Eifavet

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

EVALUACION HISTOPATOLOGICA DEL TEJIDO CARDIACO
DE RATONES ACA INFECTADOS CON LAS
CEPAS SAN ANTONIO, TULAHUEN Y MUNANTA DE
Trypanosoma cruzi

Rafael Orlando Antonio Mauna Luke

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico Veterinario
Departamento de Patologia Animal.

PROFESOR GUIA: Ulises Vergara
Departamento de Patologia Animal.

Financiamiento Proyecto: DPA14LIHBAC1314003

SANTIAGO, CHILE
ANO 2015



Eifavet

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

EVALUACION HISTOPATOLOGICA DEL TEJIDO CARDIACO
DE RATONES ACA INFECTADOS CON LAS
CEPAS SAN ANTONIO, TULAHUEN Y MUNANTA DE
Trypanosoma cruzi

Rafael Orlando Antonio Mauna Luke

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico Veterinario
Departamento de Patologia Animal

Dr. UlISES VEIQAra it et e e
Dr. JUNIO LArENAS e e e

Dra. Lorena AQUIlAr o e

PROFESOR GUIA: Dr. Ulises Vergara C.
Departamento de Patologia Animal

SANTIAGO, CHILE
2015



AGRADECIMIENTOS

A mi familia, a quienes les debo todo. Les agradezco por su apoyo incondicional durante
todo este tiempo, y pese a no poder estar fisicamente juntos durante gran parte de este

recorrido, nunca me senti solo, y eso me ha alentado a seguir siempre adelante.

A mis amigos, por ser grandes comparfieros en este viaje. Tanto a aquellos que hice
dentro de la Universidad como a aquellos que me han acompafado desde siempre.
Respaldandome en los tiempos dificiles y siendo incondicionales ante todo.

A mis profesores, por su paciencia y buena disposicion al ensefiarme y corregir mis
pasos. A quienes han estado de mi lado e incluso a quienes han puesto obstaculos en el
camino, eso me ha ensefiado a que uno debe aprender de los errores y saber ponerse de
pie.

A todos los animales, especialmente a los que han sido parte de mi familia. Gracias por
ensefiarme lo que es la lealtad y lo feliz que se puede ser al ver a quien uno mas quiere.
Han sido ellos los que impulsaron mi suefio de ser Médico Veterinario y dedicar mi vida a
la suya. Y a aquellos que han sido sacrificados por la ciencia, que han visto truncadas sus

vidas por el desarrollo y beneficio tanto de la humanidad como de los demas animales.

Final y especialmente, Daniela, mi amor y mi vida. Gracias por acompafarme todos estos
afios, en las buenas y en las malas. Desde los dias en que todo era un suefio, me
demostré que nuestro amor iba a ser el camino para conseguir todo lo que nos
propusiéramos, lo que nos mantendria fuertes ante la adversidad y felices mientras nos

tengamos el uno al otro. Juntos haremos de cada dia un nuevo paso hacia nuestro futuro.



INDICE DE CAPITULOS

INDICE DE FIGURAS .....cocoiiiiitesssie et i
RESUMEN ...t e e b b e bb e e be e e nneas ii
AB ST R A C T ettt e e e ettt e e nna e e e nre s \Y
INTRODUGCCION ..ottt sttt esssssssssanenns 1
REVISION BIBLIOGRAFICA.......c.coiiiiiieistiessssese st 3
HIPOTESIS ...ttt 8
OBJETIVO GENERAL ...ttt e e e e e enees 8
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt ettt 8
MATERIALES Y METODOS .......co ettt e e enee e 9
RAIONES Y PArASITOS. ....c.eiiiiiciece et re e ens 9
Modelo de infeccion experimental............ccocoiiiiiiiiniee e 10
EStudio d€ ParasiteIMial. ........ccceiveieiieieeie et 10
Estudio histopatolOQICO. .........ccueiviiiiiece e 11
ANALISIS ESTAAISTICO. ....eviiiiciiciciee et 11
RESULTADOS ...ttt b e e e nbb e e be e e nnes 12
Niveles de parasitemia y mortalidad acumulada. ............ccoceoeiiiiiiiiiininiecee, 12
Estudio HiStopatolOQICO.........cccueiieiiciece e 13
Recuento de PSEUAOQUISTES: ........coiiiiiiiiieieie ettt 16
INfiltrado INFIAMALOTIO ......c.ooieieiee s 18
DISCUSION ..ottt bbb 19
CONCLUSION ...ttt 20
BIBLIOGRAFIA.......coooviiiieieeesie ettt 21



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Diferencias en la evolucion de los niveles de parasitemia en ratones
ACA infectados con 2.000 tripomastigotes sanguineos de las cepas Tulahuén,
Munanta y San ANtONIO A€ T. CrUZI. .....cccviieieieiiie ettt 12

Figura 2.- Diferencias en los porcentajes de supervivencia acumulada en ratones
ACA infectados con 2.000 tripomastigotes sanguineos de las cepas Tulahuén,

Munanta y San Antonio d€ T. CIUZI. .....ccceiieiieii et 13

Figura 3.- Comparacion del efecto inflamatorio de la infeccion con las cepas
Munanté, Tulahuén y San Antonio de T. cruzi en el tejido cardiaco de ratones ACA

al dia siete POSt INFECCION.........cociiiecce e 14

Figura 4.- Comparacion del efecto inflamatorio de la infeccibn con las cepas
Munanté, Tulahuén y San Antonio de T. cruzi en el tejido cardiaco de ratones ACA

al dia catorce POSt INFECCION ..........ccviiiiiie e 15

Figura 5.- Comparacion del efecto inflamatorio de la infeccion con las cepas
Munantd, Tulahuén y San Antonio de T. cruzi en el tejido cardiaco de ratones ACA

al dia veintiuno POSt INFECCION. ........cciiiiiiiiec e 16

Figura 6.- Diferencias en la evolucién del nimero de pseudoquistes en el tejido
cardiaco de ratones ACA infectados con 2.000 tripomastigotes sanguineos de las
cepas Tulahuén, Munantd y San Antonio de T. CrUZi. .....ccccevverierereseie e 17

Figura 7.- Diferencias en la evolucion del infiltrado inflamatorio mononuclear en el
tejido cardiaco de ratones ACA infectados con 2.000 tripomastigotes sanguineos

de las cepas Munantd, Tulahuén y San Antonio de T. CrUZi.........ccccceevevieieeiecnenen, 18



RESUMEN

En el presente trabajo se analiz6 la evolucién de la infecciébn con Trypanosoma cruzi
en ratones ACA experimentalmente infectados con 2.000 tripomastigotes sanguineos de
las cepas Tulahuén, Munantd y San Antonio del parasito, evaluando la prepatencia,
parasitemia y mortalidad acumulada, y su correlacion con el nimero de pseudoquistes y

la magnitud del dafio inflamatorio en el tejido cardiaco de los individuos infectados.

Los ratones infectados con la cepa Tulahuén mostraron una prepatencia sanguinea de 5
dias, un maximo de 14,8 x 10° + 2,21 x 10° parasitos/mL al dia 11 post infeccion (p.i.) y
una mortalidad acumulada del 100% al dia 21 post infeccidon. Los animales infectados con
Munant4d mostraron, en cambio, una prepatencia sanguinea de 7 dias, un maximo de
40,06 x 10° + 1,86 x 10° parasitos/mL al dia 17 p.i. y una supervivencia cercana al 80%
mas alla de 6 meses p.i. Mientras que los infectados con San Antonio presentaron una
prepatencia sanguinea de 7 dias, un maximo de 1,73 x 10° + 1,86x10* parasitos/mL al dia

11 p.i. y una mortalidad acumulada del 100% al dia 20 p.i.

Los resultados sugieren la existencia de una correlacion entre el parasitismo intracelular,
magnitud del infiltrado inflamatorio mononuclear, severidad del dafio en el tejido cardiaco,
y mortalidad acumulada hasta la tercera semana p.i. en los ratones infectados con
Tulahuén y San Antonio, situacién que no ocurre en los ratones infectados con Munanta,
a pesar de su significativamente elevada parasitemia (p<0,001). Estos resultados
reafirman la sugerencia que no existe una relacion directa entre la parasitemia, la

virulencia de la cepa o aislado del parasito y la susceptibilidad a la infeccién.

Palabras Clave: Cardiopatia Chagasica, cepas de Trypanosoma cruzi, Estudio

histopatoldgico en ratones, infiltrado inflamatorio.



ABSTRACT

In the present work, evolution of Trypanosoma cruzi infection was analyzed in ACA mice
experimentally infected with 2.000 blood trypomastigotes from Tulahuén, Munantd and
San Antonio parasite strains. The prepatent period, parasitemia levels and cumulative
mortality, and their correlation with the number of pseudocysts and severity of the

inflammatory cardiac tissue damage, were evaluated in infected animals.

Mice infected with the Tulahuén strain showed a prepatent period of 5 days, with a
maximum level of parasitemia of 14,8 x 10°> + 2,21 x 10° parasites / mL at day 11 post
infection (p.i.) and a cumulative mortality of 100% on day 21 p.i. However, mice infected
with the Munanta strain showed a prepatent period of 7 days, with a maximum level of
parasitemia of 40,06 x 10° + 1,86 x 10° parasites / mL at day 11 p.i. with almost 80%
survival beyond 6 months p.i. While the San Antonio infected mice showed a prepatent
period of 7 days, with a maximum level of parasitemia of 1,73 x 10° + 1,86 x 10” parasites /

mL at day 11 p.i. and a cumulative mortality of 100% on day 21 p.i.

The results of the histopathological analysis suggest the existence of a correlation
between intracellular parasitism, the magnitude of mononuclear inflammatory infiltrate, the
severity of damage to the heart tissue, and mortality until the third week post infection of
mice infected with the Tulahuén and San Antonio strains, while the Munanta infected
animals, showed not only scarce pseudocysts number and decreased inflammatory cell
infiltration number damage, but also a long term recovery of cardiac tissue damage,
despite their significantly higher levels of parasitemia (p<0,001). These results support the
suggestion that there is no direct relationship between the experienced levels of

parasitemia, the virulence of the T. cruzi strain and susceptibility to the parasite infection.

Key Words: Chagasic cardiomyopathy, Trypanosoma cruzi strains, histopathological

studies in rats, inflammatory infiltrate.



INTRODUCCION

El protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T.cruzi) es el agente causal de la
Trypanosomosis americana o Enfermedad de Chagas y, debido a su amplia distribucién y
alta prevalencia en el hombre y animales, constituye un importante problema de salud
publica en Centro y Sudamérica. La enfermedad es una condicién inflamatoria cronica y
potencialmente mortal y se estima que entre 15 y 18 millones de personas estan
infectadas por el parésito y que entre 75 y 90 millones se encuentren expuestas a la
infeccion, desde el sur de Estados Unidos hasta el cono sur de Latinoamérica. A méas de
cien afios de su descripcion, la enfermedad de Chagas continla siendo una infeccion
compleja, pero diversas estrategias orientadas al control de los insectos vectores, han
resultado exitosas, logrando disminuir la incidencia de la enfermedad en varios paises de
América Latina (OMS, 2013).

Sin embargo, el actual proceso de globalizacion comercial y el aumento de las
migraciones desde areas rurales a urbanas y desde regiones endémicas a no endémicas,
han aumentado el riesgo de expansion de la enfermedad, convirtiendo la infeccion con T.
cruzi en un problema emergente de salud publica en regiones no endémicas de
Norteamérica, Europa, Japén y Australia, como consecuencia de sus variados

mecanismos de transmision (Toso et al., 2011; Kowalska et al., 2011; OMS, 2013).

La Enfermedad de Chagas se caracteriza por un curso clinico variable, que va desde una
infeccion asintomatica, hasta una enfermedad crénica severa, en donde la cardiopatia
chagésica es su forma mas severa, desarrollandose en el 10% al 30% de los individuos

gue cursan esta fase cronica de la enfermedad (Apt et al., 2011)

El modelo de infeccion experimental de ratones con distintos aislados o cepas de T. cruzi,
ha resultado muy util en el estudio de la Enfermedad de Chagas, puesto que reproduce
variados aspectos de la enfermedad humana, incluyendo los mecanismos de dafio tisular
y los mecanismos inmunolégicos involucrados en el control de la infeccion (Andrade et al.,
2002).



Ademas, las distintas cepas de ratones difieren en la resistencia o susceptibilidad a la
infeccién con distintos aislados o cepas del parésito, existiendo un complejo mecanismo
de control de los niveles de parasitemia y supervivencia de los animales infectados
(Wrightsman et al., 1982).

En el presente trabajo de memoria de titulo se realiz6 un estudio histopatolégico para
evaluar el dafio tisular, la presencia de parasitos y de células inflamatorias, en el tejido
cardiaco de ratones ACA que, en una etapa previa a la realizacion del presente estudio,
se infectaron experimentalmente con 2.000 tripomastigotes sanguineos de la cepa

San Antonio, cepa Tulahuén y cepa Munanta de Trypanosoma cruzi.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una zoonosis parasitaria cuyo
agente etiolégico es Trypanosoma cruzi, un protozoo hemoflagelado del orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (Kowalska et al., 2011).

El parasito presenta un ciclo de vida digenético, con alternancia entre un insecto vector
triatbmino y un hospedero mamifero. A lo largo de su ciclo biolégico, el parasito
experimenta profundas alteraciones morfoldgicas, lo que permite distinguir cuatro formas
distintas que se conocen como amastigote, epimastigote, tripomastigote y tripomastigote
metaciclico, que reflejan la adaptacion del parasito al medio biolégico en que se encuentra
(Toso et al., 2011).

El parasito es transmitido a hospederos mamiferos principalmente por vectores
hematofagos del género Triatoma (Toso et al., 2011). Aunque se han identificado
alrededor de 130 especies de triatominos que podrian participar en la transmision de T.
cruzi a los humanos, sélo unos cuantos pueden actuar como vectores competentes (Rassi
et al., 2012). Estos vectores se conocen cominmente como vinchucas y ocupan distintos
ecotopos, tanto silvestres como peridomésticos. Triatoma infestans es el vector mas
importante de la Enfermedad de Chagas en Chile y el resto de los paises sudamericanos
(Jercic et al., 2012). Existen mas de 150 especies de mamiferos, tanto silvestres como
domésticos, que actuan como reservorio de la enfermedad (Rassi et al., 2012). En la
transmision natural de T. cruzi se distinguen tres ciclos distintos en los participa el insecto

vector: el ciclo doméstico, el ciclo peridomeéstico, y el ciclo enzodtico (Jercic et al., 2012).

Cuando un insecto infectado por T. cruzi se alimenta de la sangre de un individuo,
su abdomen se repleta estimulando el reflejo de deyeccion, encontrandose en esta
mezcla de heces y orina tanto epimastogotes como tripomastigotes metaciclicos, siendo
estos Ultimos la forma infectante para el hospedero mamifero. Si las deyecciones de una
vinchuca infectada se depositan en las cercanias de una lesién en la piel del hospedero,
el agente penetrar4 a través de ella, parasitando células de la dermis o terminara
fagocitado por células polimorfonucleares o monocitos que hayan infiltrado el tejido. Una
vez en el citoplasma de la célula infectada, el parasito se transformara en amastigote, que
constituye la forma replicativa de T. cruzi y luego de varios ciclos de division binaria éstos
se transformaran en tripomastigotes sanguineos que lisaran la célula que los contiene

para ingresar al torrente sanguineo. De esta manera los tripomastigotes sanguineos se
3



diseminan a otros tejidos y cuando un triatomino sano se alimente de este hospedero
mamifero infectado, los tripomastigotes sanguineos se transformaran, en el intestino
medio del vector, en epimastigotes, que constituyen la fase replicativa del parasito, y en el
intestino posterior del insecto, se producira la nueva transformacion a tripomastigotes

metaciclicos que sera eliminada con las deyecciones (Kowalska et al., 2011).

Ademas de la infeccion vectorial, se han descrito otros mecanismos de transmision:
Transmision congénita, transfusién sanguinea, trasplante de 6rganos, via alimentaria y
accidentes de laboratorio, los cuales varian en cuanto a su grado de importancia

dependiendo de la epidemiologia local (Minsal, 2011).

La Enfermedad de Chagas es una afeccibn compleja que puede ser producida por
distintos aislados o cepas de T. cruzi que requieren una adecuada tipificacion genotipica,
para determinar no sélo la dinamica de su transmision al hospedero, sino también las
distintas formas clinicas de la enfermedad y el dafio tisular que puede producir en el
hospedero humano. El rol de la variabilidad genética del parasito en el desarrollo de
distintas formas clinicas de la enfermedad que se presentan en las regiones endémicas,
es en gran parte desconocido. Sin embargo se considera que la heterogeneidad de las
distintas cepas de T. cruzi es uno de los principales factores asociados a las distintas
formas clinicas de la enfermedad, puesto que la variabilidad biol6gica del parésito traera
como consecuencia diferencias en el sus mecanismos de patogenicidad, como el
tropismo tisular, los niveles de parasitemia, y su resistencia al estrés oxidativo (Pereira y
Navarro, 2013). De esta manera, el curso clinico de la infeccion crénica serd, finalmente,
resultado de una compleja interaccion entre las caracteristicas genéticas y biol6gicas de
la cepa o aislado infectante, el repertorio inmunogenético del hospedero y las
caracteristica ecoepidemiolégicas de la infeccion (Moreira et al.,, 2013). Pudiendo
producirse brotes de nuevas cepas, especialmente en regiones en donde la enfermedad
se concentraba en ciclos silvestres, como un caso acontecido en Colombia en 1999, en
donde un brote agudo produjo victimas fatales, aislandose de este una cepa denominada

San Antonio, la cual ain no ha sido descrita en profundidad (Palau et al., 2003).

Uno de los principales problemas que se ha presentado en el estudio de la enfermedad de

Chagas, se asocia a las dificultades para establecer una correlacién entre las distintas

formas clinicas de la enfermedad, las caracteristicas biol6gicas de las distintas cepas o

aislados del parasito, prevalentes en las distintas areas geogréficas (Pereira y Navarro,

2013), por lo que, actualmente se describen 6 distintos linajes de T. cruzi, denominados
4



“‘unidades discretas de tipificacion” (DTU): Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, y TcVI, los que
presentan caracteristicas eco-epidemiolégicas, clinicas y de distribucién geogréfica mas
concretas. Para diferenciarlas actualmente se utilizan métodos de genotipificacion
basados en ensayos moleculares, principalmente PCR, RFLP, RADP y HRM. (Rodriguez
et al., 2002, Zingales et al., 2008, Higuera et al., 2013). En Chile solo se han descrito
cepas de los DTU Tcl, Tcll, TcV, y TcVI, tanto en ciclos silvestres como domésticos
(Arenas et al., 2012).

Por otro lado, debido a la capacidad biolégica del parasito para invadir virtualmente
cualquier célula nucleada del hospedero mamifero, la infeccion con Trypanosoma cruzi,
luego de un periodo de incubacién de 7 a 10 dias, se presenta de manera aguda con
parasitos libres en el torrente sanguineo que proliferan y se diferencian, focos de infiltrado
inflamatorio y dafio progresivo en los tejidos infectados. Aln cuando los parasitos pueden
inducir una significativa respuesta inmune durante esta fase aguda de cuatro a ocho
semanas de duracién, ella es finalmente incapaz de eliminar la infeccion que luego de un
periodo indeterminado o latente de dos a cuatro meses, entrara en una fase crénica
caracterizada por una disminucién en el numero de pardsitos y por un dafio tisular que
afecta principalmente al corazon y/o al tracto gastrointestinal. Este dafio tisular conduce
finalmente a la presentacion de distintas formas clinicas de la enfermedad (cardiaca,
digestiva o mixta) durante esta fase cronica, que se prolongara durante toda la vida del
paciente infectado (Texeira et al., 2011). Aproximadamente entre el 50% al 70% de
los pacientes infectados cursan la fase crénica indeterminada o asintomatica de la
enfermedad y en Chile se estima que entre el 1% y el 2% de estos pacientes podria
pasar, anualmente, de la fase crénica indeterminada a presentar una afeccién cardiaca
cronica (Apt et al., 2011).

En humanos, los signos clinicos pueden desarrollarse 10 a 30 afios después de la
infeccion inicial, existiendo e dafio inflamatorio en distintos érganos, particularmente en
corazbn, esoOfago, colon y sistema nervioso periférico. El corazén es érgano mas
frecuentemente afectado y la falla cardiaca congestiva es la causa de muerte mas comun
entre los pacientes infectados. Cerca del 1% de los pacientes puede presentar miocarditis
aguda, efusién pericardica y/o meningoencefalitis, particularmente en pacientes menores
de 2 afos (Bern et al., 2011), La cardiopatia chagasica es una enfermedad progresiva

caracterizada por la inflamacion, hipertrofia y fibrosis del tejido cardiaco (Teixeira et al.,



2011) desarrollando la llamada cardiopatia chagésica cronica (CCC) que es la

manifestacion mas devastadora de la Enfermedad de Chagas (Gironés et al., 2005).

En pacientes fallecidos como consecuencia de CCC se ha encontrado aumento del
volumen intraventricular y aneurismas apicales, ademéas de la formacién de trombos
murales que pueden explicar los accidentes neurovasculares (Gironés et al., 2005).
Desde el punto de vista histopatoldgico, el tejido cardiaco infectado muestra bandas de
necrosis y miocitolisis, ademas de areas focales y difusas de hipertrofia miocelular con o
sin presencia de infiltracién linfoide incluso en la ausencia de parasitos (Tanowitz et al.
2009). Fibrosis e inflamacién crénica han sido detectadas también en el sistema excito
conductor, lo que se relaciona con la alta incidencia de arritmias en estos pacientes
(Gironés et al. 2005).

La patogénesis de la cardiopatia chagasica crénica no esta claramente establecida, pero
se han postulado distintos mecanismos patogénicos para explicar su desarrollo. Entre
ellos se distinguen aquéllos que se basan en la accién primaria del parasito, y aquéllos
gque responsabilizan a las reacciones inflamatorias, mecanismos inmunes y autoinmunes,
tanto por separado como por la combinacion de sus efectos (Gironés et al., 2005; Cunha-
Neto et al., 2006; Tanowitz et al., 2009).

El dafio a los cardiomiocitos se puede asociar a la infeccién intracelular, la replicacion de
los amastigotes, y cambios microvasculares que, inducidos por el parasito, pueden
conducir a la degeneracion de los cardiomiocitos desarrollando la inflamacion lo cual es
esperable en la fase aguda de la infeccién, pero no presenta relevancia clinica excepto en
pacientes altamente parasitados o inmunosuprimidos (Gironés et al., 2005; Cunha-Neto et
al., 2006). Los fendémenos asociados al desarrollo de inmunidad inducida por la
persistencia de antigenos de T. cruzi incluyen la activacion de linfocitos T antigeno
especificos, la secrecién de citoquinas proinflamatorias y el reclutamiento de células
inflamatorias mononucleares lo que puede conducir a neutréfilia y eosindfilia crénicas que
pueden provocar dafio colateral inespecifico en la region tisular adyacente a los
pseudoquistes parasitarios. Ademas, se ha descrito la existencia de mecanismos de
mimetismo molecular entre epitopos antigénicos del parasito y del hospedero, sugiriendo
el desarrollo de autoinmunidad y de dafio tisular, incluso en ausencia del parasito, tanto
en la fase aguda, como en la fase cronica de la enfermedad (Kierszembaum, 2005,
Gironeés et al., 2005; Cunha-Neto et al., 2006; Ferreira et al., 2012).



El modelo de infeccion experimental en ratones se ha convertido en uno de los modelos
méas ampliamente utilizados en el estudio de la infeccion con T. cruzi, por el facil manejo
de los animales y porque imita muchos aspectos de la enfermedad humana, incluyendo el
dafio tisular y los mecanismos efectores de respuesta inmune celular y humoral,
involucrados en el control del parésito (Gironés et al., 2005). La evidencia experimental
obtenida utilizando el modelo murino, ha sugerido que el desarrollo y la evolucion de la
infeccion depende tanto de factores asociados al parasito como son: La virulencia y el
tropismo celular de distintos aislados o cepas de T. cruzi, dosis 0 nUmero de parasitos en
la infeccidn inicial, sitio o tejido de ingreso de los mismos (Andrade et al., 2002), como de
factores propios del hospedero (sexo, edad y repertorio genético asociado a los distintos

mecanismos de respuesta inmune) (Zufiga et al., 2012).

Cepas puras de ratones difieren en la susceptibilidad o resistencia a la infeccion con T.
cruzi, existiendo, al parecer, un complejo control genético de los niveles de parasitemia y
de la supervivencia de los animales infectados (Wrightsman et al., 1982). A pesar de ello,
aun no se conocen con certeza los factores directamente involucrados en los fenomenos
de resistencia o susceptibilidad a la infeccion, siendo el Complejo mayor de
Histocompatibilidad (MHC) uno de los factores genéticos asociados a la susceptibilidad,
en donde cepas congénicas, solo diferentes en el MHC, pueden comportarse como
resistentes o susceptibles a la infeccién, como es el caso de las cepas ACA (H-2,
considerada como susceptible, mientras que A.Sw (H-2°) es resistente a la infeccion.
(Zdhiga et al., 2002).

Por lo tanto, basado en los antecedentes expuestos, en este estudio se busca describir la
patogenicidad de cepa San Antonio, en base tanto en su presencia en sangre como en
tejidos. Ademas, evaluando las lesiones en el tejido cardiaco que puede producir en
ratones ACA, considerados susceptibles. Asimismo, para contextualizar su patogenicidad,
se utilizard 2 cepas como marco control: una considerada altamente patogénica,
Tulahuén, de origen chileno (Zdfiga, et al., 2012), y una considerada poco patogénica,

Munantd, de origen colombiano (Palau et al., 2003).



HIPOTESIS

En ratones ACA, la infeccién experimental con la cepa San Antonio de Trypanosoma cruzi
produce mayor numero de pseudoquistes y mayor dafio inflamatorio en el tejido cardiaco,
que la infeccion con la cepa Tulahuén y la cepa Munanta del parasito.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y cuantificar el dafio histopatolégico de la infeccién con T. cruzi, en el tejido
cardiaco de tres grupos de ratones hembras de la cepa ACA, experimentalmente

infectados con las cepas San Antonio, Tulahuén y Munanta del parasito.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar la magnitud del dafio en el tejido cardiaco de los tres grupos de ratones
hembras ACA de 10 semanas de edad experimentalmente infectados con las cepas

San Antonio, Tulahuén o Munanta de Trypanosoma cruzi.

a. Cuantificando la presencia de pseudoquistes, en el tejido cardiaco de los
ratones infectados.

b. Determinando la existencia de focos inflamatorios, dafio vascular y eventual
presencia de tejido fibroso en el tejido cardiaco, y ademas cuantificando el
namero de células inflamatorias para obtener una comparacion mas

precisa.

2. Establecer si existe correlacion entre el dafio inflamatorio en el tejido cardiaco de los
ratones infectados con las distintas cepas de T. cruzi y los resultados de niveles de
parasitemia y de mortalidad acumulada obtenidos durante el desarrollo o evolucion de

la infeccion experimental, previa a la extraccion de los tejidos infectados.



MATERIALES Y METODOS

Ratones y Parasitos

En la presente memoria de titulo, se realizé un estudio histopatolégico de tejido cardiaco
de tres grupos de 15 ratones hembras de la cepa ACA de 10 semanas de edad,
experimentalmente infectados mediante inoculacion intraperitoneal de 2.000
tripomastigotes sanguineos de las cepas San Antonio, cepa Tulahuén y Cepa Munanta de
Trypanosoma cruzi en una etapa previa al desarrollo del presente trabajo y que, por

razones de bioseguridad, se realizé sin la participacion del alumno.

La cepa de ratones ACA, que proviene originalmente del Jackson Laboratory, Bar Arbor,
Maine, Estados Unidos, se caracteriza por presentar el haplotipo H-2" del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad de ratén.

La cepa Tulahuén de T. cruzi, originalmente aislada en Chile a partir de un paciente
crénico (Pizzi, 1957), perteneciente al DTU TcVI (Arenas et al., 2012), es una cepa
altamente virulenta para el modelo murino, produciendo la muerte de los animales
infectados alin con bajos niveles de parasitemia, y dafio tisular caracterizado por infiltrado
inflamatorio linfo-monocitario en miocardio, endocardio y pericardio (Kagan y Norman,
1960, Zudiga et al., 2012).

La cepa San Antonio fue originalmente aislada del vector Rhodnius pallescens en el afio
1999 en la region de Magdalena, Colombia, luego de un brote de enfermedad de Chagas
aguda que incluso provocé pérdidas humanas (Palau et al., 2003).

La cepa Munanta fue originalmente aislada del vector Rhodnius prolixus en el afio 1985
en la regién de Boyaca, Colombia, perteneciente al DTU Tcl (Arenas et al., 2012) y se
considera una cepa poco virulenta, a pesar de presentar elevados niveles de parasitemia

en los ratones infectados (Palau et al., 2003).

Estos parasitos se han mantenido in vivo mediante traspaso semanal de tripomastigotes
sanguineos en ratones BALB/c, en la Unidad de Mantencion de Animales de
Experimentacion del Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile. Todos los ratones, ACA y BALB/c provienen del

Bioterio del Campus Occidente de la facultad de medicina de la Universidad de Chile.



Modelo de infeccidén experimental

Para la obtencion de parasitos, se extrajo 0,6 mL de sangre mediante puncion cardiaca de
ratones BALB/c infectados con cada una de las cepas. El manejo de los ratones se realizo
cumpliendo con las normas bioéticas y de bioseguridad establecidas en los respectivos
manuales de la Comision Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnolégica (CONICYT).
Todos los procedimientos de infeccidn experimental de ratones, extracciéon de sangre v,
extraccion de tejidos luego del sacrificio de los animales se realiz6 utlizando CO,
administrado por via inhalatoria en un gabinete de bioseguridad Forma Scientific Class
[IA/B3 (USA). El manejo adecuado de los animales y el cumplimiento de los protocolos
han sido certificados por los Comités de Bioética Animal y de Bioseguridad, de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

La sangre extraida se deposité en tubos estériles con 0,1 mL de citrato de sodio como
anticoagulante. Luego se realiz6 una dilucién de 10 uL de sangre infectada en 490 pL de
suero fisiolégico estéril y se hizo un recuento de parasitos en camara de Neubauer. Este
procedimiento permitié determinar la cantidad total de parasitos en los 0,6 mL de sangre,

extraidos del ratén experimentalmente infectado.

Posteriormente se realizaron las diluciones requeridas para obtener 2.000 parasitos en
0,2mL que fue, finalmente, la cantidad y volumen inoculado por via intraperitoneal, en

cada uno de los ratones de los grupos experimentalmente infectados con T. cruzi.

Como control negativo se utilizé un grupo de 5 ratones hembras de la cepa ACA de 10
semanas de edad, que fueron inoculados con 0,2 mL de sangre de ratones BALB/c no
infectados y diluida de manera similar a los grupos infectados. Estos ratones se sangraron
en forma paralela a los grupos experimentalmente infectados, para establecer que las
alteraciones y eventual muerte de los animales experimentales se debia a la infeccién con
T. cruzi y no a variables como, por ejemplo, una eventual anemia provocada por las

sucesivas sangrias.

Estudio de Parasitemia.

Con el fin de determinar prepatencia (primer dia de determinacién de parésitos en sangre)
y niveles de parasitemia, los animales infectados se sangraron, desde la vena caudal,
cada 2 dias a partir del tercer dia post infeccién (p.i) y se analizaron hasta la muerte de
los ratones o la negatividad en los niveles de parasitos en circulacion. La sangre se

recolectd en tubos de micro hematocrito heparinizados, las muestras se centrifugaron a
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700 g por 5 minutos, para luego de reposar por 30 minutos en estufa a 37° C, medir el
volumen de sangre en cada tubo. Finalmente, cada una de las muestras se coloc6 en un
portaobjeto para determinar el nUmero de parésitos en 50 campos elegidos al azar y
utilizando un aumento de 400x. Los resultados (obtenidos en una etapa previa a la
realizacion del presente estudio histopatolégico), se expresaron como el promedio de
parasitemia del grupo y la desviacion estandar correspondiente, de acuerdo al método
descrito por De Arias y Ferro (1988).

Estudio histopatoldgico.

Para analizar la severidad del dafio tisular, y cuantificar el numero de células infectadas
(presencia de pseudoquistes) e infiltrado inflamatorio mononuclear se utilizaron muestras
de tejido cardiaco de ratones sacrificados los dias 7, 14 y 21 p.i. en los grupos infectados
con las cepas Tulahuén y Munantd, y a los dias 7, 14 y 20 p.i., en el grupo infectado con
la cepa San Antonio, puesto que el Ultimo de los ratones de este grupo sobrevivio soélo
hasta el dia 20 post infeccion

Los tejidos fueron fijados en Bouin-formalina e incluidos en parafina y se utilizaron para
realizar cortes de 5 uym, los que se tifieron luego con hematoxilina-eosina. Finalmente,
utilizando un aumento de 400x, se determind la magnitud y caracteristicas del dafio
tisular, el numero de células infectadas (pseudoquistes), el numero de células
inflamatorias mononucleares y la eventual presencia de tejido fibroso, en 50 campos
elegidos al azar (Cruz-Zetina et al., 2012).

La captura y digitalizacibn de imagenes se realiz6 utilizando el programa Motic
MCCamera 2.0, y la cuantificacion de células se realizé utilizando el Programa Image J
1.48 (National Institute of Health, USA.)

Analisis estadistico.

La significancia estadistica de los resultados de los niveles de parasitemia se determin6
mediante un analisis de varianza (ANOVA), utilizando el programa GraphPad Prism,
version 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com. El andlisis de supervivencia se realiz6 de acuerdo al método de
Kaplan y Meier (1958), utilizando también el programa GraphPad Prism. Los resultados
del andlisis cuantitativo de células inflamatorias se realizaron utilizando el programa

Image J.
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RESULTADOS

Niveles de parasitemiay mortalidad acumulada.

En la Figura 1 se muestran los niveles de parasitemia como una forma de expresién del
desarrollo de la infeccion en los ratones de la cepa ACA, infectados experimentalmente
con tripomastigotes sanguineos de las cepas Tulahuén, Munanta y San Antonio de T.
cruzi. El periodo de prepatencia sanguinea fue de 5 dias para la cepa Tulahuén y de 7
dias para las cepas Munantd y San Antonio. En relacién a los niveles méaximos de
parasitemia, éstos se detectaron al dia 17 post infeccion en los ratones infectados con la
cepa Munanta, mientras que en las cepas Tulahuén y San Antonio se observaron a los 11
dias post infeccion.

40 Ao ’ N
San Antonio

N° de parasitos’'mL x 10°

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 313335373041434547

Dias post infeccion

Figura 1.- Diferencias en la evolucidon de los niveles de parasitemia en ratones ACA infectados con
2.000 tripomastigotes sanguineos de las cepas Tulahuén, Munanta y San Antonio de T. cruzi. El periodo
de prepatencia sanguinea fue de 5 dias para la cepa Tulahuén y de 7 dias para las cepas Munanta y San
Antonio. El nivel maximo de parasitemia (40,06 x 10° + 1,86 x 10° parasitos/mL), alcanzado por los ratones
infectados con la cepa Munanta a los 17 dias post infeccion, es significativamente mas alto(p < 0,001), que el
nivel maximo (14,8 x 10° + 2,21 x 10° parasitos/mL), alcanzado por los ratones infectados con la cepa
Tulahuén a los 11 dias post infeccién y que el nivel maximo de 1,73 x 10° + 1,86 x 10° parasitos/mL alcanzado

por la cepa San Antonio, a los 11 dias post infeccién.
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La Figura 2 muestra que los ratones infectados con la cepa San Antonio y los ratones
infectados con la cepa Tulahuén presentaron un 100% de mortalidad acumulada a los 20
y 21 dias p.i., respectivamente, mientras el grupo de ratones infectados con la cepa
Munanta, presentd so6lo un 20% de mortalidad en el mismo periodo y el 80% de estos los
ratones infectados con la cepa Munantd sobrevivi6 mas alla de los seis meses post

infeccion.
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Figura 2.- Diferencias en los porcentajes de supervivencia acumulada en ratones ACA infectados con
2.000 tripomastigotes sanguineos de las cepas Tulahuén, Munanta y San Antonio de T. cruzi. La
diferencia en las curvas de supervivencia de estos grupos de ratones es altamente significativa (p < 0,0002).
Los ratones infectados con la cepa San Antonio y los ratones infectados con la cepa Tulahuén alcanzaron
100% de mortalidad a los dias 20 y 21 post infeccion, respectivamente, mientras el 80% de los ratones

infectados con la cepa Munantd, sobrevivié mas alla de los seis meses post infeccion.

Estudio Histopatolégico.

Al dia 7 post infeccién (Figura 3), el tejido cardiaco de los ratones infectados con la cepa
Munantd presento leves cambios en relacion al tejido de los ratones del grupo control no
infectado, encontrandose signos de degeneracién leve y difusa, procesos inflamatorios
proximos al pericardio y escaso infiltrado mononuclear. Los ratones infectados con la cepa
Tulahuén presentaron, en cambio, un fendmeno degenerativo focal diseminado,
encontrandose focos de vacuolizacion y de necrosis, infiltrado inflamatorio difuso y neo

vascularizacion. En el tejido cardiaco de los ratones infectados con la cepa San Antonio
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se observd un fendmeno degenerativo severo diseminado con focos de necrosis,

vacuolizacion extensa y presencia de infiltrado inflamatorio diseminado difuso.

Figura 3.- Comparacioén del efecto inflamatorio de la infeccién con las cepas Munantd, Tulahuén y San
Antonio de T. cruzi en el tejido cardiaco de ratones ACA al dia siete post infecciéon En el tejido infectado
con la cepa Munanta (A, B) se observan leves procesos degenerativos (1) e inflamacion en pericardio (2). En
el tejido infectado con la cepa Tulahuén (C, D) se observan focos de degeneracion (1), pericardio engrosado
(3), focos de vacuolizacién (4) y necrosis (5). En el tejido infectado con la cepa San Antonio (E, F) se observa
un mayor nimero de pseudoquistes (3), vacuolizacién diseminada (4), focos de necrosis (5) e infiltrado
inflamatorio perivascular (6).Tincion HE, Aumento 400x.

Al dia 14 p.i. (Figura 4) el tejido cardiaco de los ratones infectados con la cepa Munanta
presento focos difusos de degeneracion de Zenker acompafiados de infiltrado
mononuclear, mientras que el pericardio se encontr6 engrosado. El tejido cardiaco
infectado con la cepa Tulahuén presenté un mayor infiltrado inflamatorio, focos de
degeneracion mas extensos y focos de necrosis. En el tejido cardiaco de los ratones
infectados con la cepa San Antonio se observaron focos de necrosis diseminados,
extensos focos degenerativos, infiltrado inflamatorio mononuclear y pericarditis.
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Figura 4.- Comparacion del efecto inflamatorio de la infeccidon con las cepas Munanta, Tulahuén y San

Antonio de T. cruzi en el tejido cardiaco de ratones ACA al dia catorce post infeccién En el tejido
infectado con la cepa Munanta (A, B) se observan leves procesos degenerativos (1) e Infiltrado mononuclear
(2). En el tejido infectado con la cepa Tulahuén (C, D) se observan focos de degeneracion (1), un mayor
namero de focos de infiltrado mononuclear (2), y necrosis (3). En el tejido infectado con la cepa San
Antonio(E, F) se observan focos de degeneracion diseminada (1), un mayor nimero de focos de Infiltrado

mononuclear (2), y necrosis focal diseminada (3) y Pseudoquistes (4).Tincion HE. Aumento 400X

Al dia 21 p.i. (Figura 5) el tejido cardiaco de los ratones infectados con la cepa Munanta
presento focos difusos de degeneracion de Zenker, algunos focos necroéticos,
acompafnados de infiltrado mononuclear y pericarditis, mientras el tejido cardiaco de los
ratones infectados con la cepa Tulahuén o la San Antonio present6 numerosos focos de
infiltrado inflamatorio mononuclear de gran tamafio, degeneracién de Zenker y necrosis
vacuolar difusa y focalizada en practicamente la totalidad del tejido, ademas de neo
vascularizacion y pericarditis. El tejido cardiaco de los ratones infectado con la cepa San

Antonio, presentd ademas presento focos de calcificacion.
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Figura 5.- Comparacion del efecto inflamatorio de la infeccidon con las cepas Munanta, Tulahuén y San
Antonio de T. cruzi en el tejido cardiaco de ratones ACA al dia veintiuno post infecciéon. En el tejido
infectado con la cepa Munantd se observan procesos degenerativos difusos (1), focos de necrosis (2),
Infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular (3) y pericarditis (4). En el tejido infectado con la cepa
Tulahuén se observan focos de degeneracion diseminados (1), un mayor numero de focos de Infiltrado
mononuclear, tanto perivascular como diseminado (2), y focos extensos de necrosis (3). En el tejido infectado
con la cepa San Antonio seobservan focos de degeneracion diseminada (1), necrosis focal diseminada(2),
focos extensos de Infiltrado mononuclear (3), un gran nimero de Pseudoquistes (5) y procesos de

calcificacion (6).Tincion HE. Aumento 400X

Recuento de pseudoquistes:

En la Figura 6 se muestra la evolucion del nimero de pseudoquistes, como forma de
expresion del desarrollo de infeccion en el tejido cardiaco de los ratones ACA infectados
con 2.000 tripomastigotes sanguineos de las cepas Munantd, Tulahuén y San Antonio de
T. cruzi. El examen microscopico de 50 campos elegidos al azar en aumento 400x mostré
gue el numero total de pseudoquistes fue siempre mas elevado en los ratones infectados

con la cepa San Antonio, que en los ratones infectados con las cepas Tulahuén y
16



Munanta durante el periodo de infeccidbn experimental. En los ratones infectados con la
cepa Tulahuén se observd un incremento significativo en el numero total de
pseudoquistes al dia 21 p.i., mientras en los ratones infectados con la cepa Munanta, sélo
pudo observase un unico pseudoquiste en el total de 50 campos analizados a la tercera

semana de la infeccién inicial con T. cruzi.

Como se muestra en la Figura 6, se observaron diferencias significativas en el nimero de
pseudoquistes entre las cepas Tulahuén y Munantd al dia 21 p.i. (p < 0,001), entre las
cepas San Antonio y Tulahuén a los dias 7 p.i. y 14 p.i. (ambos con p < 0,01) y entre las
cepas San Antonio y Munanti a los dias 7 p.i. (p < 0,01), 14 p.i. (p < 0,01) y 21 p.i.
(p < 0,001).

Conteo de Pseudoquistes

54
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ProMEDIO |  O,0 0,1 1,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,9 1,6
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Figura 6.- Diferencias en la evolucion del niumero de pseudoquistes en el tejido cardiaco de ratones
ACA infectados con 2.000 tripomastigotes sanguineos de las cepas Tulahuén, Munantd y San Antonio
de T. cruzi. El grafico muestra la media y desviacion estandar del nUmero de pseudoquistes por campo en el
curso de la infeccién y, en la tabla resumen, se ha incluido el nUmero total de pseudoquistes detectados en el
total de 50 campos analizados en los dias 7 p.i.,, 14 p.i. y 21 p.i. El andlisis de varianza de los resultados
(Media + DE) permiti6 establecer diferencias significativas en el nimero de pseudoquistes entre las cepas
Tulahuén y Munanta al dia 21 p.i. (p < 0,001), entre las cepas San Antonio y Tulahuén a los dias 7 p.i. y 14 p.i.
(p <0,01) y entre las cepas San Antonio y Munanta a los 7 p.i., 14 p.i. y 21 p.i.
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Infiltrado inflamatorio

En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos al comparar, al examen microscopico
directo, la evolucion del infiltrado inflamatorio en 50 campos elegidos al azar, en el tejido
cardiaco de los ratones infectados con las cepas Munanta, Tulahuén y San Antonio, de T.
cruzi.

Los ratones infectados con la cepa Munantd mostraron un escaso infiltrado inflamatorio
en el curso de la infeccion y el analisis de varianza de los resultado permitié establecer la
existencia de diferencias significativas en el infiltrado inflamatorio entre las cepas
Tulahuén y Munanta a los dias 7 p.i., 14 p.i. y 21 p.i,, (p < 0,0001), entre las cepas
Tulahuén y San Antonio al dia 21 p.i. (p < 0,01) y entre las cepas Munanta y San Antonio
alos dias 7, 14 p.i. y 21 p.i. (p < 0,001).

Recuento de células infiltrativas
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RESUMEN| DIA7P.I | DiA14P.L. | DiA21P.I. | DiA7P.I. | DiA14 P.I. | DIA 21 P.L
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Figura 7.- Diferencias en la evolucién del infiltrado inflamatorio mononuclear en el tejido cardiaco de
ratones ACA infectados con 2.000 tripomastigotes sanguineos de las cepas Munanta, Tulahuén y San
Antonio de T. cruzi. Los ratones infectados con la cepa Munanta mostraron un leve infiltrado inflamatorio al
dia 7 p.i. y un moderado proceso inflamatorio al dia 21 p. i. El andlisis de varianza de los resultados permitio
establecer la existencia de diferencias significativas en el infiltrado inflamatorio entre las cepas Tulahuén y
Munantd a los dias 7 p.i., 14 p.i. y 21 p.i., (p < 0,0001), entre las cepas Tulahuén y San Antonio al dia 21 p.i.
(p <0,01) y entre las cepas Munanta y San Antonio a los dias 7 p.i., 14 p.i. y 21 p.i. (p < 0,001).
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DISCUSION

En humanos, la Enfermedad de Chagas presenta una evolucion clinica variable que
incluye desde individuos asintométicos de por vida, hasta pacientes que desarrollan una
enfermedad cronica severa y potencialmente mortal, con dafio nervioso, cardiovascular
y/o gastrointestinal en la fase cronica de la infeccién. Los factores que determinan esta
diversidad en las manifestaciones clinicas de la enfermedad no han sido claramente
establecidos, pero se ha sugerido que tanto la presencia y la variabilidad genético-
biol6gica del parésito (Rassi y Marin 2010, Ribeiro Machado y Dias da Silva, 2012), como
el repertorio genético y los distintos mecanismos efectores de respuesta inmune del
hospedero estan involucrados en la patogénesis de la enfermedad (Gironés y Fresno
2003, Macedo et al., 2004).

Tanto los resultados de supervivencia (Figura 2) como el andlisis histopatologico (Figuras
3, 4 y 5) realizados en el presente trabajo permiten observar que los ratones ACA son
altamente susceptibles a la infeccién con la cepa San Antonio de T. cruzi, puesto que la
muerte de los animales ocurrié dentro de los primeros 21 dias post infeccién, de manera
similar a lo ocurrido con la cepa Tulahuén que, como se ha descrito anteriormente,
presenta una alta letalidad para estos ratones (Zufiga et al., 2007). Sin embargo, los
niveles de parasitemia y la severidad de dafio cardiaco fueron distintos dependiendo de la
cepa de T. cruzi utilizada en la infeccion experimental. Asi, los ratones infectados con la
cepa San Antonio, a pesar de presentar un escaso numero de parasitos libres en
circulacion (Figura 1), desarrollaron una severa enfermedad inflamatoria a partir de la
primera semana de infeccion, con un numero significativamente mas alto de
pseudoquistes (p<0,01), y acompafiado de necrosis y severa degeneracion tisular
diseminada (Figuras 3, 4y 5).

Los resultados aqui presentados permiten entonces, confirmar que, como se ha sugerido,
el parasitismo intracelular y el dafio tisular producido por el infiltrado inflamatorio
mononuclear que acompafia a la infeccién dependen no sélo del repertorio genético del
hospedero sino que también de las caracteristicas biolégicas del aislado o cepa del
parasito utilizado en el periodo de infeccién experimental (Albuquerque et al., 2008;
Zufiga et al, 2007).

Por otro lado la persistencia del pardsito en sangre, pese a ser necesaria, no es
estrictamente suficiente para producir la enfermedad, puesto que en el caso de los

ratones infectados con la cepa Munanta mostraron un escaso nimero de pseudoquistes
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en el tejido cardiaco, acompafado de miocarditis y pericarditis leve con so6lo un 25% de
mortalidad, en el curso de la infeccion, a pesar de presentar niveles de parasitemia
significativamente mas elevados (p < 0,001) que los niveles alcanzados por los ratones
infectados con la cepa Tulahuén o la cepa San Antonio de T. cruzi, en los cuales, a pesar
de incluso presentar una disminucién temprana en su parasitemia, estq se asocié a un

aumento progresivo del dafio producido en el tejido cardiaco.

CONCLUSION

Finalmente, la contribucién mas relevante del presente trabajo es la descripcion del dafio
inflamatorio producido en el tejido cardiaco por la infeccién cepa San Antonio de T. cruzi,
en el que han podido identificarse lesiones semejantes a las encontradas en la infeccion
con la cepa Tulahuén, que ha sido descrita como altamente patogénica (Kagan y Norman,
1960, Knubel et al., 2011).

Es importante ademas destacar que los resultados de dafio inflamatorio aqui observados
en el tejido cardiaco, pueden ser distintos en otros 6rganos o tejidos de los ratones
infectado con las cepas Tulahuén, San Antonio y Munanta, debido al distinto tropismo
celular que presentan las diferentes cepas o aislados de T. cruzi (Pereira y Navarro, 2013,
Rodrigues et al., 2013, Vizcaino-Castillo et al., 2014).

De esta manera, el estudio de otros tejidos y el uso de técnicas diagndésticas mas
especificas, como la tincién inmunohistoquimica, permitiran caracterizar las poblaciones
leucocitarias involucradas tanto en el dafio tisular producido por las cepas Tulahuén y
San Antonio, como en la eventual respuesta inmune protectora que se produciria en los

ratones ACA, infectados con la cepa Munantéa de Trypanosoma cruzi.
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