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RESUMEN

Las hemoparasitosis de interés veterinario son enfermedades ampliamente
difundidas en las regiones ganaderas tropicales y subtropicales del mundo y se
sefialan como uno de los principales obstaculos para el desarrollo y mejoramiento de
la ganaderia en estas partes del mundo. Una de las principales enfermedades causada
por los parasitos de la sangre es la Tripanosomosis, la cual es causada por
protozoarios hemotrépicos de ubicacion extracelular agrupados dentro del género
Trypanosoma spp. En la presente investigacion se trabajé con tres aislados
venezolanos de Trypanosoma evansi (Teva 1, R-38 y Mantecal), los cuales fueron
inoculados a tres ovinos(a razén de uno por aislado). El hospedador elegido fue el
ovino porque representa un factor importante en la economia nacional, ademéas de
esto es un pequefio rumiante y los resultados obtenidos pueden ser extrapolados a
otros rumiantes. Es importante mencionar que es la primera investigacion realizada
en Latinoamérica con ovinos infectados con T.evansi. Se inocularon los ovinos y se
sigui6 el curso de la infeccion durante 80 dias, en los cuales se registraron valores de
manera interdiaria tanto hematolégicos (Parasitemia, Hematocrito, Hemoglobina,
Glébulos Blancos Totales y Globulos Rojos Totales); como no hematoldgicos
(Temperatura). Se compar6 la Parasitemia y las variables hematolégicas y las no
hematoldgicas para buscar si existia alguna relacién entre ellas. Los resultados
arrojaron que los tres aislados se comportaron de manera similar entre ellos y que no
hubo diferencias significativas entre los valores encontrados durante los 80 dias de la
infeccion. Gracias a los resultados obtenidos se llegé a la conclusién que los aislados
de T.evansi (Teva 1, R-38 y Mantecal) son capaces de infectar experimentalmente
ovinos. Ademés de esto se pudo observar que no existid diferencias significativas en
los valores hematoldgicos y no hematolégicos reportados. Por otro lado se observo
que los tres aislados mostraron picos de parasitemia en las 3 primeras semanas de la
infeccidn y hacia los ltimos dias de la misma no se registraron picos, lo que sefiala

que la enfermedad se caracterizo por desarrollar un estado crénico.

Palabras claves: Trypanosoma evansi, ovinos, Tripanosomosis, Estado crénico,
Valores Hematologicos y no Hematologicos.
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INTRODUCCION

Las hemoparasitdsis de interés veterinario son enfermedades ampliamente
difundidas en las regiones ganaderas tropicales y subtropicales del mundo y se
sefialan como uno de los principales obstaculos para el desarrollo y mejoramiento de
la ganaderia en estas partes del mundo (Rivera, 1996).

Las pérdidas econdémicas ocasionadas por la hemoparasitosis se atribuyen
principalmente a: retardo en el crecimiento, pérdida de peso, reduccién en la
produccién, muertes y costos derivados de la utilizacién de medicamentos y
asistencia veterinaria. Estas pérdidas son dificiles de cuantificar debido a la
asociacion natural en la cual se presentan estas parasitosis, situacion que se hace mas
compleja en nuestro pais por falta de registros sanitarios y de programas de control
(Rivera, 1996).

Una de las principales parasitosis es la Tripanosomosis, causada por
protozoarios hemotrdpicos de ubicacion extracelular agrupados dentro del género
Trypanosoma spp. (Losos 1986, citado en Rivera 1996), entre los cuales se
encuentran Trypanosoma evansi (T. evansi) 'y Trypanosoma vivax (1. vivax). En
Venezuela la Tripanosomosis es considerada la principal enfermedad por
protozoarios de equinos y bovinos en explotaciones ganaderas de manejo extensivo.

Trypanosoma evansi (1. evansi) es un parasito que afecta principalmente a
los equinos en América tropical, ocasionando una enfermedad denominada
Derrengadera, entre cuyos sintomas principales se encuentran: fiebre, anemia,
edemas, pérdida de peso, trastornos locomotores y muerte.

La Tripanosomosis causada por 7. evansi es una enfermedad de caracter
endémico, con una gran significaciéon economica, causante de brotes con alta
mortalidad de caballos y con una amplia distribucién geografica en importantes
regiones de Sudamérica dedicadas a la explotacidn de ganaderia bovina extensiva,
entre las que se encuentran: los 1lanos de Colombia y Venezuela (180.000 km?), el

Pantanal de Peroné en el Mato Grosso, Brasil (140.000 km?) y la regién nortefia de




Argentina (900.000 km®). Estas regiones tienen como caracteristicas en comtn las
siguientes: alta humedad, amplias regiones anegadas y enmarcadas entre grandes rios,
topografia plana, con explotacién de bufalos en ranchos o hatos en los cuales los
equinos juegan un papel importante en el manejo y conduccién del ganado (Garcia y
col, 2.000).

La incidencia y severidad de la enfermedad varia en diferentes localidades,
de acuerdo a la cepa del parasito y a la especie del hospedador. Se asocia con brotes
severos y con una incidencia que puede alcanzar el orden de 50 a 70%, con una
mortalidad comparable (Garcia y col, 2000).

La Tripanosomosis causada por 7. evansi puede tener distintos
hospedadores, tanto domésticos como salvajes, entre ellos se encuentran: caballos,
bufalos, camellos, cabras, ovinos, ciervos, venados, asnos y chigiiires. Algunos son
susceptibles a la enfermedad y otros actuan como reservorio.

En nuestro pais se ha encontrado que los ovinos son susceptibles al
Trypanosoma vivax, mientras que se desconoce en la actualidad, si éstos pequefios
rumiantes son susceptibles a aislados venezolanos de Trypanosoma evansi. De alli
que el presente trabajo tenga como objetivo fundamental infectar experimentalmente
ovinos con aislados de Trypanosoma evansi con la finalidad de poder determinar su
susceptibilidad a éste parésito.

Los hemoparasitos del ganado y otros animales domésticos son
microorganismos que tienen como habitat el torrente sanguineo y se pueden
desarrollar dentro o fuera de las células de la sangre, causando generalmente su
destrucciéon. Evolutivamente hablando, es posible que estos microorganismos que
existian en el tubo digestivo del vector y que se alimentaban de la sangre del mismo,
se adaptaron a las células sanguineas del hospedador vertebrado (Soulsby, 1987).

Existen diferentes tipos de enfermedades hemoparasitarias, las cuales son
causadas por distintos tipos de microorganismos pertenecientes a grupos que se
diferencian taxonomicamente. Las enfermedades principales que se diferencian en

animales domésticos son: La Babesiosis, la Anaplasmésis y la Tripanosomosis.




En nuestro pais la Tripanosomosis animal es causada fundamentalmente por
Trypanosoma vivax y Trypanosoma evansi, siendo éste ultimo el agente causal de la
Tripanosomosis equina conocida como “Derrengadera” (Venezuela), ‘“Murrina”
(Panamd) y “Surra” (India). (Hoare,1.972).

La cria caballar en los llanos de Venezuela es victima de dos enfermedades
principales, clinicamente muy similares pero distintas desde el punto de vista
etimoldgico: una es la Anemia Infecciosa Equina (AIE), conocida como '"Peste
Boba", y la otra es la "Derrengadera”, de mayor difusion pero de carécter esporadico.

En animales como: bufalos, cerdos, cabras, mulas, chigiiires y ganado, es
muy comun observar que éstos padezcan de dicha enfermedad, pero en equinos, el
caso es diferente, la enfermedad es mas aguda y puede llegar a ser fatal. Este parasito
se caracteriza por presentar sélo la forma tripomastigota ubicandose en sangre y linfa
de sus hospedadores y ademas tiene la particularidad de evadir la respuesta
inmunolégica expresando glicoproteinas variables de superficie (VSG) (Perrone,
2003).

Segin la Oficina Internacional De Epizootias (2000), la Tripanosomosis
causada por Trypanosoma evansi es considerada como una enfermedad perteneciente
a la lista B, en donde se agrupan aquellas enfermedades transmitibles que se
consideran importantes desde el punto de vista socio - econémico y/o sanitario a nivel
nacional y cuyas repercusiones en el comercio internacional de animales y productos
de origen animal son considerables (Citado en Belmar y Reinhold 2.001).

La Tripanosomosis causada por 7. evansi puede encontrarse en distintos
hospedadores, los cuales pueden ser susceptibles al parasito o simplemente actuar
como reservorios. Se ha encontrado que el ganado ovino es susceptible al
Trypanosoma vivax, pero por otro lado se desconoce si éstos son susceptibles o no a
aislados venezolanos de Trypanosoma evansi o si los mismos actian como

reservorios ante dicho parasito.




Por esto, consideramos importante estudiar poblaciones de Trypanosoma
evansi y determinar el comportamiento infectivo en ovinos, de alli poder determinar
si estos pequefios rumiantes pueden ser susceptibles a la enfermedad o bien funcionar
como potenciales reservorios.

La siguiente investigacion representa un aporte importante para el estudio de
la Tripanosomosis, ya que el comportamiento de diferentes aislados en ratones
pudieran también ser reflejados en ovinos, lo que conlleva a plantearnos las siguientes
interrogantes:

(Son los aislados venezolanos de Trypanosoma evansi capaces de infectar
ovinos?

(Cuales son los niveles de parasitemia de los ovinos infectados
experimentalmente con los tres aislados de Trypanosoma evansi?

(Cudles son los cambios en los valores hematolégicos observados en los
ovinos infectados experimentalmente?

(Cual es la relacidn existente entre el grado de parasitemia y las variables

hematolégicas de los ovinos infectados experimentalmente?

Como se habia nombrado anteriormente, son muchas las enfermedades de
interés veterinario a nivel mundial, pero sin duda alguna son las enfermedades
hemoparasitarias las que constituyen el foco principal en las regiones tropicales y
neo-tropicales del mundo, ya que se caracterizan por ser uno de los principales
obstaculos para el desarrollo y mejoramiento de la ganaderia (Rivera, 1.996).

En Venezuela, algunos estudios han demostrado que la Tripanosomosis
(causada tanto por 7. evansi como por 7. vivax) estd ampliamente distribuida en todas
las regiones geograficas, afectando animales de diferentes tipos de explotaciones,
raza, edad y sexo.

Para el afio de 1.998, en Venezuela se reportdé un promedio de
seroprevalencia de la Tripanosomosis bovina causada por 7. vivax de 20.98%, que se

reparte de la siguiente forma: Zulia 19%; Trujillo 21.1%; Falcén 20.8%, Apure




39.9%; Bolivar 23.9%, Monagas 3.4%, Guarico 6.2% y Aragua 33.5% (Giardina y
Garcia, 1.990).

Es importante recalcar que en lo que respecta a la Tripanosomosis equina,
Reyna-Bello y col. (1.998), reportan para 7. evansi, una seroprevalencia de 81.7% en
caballos del Estado Apure, 42.9% en caballos de establo en el Estado Miranda y 0%
en caballos de carrera en el Distrito Federal.

Por otro lado y pasando a otro aspecto importante de nuestra introduccion es
importante mencionar los antecedentes del 7rypanosoma evansi, por lo cual
comenzaremos diciendo que fue el primer tripanosoma patégeno descubierto,
observado por Evans en 1.880 en sangre de camellos y caballos afectados por una
enfermedad endémica conocida en el viejo mundo (India) como "Surra" (Hoare,
1.972).

En América del Sur es probable que el 7. evansi haya sido introducido cerca
del siglo XVI por los conquistadores espafioles al traer caballos de Arabia. A
comienzos del siglo XIX fue observado el parasito en la isla Marajo, en 1.847 fue
descrito en Paraguay; unos afios més tarde entre 1.850 y 1.860 fue observado en
Brasil (Pantanal y Matto Grosso). Subsecuentemente el parasito se expandié a través
de Bolivia, Guyana, Venezuela y Colombia (Hoare, 1.972).

El desarrollo y el establecimiento de 7. evamsi se dio gracias a los
movimientos de los caballos a través de la parte baja de continente Americano y por
la existencia de hospedadores silvestres y domésticos, de los cuales los vectores han
jugado un papel determinante en la dispersién (Well, 1.977, citado en Desquesnes,
1.996).

En Venezuela, fue observado por primera vez por Rafael Rangel en 1.905,
quien lo descubre en sangre de caballos afectados por una enfermedad llamada
"Derrengadera”, que presentaba como sintomas principales: fiebre, debilitamiento,
extenuacién, anemia, edemas y paralisis de los cuartos traseros del animal, por lo que

lo denominé Trypanosoma venezuelense (Hoare, 1.972).




Rangel (1.905) consideraba que la epizootia conocida como "Derrengadera”
de los equinos era lo mismo que la "Peste Boba”. Rangel envid frotis de sangre a
Mesnil, quien los estudié y le encontré semejanzas con el Trypanosoma evansi,
causante de la "Surra" de los équidos; pero Mesnil lo propone bajo el nombre de
Trypanosoma venezuelense en vista de sus diferencias con estos tripanosomas, pero
no especifica si se trata de una nueva especie o de una variedad de 7. evansi (Arcay,
1.976).

En 1.929 Tejera y Leger concluyen que Trypanosoma venezuelense es una
especie diferente a Trypanosoma evansi, haciendo comparaciones en cuanto al
comportamiento inmunoldgico cruzado, asi como reactividad ante diferentes
farmacos. Sin embargo, Hoare (1.972) establece que Trypanosoma venezuelense y
Trypanosoma evansi son indistinguibles.

Como ya se ha nombrado anteriormente éste pardsito estd ampliamente
distribuido en las regiones de Africa, Asia, Centroamérica y Sudamérica. En nuestro
pais se encuentra principalmente en los estados Guarico y Apure (Rivera, 1.996).

El Trypanosoma evansi presenta gran cantidad de hospedadores, incluyendo
tanto animales salvajes como animales domésticos. Sus principales hospedadores son:
Camellos, equinos y caninos. Ademas, puede infectar asnos, bovinos, bufalo,
elefante, tapir, tigre y venado (Hoare, 1.972).

Onah y col (1.996) infectaron experimentalmente seis ovinos con un aislado
africano de Trypanosoma evansi. Los resultados mostraron que los ovinos infectados
producian una forma crénica de la enfermedad caracterizada por bajos niveles de
parasitemias y parasitemia criptica, con recuperacidn esponténea (autocuracion) en
dos de los casos estudiados. También en algunos casos se observé anemia leve y
linfocitosis; concluyendo que, en algunos de ellos, Trypanosoma evansi indujo

cambios patoldgicos en sangre periférica de ovinos.




Singh (1.998) reveld la presencia de este parésito en 100 de 119 frotis
sanguineos obtenidos a partir de ovinos y cabras. Aun cuando los ovinos no son muy
susceptibles a la enfermedad, son considerados en Africa y en Asia como reservorios
importantes de la Tripanosomosis causada por 7rypanosoma evansi.

Posteriormente Belmar y Reinhold (2.001), en Venezuela, mostraron que el
comportamiento infectivo y el grado de patogenicidad, de distintos aislados
venezolanos de Trypanosoma evansi sobre ratones susceptibles, era diferente entre
los mismos. Teva 1 resultd ser el aislado mas virulento al inducir la mortalidad de
todos los ratones infectados, 8 dias post infeccién, a pesar de esto, los ratones no
manifestaron sintomas de anemia tipicos de la infeccién por dicho paréasito. Por otro
lado, los ratones inoculados con Mantecal tuvieron un tiempo de sobrevida de 15 dias
y sl manifestaron signos evidentes de anemia.

Por otro lado, en investigaciones anteriores se ha reportado que los ovinos
son susceptibles al Trypanosoma vivax y que funcionan como hospedadores
naturales, tal cual como lo corrobor6 Rojas en 2.003, al infectar un ovino
experimentalmente con 7. vivax. Con estos resultados se puede tener la posibilidad de

que los ovinos también sean susceptibles al 7" evansi.

Clasificacion del Trypanosoma evansi.

Dentro del género Trypanosoma, se agrupan varias especies entre las cuales
las méas estudiadas son aquellas de importancia en el campo médico y veterinario.
Entre las especies de mayor importancia veterinaria por ser los agentes causales de la
Tripanosomosis animal estan: Trypanosoma brucei, Trypanosoma evansi,
Trypanosoma vivax, Trypanosoma equinum, Trypanosoma equidermun Yy
Trypanosoma congolense. Estos hemoparasitos son los responsables de la
Tripanosomosis animal en el continente africano, sin embargo especies como
Trypanosoma equinum, Trypanosoma equiperdum, Trypanosoma vivax 'y
Trypanosoma venezuelense (sinonimo de Trypanosoma evansi) se asocian con la

Tripanosomosis que afecta diferentes tipos de ganado y animales domésticos en el




continente americano (Hoare, 1.972).

La ubicacién taxonoémica del T. evansi de acuerdo a Levine et al., (1.980) y
Soulsby (1.987) (citado en Rivera, 1.996), es la siguiente:

Reino Animalia

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora

Subphylum Mastigophora

Clase Zoomastigophora

Orden Kinetoplastidae

Suborden Trypanosomatina

Familia Trypanosomatidae

Género Trypanosoma

Morfologia de Trypanosoma evansi

En cuanto a la morfologia es importante mencionar que 7. evansi es
indistinguible de T. equiperdum, de las formas alargadas (slender) de 7. brucei brucei
y de las subespecies patdégenas a humanos 7. brucei rhodesiense 'y T. brucei
gambiense ( Brun y col. 1.998).

Sin embargo y a pesar de que en ciertos casos se puede observar
pleomorfismo en algunos aislados (formas regordetas o “stumpy” y formas
intermedias), el Trypanosoma evansi es considerado como un parésito monomérfico
tripomastigote, con una longitud entre 14-33 um y 1.5-2.2 pm, la regién anterior es
cénica con nucleo en posicién central, redondeado y compacto, posee una membrana
ondulante bien desarrollada, con flagelo libre, largo y un kinetoplasto pequefio

subterminal. (Figura 1)




Figura 1. Morfologia del 7. evansi

Formas diskinetoplasticas se han encontrado en animales salvajes como en
chigiiires (Stevens y col. 1.989) y en coaties (Nunes y Oshiro, 1.990). Por otro lado al
igual que T vivax, el T. evansi se multiplica en el hospedador vertebrado por fisién

binaria longitudinal (Soulsby, 1.987).

Ciclo de Vida y Transmision del Trypanosoma evansi.

Debido a que T. evansi no posee los genes necesarios para el desarrollo
mitocondrial (Borst y col, 1.987) este no es capaz de sufrir crecimiento y
diferenciacion en el insecto vector, lo que explica que la transmisién se realice de
manera mecénica por insectos succionadores de sangre. Por tanto, mientras el
intervalo de tiempo entre los dos periodos de alimentacion del vector sea més corto,
aumenta la eficiencia de la transmisién ya que los tripanosomas estan restringidos a
vivir por corto tiempo en el aparato bucal del insecto hematéfago (Brun y col, 1.998).

La transferencia mecanica de los tripanosomas de un hospedador parasitado
a otro susceptible, depende, entre otros factores, del tiempo que transcurra entre la
alimentacion del vector en el animal infectado y la subsecuente alimentacién del
vector en el hospedador susceptible, ya que la infectividad se pierde rapidamente. En
el caso de T. evansi se sefiala que la infectividad es alta inmediatamente luego de la

toma de sangre, disminuye y se pierde en unas ocho horas (Foil 1.989, citado en
Rivera 1.996).




T. evansi es transmitido en forma mecanica por ciertos vectores, estos
insectos se caracterizan por ser dipteros, medianos a grandes en tamafio, de cuerpo
alargado y robustos, entre ellos se encuentran los tdbanos, angoletas, mosca del
caballo o del ciervo (Roméan 1.989, citado en Rivera 1.996). La hembra requiere de
sangre para la maduracion y la viabilidad de los huevos (anautogenia), por lo que
fisioldgicamente estan obligados a procurarse alimento en huéspedes animales o
humanos. La hembra ya fertilizada y con huevos maduros ovipone en las plantas que
crecen en el agua, en piedras o en lugares pantanosos. En la mayoria de los climas, las
especies generalmente producen una generacion al afio y otras pueden reproducirse
dos veces al afio (Lancaster y Meisch, 1.986; School y Petersen, 1.985; citado en
Rivera, 1.996).

En el trépico, el periodo de actividad de las hembras tabanidas varia con las
especies durante todo el afio, siendo mayor en los dias calurosos. Estos insectos al
atacar a los animales lo hacen volando rapidamente, picindolos en determinadas
regiones del cuerpo. Ademas presentan piezas bucales picadoras muy fuertes capaces
de succionar cantidades considerables de sangre, alimentandose de forma intermitente
y volando rapidamente de un hospedador a otro, comportamiento que aumenta la
posibilidad de transmision de tipo mecénico de agentes patogenos. El contacto de las
piezas bucales del vector con el hospedador facilita su transmisién (Harwood y
James, 1.979; citado en Rivera, 1.996).

Krinsky ,1.976 (ciatado en Rivera, 1.996) sefialé que se pueden discutir
cinco adaptaciones bioldgicas de los tabanidae que incrementan las posibilidades y
probabilidades de la transmisién mecénica:

1. Anautogenia, es decir el requerimiento de una comida de sangre para la
maduracién de sus huevos. Por otro lado, también es importante mencionar que el
macho también es hemat6fago, debido a que requiere de la ingestion de sangre para el
desarrollo y completo funcionamiento de los 6rganos sexuales.

2. Telmofagia, se refiere a la alimentacion en lagunas de sangre, lo cual es

la regla principal de éstos insectos.
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3. Toma de comidas relativamente grandes, que pueden contener un mayor
nimero de patdégenos.

4. Periodos largos de alimentacién

5. Alimentacion intermitente.

Sintetizando lo anteriormente expuesto se puede decir que una mosca que
interrumpe su alimentacién sobre un individuo, que puede moverse rapidamente a
otro animal, de manera que animales enfermos y sanos puedan ser atacados
sucesivamente por el mismo insecto, presenta una gran capacidad vectorial (Rivera,
1.996).

En Centro y Sur América, T. evansi también puede ser transmitido por
murciélagos vampiros (Desmodus rotundus) los cuales pueden actuar como vectores
y hospedadores reservorios (Luckins, 1.998). Ademas se ha reportado que los canidos
(lobos y zorros) pueden contraer la infeccion al alimentarse de animales muertos que

posean dicho parasito (Brun y col, 1.998).

Patogenicidad.

T. evansi es patogeno a la mayoria de los mamiferos domésticos y salvajes.
Su efecto sobre el hospedador varia acorde a la virulencia del parasito, a la especie
del hospedador, a factores inespecificos que afectan al animal tales como infecciones
simultaneas y estrés general asi como de las condiciones epizootioldgicas (Hoare,
1.972).

Los signos clinicos de esta Tripanosomosis se caracteriza por fiebre y
anemia, seguida de emaciacion, edema, caquexia y aumento de tamatfio de los nédulos
linfaticos y del bazo. Posteriormente aparecen sintomas neuroldgicos caracteristicos
de la enfermedad. Pueden ocurrir abortos durante la prefiez. En caballos y camellos se
desarrolla una forma aguda de la enfermedad la cual es fatal y los animales mueren en
pocas semanas o meses (Luckins, 1.999). En hospedadotes como ovinos y caprinos se
ha encontrado que la infeccion se presenta de manera crénica y puede persistir por

muchos afios (Onah y col, 1998).

11




En 1.988 estudios histopatologicos revelaron que en caballos infectados
experimentalmente se observaban infiltrados de células mononucleares en cerebro,
corazén, pulmoén, higado y rifién (Garcia, 1.988).

Herrera y col. en 2002, infectaron experimentalmente con T.evansi a coaties
(Nasua nasua ), y siguieron el curso de la infeccion durante 262 dias. El analisis
hematolégico reveld una marcada disminucién en los valores de hemoglobina,
hematocrito y contaje total de globulos rojos. También lograron observar una anemia
intensa durante el primer pico de parasitemia, la cual logré persistir hasta los ultimos
dias de la infeccion. Posteriormente al realizar analisis bioquimicas se visualizé un
incremento en los niveles de alanina y aspartato aminotransferasa y una disminucién
de los niveles de albumina. El principal rasgo histopatolégico consistioé en miocarditis
con presencia de fibras cardiacas degeneradas y meningoencefalitis. Esta
investigacion mostré que los coaties infectados con T.evansi desarrollaron una
infeccion del tipo crénica. Por otro lado, hasta el momento los chiguires son
considerados como reservorios a la tripanosomosis ya que no se han evidenciado

signos clinicos de la enfermedad (Arias y col.,1.997).

Variacion Antigénica del Tripanosoma.

La naturaleza de los antigenos de los tripanosomas salivarios se
caracteriza por ser compleja y por representar un ejemplo clasico de la Variacion
antigénica, la cual la han utilizado como evasiéon ante la respuesta inmune del
hospedador.

Los antigenos de los tripanosomas se dividen sobre la base de su
especificidad inmunolégica en estables y variables.

Los estables son comunes en diferentes especies de tripanosomas, en cepas
de una misma especie y en diferentes formas fisioldégicas de una misma cepa. Estos
antigenos estan representados por componentes estructurales, proteinas y enzimas, los

cuales permanecen estables a lo largo de infecciones de curso ondulante.
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Los antigenos variables se van expresando a lo largo de una infeccion
continua y sirven para caracterizar las poblaciones de cada onda de parasitemia. Estos
antigenos son muy importantes en el desarrollo de una inmunidad protectiva y en la
obtencion de anticuerpos que puedan ser altamente especificos.

Una de las principales adaptaciones de los tripanosomas es su capacidad de
evadir la respuesta inmune del hospedador a través de un proceso denominado
variacion antigénica, el cual es una consecuencia de los cambios en la composicién
quimica de las glicoproteinas que cubren la superficie del tripanosoma (VSG).

La cubierta del VSG (glicoproteinas variables de superficie) es visible a
microscopia electrénica como una capa electréon densa de 12 - 15 nm de espesor, la
cual esta externa a la bicapa lipidica de la membrana plasmatica y estd compuesta de
una monocapa de aproximadamente 10’ moléculas de un peso molecular de 55-65
Kda y que bloquea el acceso a antigenos invariantes (Turner, 1988).

La Variacion Antigénica es un proceso que consiste en variar las VSG, la
cual esta caracterizada por la aparicién de un nimero de poblaciones de tripanosomas
antigénicamente diferentes, denominados Tipos de Variantes Antigénicos (VATs). La
aparicién de los distintos VATs es la causa de la parasitemia ondulante del mamifero
infectado. Las ondas de la parasitemia en la sangre son generadas por la rapida
multiplicacién de los parasitos hasta que el sistema inmune produce suficientes
anticuerpos circulantes para lisar 1a mayoria de los tripanosomas (Turner, 1.988).

A pesar de ello, algunos parasitos son capaces de sobrevivir debido a que
durante la fase de multiplicacién ellos han cambiado la expresion de un diferente tipo
de antigénico, el cual no es reconocido por los anticuerpos circulantes. Esta pequefia
poblacidn es la progenitora del siguiente pico de parasitemia y asi sucesivamente. La
aparicion de nuevos VATs van determinando cada pico de parasitemia (Vickerman y
Barry, 1982).
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El comportamiento antigénico de un aislado venezolano endémico de T.
evansi fue estudiado por Perrone (1.992), en donde demostré que aislados
Sudamericanos de este tripanosoma utilizan el mecanismo de variacion antigénica al

igual que sus parientes africanos.

Justificacion e Importancia de la Investigacion

Como se habia mencionado anteriormente, las hemoparasitosis de interés
veterinario son enfermedades difundidas a lo largo de todo el globo terraqueo
afectando distintas zonas geograficas, y se sefialan como uno de los problemas
principales para el desarrollo y mejoramiento de la ganaderia en estas partes del
mundo.

Entre dichas enfermedades se encuentra la Tripanosomosis, especificamente
la causada por Trypanosoma evansi, su condicion de hemoparasito en una gran
variedad de animales domésticos alrededor del mundo y el hecho de ser causante de
multiples muertes y pérdidas economicas, lo han hecho foco importante de
innumerables investigaciones. Los hospedadores varian geograficamente; por
ejemplo en Africa, el hospedador principal de dicho parasito son los camellos,
mientras que en Centro y Sudamérica el hospedador principal es el caballo.

A pesar de los multiples estudios sobre la presencia del Trypanosoma evansi
en distintos hospedadores, en nuestro pais no se conoce si aislados venezolanos de
Trypanosoma evansi pueden ser infectivos a ovinos, asi como tampoco se conoce si
los ovinos pueden ser susceptibles o reservorios a estos parasitos.

Los ovinos forman parte del consumo de carne en el pais, y si bien no es
uno de los alimentos de la cesta basica es de relevancia para el consumo del
venezolano. Por tanto, las enfermedades en los ovinos pueden tener repercusiones
sobre la economia de las fincas dedicadas a su explotacion. Por otro lado, los ovinos
son pequefios rumiantes, de facil mangjo, los cuales pueden ser un hospedador
natural, y gracias a esto los resultados de dicha investigacion pueden ser extrapolados

a otros rumiantes domésticos como ¢l bovino.
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Por las razones de impacto econdomico que ocasiona la Tripanosomosis
causada por 7. evansi sobre la industria ganadera, se hace necesario desarrollar
programas de investigacion dirigidos a profundizar el conocimiento sobre la
parasitosis, de tal manera que la informacién obtenida a través de ésta investigacion
permita aplicar técnicas mads eficientes para su diagnéstico y la implementacién de
programas efectivos para su control.

La presente investigacién representa un aporte al conocimiento de la
Tripanosomosis a nivel nacional e internacional, debido a que no se han realizado
estudios similares de dicho parasito en ganado ovino, ni en Venezuela ni en América
Latina; los estudios que se han registrado hasta la actualidad con ganado ovino se
reportan en el continente africano y asiatico. Por lo tanto, el presente trabajo es de
gran relevancia ya que contribuye al conocimiento de la biologia de los tripanosomas,

punto clave para estudios epidemioldgicos y de control de la Tripanosomosis.

En funcién de todo lo anteriormente escrito, la presente investigacion se
plantea los siguientes objetivos.
Objetivos de 1a Investigacion.
Objetivo General
- Inocular experimentalmente ovinos con tres aislados de Trypanosoma

evansi .

Objetivos Especificos
- Determinar los niveles de parasitemia en ovinos sometidos a la
infeccién con cada uno de los tres aislados de Trypanosoma evansi.
Determinar los valores hematologicos: Hematocrito (Ht), Hemoglobina
(Hb), Glébulos rojos totales (GRT) y Leucocitos totales (LT); y cambios no
hematologico como la Temperatura, durante la infeccién experimental de ovinos con
Trypanosoma evansi.

- Relacionar el grado de parasitemia producida por distintos aislados en
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ovinos con variables hematologicas (Hematocrito, Hemoglobina, Globulos rojos

totales y Leucocitos totales) y no hematologico (Temperatura).

Después de hacer una exhausta revisidon bibliografica y de haber planteado

los objetivos, a continuacion se propone el sistema de hipotesis y el sistema de

variables.
Sistema de Hipotesis
Hipotesis de Trabajo:
- Los aislados venezolanos de Trypanosoma evansi son capaces de
infectar experimentalmente ovinos.
Hipdtesis Nula:
- Los aislados venezolanos de Trypanosoma evansi no son capaces
de infectar experimentalmente ovinos.
Hipotesis Alterna:

- Los ovinos infectados experimentalmente son susceptibles a los
aislados de Trypanosoma evansi.
- Los ovinos infectados experimentalmente con los aislados de

Trypanosoma evansi, se comportan como reservorios.

Sistema de Variables
Variables Independientes:
- Infeccion experimental a ovinos con tres aislados de Trypanosoma
evansi (Teva 1, R-38 y Mantecal).
Variables Dependientes:
- Infectividad
- Cambios en valores hematologicos
Variables Intervinientes:
- Condiciones ambientales, alimentacién (tipo de alimento, cantidad) y

el sexo.
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MARCO METODOLOGICO

La metodologia que se llevd a cabo en la presente investigacidén consté de

dos etapas:
1. LaInfeccion experimental

2. LaDeterminacion de las variables Hematoldgicas

1. Infeccion Experimental
El material parasitologico inicial comprendid tres aislados de campo de

Trypanosoma evansi cuyos datos de identificacidn se presentan a continuacion:

Aislado Fecha Hospedador Lugar
Teva 1 No determinado Caballo Estado Apure
R -38 2.001 Caballo Hato el Frio,

Edo. Apure
Mantecal | 1996 | Caballo Estado Apure

Tabla 1.-Ficha de datos de los tres aislados de Trypanosoma evansi.

Fueron utilizados los siguientes aislados de parasitos criopreservados con
Dimetilsulféxido al 5% en Nitrégeno Liquido a-196° C.

Para reactivar los criopreservados de T. evansi se utilizaron ratas albinas
Sprague Dawley.

Para las infecciones experimentales se utilizaron ovinos mestizos, de 3 a 6
meses de edad, los cuales se infectaron con los aislados nombrados anteriormente.
Estos ovinos fueron evaluados seroldgicamente y hematoldégicamente por medio de la
Técnica de Microhematocrito (Woo, 1.972) para despistar la presencia de

tripanosomas previo infeccion.
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Los Criopreservados de los aislados Teval, Mantecal y R-38 se inocularon
en ratas albinas, via intraperitoneal a razon de 0.5 ml de criopreservado/rata. El curso
de la infeccién se siguid diariamente y al llegar a la parasitemia a valores de
10" parasitos/ml de sangre aproximadamente se sacrificaron los animales por puncion
cardiaca. La sangre que se obtuvo constituyé el material inicial para las infecciones
experimentales en los ovinos; para ello se inocularon por via intravenosa 3 ovinos
con 1 x 10° parasitos totales a partir de la sangre infectada de ratas con cada uno de

los aislados de 7. evansi a raz6n de un ovino por aislado.

2. Determinacion de las Variables Hematologicas
Se tomaron muestras de sangre de manera interdiaria para la evaluacion de

las variables hematologicas (Figura 2), las cuales se mencionan a continuacior

Figura 2. Extraccién de sangre Figura 3. Muestra de sangre
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Concentracion de Hemoglobina:

Se utilizoé el método de la Cianometahemoglobina (O.E.A). Para ello se
tomo 10yl de sangre de cada muestra y 10yl de una solucion patron de hemoglobina
comercial a una concentracion de 20yg/ml. Posterior a esto las muestras de sangre se
disolvieron en 2.5 ml de solucién Drabkin (Bicarbonato de Sodio 0,1%, Ferrocianuro
de Potasio 0,02% y Cianuro de Potasio 0,005%). Se agitaron las soluciones, se
incub6 la mezcla por 10min a temperatura ambiente y se determind la absorbancia a
540nm en un espectrofotometro (Milton Roy Spectronic 1201). La concentracion de
hemoglobina se calcul6 a través de la siguiente formula:

C / dl = (Abs. de la muestra/ Abs. del patréon) x Concentracion del patrén

< 5-3
2

Figura 4. Milton Roy Spectronic 1201
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Hematocrito:

Estos valores se determinaron mediante la Técnica de Microhematocrito
(Woo, 1972), utilizando capilares heparinizados, en los cuales se colocaron
aproximadamente 60yl de sangre y se centrifugaron a 10.000 x g por 5 min. en una
microcentrifuga. Los valores de hematocrito se expresaron como el % de eritrocitos

empaquetados en relacion al volumen total de sangre.

114
Figura S. Capilar con muestra de sangre Figura 6. Microcentrifuga

Numero total de globulos rojos:

Se realiz6 mediante contaje directo en Hemocitometro. La sangre infectada
se diluy6 1:1000 en una solucién de Citrato trisédico 3%, formol 1%, se incubd por
un minuto, y se colocaron 8yl de la diluciéon en el Hemocitémetro. Las células fueron
observadas con el objetivo 40X en un microscopio y se contaron los eritrocitos. El

nimero de células se calculé mediante la siguiente formula:

Glob/dl = No.cel x dilucion x 5x 10
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Numero total de globulos blancos:

Se contaron directo a través del Hemocitometro. La sangre infectada se
diluyo 1:20 en una solucion comercial denominada solucion de Turk. La mezcla se
incub6 1 min., se colocod 8 yl de la dilucion en el Hemocitometro y las células se
observaron con el objetivo 10X en un microscopio (Zeiss), se contaron las células y
su numero se calculé mediante la siguiente formula:

Cel/ dl1 = (No. Cel x dilucion x 10) / 4

Figura 7. Cuantificacion de GRT y GBT
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Determinacion de Parasitemia:

El curso de la parasitemia se siguié durante 80 dias de forma interdiaria los
primeros 65 dias de la infeccion y el resto de los dias de forma semanal. Los paréasitos
se cuantificaron siguiendo la metodologia descrita por Brener (1.969) modificado.
Para ello se colocaron 5 yl de sangre en una lamina portaobjetos, se extendid le
muestra utilizando una laminilla cubreobjeto de manera que la sangre cubriera
uniformemente el area de la lamina cubreobjeto. Se contaron aproximadamente 100
campos por muestra con la observacion del ocular 40X.

El nimero de parasitos se determiné mediante la siguiente formula:

No. De parasitos / ml — Tc x F x 200 x dilucién

Figura 8. Trypanosoma evansi en sangre.
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RESULTADOS

Para el cumplimiento de los objetivos plantecados se inocularon tres ovinos
con distintos aislados del parasito Trypanosoma evansi, dichos aislados fueron Teva
1, R-38 y Mantecal. todos provenientes de caballo, su hospedador natural. El curso de
la infeccidn se llevd a cabo por un periodo de 80 dias, es importante mencionar que se
tomaron muestras de forma interdiaria los primeros 32 dias de la infeccidn,
posteriormente el muestreo se realizd cada 3 6 4 dias, y a partir del dia 47 fueron
tomadas las muestras de forma semanal.

Parasitemia

Los resultados obtenidos mostraron que los indculos experimentales de los
tres aislados de T. evansi utilizados en el presente trabajo (1 x 10° parésitos totales)
fueron capaces de inducir parasitemia en los tres ovinos inoculados.

La Tabla 2 muestra los valores de la parasitemia obtenida por el método de
Brener (1.969) durante el curso de la infeccion, tomando en cuenta los tres aislados
de T. evansi (Teval, R-38 y Mantecal). Como se¢ observa en la tabla los valores de
parasitemia se ubicaron en un rango entre 6 a 79 x10° . Es de destacar que los
maximos valores de parasitemia fueron obtenidos el dia 8 con 30 x 10* parésitos/ml
para Teva 1; el dia 12 con 79 x10° parasitos/ml para R-38 y los dias 8 y 12 con 48 x
10 parasitos/ml para el aislado Mantecal. Es importante sefialar que hubo dias donde
la parasitemia no fue detectada por el método utilizado (Brener, 1.969), lo cual fue
representado por el valor 0; sin embargo, en la mayoria de los casos se observaron
parasitos por el método de Woo (1.972); excepto los dias 6, 39, 61 y 65 para el
aislado Teva 1. Los dias 39, 47, 61, 65 y 80 para R-38 y finalmente los dias 30, 36,
54, 61, 65 y 80 para Mantecal; en los cuales no se detectaron parasitos por ninguno de
los dos métodos. Los valores de parasitemia fueron obtenidos hasta el dia 80 para
Teva 1, mientras que éstas no fueron observables desde los dias 47 y 43 para los

aislados R-38 y Mantecal respectivamente.
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Dias de Infeccid
0 2 4 6 8 10 12 14
Aislados
Teva 1 0 | 6086,38 0 0 304319 | O 6086,38 | 6086,38
R-38 0 0 6086,38 | 0 | 6086,38 | O | 79122,94 | 24345,52
Mantecal 0 0 6086,38 | 0 | 48691,04 | 0 | 48691,04 0
Continuacion Tabla 2
Dias de Infeccion
16 18 20 22 24
Aislados
Teva 1 6086,38 | 24345,52 1217276 0 12172,76
R-38 12172,76 0 0 12172,76 12172,76
Mantecal 6086,38 6086,38 0 12172,76 0
Continuacion Tabla 2
Dias de Infeccio
26 28 30 32 36
Aislados )
Teva 1 0 12172,76 | 6086,33 0 6086,38 |
R-38 12172,76 0 6086,33 12172,76 6086,38
Mantecal 0 0 0 0 0
Continuacion Tabla 2
Dias de Infeccio
39 43 47 54 61
Aislados
Teva 1 0 6086,38 0 6086,38 0
R-38 0 6086,38 0 0 0
Mantecal 6086,38 0 0 0 0
Continuacion Tabla 2
Dias de Infeccio
65 80
Aislados
Teva 1 0 12172,76
R-38 0 0
Mantecal 0 0

Tabla 2.-Registro de la Parasitemia en los tres aislados de T. evansi durante los 80 dias de

infeccion.
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Los valores mostrados en la Tabla 2 fueron graficados y se observan en la
Figura 9. En la misma se puede visualizar la parasitemia registrada en los tres ovinos

infectados experimentalmente con los aislados de 7. evamsi (Teva 1, R-38 y

Mantecal) durante los 80 dias de infeccion.
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Figura 9.-Curso de la Parasitemia en ovinos infectados experimentalmente con tres aislados de
T. evansi: Teva 1, R-38 y Mantecal

Como se observa en la figura los mayores picos de parasitemia se dieron en
los tres aislados (Teva 1 representado en verde, R-38 en marron y Mantecal en
naranja) entre la segunda y la tercera semana post-infeccion; el resto de los dias
también se encontraron picos de parasitemia cuyos valores fueron mas bajos. En
algunos dias hubo parasitemia no detectable. A partir del dia 30 los niveles de
parasitemia se mantienen bajos, sin embargo se puede observar una infeccion activa,

determinado por el método de Microhematocrito; lo que indica una tendencia hacia la

cronicidad de la enfermedad.
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Los resultados obtenidos en ésta figura también mostraron que los ovinos
infectados con los aislados venezolanos de 7. evansi, desarrollaron una parasitemia de

tipo ondulante tipica de éstos tripanosomas en sus hospedadores naturales.

Hematocrito

El hematocrito se presenta como el porcentaje de globulos rojos
empaquetados y fue medido como una de las variables indicadoras de la anemia
caracteristicas de las infecciones con 7. evansi. Los resultados de los valores de
hematocrito de los ovinos infectados con Teva 1, R-38 y Mantecal fueron

representados en las figuras 4, 5 y 6 respectivamente.
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Figura 10.-Curso de la Parasitemia (vinotinto) y valores de hematocrito (azul) en el
ovino infectado experimentalmente con el aislado Teva 1, durante el transcurso de la infeccion.

En la figura 10 se pueden observar los valores de hematocrito junto con la
parasitemia medida en parasitos/ml durante el transcurso de la infeccion. Como esta
representado en ésta figura los valores de hematocrito, no muestran grandes
fluctuaciones a lo largo del curso de la infeccion. Los valores de hematocrito se
mantiene en un rango de valores aproximados entre 25-30% . Se observa que los dos

primeros dias se encuentra el porcentaje mas alto de hematocrito. Para el dia que se

26




observa el primer pico de parasitemia sus valores comienzan a descender, y entre los
dias 12 hasta el 39 post-infeccion, los valores se mantienen relativamente constantes,
entre 25% y 30% de hematocrito. En dias posteriores al 39 el porcentaje de
hematocrito aumenta y se acerca a los valores normales, lo cual coincide con los
picos mas bajos de parasitemia.

En la figura 11 se observa la parasitemia (parasitos/ml) junto con el
porcentaje de Hematocrito, ambos en funcion de los dias de infeccion, con lo cual se

determind si el aislado de 7. evansi (R-38), era capaz de infectar a un ovino.
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Figura 11.-Curso de la Parasitemia (vinotinto) y valores de hematocrito (azul) en el ovino
infectado experimentalmente con el aislado R-38, durante el transcurso de la infeccion,

Al igual que en el caso anterior, no se observaron cambios significativos en
los valores de hematocrito, pero de igual manera es importante mencionar que los
primeros 22 dias pos-infecciéon los valores se mantuvieron entre 23% y 28%.
Posterior a esto hubo un pequefio aumento de 32% de Hematocrito, el cual coincidié
con el dia 26 de la infeccion donde la parasitemia no era observable. El resto de los
dias de la infeccion se notd un ligero aumento en los valores de hematocrito, siendo el
mas alto de 34% en el dia 61, concordando dichos valores con los picos mas bajos; lo

cual indica al igual que en el caso anterior una cronicidad de la enfermedad.
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Al igual que en las figuras 10 y 11, la figura 12 muestra los valores en
porcentaje de hematocrito. Con lo cual se observa similar a los casos anteriores que el
aislado de 7 .evansi (Mantecal), ain cuando se observan fluctuaciones en los valores

de hematocrito se mantiene entre los valores normales.
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Figura 12.-Curso de la Parasitemia (vinotinto) y valores de hematocrito (azul) en el ovino
infectado experimentalmente con el aislado Mantecal, durante el transcurso de la infeccién.

Sus valores a lo largo del experimento no tuvieron cambios relevantes, sin
embargo es importante sefialar que los valores mas altos se encuentran en los
primeros 8 dias de infeccion y en los tltimos dias a partir del dia 43. Después del dia
12 post-infeccion sus valores se mantuvieron entre 24% y un maximo de 36% para el

dia 47, lo cual coincidié al igual que en la figura anterior, con una parasitemia

indetectable al menos por en método de Brener.

Temperatura

En las figuras 13, 14 y 15 se muestran los valores de temperatura corporal
registrados durante el curso de la infeccion con los aislados Teva 1, R-38 y Mantecal
respectivamente. Como se muestra en la mayoria de los casos los picos de

temperatura coincidieron con los picos de parasitemia o dias cercanos a €stos.
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En el caso de Teva 1 (figura 13) se observa un aumento de temperatura en
los dias cercanos al pico de parasitemia obtenido el dia 8 post-infeccion. También se
observa otro aumento de temperatura relacionado con el pico de parasitemia obtenido
el dia 18. A partir del dia 24 hasta los ultimos dias de la infeccion, se observan
valores normales de temperatura a pesar de que también se registran picos de

parasitemia pero muchos mas bajos que los anteriores.
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Figura 13.-Curso de la Parasitemia (vinotinto) y Temperatura corporal (azul claro) en el ovino
infectado experimentalmente con el aislado Teva 1, durante el transcurso de la infeccion.

Para el caso de R-38 (figura 14) el aumento de temperatura también estuvo
relacionado con el pico mas alto de parasitemia, los valores mas altos de temperatura
se registran hasta el dia 20 post-infeccion, obteniéndose un valor maximo de
temperatura de 40,8 °C.

A partir del dia 20 se observa que la temperatura vuelve a sus valores

normales durante el resto del experimento.
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Figura 14.-Curso de la Parasitemia (vinotinto) y Temperatura corporal (azul claro) en el ovino
infectado experimentalmente con el aislado R-38, durante el transcurso de la infeccion.

La misma tendencia puede observarse en la figura 15 con el aislado Mantecal,

donde los valores de temperatura mas altos fueron observados durante los mayores

picos de parasitemia.

Estos resultados mostrados en las figuras 13, 14 y 15 indican que la fiebre
registrada en los ovinos infectados experimentalmente con los aislados de 7. evansi
esta estrechamente relacionada con los picos mas altos de parasitemia, principalmente
alrededor de las primeras tres semanas post-infeccion. Posteriormente cuando aun se

registraron picos menores de parasitemia los valores de temperatura se mantuvieron

dentro de los valores normales.
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Figura 15.-Curso de la Parasitemia (vinotinto) y Temperatura corporal (azul claro) en el ovino
infectado experimentalmente con el aislado Mantecal, durante el transcurso de la infeccién.

Hemoglobina

En la figura 16 muestra los valores de hemoglobina de los animales
infectados experimentalmente con los tres aislados de 7. evansi Teva 1(verde), R-38
(marrén) y Mantecal (naranja). Como lo muestra la figura la tendencia es muy similar
en los tres casos. Segun la tabla de los valores sanguineos normales ganado-ovino
(Benjamin, 1.984), el valor estandar de hemoglobina es de 10,0 a 14,0 g/dl, lo cual
indica que los ovinos infectados experimentalmente en general mantuvieron sus
concentraciones de hemoglobina dentro de los rangos normales. A excepcion de los
dias finales de la infeccion en la cual la hemoglobina aument6 ligeramente sus
valores.

Estos resultados sugieren que los valores de hemoglobina en los ovinos
infectados experimentalmente se mantienen dentro de los rangos normales dentro de
los dias de la infeccion; indicando que la hemoglobina no se ve afectada por la
parasitemia, de igual manera como se observa en las figuras 10, 11 y 12 en las cuales

los valores de hematocrito tampoco fueron afectados por la misma.
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Figura 16.-Concentracién de Hemoglobina en ovinos infectados experimentalmente
con los aislados Teva 1, R-38 y Mantecal, durante el curso de la infeccién.

Glébulos Blancos Totales (GBT)

En la figura 17 se observa el comportamiento del nimero de globulos
blancos en funcién de los dias de infeccion de los tres aislados de 7. evansi Teva 1
(verde), R-38 (marron) y Mantecal (naranja). Segin la tabla de los valores normales
de glébulos blancos totales en ganado-ovino reportado en la literatura (Benjamin,
1.984), los valores normales o estandares se ubican entre 4.000 a 12.000 cel/ml. Aun
cuando se observan fluctuaciones durante el curso de la infeccién los valores de los
ovinos infectados experimentalmente con aislados de 7. evansi se mantuvieron dentro

de los rangos normales.
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Figura 17.-Namero de Glébulos Blancos Totales en ovinos infectados experimentalmente con los
aislados Teva 1, R-38 y Mantecal, durante el curso de la infeccion,

Glébulos Rojos Totales (GRT)

En la figura 18 se observa el comportamiento del nimero de globulos rojos
en funcion de los dias de infeccion de los tres aislados de 7. evansi Teva 1 (verde), R-
38 (marrén) y Mantecal (naranja).

En la esta figura se puede observar que el comportamiento de los tres
aislados es similar, es decir que no se distinguen diferencias significativas a lo largo
del curso del experimento. Tomando en cuenta que el nimero de globulos rojos
totales normales en ovinos se encuentra entre 8,5 x 10° y 13,5 x 10° cel/ml segin lo
reporta la literatura (Benjamin, 1.984) y a pesar de que se observan fluctuaciones
durante el curso de la infeccion, los valores de globulos rojos/ml de los ovinos
infectados experimentalmente con los aislados de 7. evamsi estudiados, se
mantuvieron dentro de los rangos normales al igual que en las variables
hematologicas mencionadas anteriormente (hematocrito, hemoglobina y globulos

blancos normales).
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Figura 18.-Numero de Glébulos Rojos Totales en ovinos infectados experimentalmente con los
aislados Teva 1, R-38 y Mantecal, durante el curso de la infeccion.

Finalmente los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que las
variables hematologicas sometidas a éste estudio (hematocrito, hemoglobina,
globulos blancos totales y gldbulos rojos totales), no se ven afectadas en ovinos
infectados experimentalmente con distintos aislados de 7. evansi , lo cual sugiere que
los ovinos pueden comportarse como reservorios mostrando que son poco

susceptibles a la enfermedad.
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DISCUSION

En 1.986 Losos definidé la infectividad como la capacidad que tienen los
tripanosomas para invadir y multiplicarse en un hospedador; ademas de ser el primer
criterio que se utiliza a la hora de describir la interacciéon entre tripanosomas
patdgenos y sus hospedadores. Los resultados obtenidos a lo largo de ésta
investigacion muestran que no existen diferencias en el grado de patogenicidad entre
los aislados venezolanos de T. evansi (Teva 1, R-38 y Mantecal) y el hospedador
estudiado (ovino).

Durante los experimentos de infectividad se utilizaron 3 aislados
venezolanos de 7. evansi provenientes de su hospedador natural (el caballo), se
infectaron experimentalmente tres ovinos, uno con cada aislado, y se observd en
todos los casos una parasitemia de tipo ondulante; describiéndose en las primeras tres
semanas picos altos y en los dias restantes de la infeccién se observaron picos mas
bajos de parasitemia. Caso contrario lo ocurrido con Perrone (2.003), quien trabajo
con 6 aislados de T. evansi, de los cuales dos de ellos fueron utilizados en 1a presente
investigacion (Teva 1 y Mantecal) lo que permite establecer comparacion entre ambas
investigaciones. Perrone infectd ratones, en donde pudo observar en todos los casos
un aumento progresivo de la parasitemia hasta llegar a causar la muerte de los
animales; igualmente nuestros resultados difieren con los encontrados en Brasil por
Queiroz (1.999), quien observé el mismo comportamiento que el del experimento de
Perrone, pero en 3 de 9 aislados estudiados utilizando ratas Wistar como modelo
experimental.

En la presente investigaciéon de infectividad se encontré que el inéculo
experimental utilizado (1- 2 x 10° parasitos totales) fue capaz de infectar a los tres
ovinos para los aislados Teva 1, R-38 y Mantecal provenientes de caballo (Estado
Apure) sin embargo la parasitemia descrita en nuestra investigacion no fue

incrementandose con el transcurso de los dias ni condujo a la muerte de los animales
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infectados, lo que puede observarse en los otros casos descritos anteriormente donde
aislados de T. evansi son capaces de desarrollar parasitemias agudas hasta conducir a
la muerte en ratones. No obstante es importante destacar que la infectividad del
parasito no solo depende del indculo sino también del hospedador, es decir de la
capacidad que éste tenga para responder inmunoldgicamente al parasito.

Los resultados obtenidos en éste experimento mostraron que los tres aislados
utilizados: Teva 1, R-38 y Mantecal, se comportaron de manera muy similar, lo que
quiere decir que en los tres casos se describio una parasitemia de tipo ondulante y que
como se habia mencionado anteriormente en las tres primeras semanas se registraron
los picos mas altos de parasitemia y los dias subsiguientes se encontraron picos mas
bajos. En el aislado Teva 1 se describieron los dos picos mas importantes de
parasitemia en los dias 8 y 18 con valores méaximos aproximados de 30.000
parasitos/ml y 25.000 parasitos/ml respectivamente. De los tres aislados estudiados el
pico mas alto de parasitemia registrado fue el de R-38 con un valor aproximado de
79.000 parasitos/ml para el dia 12 post-infeccidn. Y por ultimo el aislado Mantecal
registro sus dos picos mayores de parasitemia los dias 8 y 12 con un valor
aproximado de 49.000 parasitos/ml. Estos picos de parasitemia difieren de los
encontrados en ratones por Perrone en 2.003, quien encontrd que en los aislados Teva
1 y Mantecal se describian parasitemias mucho mayores a las descritas en la presente
investigacién; para Teva 1 encontré una parasitemia maxima de 4.2 x 10° pardsitos/ml
y para Mantecal 9.6 x 10° parasitos/ml. Ademés se encontrd en nuestra investigacion
que en las infecciones con 7. evansi las parasitemias son del tipo criptica,
caracteristicas propias de un estado crénico de la enfermedad ( es decir, parasitemia
no detectable). Estas observaciones concuerdan con los resultados descritos por Onah
y col. en 1.996 en infecciones experimentales con T. evansi en 6 ovinos en Africa,
donde se observd un estado crénico de la enfermedad con recuperacidén espontanea,

en dos de los casos estudiados.
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La presente investigacién representa es el primer estudio en nuestro pais
donde se determina si aislados venezolanos de 7. evansi son capaces de infectar
ovinos. En Venezuela se ha reportado la infectividad de éstos parasitos en otros
hospedadores tales como chigilires, asnos, ratones (como modelo experimental ) entre
otros Perrone (2.003), pero no en este hospedador el cual ha sido descrito en otros
paises como un hospedador natural de Trypanosoma evansi (Singh, 1.998). Asi como
también estudios recientes han demostrado que parasitos similares al 7. evansi como
lo es el T. vivax si es capaz de infectar a ovinos en nuestro pais (Rojas, 2.003).
Considerando que los ovinos son pequefios rumiantes capaces de ser infectados con
aislados venezolanos de I. evansi, los resultados obtenidos en el presente trabajo
pueden ser extrapolados a otros rumiantes que también se pueden ver afectados por
dichos parasitos, ademas de esto es importante sefialar que los ovinos son capaces de
controlar la enfermedad y perdurar en el tiempo con ella e incluso llegar hasta la
autocuracion o recuperacion espontanea como lo sefialado por Onah y col. en 1.996,
dato de importancia para futuras investigaciones.

Con respecto a los valores hematoldgicos en infecciones con tripanosomas,
los mismos estan delimitados por muchos factores como por ejemplo la virulencia del
parésito (considerada, en éste caso, como ¢l nimero de muertes en funcidon del
tiempo), la susceptibilidad que presente el hospedador y por supuesto el periodo de
mnfeccion durante el cual son tomadas las muestras, entre otros factores. Luckins
(1.998) describe que las infecciones en ovinos con Trypanosoma evansi del tipo
cronico se presentan con sintomas clinicos poco distintivos, entre los cuales se
destaca la anemia, fiebres recurrentes, pérdida de peso y pérdida también de la
condicion fisica. En el presente trabajo no se observaron casos de anemia en los
ovinos infectados, ha pesar de que hubo dias en los cuales los valores de hematocrito
y de globulos rojos disminuyeron levemente en comparacién con los valores
normales durante los primeros dias de la infeccion. Luego hacia los ultimos 30 dias
del experimento los valores de las variables ya nombradas volvieron a su rango

estandar, lo cual indica un estado crénico de la enfermedad en los ovinos infectados
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experimentalmente con los tres aislados de 7. evansi. Audu y col. (1.999) describen
valores bajos de hematocrito y glébulos rojos incluso después del dia 70 post-
infeccidn, valores con los cuales coinciden los picos mas altos de parasitemia en su
investigacion . Sin embargo en el caso de los ovinos infectados experimentalmente
con los aislados Teva-1, R-38 y Mantecal se observa, a diferencia de los resultados
obtenidos por Audu y col. (1.990) que los valores hematoldgicos se mantuvieron en
el rango de los valores normales.

Con respecto a los glébulos blancos registrados en los resultados, se pudo
sefialar un ligero aumento en sus valores, a pesar de que en general se mantuvieron
entre los rangos normales descritos en la literatura (Benjamin, 1.984), sin embargo es
probable que ese aumento se haya originado como consecuencia de la infeccidén con
el parésito (recordando que los glébulos blancos o leucocitos son las células del
cuerpo encargadas de la defensa del organismo) y por la incapacidad del sistema
inmune para eliminar completamente los parasitos del torrente sanguineo, tal cual
como lo sefiala Onah y col. en 1.996.

Tomando en cuenta el segundo sintoma descrito por Losos enl1.986; fiebres
recurrentes, se puede decir que en ¢l caso de nuestro estudio los ovinos infectados
experimentalmente, en determinadas ocasiones se registraron aumentos relevantes de
la temperatura corporal, dichos aumentos de la temperatura coincidieron con los picos
de parasitemias registrados y con los dias cercanos a ellos. Segin Audu y col.
(1.999), es posible que éste aumento se genere debido a desordenes metabdlicos del
hospedador cuando hay parasitos circulantes, o también puede ser ocasionado por la
segregacion de metabolitos que pueden actuar como agentes piréticos por parte de los
tripanosomas en los procesos de hemolisis. Por otro lado se puede decir que en los
dias finales de la experimentacién (donde los picos de parasitemias eran bajos e
incluso indetectable) la temperatura corporal de los ovinos se mantuvo entre los

valores normales.




Segun los resultados descritos y discutidos anteriormente, evaluando las
variables hematoldgicas y no hematologica estudiadas en la siguiente investigacion,
se puede sefalar la posibilidad de que los ovinos pueden comportarse como
reservorios mostrandose poco susceptibles a la enfermedad (Tripanosomosis); tal cual

como son considerados actualmente tanto en Africa como en Asia.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los estudios realizados a lo largo de la presente investigacion, mostraron que
los aislados venezolanos de T. evansi (Teval, R-38 y Mantecal) son capaces
de infectar experimentalmente ovinos generando en los mismos bajas
parasitemias y desarrollando un estado cronico de la enfermedad

(Tripanosomosis).

Los resultados arrojados durante el curso de la infeccién sefialaron que la
parasitemia descrita en los ovinos infectados experimentalmente con los tres

aislados de T. evansi (Teva 1, R- 38 y Mantecal) es de tipo ondulante.

La infeccion de los ovinos causada por el parasito T. evansi generd cambios
poco significativo en los niveles registrados de hematocrito, hemoglobina,
globulos blancos y globulos rojos, todo esto ocurrié durante la primera etapa
de la investigacion, es decir las primeras 3 semanas. Hacia los ultimos dias se
observo que ha pesar de que aln se encontraban parasitos en sangre, los

niveles de todas las variables tomadas volvieron a sus valores normales.

En el modelo ovino, los tres aislados utilizados se comportaron de manera
muy similar, desde el punto de vista infectivo; lo cual nos sugiere que la
capacidad de infectar del parasito, depende entre otros factores del hospedador

y larespuesta de su sistema inmune.
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Debido a que la infeccidn en los ovinos perduré durante los 80 dias,
manteniendo las dos primeras semanas picos altos de parasitemia y el resto
picos bajos y en algunas ocasiones no se registrd parasitos, esto lo que nos
indica que estos animales (al igual que el Chigiiire y otros animales) pueden

actuar como reservorios del parasito T. evansi, al menos en nuestro pais.

Las recomendaciones que se pueden ofrecer es que después de ésta
investigacidén son muchos los trabajos que se pueden realizar bajo ésta misma
linea, ya que aun queda mucho por descubrir; y que evaluando las proteinas
encontradas en suero de ovino, estudiando el sistema inmune de los mismos,
se puede llegar a encontrar una posible vacuna contra dicho parasito, para que

de ésta forma no siga eliminando animales en los establos y haciendas.
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