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RESUMEN

Se determind a los signos y alteraciones histopatologicas producidos por dos cultivos de 7rypanosoma cruzi,
uno procedente del Departamento de Arequipa (C-Areq) ubicado en el sur del Peru y otro del Departamento de
Amazonas (C-Utc) ubicado en el norte peruano en Mus musculus BALB/c. Los epimastigotes mantenidos en
medio bifasico BHI/PYLB se subcultivaron en medio Grace’s Insect para obtener los tripomastigotas
metaciclicos. Se utilizaron 22 ejemplares de M. musculus BALB/c: 10 se inocularon con C-Areq, 10 con C-Utc
y 2 fueron inoculados con SSF (testigo). Se evalud los niveles de parasitemia, y los signos y alteraciones
histopatologicas en el modelo animal. A los 20 dias post inoculacion (pi), se encontré niveles de parasitemia de
6,6x107 tripomastigotas sanguineos de la poblacion C-Areq, cifra superior a la alcanzada por la poblacion C-Uct
(1,7x10%) en el mismo periodo. El estudio histopatologico del encéfalo de ratones inoculados con ambas
poblaciones del protozoario mostrd, edema, congestion vascular, células gliales, necrosis y grupos (nidos) de
amastigotas de 7. cruzi, del miocardio, también grupos de amastigotes, edema, congestion vascular, hemorragia
y necrosis y del higado se observo una marcada congestion vascular y balonamiento. La totalidad de los ratones
del grupo experimental inoculados con tripomastigotes de 7. cruzi procedentes de Arequipa, presentaron
diferente comportamiento en relacion al raton control. Se observd erizamiento del pelo, agitacion y paralisis de
extremidades inferiores, muriendo la totalidad de ejemplares, sin embargo, en los ratones inoculados con la
poblacion de 7, cruzi C-Uct no apareci6 el erizamiento del pelo, pero si se observo agitacion de los ejemplares,
muriendo la totalidad de ellos.
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ABSTRACT

Signs and histopathological alterations produced by the inoculation of two Trypanosoma cruzi cultures, one
from the Department of Arequipa (C-Areq) located at South of Peru, and another from the Department of
Amazonas (C-Utc) located at Northern in Mus musculus BALB/c under experimental conditions. Epimastigote
were manteined in BHI/PYLB medium from which they subcultured in Grace's Insect medium supplemented to
generate metacyclogenesis were made. Twenty-two specimens of M. musculus BALB/c were used, of which 10
were inoculated with C-Areq metacyclic trypomastigotes, 10 with C-Utc metacyclic trypomastigotes and 2 were
inoculated with SSF (control). 20 days post inoculation (pi), found levels of parasitemia in the animal model
used of 6, 6 x 107 blood tripomastigotas of the population C-Areq, a figure higher than that achieved by the
population C-Utc (1, 7 x 106) in the same period. Histopathological study of the brain of mice inoculated with
both populations of the Protozoan showed, oedema, vascular congestion, cell glial, necrosis and groups (nests) of
amastigotas of 7. cruzi; myocardial, groups of amastigotes, oedema, vascular congestion, haemorrhage and
necrosis and liver was also observed a marked vascular congestion and reg. All of the experimental group mice
inoculated with tripomastigotes of T. cruzi from Arequipa, showed different behavior in relation to the mouse
control. Was bristling of hair, agitation, and paralysis of lower extremities, dying all copies, however, in mice
inoculated with the population of 7. cruzi C-Uct did not appear the hair bristling, but yes there was agitation of
the specimens, and death all of them.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, producida por el parasito 7rypanosoma cruzi, es transmitida por vectores
conocidos como triatominos, que estan ampliamente distribuidos en todo el territorio peruano!. Se
estima que en el Pert existen 621 000 personas infectadas por 7. cruziy una de las areas endémicas de
mayor importancia en la region sudoccidental es Arequipa, de donde provienen mas del 80% de los
casos reportados al sistema de vigilancia epidemioldgica del Ministerio de Salud (MINSA)2.

Recientemente se esta informando un nimero creciente de casos agudos de la enfermedad de Chagas
en los paises amazonicos 3. En cambio en la regién amazonica del Peru se han registrado pocos casos
humanos; no obstante, investigaciones efectuadas en las dos ultimas décadas han permitido conocer
que existen alrededor de 18 especies de triatominos en esta area, lo cual hace dudosa la poca
incidencia de casos, que hace pensar que este padecimiento no es una afeccion de importancia para la
salud; por lo tanto, éstas cifras pueden relacionarse con el hecho de que: a) no se establece un
diagndstico adecuado en los servicios de salud sean publicos o privados, dado que la enfermedad se
puede confundir con otras anormalidades; b) no se considera dentro de los diagndsticos diferenciales
de los pacientes, o c) no se usan métodos diagnosticos mas sensibles y especificos*.

Estudios realizados sobre los niveles de parasitemia en modelos murinos infectados con 7. cruzi
muestran una gran variacion respecto a los datos obtenidos, es decir se extiende desde 1x104 hasta
1x107, esto depende de la concentracion de parasitos/mL en el indculo y de la virulencia del cultivo de
T. cruzi’.

El conocimiento de la parasitemia resulta importante, porque las diferencias en cuanto al
comportamiento patogénico de las distintas cepas, podria correlacionarse con el curso de la
enfermedad en humanos 7.

Se evalud los signos, niveles de parasitemia y alteraciones histopatologicas producidas en el cerebro,
higado y corazon de M. musculus BALB/c en el curso de una infeccion experimental con 7. cruzi
procedente de los departamentos de Arequipa y Amazonas.

Los cultivos de Arequipa y Amazonas fueron escogidos por la sencilla razon que Arequipa es la zona
con mayor nimero de casos severos en el Peri y Amazonas es una region que cuenta con muchos
vectores triatominos pero no reporta casos nuevos con mucha frecuencia, y que quiza si existan
personas portadoras de 7. cruzi pero con signos imperceptibles.

Los signos y alteraciones histopatoldgicas presentes en Mus musculus BALB/c inoculados con
Trypanosoma cruzi procedentes de Arequipa y Amazonas presentan diferencias notables.

Se busco determinar la diferencia de los signos y alteraciones histopatoldgicas que produce 7. cruzi
y comprobar la variabilidad intraespecifica patogénica que presenta.

MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacion:

Se utilizaron 22 ejemplares de Mus musculus BALB/c is6genos machos, de 21 dias de edad,
obtenidos del Bioterio del Instituto Nacional de Salud. Dos de ellos se utilizaron como control y los
otros 20 restantes se dividieron en dos grupos de 10 que conformaron los grupos experimentales.
Parasitos:

Se utilizaron dos cultivos de 7. cruzi uno proveniente de Arequipa y otro proveniente de Amazonas,
los que fueron proporcionados por la Unidad de Investigacion y produccion de Escacorp SRL de
Trujillo, en la forma de epimastigotas con los codigos C-Areq SO1 y C-Uct A04, en medio BHI.
Cultivo de epimastigotes de 7. cruzi

Las formas epimastigotes de 7. cruzi proporcionadas fueron cultivadas en 20 tubos de 25x150mm,
estériles, con medio bifasico constituido por BHI, fase solida, y PYLB fase liquida. La siembra se hizo
a partir de dos tubos procedentes del mantenimiento de la cepa, a razoén de 0.5 mL por tubo.
Metacicligénesis in vitro de 7. cruzi.

A partir de un lote, después de 15 dias de cultivo, se extrajeron los medios liquidos en tubos estériles
de 13x100mm, para luego centrifugarlos a 4000 rpm por 5 min. Inmediatamente después, se descarto
el sobrenadante de cada tubo y los precipitados se reagruparon en un solo tubo hasta formar aprox.
2mL. Se realizd dos procesos de lavado con PBS estéril y un tercer lavado con PBS estéril
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suplementado con Bencil Penicilina y Gentamicina. Los epimastigotes, obtenidos del sedimento,
fueron cultivados en el medio Grace's Insect suplementado al 20% con SBF y con Penicilina G sddica
y Gentamicina. Con motivo de evaluar la viabilidad de los epimastigotes, se realiz6 un recuento de
parasitos en la camara hematocitométrica.

Inoculacion de tripomastigotes de 7. cruzi.

De la suspension que se obtuvo de tripomastigotes metaciclicos se inoculd 0.2 mL (5x107
parasitos/mL) via intraperitoneal a 20 especimenes machos de Mus musculus Balb/c. De los 20
especimenes, 10 de ellos fueron inoculados con el cultivo de Arequipa y 10 con el cultivo de
Amazonas. Dos ratones control se inocularon, por la misma via, con 0,2 mL de solucién salina
fisioldgica.

Evaluacion de signos y de las alteraciones histopatologicas

Durante el transcurso de la experiencia se observo la manifestacion de los signos clinicos en fase
aguda evidentes a simple vista, tales como: erizamiento de pelo, agitacion y paralisis de extremidades
posteriores. Ademas, se determind los niveles de parasitemia en la camara hemacitométrica al 5°, 10°,
15° y 20° dia de la inoculacion. También se evalu6 la fase cronica de la enfermedad, reflejada en las
alteraciones histopatologicas desarrolladas en los especimenes. Los ratones que murieron de manera
natural fueron necrosados inmediatamente para la preservacion de sus tejidos en solucion de formol al
4%. Al cumplirse los 35 dias post infeccion los ratones sobrevivientes se sacrificaron y fueron
necrosados para extraer el encéfalo, higado y el corazon para observar las alteraciones
histopatologicas.

RESULTADOS

A los 20 dias post inoculacion (pi), se encontrd niveles de parasitemia en el modelo animal empleado
de 6,6x107 tripomastigotas sanguineos de la poblacion C-Areq, cifra superior a la alcanzada por la
poblacion C-Uct (1,7x10¢) en el mismo periodo (Fig. 1).

El estudio histopatologico del encéfalo de ratones inoculados con ambas poblaciones del protozoario
mostrd, edema, congestion vascular, células gliales, necrosis y grupos (nidos) de amastigotas de 7.
cruzi. (Fig. 2); del miocardio, también grupos de amastigotes, edema, congestion vascular, hemorragia
y necrosis (Figs. 3 y 5) y del higado se observo una marcada congestion vascular y balonamiento
(Figs. 4y 6).

La totalidad de los ratones del grupo experimental inoculados con tripomastigotes de 7. cruzi
procedentes de Arequipa, presentaron diferente comportamiento en relacion al raton control. Se
observo erizamiento del pelo, agitacion y paralisis de extremidades inferiores, muriendo la totalidad de
ejemplares, sin embargo, en los ratones inoculados con la poblacion de 7, cruzi C-Uct no aparecio el
erizamiento del pelo, pero si se observo agitacion de los ejemplares, meriendo a la totalidad de los
ejemplares (Tabla 1).
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Fig. 1. Niveles de parasitemia en Mus musculus BALB/c infectado experimentalmente con Trypanosoma cruzi
procedente de Arequipa (C-Areq) y de Amazonas -C-Utc- (Pertt).

Tabla 1. Niveles de parasitemia y signos observados en Mus musculus BALB/c infectados experimentalmente
con Trypanosoma cruzi procedente de Arequipa (C-Areq) y de Amazonas —C-Utc- (Per(1)

Dias Cultivo Arequipa Cultivo Amazonas
C-Areq S01 C-Amaz A04
Nivel de Parasitemia Signos Nivel de Parasitemia Signos
(tripomastigotes/mL) (tripomastigotes/mL)
00 0 Ninguno 0 Ninguno
05 12200 Erizamiento 8240 No
Agitacion erizamiento
10 281000 Agitacion 56400 Agitacion
15 4940000 Incontinencia 466000 -
20 66200000 2: Paralisis de 1255000 -
extremidades
inferiores
25 - 2: Muerte - -
30 - 3: Muerte - -
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Fig. 2. Corte histologico de cerebro de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un cultivo de
Arequipa. Se observan areas con edema (flecha blanca), congestion, gliosis, necrosis y nidos de
amastigotes de 7. cruzi (flecha negra)

v’

Fig. 3. Corte histolégico de tejido cardiaco de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un
cultivo de Arequipa. Se observan areas de edema, congestion, hemorragia, necrosis (flecha blanca) y
nidos de amastigotes de 7. cruzi (flecha negra)

Fig. 4. Corte histologico de higado de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un cultivo de
Arequipa. Se observa marcada congestion vascular.
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Fig. 5. Corte histologico de tejido cardiaco de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un
cultivo de Amazonas. Se observan areas con edema, congestion vascular y nidos de amastigotes de
T. cruzi (flecha negra)

Fig. 6. Corte histologico de higado de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un cultivo de
Amazonas. Se observa balonamiento de los hepatocitos.

DISCUSION

Se utilizo especimenes de Mus musculus BALB/c machos debido a que en otros estudios se encontrd
que esta cepa era mas susceptible a la infeccion por Trypanosoma cruzi, pudiéndose comparar con el
cuadro clinico que afecta al hombre, especialmente los machos ya que en las hembras los estrogenos
estimulan la actividad fagocitica de los macrofagos incrementando la respuesta inmune local’”. Esta
elevada susceptibilidad se confirma con el 50% de mortalidad y dafios histologicos, hasta el dia 30, en
ratones infectados con el cultivo de Arequipa.

A fin de facilitar la discusion de los datos que aporta nuestro trabajo se menciona los niveles de
parasitemia, signos y alteraciones histopatoldgicas en la Tabla 1 elaborada a partir de los valores
obtenidos en la tabla 1 de parasitemia.

Como se ha venido reflejando a lo largo de todo el trabajo es bien conocida la heterogenicidad
existente entre las poblaciones naturales de 7. cruzi, una variabilidad que se manifiesta en aspectos
como su virulencia y morbilidad en el modelo de animal estudiado, capacidad de invasion celular,
morfologia o composicién antigénica.
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También estd sobradamente contrastado que la naturaleza de la célula hospedadora y las distintas
variedades del parasito afecta decisivamente al nivel de parasitacion; hay tejidos y lineas celulares
especialmente susceptibles a la infeccion por 7. cruzi frente a otros que raramente lo sufren.

De acuerdo a una investigacion realizada en el norte peruano (Cajamarca), la mayor cantidad de
dafios histopatoldgicos se da en el tejido cardiaco y esqueléticos. Esto se puede verificar en el caso de
los ratones infectados con el cultivo de 7. cruzi procedente de Amazonas, que limita con Cajamarca,
pues no se halld dafio en el tejido cerebral, pero si en el tejido cardiaco.

Respecto a los ratones infectados con el cultivo de 7. cruzi procedente de Arequipa, la presencia de
nidos de amastigotas y de los demas dafios histopatologicos a nivel de encéfalo y corazon muestra una
relacion directa con el nivel de parasitemia alcanzado, lo que indica que los parasitos después de
instalarse y reconocer los diferentes tejidos se reproducen intensamente a nivel intracelular, dando
lugar a cada vez mayor numero de parasitos en sangre luego de diferenciarse en tripomastigotas.

Estas diferencias entre los distintos cultivos de diversas zonas geograficas confirman la gran
variedad de cepas de este parasito, no solo desde el punto de vista morfofisioldgico, sino también
patogénico tratindose de un complejo denominado “cruzi”. Este fenémeno se ve influenciado por
factores ambientales e inmunoldgicos, virulencia, patogenicidad y posible seleccion de cepas y clones
después de interactuar con los vectores y huéspedes vertebrados. La combinacién de varios de estos
factores podria explicar la variabilidad en el comportamiento bioldgico del parasito!0.

En general, hemos podido comprobar que la variabilidad de comportamiento demostrada por los dos
cultivos estudiados en nuestras experiencias se correlaciona con factores conocidos previamente como
la procedencia geografica o bioldgica, o la patogenicidad.

Pero el resultado mas llamativo aparece cuando, al realizar la comparacion de los datos obtenidos de
la infeccion experimental en los especimenes, muestran marcada diferencia. El cultivo de Arequipa
gener6 dafio a nivel SNC y SNP, mientras que el cultivo de Amazonas dafio las visceras, aunque no de
manera muy marcada. Estos datos bioldgicos coinciden con los procedentes de los distintos estudios
epidemiologicos, donde Arequipa es zona epidemioldgica en alerta, por el nimero elevado de casos, y
Amazonas mantiene un silencio epidemiolédgico, que claramente no se debe a la falta de casos, mas
bien a la poca severidad de la enfermedad en esa zona.
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