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RESUMEN

En el presente trabajo se analizé el desarrollo de la infecciéon con 2000
trypomastigotes sanguineos de las cepas Munanti, San Antonio y Tulahuén de

Trypanosoma cruzi , en ratones de la cepa ACA.

Los resultados mostraron que el 100 % de los animales infectados fueron
altamente susceptibles a la infeccién con las cepas San Antonio y Tulahuén, muriendo
todos los ratones alrededor de las tres semanas post-infeccion. El grupo de ratones
infectados con la cepa Munanta se comportaron como resistentes, sobreviviendo el
90 % de los animales infectados. A pesar de lo anterior, este grupo de ratones
present6 los mas altos niveles de parasitemia y la cepa San Antonio los niveles mas

bajos.

Se realizé un estudio histopatolégico de tejido cardiaco de los animales
infectados. Los resultados mostraron que solo en animales infectados con la cepa
Tulahuén se observa correlacion entre nivel de parasitemia, dafio tisular, infeccién
celular y muerte. La infecciéon con la cepa San Antonio mostrd gran cantidad de
parasitos intracelulares y dafio tisular pero con una baja parasitemia y de corta
duracion. Por el contrario, los ratones infectados con la cepa Munanta mostraron
altos niveles de parasitemia, pero en los tejidos se encontré una escasa cantidad de
pseudoquistes. Es probable que el lugar de multiplicacion de esta cepa de parasito sea

un tejido distinto al corazon.

Estos resultados apoyan la idea que los niveles de parasitemia alcanzados
durante una infeccién con T. cruzi , no siempre se correlacionan con la susceptibilidad

o resistencia, al menos en el modelo mutino.



ABSTRACT

The infection development with 2000 blood trypomastigotes of Tulahuen,

Munanta and San Antonio Trypanosoma cruzi strains, in ACA mice was analyzed.

The results showed that 100% of the infected animals were highly susceptible to
infection with San Antonio and Tulahuen strains, all mice died around the third week
post-infection. The group of Munanta strain infected mice was resistant, 90% of the
infected animals survived. Although, this group of mice showed the highest

parasitemia levels, and the San Antonio strain group showed the lowest ones.

A histopatological study in heart tissue was done with the infected mice. The
results revealed that only Tulahuen strain infected animals showed correlation
between parasitemia levels, tissue damage, cellular infection and death. San Antonio
strain infection showed many intracellular parasites and great tissue damage, but with
low and short term parasitemia levels. In the other hand, Munanta infected mice
showed high parasitemia levels and lack of intracellular parasites. This suggests that

the multiply site of this strain is not the heart tissue.

The results support the idea that parasitemia levels reached during T. ¢ugs infection,

not always are correlated with susceptibility or resistance, at least in mice infection.
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INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas es una zoonosis, causada por el protozoo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi, que afecta alrededor de 11 millones de personas, en
un area comprendida desde el sur de Estados Unidos, hasta el paralelo 41 latitud sur
en Chile y Argentina ( Dias e a/l, 2002 ). En 1990, la Organizaciéon Mundial de la
Salud colocé a la Enfermedad de Chagas como el problema mas grave dentro de las
enfermedades parasitarias en América Latina, con un impacto socioeconémico mas
serio que los efectos combinados de todas las otras infecciones parasitarias y con un
numero de 100 millones de personas con riesgo de infeccion ( WHO, 1991 ). En los
ultimos afios estos valores han disminuido notoriamente, sobre todo por programas
de control de vectores y revision en los bancos de donantes de sangre. Pero es un
error creer que el problema esta solucionado, de hecho en zonas del Amazonas, que
incluye a varios pafses, en regiones recientemente colonizadas la transmisién ha
aumentado. Incluso en paises como Chile y Uruguay, donde la transmisiéon ha sido
declarada escasa o nula, se corre el riesgo de la reapariciéon del problema por la
supresion prematura de los programas de control. A lo anterior se suma la escasa

importancia dada en estos paises a los vectores silvestres ( Dias ef a/, 2002 ).

En el ciclo biologico de T. cruzi intervienen hospederos vertebrados como el
hombre, diversos animales domésticos vy silvestres, ademas de hospederos
invertebrados como los insectos hemat6fagos de la familia Reduviiidae. Debido al
amplio rango de hospederos mamiferos que T. ¢uzi puede infectar, se han utilizado
diferentes modelos experimentales para estudiar esta parasitosis como perros,
cobayos, cabras, primates no humanos, ratas, ratones y otros roedores.
Probablemente, el mas utilizado es 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.



En el presente trabajo, se pretende analizar el desarrollo de la infeccion con tres

cepas de Trypanosoma cruzz, una aislada en Chile y dos aisladas en Colombia, en ratones

ACA.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una infeccién causada
por el protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi y se encuentra distribuida por casi
todo el Continente Americano, a partir del paralelo 42 N al sur de E.E.U.U. hasta el
paralelo 46 S en la provincia de Chubut en Argentina. Los estudios
seroepidemiologicos sugieren que en Latino América existen alrededor de 11 millones
de individuos infectados (Dias ez a/, 2002). La mayor parte de los casos se produce en
zonas rurales y periurbanas donde las precarias condiciones socioeconémicas y la
naturaleza doméstica del insecto vector, favorecen la mantencién endémica de la

infeccion.

En Chile el territorio afectado se extiende entre los paralelos 18 a 34,5 de latitud
sur, desde la frontera con Pert por el norte, hasta la zona central del pais (VI region),
por el sur. Los estudios serolégicos indican que el promedio general de infeccion en la
poblacién humana de las areas endémicas es de 19%, con maximos de 24,3% y 41,2%

en las 111 y IV regiones, respectivamente (Apt y Reyes, 1986; Atfas y Apt, 1991).

Agente Etiolégico

Tripanosoma cruzi pertenece al Philum Protozoa, superclase Mastigophora de
protozoarios flagelados que no poseen cromatéforos. El orden es kinetoplastida,
cuyos miembros tienen un kinetoplasto, organelo autorregulable que contiene DNA y
localizado en la base del flagelo. Su familia es Trypanosomatidae y se caracterizan por
tener un solo flagelo y son parasitos de vertebrados, invertebrados, ciliados y plantas.
Son flagelados digénicos (parasitos con alternancia de evoluciéon en hospederos
invertebrados y vertebrados) que presentan durante su ciclo evolutivo diferentes

formas celulares. Pertenecen al Género Trypanosoma y la especie es cruzi.



Se describen dos subespecies, T. cruzi cruzi (sensu strictu) y T. crugi marinkellei
(presente en murciélagos sudamericanos). Dentro de T. ¢uzz s.s. se habla de cepas
basado en estudio de isoenzimas (zimodemas) y se ha observado una gran variedad

clonal por estos estudios ( Stevens e7 al., 2001 ).

En su complejo ciclo bioldgico, T. crugi presenta 3 estadios fisioldgica y
motfologicamente distintos, caracterizados por la presencia y/o ubicacion del

kinetoplasto y la morfologia adoptada en el vector o el hospedero vertebrado:

1.- Dentro del aparato digestivo del vector T. ¢ruzi adquiere una forma conocida como
epimastigote, especialmente adaptado para sobrevivir en el intestino del insecto. Esta
forma posee un flagelo unido cerca del centro del cuerpo, ademas de un ntcleo y un
kinetoplasto. Se multiplican por fisién binaria y tienen un tamafo de 10 a 20 micrones
antes de transformarse en la forma infectante, en la porcion distal del intestino del

insecto (Botero y Restrepo, 1992).

2.- lLa forma infectante generada en el intestino del vector se denomina
trypomastigote metaciclico, la cual es la que ingresa al hospedero. La forma
flagelada de T. euzi que se encuentra posteriormente en la sangre circulante de
personas o animales infectados, se conoce con el nombre de tripomastigote
sanguineo, ambas formas son alargadas, fusiformes y su tamafo es de alrededor de
20 micrones de longitud. Poseen un nucleo grande en la parte central y a lo largo de
su cuerpo tiene una membrana ondulante bordeada por un flagelo , que se inicia en
el kinetoplasto y sale del parasito por el extremo anterior. El kinetoplasto, que
contiene el 20% del DNA total del parasito aproximadamente, presenta un tamafio
notoriamente grande lo que constituye una de las principales caracteristicas
morfologicas, que lo diferencian de otras especies de tripanosomas. Los parasitos
presentan marcado pleomorfismo y se conocen formas anchas, delgadas e

intermedias.



El tripomastigote sanguineo, en el huésped vertebrado, tiene predilecciéon por los
macrofagos, células del sistema reticulo endotelial, tejido muscular cardiaco,
muscular estriado, muscular liso y menos frecuente por tejido nervioso, dependiendo

de la cepa de parasito.

3.- Dentro de las células, el tripomastigote sanguineo se transforma en amastigote, el
cual se caracteriza por ser redondeado u oval, multiplicarse por divisiéon binaria, medir
aproximadamente de 1,5 a 4 micrones de diametro y no presentar un flagelo evidente.

Los amastigotes se multiplican dentro de las células formando nidos o pseudoquistes.

Vias de Transmision

La principal via de transmisiéon de la enfermedad son insectos hematéfagos que
pertenecen al orden Hemiptera y corresponden a tres géneros de la familia
Reduviidae, subfamilia triatominae (Wisnivesky-Colli e# a/, 1985; Shikanai-Yasuda e 4/
1989). Los géneros transmisores de la enfermedad son: Rhbodnins, Triatoma y
Pastrongylus. Las especies vectores varfan en los diferentes paises en donde se
encuentra la enfermedad. En Colombia y Venezuela predomina Rhodnins proliscus, pero
se han encontrado ademas T7iatoma dimidiata capitata, Rhodnins pallescens, Pastrongylus
geniculatus y otros géneros y especies menos frecuentes. En Brasil, Argentina, Uruguay,
Bolivia, Perd y Chile el principal vector es Triatoma infestans, por sus habitos
domésticos y una considerable proporciéon de insectos infectados (entre 25 y 33%)
(Schenone ez al, 1980; Reyes, 1991). En Chile, ademas se encuentran Mepraia spinolai y
Mepraia gajardor, especies autoctonas que poseen habitos principalmente silvestres y
s6lo en raras ocasiones invaden la vivienda humana. Desde el punto de vista
epidemiolégico M. spinolai, actia como vector del ciclo silvestre de la Enfermedad de
Chagas en Chile, pero posee un porcentaje de infeccion inferior a 1. infestans (entre

11,4 y 25,8%) (Canals y Cattan, 1992; Acuna, 2001).



Durante mucho tiempo, los vectores silvestres de T .cuz7 han sido considerados
de bajo interés epidemiolégico, por no tener un contacto cercano con viviendas
humanas, pero al ser erradicado el vector doméstico puede ser que los vectores

silvestres pasen a ocupar esos nichos ecolégicos (Ordenes e a/, 1996 ; Acuna, 2001).

Existen formas adicionales de infecciéon con T. cruzi, las cuales son la transtusion
sanguinea o el transplante de organos de donantes infectados (Ruiz ez a/, 1984;
Nickerson ez. a/, 1989) y la transmision congénita (Aguilera e a/, 1988; Munoz et al,
1990).

Ciclo Biolégico

El ciclo de vida de T. eruzi comienza con la infeccion del vector al ingerir sangre
de un hospedero con tripomastigotes sanguineos circulantes. En el tracto intestinal
del insecto, los parasitos se multiplican por fision binaria como epimastigotes; al cabo
de 15 a 30 dias se transforman en tripomastigotes metaciclicos, que se acumulan en la
ampolla rectal y son eliminados con las heces (Botero y Restrepo, 1992). Los insectos
infectados al picar al hombre o animales, ingieren sangre y, posteriormente, deyectan
sobre la piel del hospedero, no todos los triatominos tienen esta caracteristica, lo cual
podria estar en relacion con zonas donde existe el vector pero la enfermedad no tiene
mayor incidencia ( zonas de U.S.A y México ). Los tripomastigotes que penetran por
la piel o mucosas pueden infectar cualquier célula del organismo, ingresando
mediante la formacién de vacuolas, iniciando asi el ciclo intracelular, que dura
aproximadamente 5 dias. Habitualmente, el parasito escapa de la vacuola endocitica
(Andrews ez a/, 1990) y una vez en el citoplasma, se diferencia al estado replicativo
intracelular denominado amastigote. Este periodo dura alrededor de 12 horas y de
cada parasito ingresado se generan alrededor de 500 formas intracelulares.
Posteriormente los amastigotes se diferencian en tripomastigotes, la célula se destruye

ylos parasitos son liberados a la circulaciéon, desde donde pueden infectar nuevas



células o ser ingerido por vectores, completandose asi el ciclo de la infeccion (Burleigh

y Andrews, 1995).

Fases de la enfermedad

En la patologia de la Enfermedad de Chagas se pueden distinguir tres fases o
estadios:
a) Forma aguda, que se presenta en el 5% de los sujetos infectados, b) Fase latente o
indeterminada, y c) Fase cronica que se presenta en el 30-40% de los pacientes (Apt y

Reyes, 1986; Atias y Apt, 1991;).

a) Fase aguda: posee un periodo de incubaciéon de 3-12 dias y manifestaciones
clinicas muy variables. En esta etapa los amastigotes de T. ¢ug/ se reproducen dentro
de las células y las destruyen. La lesion inflamatoria, localizada en la puerta de entrada,
se conoce con el nombre de chagoma, mas evidente en nifios. La lesion inflamatoria
se extiende a los ganglios regionales, se bloquean los canales linfaticos y se produce
edema local. Cuando compromete el parpado constituye el sigho de Romaiia, de gran
valor diagndstico en esta etapa. Posteriormente, se encuentran parasitos intracelulares
en otros ganglios linfaticos y 6rganos, como bazo, médula o6sea, corazon, tubo
digestivo, suprarenales, cerebro y, ocasionalmente, ovarios, testiculos y tiroides.

La fase aguda va acompafiada por un aumento progresivo de parasitos en circulacion,
generalmente detectables por métodos parasitologicos corrientes. Ademas, en esta
fase se pueden originar lesiones o alteraciones graves, a pesar de esto, el indice de
mortalidad en el humano es cercano al 10%. Las muertes ocurren, principalmente, por
miocarditis, meningoencefalitis u otras complicaciones como bronconeumonia
(Botero y Restrepo, 1992). En el ratén, la supervivencia o muerte de los animales en la
fase aguda, parece depender de la cepa de raton, de la cepa de parasito y de la dosis de

in6culo inicial (Zadiga , 1995 ; Zadiga ef al, 1998).



b) Fase latente o indeterminada: después de la fase aguda ocurre una respuesta
inmune que provoca disminucién de la parasitemia y mantiene la infeccién en algunos
focos selectivos. Este periodo va desde el final de la fase aguda hasta la aparicion de
los primeros sintomas de la fase cronica y tiene una duracion media de 10 afios. Esta
etapa se caracteriza por una lenta multiplicaciéon intracelular de parasitos y

oligoparasitemias sin signos clinicos de enfermedad.

c) Fase cromnica: esta fase se caracteriza por una reducida parasitemia y lesiones
tipicas en el corazon o el tubo digestivo. Durante ella, la patologia mas importante es
la cardiopatia chagasica. Inicialmente, existe dilatacion por la previa e intensa
multiplicacion de los parasitos en las fibras musculares del corazén, lo cual originara
una posterior miocarditis, con desintegracion de la fibra miocardica. Ademas, la
inflamacién alcanza el subendocardio, tejido adiposo del epicardio y los ganglios
nerviosos. A nivel del tejido de conduccién, se puede encontrar edema e infiltrado
leucocitario. Otras formas de patologia de la enfermedad cronica, se relaciona con las
lesiones hipertroéficas del tubo digestivo o megasindromes, especialmente megacolon y

megaesofago (Atfas, 1991).

Diagnéstico

El diagnéstico de una infeccion chagasica se realiza, generalmente, mediante la
deteccion de tripomastigotes circulantes al examen microscopico de sangre fresca o de
la capa leucoplaquetaria o de hemogramas tefiidos. Cuando no es posible realizar este
diagnoéstico directo, se puede inocular sangre o la capa leucoplaquetaria en ratones de
laboratorio o en medios de cultivo, para la amplificacién y posterior deteccion del

parasito (Braun y De Titto, 1985; Atias y Apt, 1991).

Un método adicional para la detecciéon del parasito en la fase aguda de la

enfermedad, es el Xenodiagnostico, que emplea la infeccion de formas ninfales del



vector mediante la picadura del individuo sospechoso de infeccién, para luego

detectar la presencia del parasito en las heces del insecto (Schenone e a/, 1974).

La ausencia de parasitos detectables en la fase cronica de la Enfermedad de
Chagas, hace que la serologia convencional basada en la deteccién de anticuerpos
especificos contra el parasito se convierte en una herramienta fundamental para el
diagnéstico de la infeccién ( Braun y De Titto, 1985; Apt y Reyes, 1986; Sturn ez 4/,
1989).

Los métodos serologicos de uso comun utilizados en el diagnoéstico de la
Enfermedad de Chagas entre los que se encuentran el test de fijaciéon del
complemento, el método de inmunofluorescencia indirecta (RIFI) y la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR), emplean complejas y heterogéneas fracciones
antigénicas del parasito, lo que explica las reacciones cruzadas con otros parasitos
como Lezshmania, obligando a la busqueda de antigenos mejor caracterizados. Se han
realizado numerosos intentos para caracterizar, identificar y obtener fracciones
antigénicas purificadas (Guhl, 1990), sin embargo, estos intentos se han complicado
por el gran y complejo repertorio genético del parasito, por el hecho de tener fases
libres e intracelulares, invadir y adaptarse a distintos hospederos y haber desarrollado
mecanismos de evasion de la respuesta inmune. La tecnologia de DNA recombinante
se ha constituido en una buena alternativa para resolver estas dificultades, ya que
permite obtener y manejar gran cantidad de moléculas antigénicamente puras y

eventualmente, contribuir a un mejor conocimiento de la biologia de Trypanosoma cruzi

(Vergara et al., 1991).

Modelos Biol6gicos

Bajo condiciones naturales en el continente americano, 1. cuzi, es capaz de

infectar a numerosas especies de mamiferos de diferentes 6rdenes, incluyendo



animales domésticos y silvestres (Texeira e al, 2001). De acuerdo a lo anterior, el
cuadro agudo de la infecciébn con 1. wwzi se ha podido reproducir,
experimentalmente, en diversas especies , como conejos (Figueredo ef a/, 1985),
perros (De Lana ez a/, 1992), hamster (Ramirez ez a/, 1994), cobayos (Basombrio e/ 4l
1987), cabras (Fernandes e a/, 1994), primates (Bonecini-Almeida ez a/, 1990) ratones
(Scott y Goss-Sampson, 1984; Zufiga, 1995), ratas (Revelli ¢z a/, 1985) y otros
roedores (Trischman y Bloom, 1982). De todos los modelos experimentales
mencionados, el modelo murino constituye una muy buena herramienta, ya que se
sabe que las distintas cepas de ratones difieren en la susceptibilidad o resistencia a la
infecciéon con T. cruzi existiendo, al parecer, un complejo control génico de los niveles
de parasitemia y supervivencia de los animales infectados (Wrightsman ez a/., 1982;
Zuiiga et al., 2002). Esta claro que una variedad de factores, dependientes tanto del
parasito como del hospedador, estain involucrados en determinar finalmente la
resistencia o susceptibilidad a la infecciéon. Uno de estos factores, son los genes
ligados en el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (Wrightsman ez a/, 1982;
Zuiiga, 1995), el cual es un sistema genético involucrado en la induccién y regulacion
de la respuesta inmune humoral y celular contra diversos organismos patégenos y
cuyos productos estan involucrados en varias etapas de la respuesta inmune, como el
procesamiento y presentacion antigénica e inflamacion, frente a una variedad de

antigenos (Vergara ez al., 2002).

En el presente trabajo, se pretende analizar el desarrollo de la infeccion con tres
cepas de Trypanosoma cruzi en la cepa de ratones ACA. Las cepas de parasitos a utilizar
han sido aisladas en Chile (cepa Tulahuén) y en Colombia (cepas Munanta y San
Antonio).

Este trabajo es parte de un proyecto cooperativo entre el Laboratorio de
Inmunologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad
de Chile y el Laboratorio de Parasitologia del Instituto Nacional de Salud, Bogota,

Colombia.
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OBJETIVO GENERAL

- Estudiar la evolucién de la infecciéon con tres cepas de Trpanosoma cruzi en un

modelo murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar prepatencia, niveles de parasitemia y mortalidad en ratones de la cepa

ACA, infectados con tres cepas de T. cruzi.

- Comparar histopatolégicamente las lesiones cardfacas de los ratones de la cepa ACA,

infectados con tres cepas de 1. cruzi.

11



MATERIALES Y METODOS

Parasitos

Las infecciones experimentales se llevaron a cabo utilizando tripomastigotes
sanguineos de las siguientes cepas de Tnpanosoma cruzi: a) cepa Tulahuén,
originalmente aislada de humano en la regién de Coquimbo, Chile ( Pizzi 1957 );
b) cepa Munanta, aislada del vector Rhodnius prolixus el ano 1999, en la region de
Bocaya, Colombia; c) cepa San Antonio, aislada del vector Rhodnins pallescens el ano
2000, en la region de Magdalena, Colombia ( Palau e a/ , 2000 ). Las cepas
colombianas de T.oruzi fueron cedidas, originalmente, por la Dra. M.T. Palau del
laboratorio de Parasitologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, Colombia. Estas
cepas de parasitos son mantenidas 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 tres grupos de 15 hembras de la cepa ACA (H-2Y) (Klein ez al,
1983), de 10 semanas de edad. Esta cepa proviene, originalmente, del Jackson
Laboratory, Bar Harbor, Maine, U.S.A. y se mantiene por cruzamientos

consanguineos en el Bioterio de la unidad de Inmunologfa.

Modelos de infeccion

Cada grupo fue inoculado intraperitonealmente con 0.2 ml de sangre
infectada que contiene aproximadamente 2x10° tripomastigotes sanguineos de cada

una de las cepas de parasitos. Como grupo control se inocularon 15 ratones con 0.2

12



ml de sangre de ratones Balb/ ¢ sin infectar, de manera de descartar la existencia de
fenémenos adversos inducidos por la sangre Balb/c, independiente de lo producido

por el parasito.

Dosis de parasitos inoculados

Sangte de un ratén Balb/c infectado, se extrajo por puncién cardiaca
(aproximadamente 0.6 ml.) para colocarla en un frasco estéril, con 0,1 ml. de citrato
de sodio como anticoagulante. Luego se hizo una dilucién al 1 / 50 con 10 ul. de
sangre infectada, en 490 ul de suero fisiolégico y se realizé un recuento de parasitos
en cdmara de Newbauer. Se determiné la presencia de 10° de parésitos en los 0.6 ml
de sangre. Al sacar 30 ul, esta muestra contiene tedricamente 5 x 10* parasitos.
Posteriormente, se hizo la dilucién requerida de esta muestra, en 5 ml. de suero
fisiologico estéril para tener aproximadamente 2x10° parasitos en 0.2 ml. de in6culo

para cada animal de experimentacion.

Estudio de Parasitemia

Para determinar la prepatencia y niveles de parasitemia, los animales infectados
se sangraron a partir del tercer dia postinfecciéon (p.i.) y luego dia por medio hasta
que la parasitemia fue negativa. La sangre de los ratones infectados se tomoé de la
vena caudal, por capilaridad, en tubos de microhematocrito heparinizados.
Posteriormente, cada muestra se centrifugd a 800 g. por 5 min. y se dejé reposar por
30 min. Luego se calculé el volumen de sangre de cada tubo. Como la mayor
concentracion de parasitos se espera en la zona leucoplaquetaria, entre sangre y
plasma, en este lugar se corté con un lapiz diamante el capilar y el volumen

contenido se colocd en un portaobjeto, el que se cubri6 con un cubreobjeto de
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20x20 mm. Este cubreobjeto abarca 1600 campos 6pticos, por lo tanto se cuentan
50 campos al azar, con aumento 400x, y se deriva a 1600 y eso corresponde al
numero de parasitos en el tubo de hematocrito. Como esta cantidad de sangre fue
medida previamente, se lleva finalmente a nimero de parasitos por ml. Todo lo
anterior se realizé de acuerdo al método descrito por Arias y Ferro ( 1988 ). Los
resultados, de cada dfa en estudio, se expresaron como el promedio de parasitemia

del grupo, mas la desviacion estandar correspondiente.

Estudio Histopatolégico

Dos ratones de cada grupo fueron sacrificados a los 7, 15, 19 y 23 dias p.i. y de
cada uno de ellos se extrajo el corazén para un analisis histopatolégico. Los tejidos
fueron incluidos en parafina segin métodos convencionales, cortados en micrétomo
de rotacion (Leitz) de 5 um de espesor y  tefiidos con Hematoxilina-Eosina (HE) y

Van Giesson (VG) (Lopez ef al., 1982).

La intensidad de las lesiones fue evaluada con aumento de 100x de acuerdo al
siguiente criterio: (-) Tejido preservado y sin signos aparentes de inflamacion; (+)
lesiones inflamatorias minimas o discretas; (++) lesiones moderadas; y (+++)
lesiones severas y con infiltrado mononuclear. El analisis anterior fue separado por

capas de tejido cardiaco (pericardio y miocardio ).

El tropismo tisular de los parasitos fue evaluado en 10 campos microscopicos
de cada corte de tejido, examinando con aumento de 600x en un microscopio Nikon
modelo Eclipse 600, de la siguiente manera: (-) Negativo, ausencia de células
parasitadas; (+) Leve, presencia de 1 a 5 células infectadas; (++) Moderado,
presencia de 6 a 10 células infectadas; y (+++) Severo, presencia de mas de 10

células con formas intracelulares.
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Este analisis se llevo a cabo en el laboratorio de Histologia de la Facultad de

Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Analisis Estadistico

Las medias obtenidas en los dias de pico de parasitemia, en los ratones
infectados con las tres cepas del parasito, fueron comparadas mediante un analisis de

varianza del siguiente modelo:
ij = n+ Nj+ Eij.
ij = valor de la variable.
K = media poblacional.
Nj = cepa de parasito (i = 1,2y 3).
gjj = etror aleatorio.

Como prueba de comparaciones multiples, se usé el método de Tukey, previa

transformacion de los datos a logaritmo, base diez.
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RESULTADOS

En el Grafico 1 se muestra la evolucién de la parasitemia en ratones de la cepa
ACA infectados con 2000 trypomastigotes sanguineos de las cepas Munanta, San
Antonio y Tulahuén de Trypanosoma cruzi. El periodo de prepatencia, evidenciada en
sangre, varié de 5 dias para la infeccion con la cepa Tulahuén a 7 dias en los ratones
infectados con las cepas Munantd y San Antonio. Los niveles maximos de
parasitemia fueron obtenidos al dia 12 postinfecciéon (p.i.) para las cepas Tulahuén
(1,5 x 10° parasitos/ ml) y San Antonio (1,7 x 10° parasitos/ ml ) y en el dia 16

para la cepa Munanta ( 4,1 x 10° parasitos/ ml. ).

El andlisis estadistico de acuerdo al método de Tukey, mostré diferencias
significativas entre estos tres valores de parasitemia maxima al comparar, Tulahuén
con San Antonio ( p < 0.01 ), Tulahuén con Munanta ( p < 0.01 ) y Munanta con
San Antonio ( p < 0.01 ). Los ratones infectados con San Antonio presentaron los
niveles mas bajos y los animales infectados con Munanta los niveles mas altos de
parasitemia. En el grafico 1 se puede ver ,ademas, que los niveles de parasitemia de
la cepa Munanta se mantuvieron elevados por un tiempo mas prolongado, para
decaer hacia el dfa 25, pero manteniéndose hasta el dia 42 p.i. En los ratones
infectados con las otras cepas de parasitos, Tulahuén y San Antonio los niveles de
parasitemia comenzaron a decaer a partir del dfa 19, dias previos a que ocurriera la
muerte de los animales, lo que asegura que los mayores valores alcanzados

anteriormente corresponden a los valores maximos de parasitemia.

Todos los animales se infectaron, por lo que se utilizo la muerte o supervivencia
como criterio de susceptibilidad o resistencia a la infeccion, respectivamente. El
grafico 2 muestra que los ratones ACA se comportaron como altamente

susceptibles a la infeccion con las cepas Tulahuén y San Antonio El 50 % de
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mortalidad de los ratones infectados de ambas cepas ocurri6 al dia 15 p.i. y 100 %
de mortalidad a los 21 y 25 dias p.i., respectivamente. Por otro lado los animales
fueron resistentes a la infeccién con la cepa Munanta ( 90 % de supervivencia

pasados los 6 meses p.i. ).
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GRAFICO N22

Porcentaje de supervivencia de ratones ACA infectados con tres cepas de 7.
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El efecto de la infecciéon con T. cruzi en tejidos fue evaluado comparando el
analisis histopatolégico de tejido cardiaco obtenido en los diferentes grupos de
ratones infectados, analizando pericardio y miocardio, por separado (Tabla 1 ). En
los primeros 7 dias de infeccién, no se observaron grandes diferencias en la
magnitud del dafio provocado en los tejidos de los ratones infectados con las tres
cepas de parasitos (Figuras 1 — 6). Todos los ratones mostraron lesiones
inflamatorias de minimas a moderadas, exceptuando hiperemia y edema, con la cepa
Tulahuén ( Figuras 1 y 2) y con la cepa SanAntonio que mostré un mayor grado de
severidad en cuanto a edema e infiltracion y presencia de numerosos pseudoquistes
(Figuras 5y 6 ). Ademas, se pudo observar que, en términos generales los tejidos
con menores signos de alteracion correspondioé a los de los animales infectados con

la cepa Munanta (Figuras 3y 4).

En la segunda semana p.i. (15 dfas p.i.) se observaron lesiones inflamatorias
mas severas en todos los ratones infectados ( Figuras 7 — 12), con la apariciéon de
focos hemorragicos , principalmente en el tejido de los animales infectados con
Tulahuén ( Figuras 7y 8) y San Antonio ( Figuras 11 y 12). Ademas, en los ratones
infectados con la cepa San Antonio se observaron también, algunos focos

necroticos.

En la tercera semana post infeccion ( 19 dias p.i.) los ratones infectados con la
cepa Munanta mostraron procesos inflamatorios menos intensos y recuperacion del
dafio tisular ( Figuras 15y 16 ), diferenciandose de los ratones infectados con la cepa
Tulahuén ( Figuras 13 y 14 ) y la cepa San Antonio ( Figuras 17 y 18 ), que
mostraron procesos inflamatorios mas severos en la pared pericardica ventricular,
con vacuolizacién, reduccion en la cantidad de miofibrillas, focos necréticos y
alteracion en los patrones de estriacion en los cardiomiocitos. Al dia 23 p.i,
momentos previos a la muerte, las lesiones inflamatorias se mantuvieron en los

tejidos de los ratones sobrevivientes en la infecciéon con San Antonio ( Figuras 21 y

20



22), con aumento de focos necroticos. Por el contrario, en los tejidos de animales
infectados con la cepa Munanta ( Figuras 19 y 20 ) se observaron evidentes signos
de atenuaciéon de la inflamacién y algunos signos de infiltraciéon leucocitaria.
No se observaron diferencias evidentes en la inflamacién de pericardio y miocardio
pero si en cuanto a la presencia y cantidad de parasitos intracelulares en estas dos
estructuras. En pericardio sélo se detecté un nido de parasitos en los ratones
infectados con la cepa San Antonio, al dia 7 p.i. ( Tabla 2 ). En el miocardio de los
ratones infectados con la cepa Tulahuén, los parasitos se detectaron en gran numero
solo al dia 19 p.. En los ratones infectados con Munantia sélo se evidenciaron
formas intracelulares al dia 19 p.i. Sin embargo, mientras en los ratones infectados
con la cepa Tulahuén se encontraron 58 pseudoquistes junto con una infiltracion
linfocitaria intensa, en los ratones infectados con la cepa Munanta se encontrd sélo
un nido parasitario sin una reaccion inflamatoria intensa. Para la cepa San Antonio
en cambio, se encontraron pseudoquistes desde el dia 7 p.i. y fueron aumentando en

numero, hasta llegar a un maximo de 68 pseudoquistes el dia 23 p.i. (Tabla 2).

En cuanto a la infiltracién leucocitaria del tejido cardiaco, se pudo observar
que la cepa Munanta se caracterizé por inducir lesiones granulomatosas con células
epiteloides sin la presencia de parasitos en la fase mas avanzada de la infeccion de

los ratones.

Los componentes celulares del infiltrado inflamatorio en ratones infectados
con la cepa Tulahuén fueron predominantemente macrofagos y linfocitos, con
infiltracién local de polimorfos nucleares neutrofilos. Los tejidos de los animales
infectados con la cepa San Antonio presentaron un proceso infiltrativo avanzando
desde la zona auricular hacia la zona ventricular, y desde el pericardio hacia el
miocardio, con infiltracién linfoplasmocitaria y predominio de mononucleares en la

fase mas avanzada de la infeccidn.
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En la Tabla 2 se puede observar la relacion entre los niveles de parasitemia y
el nimero de parasitos intracelulares en tejido cardiaco. Resulta evidente que no
existe una relacion directa entre nimero de parasitos circulantes en sangre y el
numero de parasitos en células del tejido cardiaco. Al dia 7 y 15 p.i. sélo se
observaron parasitos en los tejidos de los animales infectados con San Antonio. Las
muestras de ratones infectados con Munanta y Tulahuén fueron negativas, a pesar
de mostrar, en ese momento, altos niveles de parasitemia. Al dia 19 p.i. los tejidos
infectados con Tulahuén y San Antonio, con bajos niveles de parasitemia, muestran
altos niveles de parasitismo intracelular. La infeccién con la cepa Munanti, muestra
que al dia 19 p.i., a pesar del elevado nivel de parasitemia, sélo se pudo evidenciar un

pseudoquiste en el tejido cardiaco.

Al dfa 23 p.i. los ratones infectados con San Antonio muestran, a pesar de la
parasitemia negativa, los maximos niveles en cuanto a presencia de parasitos
intracelulares en tejido cardiaco. Por el contrario los ratones infectados con la cepa
Munanta, a pesar de tener un nivel de parasitemia relativamente alto, sus tejidos

fueron negativos en cuanto a presencia de pseudoquistes.
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Tabla 1

Estudio histopatologico de corazon de ratones ACA infectados con 2000 trypomastigotes
de las cepas Munanta (M), Tulahuén (T) v San Antonio (8) de Trypanosoma cruzi.

Dias Post Infeccion

7 15 19 23
Infectados con

T M s T M s T M s M s
Pericardio
Infiltracion + +  ++ e+ o+ + 4+t -+
Hiperemia + ++ + +++ ++ + +++ ++ + + ++
Edema + o+ - ++ | ++ |+ + |+ | + - | ++
Hemorragia - - - +++| + |+ - + S
Fibrosis - - - - - - + . + . +
Necrosis - - + - - + , - + } 4+
Pseudoquistes - - + - - - - - - - -
Miocardio
Infiltracion + e R e - H++
Hiperemia + + + ++ + + ++  + + + | ++
Edema + |+ + ++ | + |+ + |+ |+++ - |+++
Hemorragia - - - +++ - ++ + - . . )
Fibrosis - - - - - - + . + . +
Lisis ++ | - || [+ + | - | ++ -+t
Necrosis - - + - - + + - |+ - 4+
Pseudoquistes - - |+t - - |+t |+ - | +++
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Tabla N° 2

Relacidn entre los niveles de parasiterda v el nimero de parasitos intracelulares
en tejido cardiaco de ratones ACA infectados con las cepas Munanta, Tulahuén

v San Antonio de Trypanosoma cruzi.

Dias post infeccion

7 15 19 23
Munanta
Parasitenia (*) 25 3200 3600 750
Pseudoguastes 1
Tulahuén
Parasitenua (*) 890 1100 a2
Pzeudoquistes 38
San Antonio
Parasitenua (*) 1.8 54 3
Pseudoquates 35 25 Gl 68

{*) Numero de parasitos/ ml (x 1000}
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FIGURA1

Cepa Tulahuén: Dia 7 (4x)
A : Auricula B : Ventriculo
C : Pericardio

Hiperemia y edema (+)

FIGURA 3

Cepa Munanta: Dia 7 (4x)
A : Miocardio ventricular.
B : Pericardio.

Edema (++) Infiltracién (+).

FIGURA5

Cepa San Antonio: Dia 7 (4x)
A : Miocardio ventricular.
B : Pericardio.

Infiltracién (+++) Edema (++)
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FIGURA 2

Cepa Tulahuén: Dia 7 (20x)
Ventriculo

1: Células Miocardicas

2: Vaso Sanguineo

3: Tejido adiposo

FIGURA 4

Cepa Munanta: Dia 7 (20x)
Ventriculo.

1: Células Miocardicas.

2: Vaso Sanguineo.

3: Pericardio.

FIGURA 6

Cepa San Antonio: Dia 7 (20x)
Miocardio Ventricular y
Pericardio

1: Pseudoquistes.

Flechas: Células infiltrativas.
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FIGURA 7

Cepa Tulahuén: Dia 15 (4x)

A : Miocardio ventricular.

B : Vaso sanguineo. C: Pericardio.

Infiltracién (++).
FIGURA 9

Cepa Munanta: Dia 15 (4x)

Miocardio Ventricular.

FIGURA 11

Cepa San Antonio: Dia 15 (4x)

A : Auricula. B : Pericardio.

C : Miocardio Ventricular.

Infiltracién (+++) Edema (++).

FIGURA 8

Cepa Tulahuén: Dia 15 (20x)
Ventriculo.
A: Miocardio 1: Vaso sanguineo.
B: Pericardio.

FIGURA 10

Cepa Munanta: Dia 15 (20x)
Miocardio ventricular.
FIGURA 12

Cepa San Antonio: Dia 15 (20x)
Miocardio ventricular

1: Pseudoquiste.

Flechas: Infiltrado mononuclear
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FIGURA 13 FIGURA 14

Cepa Tulahuén: Dia 19 (4x) Cepa Tulahuén: Dia 19 (20x)

A : Miocardio ventricular. Miocardio ventricular.

B : Vaso sanguineo. C : Pericardio. 1: Pseudoquistes.

Infiltracién (+++); Hiperemia (++). Flechas: Infiltrado
Linfoplasmocitario.

FIGURA 15 FIGURA 16

Cepa Munantd: Dia 19 (4x) Cepa Munanta: Dia 19 (20x)

Miocardio ventricular. Miocardio ventricular.

1: Miocardio. 2: Pericardio

FIGURA 17 FIGURA 18

Cepa San Antonio: Dia 19 (4x) Cepa San Antonio: Dia 19 (20x)
Miocardio ventricular. Miocardio ventricular
Infiltracién (++); Edema (++). 1: Pseudoquistes

2: Z.onas edematosas

Flechas: Infiltrado mononuclear
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FIGURA 19

Cepa Munanta: Dia 23 (4x)
Ventriculo

A : Miocardio B : Pericardio

FIGURA 21

Cepa San Antonio: Dia 23 (4x)
Miocardio Ventricular

A : Miocardio B : Vaso sanguineo
Infiltracion (+++); Edema (+++);

Lists (+++).
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FIGURA 20

Cepa Munanta: Dia 23 (20x)

Miocardto ventricular

FIGURA 22

Cepa San Antonio: Dia 23 (20x)
Miocardio ventricular

1: Pseudoquistes

2: Zonas edematosas

3: Foco necrotico.

Flechas: infiltrado mononuclear



DISCUSION

El conocimiento sobre la fisiopatologia de la infeccion con T.ouzi en
animales de experimentacion ha aportado avances importantes en el estudio de la
Enfermedad de Chagas en el humano. Los modelos experimentales controlados
permiten analizar diversos parametros, dependientes, tanto del hospedador, como
del parasito, lo que por razones éticas y practicas no pueden realizarse en humanos.
En este trabajo de memoria de titulo, la investigacion se centré en el estudio del

desarrollo de la infecciéon de ratones de la cepa ACA con tres cepas de T.cruzi.

La susceptibilidad o resistencia a la infeccion, de cepas puras de ratones de
laboratorio, puede variar desde cepas altamente resistentes a cepas altamente
susceptibles, sugiriendo una base genética, en este fenémeno de susceptibilidad o
resistencia ( Trischmann y Bloom, 1982 ; Hoft ez al., 1993 ; Zuadiga, 1995 ). A pesar
de lo anterior, esta claro también que multiples factores pueden influir en la
supervivencia a la infeccién: la cepa de ratén y de parasito utilizadas, la dosis de
inoculacioén, la edad y el sexo del hospedero, etc. ( Wrightsman e a/, 1982 ; Zuaniga

et al., 1997).

Diversos trabajos previos han mostrado la relacion cepa de T.cruzi — cepa de
raton. Asi, la cepa de ratones C3H es susceptible a la cepa Tulahuén de T. cruzs
pero es tresistente a la infeccién con la cepa Sylvio y la cepa Balb/c es susceptible a
la infeccién con la cepa Tulahuén, pero resistente a la infeccion con la cepa Brazil
(Trischmann y Bloom, 1982 ). Lo anterior indica que la susceptibilidad o
resistencia no es un fenémeno general sino, que esta relacionado, habitualmente, a

una cepa de parasito y a una cepa de ratén en particular.
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La cepa ACA ( HZf) de ratones ha demostrado ser altamente susceptible a la

infeccién con diferentes dosis de in6culo con la cepa Tulahuén de T.orugi ( Juri et
al., 1990 ; Vargas, 1998 ). En el presente trabajo y de acuerdo a lo anterior, la
infecciéon de ratones ACA con 2000 trypomastigotes sanguineos de la cepa
Tulahuén, produce 100% de mortalidad a los 21 dias postinfeccion, observandose
una cierta correlacion entre aumento de la parasitemia, parasitismo intracelular y

dano tisular.

La cepa de T.cruzi, San Antonio fue aislada de un insecto, en la region de
Magdalena, Colombia donde ocurri6 un brote de la Enfermedad de Chagas en
1999, (Palau ef al, 2003). Lo anterior es importante porque ocurrieron varios
casos fatales de personas supuestamente infectadas con el parasito. Todo esto
hace relevante cualquier informaciéon obtenida sobre esta cepa de T.orugi, al
parecer muy virulenta y particularmente dado que las cepas colombianas de T.cruzgi

son, habitualmente, clasificadas como de baja virulencia.

El unico antecedente que existe sobre la evolucién con la infeccién con la

cepa San Antonio en un modelo murino, demuestra que ratones Balb /c se
. . . 4 .
comportan como altamente susceptibles a la infeccién con 10" trypomastigotes

metaciclicos obtenidos de infeccion celular iz wvitro ( Palau et al, 2003 ). En el
presente trabajo, la infeccion de ratones ACA muestra un comportamiento similar,
aun cuando se utiliz6 un inéculo menor y una forma distinta del parasito
(trypomastigotes sanguineos). Los animales infectados mueren todos a los 25 p.i.
pero no se observa una correlacién entre parasitemia, numero de parasitos
intracelulares y dafio tisular. A pesar que los niveles de parasitemia no fueron
muy altos, a medida que pasaba el tiempo, se pudo observar un paulatino aumento
en el numero de células infectadas y del dafo en el tejido cardiaco. Los resultados

de infecciones celulares 7z witro parecen sugerir que la cepa San Antonio del
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parasito se replica activamente en el interior de las células en la forma de
amastigote, pero su diferenciaciéon a trypomastigote y  posterior salida por
destruccion de la célula infectada, es mas prolongada en el tiempo en comparacion
a lo que se describe habitualmente para otras cepas de T. crugz ( Palau et al., 2000).
Lo anterior podria explicar la falta de correlacion, positiva, entre los bajos niveles
de parasitemia y la alta cantidad de parasitos intracelulares en los tejidos de los

ratones infectados.

Sobre la cepa Munanta de T.crugi no existen antecedentes de infecciones en
cepas puras de ratones, puesto que luego de ser aislada de un insecto, el parasito se
ha mantenido sélo en cultivo axénico. Por lo tanto, los resultados mostrados en el
presente trabajo, constituyen la primera descripcion del comportamiento de esta
cepa en un modelo de infecciéon animal. La cepa Munanta demostrd, a pesar de su
patogenicidad, el parasito no es virulento, al menos en ratones ACA, que son
habitualmente susceptibles a la mayoria de las cepas de T.ouzi ( Juti et al, 1990,
Vargas, 1998).

A pesar de la baja virulencia, los ratones infectados con la cepa Munanta
mostraron los mas altos niveles de parasitemia. Estos resultados, sumados a los
mostrados con la cepa San Antonio, parecen apoyar la idea que no existe una
relacion directa entre los niveles de parasitemia y la susceptibilidad o resistencia a
la infeccién con T. euzz  (Minoptio et al, 1989 ; Russo et al, 1989 ; Zaniga et
al.,2002 ). Todo lo anterior parece indicar que los niveles de parasitos sanguineos
circulantes constituye so6lo un parametro en la evolucién de la infeccién y que no

siempre se correlaciona con el tiempo de supervivencia de los animales infectados.

La utilizaciéon de la  cepa Munanta puede constituir una excelente
herramienta de estudio en el desarrollo de la infecciéon con T.oruzi. Una de las
ventajas de esta cepa no virulenta del parasito, es que ella induce altas parasitemias

y esta condicién puede ser transferida a animales sanos inoculando un bajo
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nimero de parasitos. La dificultad habitual en los estudios con cepas no
virulentas de T.cruzz o con cepas de Trypanosoma rangeli (trypanosoma no virulento
para mamiferos) es que ellas inducen bajos niveles de parasitemia y habitualmente
de corta duracién ( Urdaneta-Morales y Tejero, 1992 ; Zaniga ez a/ ., 1997 ; Palau ez
al ., 2003 ). Por lo tanto, la cepa Munanta puede representar un buen modelo para
lograr esclarecer la causa de la muerte de los animales infectados, producida por
cepas virulentas, situacion que hasta el momento no ha sido aclarada. En el
presente modelo, la cepa Munanta infecta células, presenta altos niveles de

parasitemia pero no produce la muerte de los animales infectados.

En la infeccién con la cepa Munanta no se observé correlaciéon  entre
el bajo parasitismo cardiaco intracelular, con los niveles altos y prolongados de
parasitemia en el tiempo, mientras una situacion inversa ocurre en la infecciéon con
la cepa San Antonio. No se ha descrito hasta ahora la existencia de multiplicacion
extracelular de T. eruzz, como ocurre en los trypanosomas africanos, como 1. brucei,
que se multiplican libres en circulacién (Stevens ez al, 2001 ). Por lo tanto una
explicacion para la falta de correlacion entre el nivel de parasitismo intracelular y
niveles de parasitemia, en la infeccién con la cepa Munanta, seria que este parasito
no tendrfa un tropismo cardiaco, por lo tanto, su principal lugar de multiplicaciéon

serfa un tejido diferente, no analizado en este estudio.

Se ha postulado que durante la fase aguda de la infeccién, la respuesta
inmune humoral desempefiaria un rol importante en el control del nimero de
parasitos circulantes (Alves ez al, 1986; Araujo, 1986 ) aunque esta respuesta
tendria diferencias cualitativas en cepas de ratones resistentes y susceptibles a la
infeccion ( De Gaspari et al, 1990). En el caso de nuestros ratones ACA, los
parasitos sanguineos fueron detectados durante 42 dias p.i., lo que no es habitual,
incluso en cepas resistentes, indicando una posible falla o lentitud en la respuesta

humoral, para controlar la parasitemia. Sin embargo, esto parece irrelevante en la
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supervivencia de los animales, que durante las primeras semanas se mostraron
decaidos y con el pelaje erizado, pero que finalmente y con la sola excepcion

de un tnico animal, se recuperaron, sobreviviendo hasta su sacrificio a los 8 meses

p.i

A diferencia de lo que ocurre en humanos, donde muy pocos individuos
mueren durante la fase aguda de la infeccién y habitualmente pasan a la fase
asintomatica y luego a la fase crénica ( Atias y Apt, 1990 ; Botero y Restrepo, 1992
), los ratones susceptibles mueren durante la fase aguda en un periodo cercano al
nivel maximo de parasitemia. La infeccion con T.ouzi es caracterizada por
producir lesiones pricipalmente a nivel de tejido cardiaco y digestivo. La sugerencia
mas aceptada es que tales lesiones son resultado de una agresiéon autoinmune mas
que causadas directamente por el parasito. Mas atn existen estudios en los que ha
sido posible transferir las lesiones caracteristicas de la enfermedad con células
inmunocompetentes de animales infectados, en ausencia de parasitos ( Laguens e#
al., 1981; Hontebeyrie-Joskowicz et al, 1987; Villela-Ribeiro ez al, 2002 ). Las
sugerencias mas importantes en relacion al dafio tisular asociado a la infecciéon con
T. ¢eruzi indica que esta obedece a: a) reaccion cruzada entre epitopos del parasito y
determinantes propios del hospedero (mimetismo molecular); b) exposicion de
determinantes secuestrados debido al dano tisular; c) exacerbacion en la activacion
y cooperacion linfocitaria, llevando a la estimulacion de células autoreactivas que
han escapado a la delecciéon clonal central ( Minoprio e a/ ., 1989; Brener y

Gazzinelli, 1997 ).
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CONCLUSIONES

1.- Las cepas de T. ¢ruzz Tulahuén y San Antonio se comportaron como

virulentas y la cepa Munanta como no virulenta, al infectar ratones ACA.

2.- La cepa Munanta indujo los mas altos niveles de parasitemia.

3.- Los tejidos de animales infectados con la cepa San Antonio presentaron los
mas altos niveles de infeccion intracelular, a pesar que esta cepa induce los

niveles mas bajos de parasitemia.

4.- Se observé correlacion entre el dafio tisular y el nimero de pseudoquistes en

relacion a la virulencia de cada cepa de parasito.

5.- No se observo correlacion entre los niveles de parasitemia y la muerte de los

animales infectados con las cepas Munanta y San Antonio.
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