Revista de Investigaciones Veterinarias
del Pert, RIVEP

ISSN: 1682-3419
rivepsm@gmail.com

Universidad Nacional Mayor de San
Marcos

Pera

Larenas Herrera, Julio; Ramila Garrido, Catalina; Zufiga Marti, Claudio; Palau Castafio,
Maria Teresa; Vergara Castillo, Ulises
Dafio Inflamatorio y Cambios Cariométricos en Tejido Cardiaco de Ratones
Experimentalmente Infectados con Trypanosoma cruzi
Revista de Investigaciones Veterinarias del Peru, RIVEP, vol. 27, nim. 4, 2016, pp. 758-
770
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Lima, Pera

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=371849372015

Cémo citar el articulo - ((})\ /!

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3718
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3718
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3718
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=371849372015
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=371849372015
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3718&numero=49372
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=371849372015
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3718
http://www.redalyc.org

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(4): 758-770
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v27i4.11614

Daio Inflamatorio y Cambios Cariométricos en Tejido
Cardiaco de Ratones Experimentalmente
Infectados con Trypanosoma cruzi

INFLAMMATORY DAMAGE AND KARYOMETRIC CHANGES IN CARDIAC TISSUE FROM MICE
EXPERIMENTALLY INFECTED WITH Trypanosoma cruzi

Julio Larenas Herrera'?, Catalina Ramila Garrido!, Claudio Zuiiga Marti',
Maria Teresa Palau Castaio?, Ulises Vergara Castillo'*

RESUMEN

En el presente trabajo se evaluaron las alteraciones cariométricas causadas por la
infeccion con la cepa Munanta, la cepa Tulahuén y el clon Dm28c de Trypanosoma cruzi
en el tejido cardiaco de ratones ACA experimentalmente infectados con 2000
tripomastigotes sanguineos del parasito y su relacion con el dafo inflamatorio, numero
de seudoquistes y posible asociacion con los niveles de parasitemia y mortalidad acumu-
lada. Los resultados mostraron un aumento significativo del tamafio nuclear en el tejido
cardiaco de los ratones infectados, en comparacion con los ratones controles no infecta-
dos con T. cruzi. Los ratones infectados con la cepa Tulahuén o con el clon Dm28c
mostraron una prepatencia sanguinea de cinco dias y nivel maximo de parasitemia de
16.23 x 10°£2.21 x 10° parasitos/ml a los 11 dias pos-infeccion — p.i. — (cepa Tulahuén) y
de 20.10 x 10° +2.25 x 10° parasitos/ml a los nueve dias (clon Dm28¢), en tanto que los
ratones infectados con la cepa Munantd mostraron una prepatencia de siete dias y un
nivel maximo de parasitemia significativamente mas elevado (42.57 x 105+ 2.10 x 10°
parasitos/ml; p<0.001) alos 17 dias p.i. Los ratones infectados con Munanté presentaron
un 75% de sobrevida mas alla de los seis meses de infeccion, en tanto que los ratones
infectados con la cepa Tulahuén y con el clon Dm28c mostraron 100% de mortalidad
acumulada a los 21 y 23 dias p.i., respectivamente. El analisis histopatologico sugiere (al
menos al dia 19 p.i.) una asociacion entre el parasitismo intracelular (seudoquistes), la
magnitud del infiltrado inflamatorio mononuclear, la severidad del daiio en el tejido cardiaco
y la mortalidad de los ratones infectados con la cepa Tulahuén y el clon Dm28c, a pesar
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del bajo nivel de parasitemia, de manera que no siempre existe una asociacion entre los
niveles de parasitemia y la resistencia o susceptibilidad a la infeccion con 7. cruzi. Final-
mente, el estudio cariométrico sugiere que no existe asociacion entre el aumento del
tamafio nuclear observado en el tejido cardiaco de los ratones infectados con T. cruzi 'y
la virulencia o caracteristicas bioldgicas de los aislados del paréasito.

Palabras clave: enfermedad de Chagas, cepas de Trypanosoma cruzi, estudio
histopatologico, infiltrado inflamatorio, parametros nucleares

ABSTRACT

In this study were evaluated the karyometric alterations caused by strains Munanta
and Tulahuén and clon Dm28c of Trypanosoma cruzi in cardiac tissue in ACA mice
infected experimentally with 2000 blood tripomastigotes of the parasite and the relationship
with inflammatory damage, number of pseudocysts and correlation with parasitemia levels
and mortality. Results showed a significant increase in the nuclear size in cardiac tissue
of infected mice compared with control mice. Infected mice with Tulahuén strain or clon
Dm28c showed a 5-day blood prepatency, with a maximum parasitemia levels of 16.23 x
10°+2.21 x 10° parasites/ml on day 11 post infection — p.i. —(Tulahuén strain) and 20.10 x
105+ 2.25 x 10° parasites/ml on day 9 p.i. (clon Dm28c) while mice infected with Munanta
strain showed a 7-day prepatency and a significantly higher maximum parasitemia level
(42.57 x 105+ 2.10 x 10° parasites/ml; p<0.001) at 17 days p.i. Mice infected with Munanta
showed a 75% survival beyond six months p.i. as compared to 100% mortality in mice
infected with Tulahuén strain and clon Dm28c at 21 and 23 days p.i. respectively. The
histopathological analysis suggested a correlation at least at day 19 p.i. between
intracellular parasites (pseudocysts), the magnitude of mononuclear inflammatory
infiltrate, the severity of damage in cardiac tissue and mortality of infected mice with
Tulahuén strain and clon Dm28c despite the low level of parasitemia, so not always exists
a correlation between the levels of parasitemia and resistance or susceptibility to infection
with 7. cruzi. Finally, the kariometric study indicates that there is no correlation between
an increased nuclear size in cardiac tissue and virulence or biological characteristics of
the isolated parasite.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi strains, histopathological study,
inflammatory infiltrate, nuclear parameters

tencialmente mortal y se estima que entre 15
y 18 millones de personas se encuentran in-
fectadas por el parésito y que entre 75 y 90
millones se encuentren expuestas a la infec-
¢i6n, desde el sur de Estados Unidos hasta el
cono sur de Latinoamérica (OMS, 2010; Rassi
et al., 2010). En Chile, el area endémica se
extiende desde laregion de Arica y Parinacota
por el norte a la region del Libertador Gene-

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, llamada tam-
bién tripanosomiasis americana, es una infec-
cion parasitaria producida por el protozoo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi y que,
debido a su amplia distribucion y alta preva-
lencia en el hombre y diversos animales, cons-
tituye un importante problema de salud publi-

ca en Centro y Sudamérica. La enfermedad
es una condicion inflamatoria cronica y po-
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ral Bernardo O’Higgins por el sur, incluyen-
do la Region Metropolitana (ISP, 2014).
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A mas de cien afios de su descripcion,
la enfermedad de Chagas continiia siendo una
infeccion compleja y, a pesar que las diver-
sas estrategias orientadas al control de los
insectos vectores han logrado disminuir la
incidencia de la enfermedad en varios paises
de América Latina (OMS, 2010), la
globalizacion del comercio y el aumento de
las migraciones de regiones endémicas a no
endémicas han convertido esta infeccion pa-
rasitaria en un problema latente de salud,
existiendo un numero creciente de pacientes
afectados en paises no-endémicos como
Australia, Canad4, Japon y Espana (Clayton,
2010; Rodriguez y Albajar, 2010; Kowalska
etal.,2011).

En América Latina, el parasito es trans-
mitido a hospederos vertebrados a través de
insectos hematofagos de los géneros
Triatoma, Panstrongilus y Rhodnius
(Hemiptera; Reduviidae). La infeccion afec-
ta al humano y a mas de 150 especies de
animales domésticos, sinantropicos y mami-
feros selvaticos (Rodriguez y Albajar, 2010).
Ademas de la forma habitual de infeccion a
través del insecto hematofago, los humanos
pueden infectarse por transfusion sanguinea,
por transmision congénita a través de la
placenta, trasplante de 6rganos, accidentes
de laboratorio y por la ingestion de alimentos
contaminados con deyecciones de insectos
infectados.

El modelo de infeccion experimental en
ratones ha sido uno de los mas ampliamente
utilizados en el estudio de la infeccion con T
cruzi. La evidencia experimental obtenida
utilizando el modelo murino sugiere que el
desarrollo y la evolucion de la infeccion de-
penden tanto de factores asociados al para-
sito (virulencia y tropismo celular de distin-
tos aislados o cepas de T. cruzi, dosis o ni-
mero de parasitos en la infeccion inicial, sitio
o tejido de ingreso de los mismos) (Andrade
et al., 2010), como de factores propios del
hospedero (sexo, edad, repertorio genético
asociado a los distintos mecanismos de res-
puesta inmune) (Zudiga et al., 2012a). Las
cepas de ratones difieren en cuanto a la sus-
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ceptibilidad a la infeccion con T, cruzi, exis-
tiendo, 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 fendmenos
de resistencia o susceptibilidad a la infeccion
(Zuiiiga et al., 2012b).

El modelo murino ha sido utilizado no
solo en el estudio de los mecanismos de trans-
mision de la enfermedad congénita, sino tam-
bién para demostrar la existencia de cambios
en la morfologia nuclear de células
trofoblasticas asociados al dafio placentario
(Sala et al., 2008) y determinar cambios nu-
cleares en los acinos y conductos estriados
de la glandula sublingual (Albuquerque et al.,
2008).

Basados en estos antecedentes, en el
presente trabajo se analizan las alteraciones
nucleares o cariométricas (didmetro, perime-
tro, superficie, volumen, relacion superficie/
volumen) de las células cardiacas de ratones
ACA, experimentalmente infectados con las
cepas Munantd, Tulahuén y clon Dm28c de
T. cruzi, asi como su asociacion con el dafo
tisular producido por la infeccion parasitaria.

MATERIALES Y METODOS

Ratones y Parasitos

Tres grupos de 15 ratones hembras de
la cepa ACA de 10 semanas de edad fueron
infectados con 2000 tripomastigotes sangui-
neos de la cepa Tulahuén, de la cepa Munanta
o del clon Dm28c de Trypanosoma cruzi.
Estas cepas o aislados del parasito han sido
mantenidas iz vivo en la unidad de manten-
cion de animales de experimentacion del La-
boratorio de Inmunologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Uni-
versidad de Chile, mediante el traspaso se-
manal de tripomastigotes sanguineos en ra-
tones de la cepa Balb/c.

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(4): 758-770
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Modelo de Infeccion Experimental

Mediante puncion cardiaca se extrajo
0.6 ml de sangre de un raton Balb/c infecta-
do con cada una de las cepas o del clon Dm8c
de T cruzi. Los ratones fueron sacrificados
utilizando CO, via inhalatoria, cumpliendo con
las normas bioéticas y de bioseguridad esta-
blecidas en los Manuales de Normas de
Bioética y de Bioseguridad de la Comision
Nacional de Investigacion Cientifica y Tec-
nologica (CONICYT).

Los procedimientos de infeccion expe-
rimental de ratones, extraccion de sangre y
extraccion de tejidos luego del sacrificio de
los animales se realizaron en un gabinete de
bioseguridad Forma Scientific Class IIA/B3
(USA). El manejo adecuado de los animales
y el cumplimiento de los protocolos fueron
certificados por los comités de Bioética Ani-
mal y de Bioseguridad de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias y Pecuarias de la Universi-
dad de Chile (Certificado 23-11-2012).

La sangre fue colocada en tubos estéri-
les con 0.1 ml de citrato de sodio como anti-
coagulante. Se tom¢ 10 pl y fue diluida en
490 pl de suero fisiologico estéril y se hizo un
recuento de parasitos en la camara de
Neubauer. De esta forma, se determind la
cantidad total de parasitos en los 0.6 ml de
sangre inicial con el fin de realizar las dilucio-
nes necesarias, en suero fisiologico estéril,
para obtener 2000 parasitos en 0.2 ml. Esta
dosis fue inoculada en cada raton de los gru-
pos experimentales.

Se utilizd, ademas, como control negati-
vo, un grupo de cinco ratones hembras de la
cepa ACA de 10 semanas de edad, que se
inocularon con 0.2 ml de sangre de ratones
Balb/c no infectados y diluida de manera si-
milar a la de aquella proveniente de ratones
infectados. Estos ratones se sangraron en
forma paralela a los grupos infectados para
establecer que las alteraciones y eventual
muerte de los animales experimentales se
debe a la infeccion con 7. cruzi y no a varia-
bles como una eventual anemia provocada

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(4): 758-770

por las sucesivas sangrias realizadas durante
el desarrollo del estudio.

Estudio de Parasitemia

Para determinar la prepatencia y la
eventual variacion en el nimero de parasitos
libres en circulacion, los ratones experimen-
talmente infectados se sangraron cada dos
dias a partir del tercer dia pos-infeccion (p.i.).
Los niveles de parasitemia se analizaron hasta
hacerse negativos o hasta la muerte de los
ratones infectados. La sangre se recolectod
de la vena caudal en tubos de
microhematocrito heparinizados, fue
centrifugada a 700 g por 5 min y se dejo re-
posar por 30 min en estufa a 37 °C, para medir
el volumen de sangre en cada tubo. Final-
mente, cada muestra fue colocada en un
portaobjeto para determinar el numero de
parasitos en 50 campos elegidos al azar, utili-
zando un aumento de 400X. Los resultados
se expresaron como el promedio de
parasitemia del grupo y la desviacion estandar
correspondiente, de acuerdo al método des-
crito por de Arias y Ferro (1988).

Estudio Histopatolégico

El dafio histopatoldgico y los cambios
en los parametros nucleares se determinaron
en muestras de tejido cardiaco de ratones
sacrificados los dias 7, 15y 19 p.i. en cada
grupo experimental y del grupo control. Los
tejidos fueron fijados en Bouin-formalina 10%
¢ incluidos en parafina (Lopez et al., 1982).
Se hicieron cortes de 5 pm que fueron tefii-
dos con hematoxilina-eosina.

Se determiné la magnitud y las caracte-
risticas del dafio tisular y el nimero de célu-
las mononucleares en los focos inflamatorios
detectados (400X). Ademas, se cuantifico el
numero de seudoquistes parasitarios en 50
campos elegidos al azar (400X). El estudio
de las alteraciones nucleares o cariométricas
(diametro, perimetro, superficie, volumen y
relacion superficie/volumen) se realizo en 30
campos elegidos al azar (1000X). En cada
nucleo se midio el largo y ancho y con dichas
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medidas se calcul6 el diametro medio, peri-
metro, superficie, volumen, y relacion super-
ficie volumen.

La captura y digitalizacion de imagenes
se realiz6 utilizando el programa Motic
MCCamera 2.0, y la cuantificacion de célu-
las se determino utilizando el Programa Image
J 1.48 (National Institute of Health, EEUU).

Analisis Estadistico

Los resultados de los niveles maximos
de parasitemia, numero de células
inflamatorias mononucleares y ntiimero de
seudoquistes se analizaron mediante un ana-
lisis de varianza y el analisis de superviven-
cia se realizo de acuerdo al método de Kaplan
y Meier (1958), en ambos casos utilizando el
programa Graph Pad Prismv. 5.0. El analisis
de los parametros nucleares se realizd me-
diante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis (Sala et al., 2008), utilizando el soft-
ware InfoStat (Di Rienzo et al., 2008).

RESULTADOS

Niveles de Parasitemia y Mortalidad

En la Figura 1 se muestra la evolucion
de los niveles de parasitemia (1a) y del por-
centaje de supervivencia (1b) como expre-
sion del desarrollo de la infeccion en los rato-
nes ACA experimentalmente infectados. El
periodo de prepatencia sanguinea fue de 5
dias para la cepa Tulahuén y el clon Dm28c,
y de 7 dias para la cepa Munanta (1a). El
nivel maximo de parasitemia (42.57 x 10°+
2.10 x 10° parasitos/ml) alcanzado por los
ratones infectados con la cepa Munanta a
los 17 dias p.i. fue significativamente mas alto
(p<0.001) que el nivel maximo (16.23 x 10°+
2.21 x 10°parasitos/ml) alcanzado por los ra-
tones infectados con la cepa Tulahuén a los
11 dias p.i. y el nivel maximo (20.10 x 10°+
2.25 x 10° parasitos/ml) alcanzado por el clon
Dm28c a los 9 dias p.i.
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Los ratones infectados con la cepa
Tulahuén y con el clon Dm28c¢ presentaron
100% de mortalidad acumulada alos 21 y 23
dias p.i., respectivamente (Fig. 1b), mientras
que el grupo de ratones infectados con la cepa
Munanta solo presentd el 25% de mortalidad
en el mismo periodo. Asimismo, 75% de es-
tos ratones sobrevivido mas alla de los seis
meses p.i.

Estudio Histopatolégico

En el dia 7 p.i., se detectd un leve pro-
ceso inflamatorio e infiltrado mononuclear en
el pericardio de los ratones infectados con la
cepa Munanta (Fig. 2A), con ausencia de
focos inflamatorios y escasa infiltracion
mononuclear en el miocardio. Asimismo, en
el caso del tejido cardiaco de los ratones in-
fectados con el clon Dm28c (Fig. 2E) y con
la cepa Tulahuén (Fig. 2I) se detect6 un leve
fendomeno inflamatorio perivascular e infiltra-
cion de células mononucleares, pero sin evi-
dencia de pericarditis.

En el dia 15 p.i., los ratones infectados
con la cepa Munantd presentaron un
pericardio sin dafio aparente, mientras en el
miocardio se observo la presencia de focos
inflamatorios (Fig. 2B). En el caso de los ra-
tones infectados con el clon Dm28c (Fig. 2F),
hubo mayor dafio inflamatorio y necrosis, zo-
nas de calcificaciobn y numerosos
seudoquistes, en tanto que en los ratones in-
fectados con la cepa Tulahuén se observo
una pericarditis cronica severa y presencia
de seudoquistes (Fig. 2J).

Enel dia 19 p.i., se observo mayor dafio
tisular en el tejido cardiaco de ratones infec-
tados con el clon Dm28c (Fig. 2G), con pro-
cesos necroticos multifocales, presencia de
seudoquistes e inflamacién. En los ratones
infectados con la cepa Munanta se observa-
ron procesos inflamatorios diseminados y
focales en el pericardio, mientras el miocardio
(Fig. 2C) mostro focos inflamatorios disemi-
nados y necrosis leve, con degeneracion
hialina de la fibra muscular y presencia de
seudoquistes. En los ratones infectados con

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(4): 758-770
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Figura 2. Dafio inflamatorio en el tejido cardiaco de ratones ACA infectados con la cepa Munanta
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(A, B, C, D), el clon Dm28c (E, F, G, H) y la cepa Tulahuén (I, J, K) de 7. cruzi. En el
caso de la cepa Munanta, se observo pericarditis leve a los 7 d p.i. (A1), leve miocar-
ditis alos 15 d (B2), focos inflamatorios diseminados (C3), necrosis leve con degene-
racion hialina (C4) y presencia de seudoquistes (recuadro C5) a los 19 d y foco infla-
matorio leve (D1) y un pequeio foco necrético (D2) alos 21 d. En el caso del clon Dm
28c hubo presencia de seudoquistes (recuadro E1) y un fenémeno inflamatorio
perivascular leve (E2) alos 7 d p.i., un proceso inflamatorio moderado (recuadro F5),
numerosos seudoquistes (F6) a los 15 d, procesos necréticos multifocales (G10),
seudoquistes (G11) y focos de inflamacion (G12) alos 19 d, y en el pericardio inflama-
cion leve (recuadro H7), en miocardio procesos necréticos severos y diseminados
(H3) con zonas de hialinizacion (H4), miocarditis moderada (HS5) y presencia de
seudoquistes (H6) alos 21 d. En el caso de la cepa Tulahuén se observé un fenémeno
perivascular leve (I12) alos 7 d p.i., pericarditis cronica severa (recuadro J2) y presen-
cia de seudoquistes (J3) alos 15 d y necrosis (K6), miocarditis (K7) y degeneracion de
Zenker (recuadro K8) a los 19 d. Tincion HE. 400X

Rev Inv Vet Pert 2016; 27(4): 758-770
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Cuadro 1. Evolucion del nimero de seudoquistes y del infiltrado mononuclear en el tejido
cardiaco de ratones ACA infectados con cepas Munantd, Tulahuén y con el

Clon Dm28c de T. cruzi

posirll)f:aicién Miigﬁta Tlfljzlrl)l?én Clon Dm28¢
Seudoquistes (n) 7 0° 0° 02+0.5°
15 0° 0.22+0.6° 02+7.3°
19 0.08+0.3" 012+03° 149+10.2°
21 0.04+0.2° 55+1.1°
Infiltrado mononuclear 7 63.0+44.6" 0° 0°
en pericardio 15 0?2 1393 +553° 0°?
19 678 +412° 0° 0°
21 0.04+0.2° 55+1.1°
Infiltrado mononuclear 7 20+12° 150+4.5°  39.0+4.5"
en miocardio 15 20+£12°2 0° 325 +193°
19 118.0+12%  750+83" 106+ 61°
21 480+138"° 295+£70°

Superindices diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (*°: p<0.0001; *®: <0.001)
Celdas sin valores son debidas a que todos los ratones habian muerto en esos dias posinfeccidon

la cepa Tulahuén (Fig. 2K) se detectaron
miocarditis, necrosis y degeneracion de
Zenker.

Eneldia 21 p.i., el pericardio de los ra-
tones infectados con la cepa Munanta tenia
una apariencia normal y focos inflamatorios
y necroéticos en el miocardio (Fig. 2D). Los
ratones infectados con el clon Dm28¢ pre-
sentaron seudoquistes, inflamacion, procesos
necroticos severos y diseminados, con zonas
de hialinizacion y degeneracion de Zenker en
el miocardio (Fig. 2H) y un proceso inflama-
torio leve en el pericardio (Fig. 2H).

En el Cuadro 1 se muestra la evolucion

del numero de seudoquistes y del infiltrado
inflamatorio en 50 campos elegidos al azar

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(4): 758-770

en el tejido cardiaco de los tres grupos expe-
rimentales. Los ratones infectados con el clon
Dm28c presentaron un nimero significa-
tivamente mas elevado de seudoquistes du-
rante el periodo experimental (p<0.0001).

A nivel de pericardio solo se detectaron
células inflamatorias en los ratones infecta-
dos con la cepa Munanta en los dias 7 y 19
p.i., infiltrado inflamatorio mononuclear en
ratones infectados con la cepa Tulahuén en
el dia 15 p.i., e infiltracion inflamatoria en los
ratones infectados con el clon Dm28c en el
dia 21 p.i. Por otro lado, en el miocardio se
observo un numero significativamente mas
elevado de células inflamatorias en los rato-
nes infectados con el clon Dm28c que con
las cepas Tulahuén y Munanta (Cuadro 1).
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Cuadro 2. Cambios cariométricos en ratones ACA durante el curso de la infeccion con

Trypanosoma cruzi

Dias pos- Dlalne?tro Perimetro Superficie Volumen Relac10.n
infeccion medio (um) (um?) (um’) superficie/

(um) volumen

Control no 7 53418 207478  301.942543 108941149  3.6+18

infectado

Munanta 7 52419 199+74  266.9+2420  99.0+107.8 3.6+2.4
15 48+1.8" 17.7+6.8 199.6+1751" 853+ 112.2" 3.6+£24

19 52415 198459  248.1+173.6 93.1+819 3.5+25

21 6.1+2.1" 24.6+8.1" 4214+2994" 163.6+183.0" 3.9+2.1

Tulahuén 7 49+1.7" 19.1+80  263.6+293.6  88.1+117.9 3.9+22
15 52415 204+66  284.9+240.0 894 +813 41+23

19 52420 213+96 347.6+4680 1089+151.6 45424

Clon 7 49+14 18.6+57  2252+1508 77.0 + 65.6 3.8+24
Dm28c 15  51+12 198+51 252841504 7874512  3.9+2.1
19 59+12' 214+45 263241369  1186+90.0' 29+23

21 59420 21.6+75 290.7+2514 146.0+1554' 28+24'

! Valor estadisticamente diferente (p<0.01) respecto al tejido cardiaco de ratones no infectados

Estudio Cariométrico

La Figura 3 muestra las eventuales al-
teraciones nucleares o cariométricas asocia-
das al dafio inflamatorio producido por la in-
feccion con T cruzi los dias 7, 15, 19 y 21
p.i. en los ratones experimentalmente infec-
tados con la cepa Munanta (Figs. 3A,B,Cy
D, respectivamente) y con el clon Dm28c
(Figs. 3E, F, G y H, respectivamente). Asi-
mismo, las Figs. 31, 3] y 3K muestran los
nucleos de los cardiomiocitos de los dias 7,
15, y 19 p.i. de los ratones infectados con la
cepa Tulahuén. La Fig. 3L muestra los na-
cleos celulares en el tejido cardiaco de los
ratones control, no infectados, con 7. cruzi.

El Cuadro 2 muestra los resultados ob-
tenidos al comparar los cambios nucleares
observados en los ratones ACA experimen-
talmente infectados con 7. cruzi con aque-
llos observados en los ratones control (no in-
fectados). El analisis estadistico, mediante la
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prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
permitié establecer que existe un aumento
significativo en el didmetro y el volumen de
los nuicleos celulares en el tejido cardiaco de
los ratones infectados, en particular a los 21
dias p.i. con la cepa Munanta y el clon Dm28c
(p<0.01).

DiscUusION

La Enfermedad de Chagas es una in-
feccion parasitaria cuyas distintas formas de
expresion clinica y la severidad del dafio ner-
vioso, cardiaco y digestivo (Rassi et al., 2010;
Ribeiro Machado y Pinto Dias, 2012) pare-
cen obedecer a una compleja red de eventos
que acompafian, tanto a la presencia del pa-
rasito en distintos tejidos como al desarrollo
de una respuesta inmune protectora y una
respuesta autoinmune (Kierszenbaum, 1999,
2005), y conducen finalmente a dafio tisular
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Figura3. Nucleos celulares en un campo elegido al azar en el tejido cardiaco de ratones de la
cepa ACA infectados con 2000 tripomastigotes sanguineos. L. Infectados con la cepa
Munanta de 7. cruzi, a los dias 7 (A), 15 (B), 19 (C) y 21(D) posinfeccion experi-
mental; II Infectados con el clon Dm28c¢ a los dias 7 (E), 15 (F), 19 (G) y 21 (H)
posinfeccion; III: Infectados con la cepa Tulahuén de 7. cruzi a los dias 7 (I), 15 (J)
y 19 (K) posinfeccion IV: Control, no infectado, (3L). Tinciéon HE. 100X

a medida que progresa el curso de la infec-
cion y la enfermedad. Asi, los resultados del
estudio histopatoldgico permiten confirmar
que, como se ha sugerido, el parasitismo
intracelular y el dafio tisular producido por el
infiltrado inflamatorio mononuclear que acom-
pafia a la infeccion dependen no solo del re-
pertorio genético del hospedero, sino también
de las caracteristicas bioldgicas del aislado o
cepa del parasito utilizado en la infeccion ex-
perimental (Zuiiiga et al, 2007; Albuquerque
et al., 2008; Sala et al., 2008).

Rev Inv Vet Peri12016; 27(4): 758-770

Los ratones infectados con la cepa
Munantd mostraron un escaso numero de
seudoquistes, miocarditis y pericarditis leve y
solo 25% de mortalidad, a pesar de que sus
niveles de parasitemia fueron significativa-
mente mas elevados (p<0.001) que los alcan-
zados por los ratones infectados con la cepa
Tulahuén y el clon Dm28c¢, que presentaron
100% de mortalidad acumulada a la tercera
semana p.i. Por otro lado, aun cuando los
animales infectados con Tulahuén y clon
Dm28c presentaron una prepatencia de cin-
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co dias y similares niveles de parasitemia y
de mortalidad acumulada, los ratones infec-
tados con el clon Dm28c presentaron mayor
dafio tisular con focos necroticos severos y
un niimero significativamente mas elevado de
seudoquistes (p<0.0001), que los otros que
presentaron miocarditis, pericarditis y nime-
ro de seudoquistes similares a lo previamen-
te descrito (Zuiiiga et al., 2007).

En los casos de transmision congénita
de la enfermedad de Chagas en humanos, se
ha demostrado la existencia de alteraciones
placentarias que incluyen la presencia de ni-
dos de amastigotes, areas de necrosis, para-
sitos en fibroblastos coriénicos y mesénquima
sub-amniotico del sinus marginal e infiltrado
inflamatorio que puede inducir apoptosis de
células placentarias y ruptura de la barrera
trofoblastica, con la consiguiente liberacion
de tripomastigotes y riesgo de infeccion del
embrion o feto (Garcia-Lloret et al., 2000;
Redline, 2006).

En el modelo murino de transmision con-
génita de la infeccion con 7. cruzi se ha ob-
servado, ademas, la existencia de alteracio-
nes en la morfologia nuclear de las células
trofoblasticas gigantes y de las células
trofoblasticas de la zona esponjosa, asocia-
das al dafio placentario en hembras A.Sw
intraperitonealmente infectadas con distintas
cepas del parasito (Sala et al., 2008). El ana-
lisis de las alteraciones nucleares observa-
das en las células cardiacas de las hembras
ACA infectadas con distintas cepas o aisla-
dos de T. cruzi muestran que el parasito in-
duce una disminucion en el tamaiio del nu-
cleo en las primeras dos semanas de infec-
cion, para luego inducir un aumento signifi-
cativo del tamafo nuclear, a partir del dia 15
p.1. Aumentos similares en el tamafio nuclear
se han obtenido en tejido cardiaco, higado y
bazo de machos Balb/c infectados con el clon
Brenner BSCL (Rodrigues ef al., 2013).

Los resultados muestran que, a pesar

que en las primeras dos semanas de infec-
cion los tres grupos de ratones presentan solo
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un leve dafio tisular y un escaso numero de
seudoquistes y de células inflamatorias en el
tejido cardiaco, los ratones infectados con la
cepa Tulahuén y con el clon Dm28c acumu-
laban una mortalidad del 50%, significa-
tivamente mas elevada que el escaso 14%
de mortalidad acumulado en los ratones in-
fectados con la cepa Munantd, a pesar del
elevado nivel de parasitos libres en circula-
cion que ellos presentaban en el mismo pe-
riodo.

Los resultados sugieren que, al menos
al dia 19 p.i., existiria una asociacion entre el
parasitismo intracelular (seudoquistes), la
magnitud del infiltrado inflamatorio
mononuclear, la severidad del dafio en el teji-
do cardiaco y la mortalidad de los ratones
infectados con la cepa Tulahuén y con el clon
Dm28c, a pesar del bajo nivel de parasitemia,
pues no siempre existe una asociacion entre
los niveles de parasitemia y la resistencia o
susceptibilidad a la infeccion con 7. cruzi
(Minoprio et al.,1989; Hoft et al., 1993), asi
como tampoco existe asociacion entre la in-
duccién de un aumento del tamafio nuclear
en el tejido cardiaco y la virulencia o carac-
teristicas biologicas de los aislados del para-
sito, aqui utilizados en la infeccion experimen-
tal de ratones ACA.

CONCLUSIONES

Se observé una asociacion entre la pre-
sencia de seudoquistes, la magnitud del infil-
trado inflamatorio mononuclear, la severidad
del dafio en el tejido cardiaco y la mortalidad
de los ratones infectados con la cepa
Tulahuén y el con el clon Dm28c, a pesar del
bajo nivel de parasitemia.
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