la infeccion con el clon
Dm?28c de T. cruzi, el cual originalmente fue caracterizado como no virulento en
ratones Balb/c (Contreras ef al. 1988) y en otro trabajo como medianamente

virulento pues mataba al 50% de los animales estudiados (Sanchez, 1992).
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OBJETIVO GENERAL

- Determinar la influencia del sexo y la dosis de in6culo inicial en el desarrollo de

la infeccién con Trypanosoma cruzi en un modelo murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudiar el desarrollo de la infecciéon en ratones machos y hembras de la cepa
ACA, infectados con el clon Dm28c de T.crugi, considerando prepatencia, niveles

de parasitemia y mortalidad.

- Analizar la influencia de la dosis de indculo inicial en el desarrollo de la
infeccién con 200 y 2000 trypomastigotes sanguineos del clon Dm28c de T.cruzgi
en ratones de la cepa ACA, considerando prepatencia, niveles de parasitemia y

mortalidad.
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MATERIALES Y METODOS

Parasitos

Las infecciones experimentales se llevaron a cabo utilizando
trypomastigotes sanguineos del clon Dm28c de T. ¢ruzi (Contreras ez al., 1988).
Esta cepa de parasito fue donada por la Dra. A. Wallace de la Facultad de
Medicina y es mantenida en el bioterio de la Unidad de Inmunologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, por

pasajes sucesivos en ratones Balb/c.

Ratones

Se utilizaron ratones de la cepa ACA (H2") (Klein e# a/., 1983) . Esta cepa
proviene originalmente del Jackson Laboratory, Bar Arbor, Maine, U.S.A. y es
mantenida por cruzamientos endogiamicos en el Bioterio de la Unidad de

Inmunologfa, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.

Modelos de Infeccion

a) Se usaron dos grupos de ratones, 10 hembras y 10 machos, ambos de 10
semanas de edad. Los dos grupos fueron inoculados intraperitonealmente (i.p.)
con 0.2 ml de sangre que contenfa aproximadamente 200 trypomastigotes
sanguineos de la cepa del parasito en estudio.

b) Otros dos grupos de ratones, 10 hembras y 10 machos, también de 10
semanas de edad fueron inoculados i.p. con 0.2 ml de sangre que contenia
aproximadamente 2000 trypomastigotes sanguineos del clon Dm28c de T. cruzi.

c) Como grupo control se inocularon 10 ratones machos y 10 ratones
hembras con 0.2 ml de sangre de ratones Balb/c sin infectar, se prepararon
diluciones semejantes a las utilizadas con los animales infectados y también se

procedi6 a efectuar la sangria de los ratones control paralelamente a las sangrias
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de los animales experimentales. De esta manera se pretendié definir que los
trastornos y muerte de los ratones problema se debia a la infeccién con T. eruzi y
no a variables como la anemia producida como consecuencia de las sucesivas
sangrias o a fenémenos adversos inducidos por la sangre Balb/c en forma

independiente del parasito.

Dosis de parasitos inoculados

La sangre fue extraida mediante puncién cardiaca (0,6 ml) de un ratén
Balb/c infectado con el clon Dm28¢, que se sacrifico en el momento. La sangre
se colocd en un frasco estéril con 0,1 ml. de citrato de sodio, utilizado como
anticoagulante. Luego se realiz6 una dilucién de 10 ul de sangre infectada en 490
ul de suero fisiologico 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. Se determinaron 10° parasitos en los 0.6
ml de sangre, implicando que al sacar 30 ul, esta muestra contiene
aproximadamente 5 x 10" parisitos. Posteriormente se realizaron las diluciones
requeridas, de estos 30 ul para obtener, segin el caso, aproximadamente 200 y

2000 parasitos en los 0,2 ml de in6culo para cada animal.

Estudio de Parasitemia

Para la determinaciéon de la prepatencia y niveles de parasitemia los
animales infectados se sangraron a partir del tercer dia postinfeccion (p.i), y luego
se repitié dia por medio hasta que la parasitemia fue negativa. La sangre de los
ratones infectados fue obtenida por capilaridad de un corte en la vena caudal, en
tubos de microhematocrito heparinizados, cada muestra fue posteriormente
centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos y se dejo reposar por 30 minutos. Luego
se calculé el volumen de sangre en cada tubo. La mayor concentracion de

parasitos se espera en la zona leucoplaquetaria, entre sangre y plasma, en este
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lugar se cort6 con un lapiz diamante y se coloco este volumen en un portaobjeto,
que luego fue cubierto con un cubreobjeto de 20 x 20 mm. Finalmente se
contaron los parasitos en 50 campos al azar, utilizando un aumento de 400 x. El
cubreobjeto de 20 x 20 cubre 1600 campos, por lo tanto se derivo lo obtenido en
50 a 1600 campos y eso corresponde a los parasitos presentes en la muestra del
tubo de microhematocrito, como esa cantidad de sangre fue medida previamente
se llevo finalmente a nimero de parasitos por ml, todo esto de acuerdo al
método descrito por Arias y Ferro (1988). Los resultados del numero de
parasitos obtenidos en cada dia de estudio se expresaron como el promedio

de parasitemia del grupo, mas la desviacion estandar correspondiente.

Analisis Estadistico

Se realiz6 mediante un analisis de varianza para un experimento de dos
factores en un disefio factorial, considerando los factores sexo y dosis de inoculo

inicial.

qu: wtS+ Dj + DSL]' + Eqk

Y. : valor que toma la vatiable en el individuo
u : media poblacional

S,: efecto del sexo

D, : efecto de la dosis

DS, : efecto de la interaccion entre sexo y dosis

&;. : error individual

El analisis de supervivencia se realizé de acuerdo al método de Kaplan-

Meier (Kaplan y Meier, 1958).
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RESULTADOS

En los Graficos 1 - 4 se muestra el desarrollo de la parasitemia en ratones
de la cepa ACA, machos y hembras, infectados con 200 y 2000 trypomastigotes

sanguineos del clon Dm28c de T. cruzi.

En el Grafico 1 se puede ver la evolucién de la parasitemia en ratones
machos, infectados con 200 y 2000 parasitos. Se entiende por prepatencia al
tiempo minimo, luego de la infeccién, en que se evidencian parasitos en sangre
y/o tejidos. El petiodo de prepatencia, en ambos casos fue de 4 dias post-
infecciéon (p.i.). Los niveles maximos de parasitemia fueron evidenciados, en
ambas situaciones, al dfa 8 p.i. Al usar la dosis de in6éculo de 200 parasitos, el
valor maximo obtenido fue de 6.1 x 10° parésitos por mililitro (ml) de sangre y al
usar 2000 trypomastigotes, el valor maximo fue de 2.2 x 10° parasitos/ml. El
analisis estadistico, mostré6 que las diferencias entre estos valores, son
significativas (p < 0.05). En estos animales infectados con 200 y 2000 parasitos se

evidencié parasitemia hasta los dfas 22 y 18 p.1., respectivamente.

En el Grafico 2 se puede observar el desarrollo de la parasitemia en
ratones hembras, infectadas con 200 y 2000 parasitos. En ambos casos, la
prepatencia fue de 4 dias p.i. Para el grupo infectado con la dosis menor, el nivel
de méxima parasitemia se alcanzé al dia 8 p.i. y fue de 4.5 x 10° parésitos/ml
mientras que el grupo infectado con 2000 parasitos presento su nivel maximo al
dia 10 p.i. con 1.4 x 10° parasitos/ml. Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (p < 0.05). En ambos casos se detectaron parasitos sanguineos

hasta el dia 22 p.i.
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El Grafico 3 muestra la comparacion en el desarrollo de los niveles de
parasitemia entre ratones, machos y hembras, infectados con 200 parasitos. No
se observaron diferencias en la prepatencia (4 dias p..), en la duraciéon de la
parasitemia (22 dfas p.i.) ni en el dfa de maxima parasitemia (8 p.i.), en estos dos
grupos. La diferencia estuvo en los niveles maximos alcanzados puesto que los
machos presentaron un valor de 6.1 x 10° y las hembras 4.5 x 10° parésitos/ml

Segun el estudio estadistico, estos valores son significativamente diferentes (p <

0.05).

La comparacion de los niveles de parasitemia de ratones machos vy
hembras infectados con 2000 trypomastigotes, se puede ver en el Grafico 4. La
prepatencia fue de 4 dias p.i. para los dos grupos. En el caso de los machos, el
nivel miximo de parasitemia se alcanzo al dia 8 p.i. y fue de 2.2 x 10° mientras
que en las hembras el valor maximo fue de 1.4 x 10° patasitos/ml obtenido al dia
10 pi. Las diferencias en los valores maximos de parasitemia fueron

estadisticamente significativos (p < 0.05).
Los resultados del analisis de varianza para un experimento de dos

factores, en este caso niveles de parasitemia en relacion a sexo y dosis de inoculo

inicial son estadisticamente significativas, en todos los casos estudiados.
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GRAFICO N° 1

Niveles de parasitemia de ratones machos de la cepa

ACA infectados con 200 trypomastigotes sanguineos
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GRAFICO N° 2

Niveles de parasitemia de ratones hembras de la cepa

ACA infectados con 200 trypomastigotes sanguineos

v/s la infeccion con 2000 trypomastigotes sanguineos
del clon Dm28c de T.cruzi
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GRAFICO N° 3

Niveles de parasitemia de ratones machos v/s hembras

infectados con 200 trypomastigotes sanguineos del clon
Dm?28c de T. cruzi
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GRAFICO N° 4

Niveles de parasitemia de ratones machos v/s hembras
de la cepa ACA infectados con 2000 trypomastigotes
sanguineos del clon Dm28c de 7. cruzi
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La supervivencia de los diferentes grupos de animales infectados se
muestran en los Graficos 5 - 8. La comparacion entre los resultados obtenidos en

cada grupo se realiz6 seguin el método de Kaplan-Meier.

El Grafico 5 muestra la sobrevivencia de ratones machos infectados con
200 y 2000 parasitos. En el primer caso el 50 % de los animales muri6 alrededor
de los 20 dias p.i. y la mortalidad fue de 100 % al dia 28 p.i. Al infectar con 2000
parasitos, el 50 % de mortalidad se obtuvo a los 17 dias p.i. y el 100 % al dia 20
pi. El analisis estadistico indic6 que el valor de chi-cuadrado para estos dos

grupos corresponde a 6.3, teniendo entonces una diferencia significativa al nivel

de 5 %.

En el Grafico 6 se puede observar la supervivencia de ratones hembras
infectadas con 200 y 2000 trypomastigotes. Al dfa 22 p.., en el primer grupo
mencionado, se pudo observar un 40 % de mortalidad y un 50 % en el segundo
grupo. En estos ultimos animales se alcanzé el 100 % de muerte a los 24 dfas p.i.
mientras que en los ratones infectados con la dosis menor se obtuvo un 70 % de
mortalidad al dia 32 p.i. y el 30% restante de los animales sobrevivieron hasta 6
meses p.i , momento en que fueron sacrificados. A pesar de lo anterior, al hacer
la comparacién de los dos grupos mediante el test log-rango se obtuvo un valor
estadistico de chi-cuadrado de 2.4, lo que significa que este valor no representa

una diferencia significativa entre ambos grupos.

La comparacién en la supervivencia de ratones machos y hembras
infectados con 200 parasitos aparece representada en el Grafico 7. En el primer

grupo el 50 % de mortalidad ocurrié al dia 20 p.i. y en el segundo al dia 22 p.i. A
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pesar que se observé un 30 % de sobrevida en el grupo de las hembras, el valor
de chi-cuadrado obtenido en relacién a estos dos grupos fue de 1.2, lo que no

representa una diferencia significativa.

Por dltimo, en el Grafico 8 se puede observar la comparaciéon de la
sobrevivencia de ratones machos y hembras infectados con 2000
trypomastigotes. El 100 % de mortalidad en el primer grupo se obtuvo al dia 20
pi. v en el segundo al dia 24 p.i. El valor estadistico de chi-cuadrado, en este
caso, correspondié a 6.4 indicando una diferencia significativa a nivel de un 5 %

entre ambos grupos.
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GRAFICO N° 5

Supervivencia de ratones machos de la cepa ACA
infectados con 200 y 2000 trypomastigotes sanguineos
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Supervivencia

GRAFICO N° 6

Supervivencia de ratones hembras de la cepa
ACA infectados con 200 y 2000 trypomastigotes
sanguineos del clon Dm28c de 7. cruzi
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Supervivencia

GRAFICO N° 7

Supervivencia de ratones machos y hembras de la
cepa ACA infectados con 200 trypomastigotes
sanguineos del clon Dm28c de 7. cruzi
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Supervivencia

GRAFICO N° 8

Supervivencia de ratones machos y hembras de la
cepa ACA infectados con 2000 trypomastigotes
sanguineos del clon Dm28c de 7. cruzi
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DISCUSION

En condiciones naturales T. ¢ugi puede infectar alrededor de 100 especies
de mamiferos de diferentes 6rdenes, incluyendo animales silvestres y domésticos
(Botero y Restrepo, 1993; Texeira ez al., 2001). De acuerdo a lo anterior, el cuadro
agudo de la Enfermedad de Chagas puede ser reproducido, en forma

experimental, en una variedad de especies.

La respuesta de diferentes cepas puras de ratones a la infecciéon con una
variedad de parasitos hemoflagelados ha sido estudiada en un esfuerzo por
desarrollar modelos experimentales que ayuden a entender mejor las
enfermedades que son producidas en el hombre y animales domésticos, por estos

microorganismos.

Esta descrito en la literatura que las distintas cepas puras de ratones de
laboratorio difieren en la susceptibilidad o resistencia a la infecciéon con T. cruzi'y
se ha planteado un complejo control génico en la sobrevivencia o muerte de los
animales infectados (Wrightsman er 4/, 1982; Trischmann y Bloom, 1982;
Zuniga, 1995). Uno de los factores génicos importantes en este fenémeno de
resistencia a la infeccién, parece ser el Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC ), que corresponde a un conjunto de genes ligados en el cromosoma 17
del ratén y que esta involucrado en la induccién de la respuesta inmune a una

variedad de antigenos ( Vergara ez al., 2002 ).

La combinacién particular de genes MHC en un cromosoma se conoce

como haplotipo. Se describen en las diferentes cepas puras de ratones, haplotipos
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susceptibles y resistentes a la infecciéon con T. cuzi (Wrightsman et al, 1982;

Trischmann y Bloom, 1982; Juri e al., 1990; Zufiga, 1995; Zudiga ez al., 2002).

En el desarrollo de la infeccion con T. cruzz influyen ademas varios otros
factores dependientes tanto del hospedero (edad, sexo, cepa de raton, etc.) como

del parasito (cepa, numero de parasitos inoculados, etc.).

En este trabajo de Memoria de Titulo se analiz6 la influencia de dos de
estos factores, como son el sexo del hospedero y la dosis de inéculo inicial en

ratones de la cepa ACA infectados con el clon Dm28c de T. cruzi.

La cepa de ratones ACA, que posee el haplotipo H2' (Klein ez a/, 1983), es
considerada como susceptible a la mayoria de las cepas de T. crugi (Juti et al, 1990
; Vargas , 1998) lo cual esta de acuerdo con lo obtenido en este estudio pues,
independientemente del sexo o la dosis de inéculo, al infectar con el clon Dm28¢

de T.cruzi los animales se comportaron como altamente susceptibles.

Estos resultados difieren de trabajos anteriores (Contreras ef al, 1988;
Sanchez, 1992) en cuanto a la virulencia del clon Dm28c, donde esta cepa de
parasito es clasificada como medianamente virulenta. Pero los trabajos anteriores
fueron realizados en ratones Balb/c y con trypomastigotes metaciclicos
(originados de parasitos en cultivo axénico) y no parasitos sanguineos, como en
el presente trabajo. Lo anterior esta de acuerdo con la idea que los conceptos de
susceptibilidad y resistencia, al menos en el modelo murino, no son fenémenos
generales y habitualmente estan referidos a una cepa de ratén y/o una cepa de

parasito en particular.
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Al hacer una comparacién intra grupo, por sexo, del efecto de la cantidad
de in6culo inicial se puede ver que no se modifica la prepatencia pero si los
niveles maximos de parasitemia alcanzados. Los machos infectados con 2000
parasitos alcanzaron niveles significativamente mayores, que los machos
infectados con 200 trypomastigotes, observando en las hembras una situacion

similar.

Al realizar la comparacién inter grupo, segun sexo, se pudo observar que
tanto al infectar con 200 como con 2000 parasitos, los machos mostraron
niveles mas altos de parasitemia que las hembras. Los resultados obtenidos
indican que el nimero de parasitos que ingresan originalmente al organismo
modifican el desarrollo de la infecciéon con T. crugi, por lo menos considerando
los niveles de parasitemia alcanzados. En humano este aspecto es muy poco
conocido, debido a que habitualmente los pacientes estudiados ya estin en la

etapa cronica, con ausencia de parasitemia evidente.

Estudios previos sugieren que , al menos en modelos experimentales, los
machos son mas susceptibles que las hembras a la infeccion con T. cuzi
(Hauschka, 1947 ; Prado ef al, 1997; De Souza ef al, 2001 ) pero los resultados
obtenidos en este estudio parecen apoyar la idea que atn cuando los niveles de
parasitemia son mas altos en los machos que en las hembras (Zaniga ez al., 1997 ),
no se llega al extremo que las hembras sean resistentes y los machos susceptibles,
como ocurre en las ratas de la cepa 344 , donde la infeccion con T. cruzi
produce la muerte s6lo de los machos (Rivera-Vandenpas e 4/, 1983 ). También
estos resultados estan de acuerdo con el concepto que los niveles de parasitemia
son solo un parametro mas a considerar en la infeccién con T. cuzi pero parece

no existir una correlacion directa con la susceptibilidad o resistencia en términos
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de sobrevida o muerte de los animales infectados (Minoptio ez al, 1989). Esta
descrito que cepas resistentes de ratones pueden alcanzar niveles de parasitemia

mayores que cepas susceptibles infectados con la misma cepa de parasito

(Zuniga, 1995; Zuniga e al., 2002).

Como todos los animales se infectaron, se wutilizé la muerte o
sobrevivencia como criterio de susceptibilidad o resistencia a la infeccion,
respectivamente. De acuerdo a esto, todos los animales infectados se
comportaron como susceptibles. Sin embargo, al analizar la sobrevivencia de
ratones machos infectados con las diferentes dosis de inéculo se puede ver que,
el 100 % de mortalidad acumulada ocurre en un periodo significativamente mas
corto de tiempo en los animales infectados con 2000 parasitos y que los ratones

infectados con 200 parasitos tienen un tiempo de sobrevivencia mas largo.

Al analizar los grupos de hembras infectadas con 200 y 2000 parasitos no
se obtuvieron diferencias significativas en cuanto al periodo de sobrevivencia, a
pesar que al infectar con 200 sobrevivio el 30 % de los animales. Lo anterior
parece estar influenciado por el bajo nimero de animales utilizados,
probablemente con un mayor nimero de ratones experimentales, en este caso, las

diferencias sean significativas.

Al comparar la sobrevivencia de machos y hembras infectados con 200
trypomastigotes, tampoco se observaron diferencias significativas. Estas
diferencias si se hicieron evidentes, entre machos y hembras, al infectar con 2000
parasitos, pues las hembras sobrevivieron mas tiempo que los machos, siendo

este perfodo estadisticamente significativo.
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A pesar que diversos trabajos han tratado de relacionar la susceptibilidad a
la infeccion con T. ¢ruzi con el efecto de las hormonas sexuales, los resultados no
han aclarado totalmente la situaciéon. Ratones hembras de la cepa CFI,
ovariectomizadas, presentan una mayor mortalidad (90 %) y mayores niveles de
parasitemia en relaciéon a las hembras controles, que presentan un 30 % de
mortalidad, al ser infectadas con la cepa Brasil de T. ¢ruzi. En este mismo estudio,
los machos castrados no presentaron diferencias significativas al ser comparados

con machos controles, todos infectados con la misma cepa de T. ewzi (Chapman

et al., 1975).

Calomys callosus es un roedor silvestre que habitualmente esta infectado con
T. cruzid, en forma natural. Hembras de esta especie, ovarioectomizadas, al igual
que el caso anterior, presentan mayores niveles de parasitemia, en relaciéon a
los controles, al ser infectadas con la cepa Y de T. euzi. Dosis previas de
progesterona,  estrogenos o una combinacion de ambos, en las hembras
operadas, baja los niveles de parasitemia con valores semejantes a los controles
(Prado et al., 1997). Machos de C. callosus, orquiectomizados, presentan niveles de
parasitemia mas bajos que los machos no castrados, al ser infectados con la cepa
Y de T. cruzi. Tratamiento de los machos castrados con testosterona eleva los

niveles de parasitemia semejante a lo descrito en los machos control.

Se postula entonces, que las hormonas sexuales cumplirfan un papel
importante en la defensa contra la infeccién por T. euzi y que la testosterona,
por su rol inmunoinhibidor, serfa un agente causal importante en la diferencia
entre machos y hembras, en cuanto a la respuesta a la infecciéon con 1. cruzi. Sin
embargo, en un modelo murino, al relacionar la posicion social de los machos y

la producciéon de hormonas sexuales se encontraron resultados que se
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contraponen a los mencionados anteriormente. Se encontr6 que al infectar
grupos de ratones Balb/c, los machos dominantes presentaban mayores niveles
de testosterona y menores niveles de parasitemia comparados con machos
inferiores en posicion social, los cuales presentaban menores niveles de

testosterona y mayores niveles de parasitemia ( Schuster y Schaub, 2001 ).

Todo parece indicar, entonces, que el problema no esta referido a algo tan
simple como diferencias en una hormona u otra sino que debe existir una
compleja regulaciéon neuro-inmunolégica en el control de los niveles de

parasitemia y la susceptibilidad o resistencia a la infeccion con T. cruzgi.
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CONCLUSIONES

El clon Dm28c de T. eruzi se comporta como altamente virulento al

infectar ratones de la cepa ACA.
Los animales infectados con 2000 parasitos, tanto machos como
hembras, presentan niveles significativamente mas altos de parasitemia que los

infectados con 200 parasitos.

La cantidad de parasitos inoculados modifica el perfodo de supervivencia

de los machos pero no de las hembras.

El nivel de parasitemia es afectado por el sexo del hospedero y la dosis de

inoculo inicial.
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