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INTRODUCCION

De todas las enfermedades de interés veterinario y biomédico,
las enfermedades parasitarias constituyen una grave problematica en

las regiones tropicales y neo-tropicales del mundo.

Las enfermedades hemoparasitarias de animales, constituyen
un serio problema econémico ya que causan grandes pérdidas en el
ganado bovino, ovino, equino, entre otros; en este sentido,
representan un obstaculo en la produccién de leche, carne, cueros,
lanas fibras y otros productos de origen animal, sobre todo en los

paises del tercer mundo (Palmer y col. , 1985).

En Venezuela, los hemoparasitos flagelados del género
Trypanosoma  son los agentes etiologicos de la enfermedad
denominada Tripanosomiasis, que afecta tanto animales domésticos y

salvajes como al hombre (Honinberg, 1963).

En Venezuela la tripanosomiasis animal es causada

fundamentalmente por panosoma vivax y Trypanosoma

evansi, siendo este ultimo el agente causal de la tripanosomiasis




equina conocida como “Derrengadera” (Venezuela), “Murrina”

(Panama) y “Surra” (India) (Soulsby, 1988).

Segun la OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES (2000}, la
tripanosomiasis causada por el T. evansi es considerada como una
enfermedad perteneciente a la Lista B, en donde se agrupan aquellas
enfermedades transmisibles que se consideran importantes desde el
punto de vista socio-econdémico y/o sanitario a nivel nacional y cuyas
repercusiones en el comercio internacional de animales y productos
de origen animal son considerables. Estas enfermedades son por lo
general objeto de un informe anual, aunque en algunos casos, de
acuerdo con lo dispuesto en los Articulos 1.1.3.2 y 1.1.3.3 del Cédigo
Zoosanitario Internacional, pueden ser objeto de informes mas

frecuentes ( http://www.oie.int/esp/maladies/es classification.htm ).

1. Tripanosoma evansi:

1.1 Historia v distribucion:

El panosoma evansi es un protozoo flagelado que fue

descubierto por Evans en 1880, quien lo observé en sangre de




camellos y caballos afectados por una enfermedad endémica conocida
en el viejo mundo como “Surra”. En Venezuela, fue observado por
primera vez por Rafael Rangel en 1905, quien lo descubre en sangre
de caballos afectados por una enfermedad llamada “Derrengadera”,
que presentaba como sintomas principales fiebre, debilitamiento,
extenuacion, anemia, edemas y paralisis de los cuartos traseros del

animal, asignandole el nombre de panosoma_venezeluense

(Hoare, 1972).

Rangel consideraba que la epizootia conocida como
“Derrengadera” de los equinos era lo mismo que la “Peste boba”,
siendo Kubes (1939) quien separa definitivamente estas dos
enfermedades. Rangel envia frotis de sangre a Mesnil (1910), quien

los estudia y le encuentra semejanzas con el _panosoma

equinum, agente productor del “Mal de caderas” en Sudameérica y

especialmente con Trypanosoma evansi, causante de la “Surra” de

los équidos; pero Mesnil lo propone bajo el nombre de panosoma

venezuelense en vista de sus diferencias con estos tripanosomas,
pero no especifica si se trata de una nueva especie o de una variedad

de T. evansi (Arcay de Peraza, 1976).




Leger y Tejera (1920) concluyen que Trypanosoma

venezuelense es una especie diferente a ___panosoma evansi,

haciendo comparaciones en cuanto al comportamiento inmunolégico
cruzado, asi como reactividad ante diferentes farmacos. Sin

embargo, Hoare (1950) establece que __._ panosoma venezuelenze y

panosoma _evansi son indistinguibles.

Este parasito esta ampliamente distribuido en las regiones del
Norte y Este de Africa, Asia, Centroamérica y Sudameérica. En
Venezuela se les encuentra principalmente en los Estados Guarico y
Apure (Rivera, 1996). Esta ubicacién no es a causa del clima, que
en las regiones tropicales tiene una influencia indirecta sobre la
enfermedad al condicionar la produccién agricola y por tanto la
nutricion. De una manera mas directa, los climas calidos y humedos
de las selvas tropicales y las regiones pantanosas favorecen el
desarrollo de las moscas y mosquitos transmisores de la

tripanosomiasis (Luckins, 1988).

1.2 Clasificacion:

Dentro del género Trypanosoma, se agrupan varias especies

entre las cuales las mas 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 tripanosomiasis animal

estan: panosoma brucei , Trypanosoma evansi,
panosoma vivax , _panosoma__equinum panosoma
equidermun vy panosoma congolense. Estos hemoparasitos

son responsables de la tripanosomiasis animal en el continente

africano, sin embargo especies como panosoma __equinum,

panosoma _equiperdum, panosoma vivax y Trypanosoma

venezuelense (sin6nimo de Trypanosoma evansi) se asocian con la

tripanosomiasis que afecta diferentes tipos de ganado y animales

domeésticos en el continente americano (Hoare, 1972; Soulsby, 1988).

La ubicacion taxondémica del T. evansi es Reino Protista,
Phylum Sarcomastigophora, Subphylum Mastigophora, Clase
Zoomastigophora, Orden Kinetoplastidae, Suborden

Trypanosomatina y Familia Trypanosomatidae (Gémez Rodriguez,

1956).

1.3 Enfermedad y Transmision:

Desde el punto de vista epizootiologico, son parasitos Eurixenos

obligatorios ya que infectan a una gran variedad de hospedadores




vertebrados, siendo la condicibn parasitaria absolutamente
indispensable para la vida de los mismos; por otro lado son
patégenos para ciertas especies a la vez que producen infecciones
cronicas en aquellas especies que funcionan o participan como

reservorios naturales (Rossi, 1994)

Entre los principales hospedadores de este parasito se
encuentran: Camellos, equinos y caninos. Ademas, puede infectar
asnos, bovinos, biifalo, elefante, tapir, tigre y venado (Hoare, 1972).
En Sudamérica se ha identificado el chiglire o capibara como
reservorio, con incidencia del 26%, el cual pudiera jugar un papel

muy importante en la epidemiologia de la enfermedad (Reverén,

1992).

Arias Nufez (1993), estudiando dos poblaciones de chigiiire,
sugiere que éstos constituyen un elemento importante en la
epidemiologia de la tripanosomiasis en las regiones enzodéticas,

contribuyendo al mantenimiento de la infeccion de panosoma

evansi y juega un papel importante en la transmisién entre
diferentes especies de animales (equinos, bovinos, vectores y

reservorios) que comparten estos ecosistemas.




Trypanosoma evansi se multiplica en el hospedador

vertebrado por fisién binaria longitudinal y se piensa que no tiene
hospedador intermedio. El parasito se transmite de manera
mecanica o aciclica entre hospedadores a través de vectores tales
como el murciélago e insectos dipteros, succionadores de sangre,
particularmente por tabanidos (mosca del caballo) y stomoxys
calcitrans (mosca brava de los establos), estos insectos inoculan el
parasito a mamiferos sanos en un intervalo de 15 minutos después

de que se han alimentado de un animal infectado (Luckins, 1988).

El murciélago hematofago (Desmodus rotundus) en Centro y

Sudamérica ha sido incriminado como eficiente transmisor de T.
evansi el cual actia como vector y hospedador pudiendo adquirir la
infeccion a través de la mucosa bucal cuando se alimenta de
animales infectados, ya que el parasito atraviesa la mucosa, y al
multiplicarse en su sangre aumenta la posibilidad de transmisién

(Hoare, 1965, 1972; Losos, 1980).

Los parasitos sobreviven en sangre ingerida, presente en las
piezas bucales de los tabanos, por lo tanto, la eficiencia de la
transmisién depende del intervalo entre alimentacién (picadura) y

densidad de vectores. La capacidad de transmision disminuye




marcadamente en un tiempo mayor a ocho (8) horas después de
alimentarse el vector sobre el hospedador infectado. T. evansi es
incapaz de desarrollarse ciclicamente en tabanidos y en la mosca

tse-tse (Losos, 1980).

1.4 Morfologia:

Este parasito se caracteriza por presentar la forma de
tripanosoma o tripomastigote y fusiforme, de 15 a 36 micras de largo
y de 3 micras de ancho aproximadamente (Gémez Rodriguez, 1956).
Estos tripanosomas se caracterizan por ser células alargadas, con
un nucleo en posicién central, redondeado y compacto. En una
posicién subterminal o marginal, se localiza el kinetoplasto, organelo
que contiene acido desoxirribonucléico (ADN) y que forma parte de la
mitocondria. La funcién locomotora es desempefiada por un flagelo
libre, que tiene su origen en el extremo posterior, a nivel del cuerpo
basal, ademas presenta una membrana plasmatica ondulante bien
desarrollada con pliegues pronunciados, la cual mide de 8 a 10 nm.
de espesor y sobre ésta se observa una capa uniforme de
glicoproteinas variables de superficie (VSG), la cual cubre todo el

parasito incluyendo el flagelo (Hoare, 1972).




2. Variacion Antigénica:

Los antigenos de los tripanosomas se dividen sobre la base de
su especificidad inmunologica en estables y variables. Los estables
son comunes en diferentes especies de tripanosomas, en cepas de
una misma especie y en diferentes formas fisiologicas 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. Estos antigenos son
importantes para el inmunodiagnoéstico. Los antigenos variables se
van expresando a lo largo de una infeccidén 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 obtencién 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 es visible a microscopia electronica como una capa
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electron densa de 12-15 nm de espesor, la cual esta externa a la
bicapa lipidica de la membrana plasmatica y esta compuesta de una

monocapa de aproximadamente 107 copias de esta glicoproteina

(Turner, 1985, 1988).

Donelson y Turner (1985) postularon que el proceso consiste en
variar las glicoproteinas variables de superficie (VSG) mediante un
proceso denominado variacion antigénica, la cual esta caracterizada
por la aparicibn de un numero de poblaciones de tripanosomas
antigénicamente diferentes, denominados Tipos de Variantes
Antigénicos (VATs). La aparicion de los distintos VATSs es la causa de
la parasitemia ondulante del mamifero infectado. Las ondas de
parasitemia en la sangre son generadas por la rapida multiplicacion
de los parasitos hasta que el sistema inmune produce suficientes
anticuerpos circulantes para lisar la mayoria de los tripanosomas.
Sin embargo, algunos parasitos sobreviven debido a que durante la
fase de multiplicaciéon ellos han cambiado la expresiébn de un
diferente tipo antigénico, el cual no es reconocido por los anticuerpos
circulantes. Esta pequena poblacion es la progenitora del siguiente
pico de parasitemia y asi sucesivamente. La aparicién de nuevos

VATs van determinando cada pico de parasitemia (Turner, 1982;

Vickerman y Barry, 19895).




O UV UV UUOU VY U U U U U U U U WY VWP WP Wwe e Www Ww w W P e e www=-===—- - — — -

11

Los VAT’s originados durante la infeccion temprana se
denominan VAT’s predominantes (Gray, 1965). En cada onda de
parasitemia existe una poblaciébn predominante denominada
Homotipo o Serotipo principal, mientras que las poblaciones menores
se denominan Heterotipos. Los heterotipos aparecen antes que los
anticuerpos contra la poblacion homotipica pueda ser detectada.
Cada variable antigénica heterotipica puede convertirse en poblacion
homotipica en las subsecuentes ondas de parasitemia. Esto sugiere
que la variaciéon antigénica es un proceso en el que existe una
predisposicion genética mas que un proceso de selectividad por parte
del sistema inmune del hospedador. Los VATs o poblaciones
predominantes se consideran caracteristicos de aislados particulares.
El repertorio de diferentes VAT’s se denomina Serodema. A partir de
diferentes aislados de campo se pueden reconocer distintos
serodemas, lo cual tiene importancia desde el punto de vista de

clasificacion de tripanosomas en estudios epidemiolégicos (Grav y

Luckins, 1976).

Esto sugiere que dicho proceso es una de las estrategias mas
efectivas desarrolladas por los endoparasitos para evadir la respuesta

inmunitaria de sus hospedadores, y se hace presente no soélo en
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protozoarios como los tripanosomas, sino también en varias especies

bacterianas tales como Borrelia y Neisseria (Turner y Donelson,

1990; Borst, 1991).

El comportamiento antigénico de un aislado venezolano
endémico de T. evansi fue estudiado por Perrone (1992), en donde
demostrd que aislados Sudamericanos de este tripanosoma utilizan el
mecanismo de variacion antigénica al igual que sus parientes

africanos.

A principio de siglo se habia reportado que el nimero de
tripanosomas en la sangre de un animal infectado fluctuaba
dramaticamente con el tiempo. La mejor caracterizaciéon de esas
ondas de parasitemia sucesivas fue realizada por Ross y Thomson en
1910 (citado por Turner en 1990). Ellos sistematicamente
examinaron la sangre de un paciente infectado con tripanosomas y
demostraron que un pico de parasitemia era seguido por la
disminucién del nimero de parasitos y luego por la aparicion de un
segundo pico dos semanas después. Estos y otros investigadores
especularon que una nueva onda de parasitemia estaba compuesta
por tripanosomas que, de alguna manera, habian escapado a la

accion de anticuerpos dirigidos contra los paréasitos del primer pico
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de parasitemia. Esto ocurrié 60 afos antes de que la relaciéon entre

tripanosomas y el sistema inmune pudieran ser bien entendidos

(Turner, 1990).

La inadecuada respuesta inmune podria ser el resultado de la

habilidad que exhibe el T. evansi para cambiar su caracter antigénico

durante el curso de la infeccion, expresando diferentes VSG’s. Los

antigenos expresados son predominantemente glicoproteinas. Entre

los antigenos de las cepas patogenas, las siguientes variedades son

reconocidas:

b)

Antigenos especificos o variante especifico, los cuales
estan presentes en los tripanosomas intactos y
estimulan la produccion de anticuerpos sélo contra el
antigeno homologo, se consideran de caracter
protectivo o inmunogénico y estan representados por
antigenos externos.

Antigenos internos que son liberados en el torrente
sanguineo después de la disrupciéon de los parasitos y
tiene la capacidad de estimular la produccién de
anticuerpos dirigidos contra antigenos de diferentes

cepas o especies (Perrone, 1992).
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Aparentemente dos factores intervienen en el mecanismo de

defensa del hospedador:

- Defensa celular representada por la fagocitosis.
- Defensa humoral- representada por anticuerpos con

actividad tripanolitica (Gémez Rodriguez, 1956; Hoare, 1972

y Boero, 1974).

Cabe destacar que los estudios de variacién antigénica se han
efectuado con tripanosomas africanos y con aislados de T. evansi de
origen africano, mientras que en aislados de estos tripanosomas en

América es muy poco lo que se conoce {(Hérchner, 1984; Jores y Mc

Kinnell, 1984, 1985%, 1985P).

Hérchner y col. (1984), mediante la técnica de lisis dependiente
de complemento y usando suero monoespecifico contra poblaciones
variables antigénicas, demostraron en tres conejos infectados con un
clon de T. evansi aislado de una cepa de Java, seis poblaciones
diferentes. Las poblaciones aisladas fueron heterogéneas, sobre todo
en las fases tardias de la enfermedad. Cada onda de parasitemia

estuvo formada por una variante antigénica principal y variantes
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antigénicas menores que no son afectadas por la accién litica del
suero y contribuyen a formar las nuevas variantes antigénicas

principales de las subsiguientes ondas de parasitemia.

Jones y Mc Kinnell (1984) utilizando la técnica de Lisis e
Inmunoflorescencia, demostraron que un clon de T. evansi obtenido a
partir de un aislado de Sudan, originé 11 variables antigénicas en un
conejo infectado con el clon y coincidié con los demas autores en que
cada onda de parasitemia estaba formada por una variable antigénica

principal y una mezcla de variables menores.

Para efectuar el diagnéstico de la tripanosomiasis los métodos
mas frecuentemente utilizados son: el diagnéstico clinico, el
parasitologico o directo y las técnicas serologicas. Sin embargo, el
diagnéstico clinico presenta una gran dificultad, debido a que la
enfermedad no muestra signos patognoménicos y por lo tanto es muy
dificil poder reconocer el agente etiolégico solo por la presencia de
sintomas (Reyna, 1991). En cuanto a las técnicas parasitologicas
Molyneaux (1975) y Bakos y Bustamante (1982) las dividieron en tres

grupos diferentes dependiendo del fundamento de la prueba:
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1. Frotis de sangre o ganglios linfaticos, con o sin tincion

(Giemsa, Romanoski, Leichman’s, etc)

2. Concentracion de los tripanosomas presentes en
sangre o en linfa, para facilitar su observacién al
microscbpio optico. Entre ellos la técnica de
concentracion de hematocrito (Woo, 1979) vy
centrifugacién y purificacion por cromatografia de

intercambio aniénico (Lanham y Godfrey, 1971).

3. Inoculaciéon de animales susceptibles con sangre del

animal sospechoso de tripanosomiasis.

Estos métodos directos, si bien son utiles tienen como principal
desventaja la produccion de resultados erréoneos en un orden del 20
al 25% o mas (Weiman, 1963); ademas, solo son efectivos en los
estados agudos de la enfermedad, cuando los parasitos colonizan la
sangre ocasionando una alta parasitemia que es facilmente
observable a través de cualquier método directo, pero debido a las
oscilaciones de la parasitemia durante el curso de la enfermedad,

este tipo de diagnéstico puede resultar poco sensible (Luckins y col.,
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1978; International Laboratory for Research on Animal Diseases

“ILRAD”, 1988).

Por estas razones se ha tratado de diagnosticar la enfermedad
con precision antes que el animal pierda su condicién fisica, para
tales fines, se ha acrecentado el uso de pruebas inmunologicas con
mayor sensibilidad que las técnicas parasitologicas o directas. Estas
técnicas se basan en la identificacion de anticuerpos circulantes,

especificos contra el agente causal de la enfermedad ( Moulyneaux,

1975).

Moulyneaux (1975) y Garcia (1990) hacen una descripcién

sobre los métodos parasitologicos y los divide en:

I. Métodos Standard de Deteccion (MSDT): consiste en

examinar preparaciones de sangre con la finalidad de detectar la

existencia de parasitos en dicha sangre.

I.I  Frotis fresco: es un método de facil realizacién, con la
desventaja de que no detecta parasitemias bajas y la morfologia del

parasito es dificil de observar.
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II  Frotis coloreado: es sencillo de realizar y facilita la

observacion morfolégica de los tripanosomas al microscopio.

IIII Frotis de ganglio linfatico: este método se realiza de
forma similar al método de frotis coloreado, con la diferencia de que
en este se utiliza linfa extraida mediante la punciéon de un ganglio

linfatico.

II Meétodos de Concentracion (MC): estas pruebas tienen la

finalidad de aumentar la posibilidad de detectar los tripanosomas,

mediante la agrupacién en un mayor volumen de sangre comparado

con las MSDT.

ILI Separacion de los tripanosomas de las células
sanguineas del hospedador: consiste en purificar los tripanosomas
con la finalidad de obtener una mayor concentracion de los parasitos

y asi facilitar su observacién al microscopio.

ILIT Técnica de Microcentrifugacion (TMC): (Woo, 1969).
Para realizar esta técnica se utiliza un tubo capilar el cual es llenado
con la muestra de sangre y se centrifuga a 12.000 r.p.m. durante

cinco minutos, lo que permite una mayor probabilidad de detectar los
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tripanosomas, debido a que estos se localizan entre la capa de

glébulos blancos y el plasma, permitiendo su visualizacion.

Garcia (1988) mediante la TMC observé un curso fluctuante de
cinco a seis ondas de parasitemia en caballos infectados

experimentalmente con T, evansi.

En caballos infectados naturalmente con el T. evansi se han
reportado  infecciones activas mediante la  técnica de
microcentrifugacion de 12,14% (Garcia, 1989%), de 8,4% (Garcia,

1989Y) y de 8,42% (Rivera, 1992).

Stevens (1989) en chigliires silvestres y criados en cautiverios,
mediante la TMC encontraron un 27% y 58% de infeccion activa de T.

evansi, respectivamente.

Nunes y Oshiro (1990) utilizaron la TMC en un examen a T.
evansi de varias especies de animales silvestres (roedores, carnivoros,
edentatas, artiodactilos) en el Sur de Brasil y Reverén (1992)
mediante el uso de la TMC encontré una prevalencia del orden de

13,26% a T. evansi en chiglire del hato El Frio Estado Apure,

Venezuela.
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III Inoculacion de Animales Experimentales: esta técnica

consiste en inocular sangre de un animal sospechoso en un
susceptible con la finalidad de obtener un diagnéstico y ademas
puede ser utilizada para aislar cepas de tripanosomas. En el caso de
infecciones de T. evansi puede dar buenos resultados debido a la
gran susceptibilidad que presentan los animales experimentales

(ratén, rata y cobayo) a esta especie de tripanosoma (Garcia, 1990).

Clark y . Dunn (1933) mediante la inoculacién en cobayos con

sangre de bovinos encontraron una positividad de 4.5% a T. evansi.

Pegram y Scott (1976) mediante la inoculaciéon en animales de
laboratorio encontraron un 36,5% de prevalencia a T. evansi en
camellos en el sur de Etiopia y Raisanghani y Swarnkar (1992)
reportan un 94,44% de positividad a T. evansi de 54 camellos
clinicamente sospechosos en Rajasthan, India, mediante la

inoculaciéon de sangre en ratas blancas.

Dillman y Townsend (1979) en el Valle de Luangwa encontraron

una positividad de 100% a Trypanozoom en animales silvestres

mediante el uso de la inoculacion de un roedor de laboratorio.
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Nunes y Oshiro (1990} en un estudio en animales sospechosos
a T. evansi encontraron una prevalencia del orden de 25% de los

coati (Nasua nasua) examinados mediante la inoculacidén en

roedores de laboratorio en Mato Grosso, Brasil.

3. Caracteristicas de las poblaciones:

a) Localizacién de los parasitos en el huésped:

Iriarte (1941) localizé el T. evansi en fragmentos de érganos:
higado, bazo, pulmén, rinén y pancreas de cobayos infectados

experimentalmente con T. evansi mediante frotis por aposicion.

En ratones infectados experimentalmente con T. evansi
Schroeder y col. (1972) han localizado el parasito en el corazon,
pulmoén, rinén, bazo y médula 6sea, mediante el uso de frotis por

aposiciéon coloreados con Giemsa al 10%.

En el roedor silvestre Proechimys (Morales y Carrefio, 1976)
localizaron el T. evansi en todos los 6rganos examinados (bazo,

higado, rindén, corazon).




22

Mediante el empleo de la técnica inmunohistoquimica el T.
evansi ha sido localizado en los siguientes 6rganos: cerebro, higado,
bazo, rifién, pulmén y epididimo de ratas infectadas
experimentalmente y en el cerebro de bufalos infectados

naturalmente (Sudarto y col., 1990)

De Stefano y col. (2001) demostraron que la tripanosomiasis
causa una serie de desordenes reproductivos en diversas especies
animales, incluyendo dafios en las goénadas. Ellos estudiaron por
Microscopia Electrénica de Transmisién las posibles alteraciones
ultraestructurales del testiculo en ratones NMRI infectados con T.
evansi (aislado de caballo, 1991. Edo. Apure, Venezuela). Los
resultados no mostraron evidencias de alteraciones
ultraestructurales en las fases de la espermiogénesis observadas,
ademas la presencia de células de Leydig con una gran cantidad de
reticulo endoplasmatico liso, indican un funcionamiento
(esteredoigénesis) normal. La ausencia de alteraciones en el tejido

estudiado sugirieron que el parasito no cruza la barrera durante la

infeccion.
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4. Curso de la Infeccion:

Trypanosoma evansi parasita en sangre y linfa de sus
hospedadores. La enfermedad natural es casi siempre fatal, la muerte

sobreviene desde 1 a 2 semanas hasta 6 meses post-infeccion

(Luckins, 1988).

El curso de la infeccién por T. evansi depende de varios factores
tales como susceptibilidad del hospedador, cepa del parasito,
severidad de la enfermedad, condiciones epidemiologicas y diversidad
de hospedadores en determinadas regiones. Caracterizandose la
enfermedad por presentar un curso agudo y crénico, con sucesion de
crisis y relapsos. Luego de un periodo de incubacion de cuatro a
nueve dias, los tripanosomas invaden la sangre, aumentando la
parasitemia con el aumento de la temperatura del hospedador y

declina cuando esta desciende ( Hoare, 1972; Losos, 1980).

Siguiendo con la sintomatologia de la enfermedad, tenemos la
fiebre que es del tipo recurrente, puede durar dos o tres dias, luego la
temperatura se normaliza rapidamente o se hace subnormal. La
fiebre aparece con intervalos apiréticos y parece estar asociada con

un gran numero de tripanosomas en la sangre. Conjuntamente con
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las variaciones de la temperatura se van desarrollando distintos tipos

de anemia (Woo, 1977; Losos, 1980; Garcia, 1988).

La anemia es una enfermedad caracterizada por una
disminucién anormal en el nliimero de glébulos rojos (eritrocitos) o en
su contenido de hemoglobina, lo que produce un déficit de oxigeno en
los tejidos periféricos de los animales infectados. Las anemias se
pueden clasificar en dos grandes grupos: las anemias
arregenerativas, que se deben a una disminucién en la producciéon de
las células precursoras de eritrocitos o a una alteracién de
componentes fundamentales de los glébulos rojos, que es la
hemoglobina; y las anemias regenerativas o periféricas, debido a una
pérdida excesiva de globulos rojos o a un aumento en la destruccién
de estas células debido a la infeccién. Otro tipo de anemia es la
ferropénica, que se debe a un déficit de hierro, 1o que origina una

alteracion de la sintesis de hemoglobina (Woo, 1977; Losos, 1980;

Garcia, 1988).

Conjuntamente con los sintomas ya descritos, los valores de
hemoglobina pueden descender hasta un 25% y el ntmero de
globulos rojos disminuye hasta aproximadamente 2.10% por mms3. A

pesar de que los animales pueden conservar el apetito, enflaquecen
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en forma marcada (emaciacién). Luego de un mes de infeccioén, el
animal tiene debilidad muscular con manifestaciones nerviosas y
trastornos locomotores. Los animales enfermos presentan
incoordinacién (dificultad para caminar), marcha tambaleante,
arrastre de los miembros posteriores, debilidad, caida de la grupa y
postraciéon. En etapas finales hay relajamiento del esfinter anal, se
mantienen agonizantes y finalmente mueren (Woo, 1997; Losos,

1980; Garcia, 1988).

El curso de la infeccion experimental y patogenicidad de

aislados de Trypanosoma evansi fue investigado por Audu y col.

(1999) usando 8 ovejas Yankasa infectadas. Los resultados
mostraron que todas las ovejas infectadas fueron positivas al parasito
y que el periodo de prepatencia osciloé entre los 3 a los 6 dias. Dicho
parasito produjo parasitemias ondulantes, por lo que describieron
dos tipos de enfermedades una aguda (de 4 a 14 dias de post-

infeccion) y una crénica (de 43 a 59 dias de post-infeccion).

En un experimento similar, ONAH y col. (1996) analizaron los

cambios hematolégicos producidos por un aislado de panosoma

evansi en ovejas. Los resultados de su investigacion mostraron que

dicho parasito produce una enfermedad de tipo cronica,




26

caracterizada frecuentemente enigmatica parasitemia, con auto-
curacion en dos casos, a causa de una leucocitosis; resultado de una
marcada linfocitosis la cual significa una elevacion del contaje de

globulos blancos; cambios considerados como obvios en animales que

se auto-curan.

5. Modelos Experimentales:

Como modelos de laboratorio se incluyen acure, rata, conejo y

raton (Moulineux y Asford, 1983).

Es conocido que cepas de tripanosomas de mamiferos aisladas
de animales naturalmente infectados cambian considerablemente su
comportamiento cuando son mantenidas en laboratorios por pasajes
directos en ratones (Fairban & Culwick, 1947; Willet & Fairban,

1955; Soltys & Woo, 1970).

En nuestro pais ha sido estudiado el comportamiento de T.
evansi en animales de laboratorio por varios autores (Tejera, 1920;
Iriarte, 1941; Escorza, 1955) reportando que el T. evansi se hace

menos virulento en ratéon después de varios pases a través de

conejos.
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6. Susceptibilidad de los ratones:

Los animales silvestres han demostrado mayor resistencia a los

tripanosomas africanos (T._ vivax, T. congolense y T. brucei) en

comparacion a los animales domésticos (Murray y col., 1982; Mulla y

Rickamn, 1988).

Kubes (1939) en un estudio experimental con una cepa de T.
evansi logro altas parasitemias en ratas, ratones, cobayos, chigiiires y
perros. No obstante, en los bovinos, porcinos, conejos y ovinos
infectados no observo la presencia del parasito en su sangre. Sin
embargo, al inocular sangre de las tres primeras especies en cobayos,
ésta resulté infectante. Y asi mismo Vogelsang y Armas (1946),
inocularon sangre de un equino con T. evansi a un bovino sin lograr
la infeccién, al inocular sangre de este animal en cobayos resultd
infectante, comprobando asi el caracter de reservorio de los bovinos

para la enfermedad en el campo.

En forma experimental, se ha logrado infectar por via oral con
T. evansi, perros y ratones blancos, al suministrarseles sangre y

heces de animales positivos mezclados con leche (Diaz Ungria y
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Zeuss, 1971; Schroeder y col., 1972) y carnivoros al consumir carne
de animales infectados por Tripanosomas salivarios pueden contraer

la tripanosomiasis a través de la mucosa oral (Elmasian y Migone,

1904 y Losos, 1980).

Iriarte (1941) observo que los cobayos presentan mayor
resistencia al T. evansi que las ratas y los ratones. Arcay de Peraza et
al. (1980) observaron diferencias en la susceptibilidad y resistencia
en animales de laboratorio (ratén, rata y cobayo) inoculados con una
cepa de T. evansi aislada de un chiglire, comportandose menos

patogena que la cepa aislada de un equino.

Gill (1971), estudié6 comparativamente la susceptibilidad a la
infeccion de T. evansi entre diferentes hospedadores, observando que
el ratén fue la especie mas susceptible, mientras que el acure es algo

resistente, pero el perro, caballo y conejo son mas resistentes que

esta especie.

Previos trabajos en el laboratorio mostraron que al comparar
seis cepas de ratones enfrentadas con un aislado de campo encontré

que el modelo mas susceptible era la cepa de mus musculus en

NMRI, cepa heterocigota criada en el IVIC . Una vez identificado este
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modelo experimental se pudo utilizar para conocer cuales son las
caracteristicas de infectividad de distintos aislados de campo de T.

evansi, en funciéon de variables hematolégicas, parasitologicas, entre

otros (Arvelo, 1999).

En relaciéon a la inmunidad de la tripanosomiasis causada por
el T. evansi se ha demostrado que cuando los hospedadores logran
recuperarse de la infeccién, adquieren resistencia contra las cepas
homologas. No obstante son susceptibles a la infeccién con cepas

heterologas ( Arcay de Peraza y col., 1980).

Los mecanismos de defensa contra la tripanosomiasis estan
representados por factores humorales y celulares, cuya importancia
es relativa a la infecciébn. Ambos mecanismos dependen del sistema
reticulo-endotelial 6 del sistema macréfago-linfoide y no pueden ser
vistos como independientes. En el caso de la fagocitosis, las células
del hospedador actian como un todo, en tanto que en el caso de las
reacciones antigeno-anticuerpo, los elementos reactivos son liberados
por estas células y tienen un efecto directo sobre los parasitos 6

indirecto si se sensibilizan a éstos para ser fagocitados (Hoare, 1972).
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El tipo de inmunidad adquirida por animales que han
registrado la infeccién, se piensa que es concomitante o de tolerancia,
estado conocido como premunicién. Este tipo de inmunidad protege
al hospedador de la reinfeccién por la cepa homéloga, pero no contra
cepas heterélogas, como resultado el parasito no es eliminado,
lograndose solo controlar la multiplicacién excesiva, resultando asi

una infeccién latente (Hoare, 1972).

La susceptibilidad de los ratones blancos a T. evansi ha sido
estudiada con aislados provenientes de caballo y de chigliires
observando marcadas diferencias respecto a la virulencia,
concluyendo que el aislado proveniente de caballo presenta mayor

virulencia y agresividad (Arcay de Peraza, 1980).

Los aislados de T. evansi obtenidos de caballo, presentan
parasitemias muy altas en los ratones blancos, las cuales por lo
general ascienden verticalmente hasta el séptimo dia en el cual el
numero de tripanosomas asciende a un valor infinito y se produce la
mortalidad total de los ratones, mientras que un aislado de T. evansi
proveniente de chigliire la parasitemia asciende lentamente, presenta

picos y desciende hasta la muerte de los ratones con una parasitemia

baja (Arcay de Peraza, 1980).
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La parasitemia experimental de T. evansi en ratones blancos es
un proceso continuo cuyo periodo de incubaciéon varia con la dosis de
parasitos inoculados. El proceso finaliza con la muerte de los ratones
cuando la densidad parasitaria es mayor a 12.105 tripanosomas por
ml de sangre. El aumento del numero de tripanosomas en los

ratones es un proceso inverso a los parasitos que se multiplican (J.V.

Escorza; C.D. Boyer, 1955).

Arcay de Peraza y col. (1980), estudié el comportamiento de
una cepa de T. evansi, aislada de chigiliire en diferentes animales de
laboratorio ( ratoén, rata y acure) y la compararon con una cepa de
origen equino. Observaron diferencias en la susceptibilidad y
resistencia en los animales inoculados, lo cual estuvo relacionado con
el tipo de cepa. La cepa aislada de chiglire infectado en forma

natural fue mucho menos virulenta.

7. Valores Normales de los Ratones:

La sangre del ratén es cominmente obtenida realizando un

corte en la punta de la cola del mismo, aunque puede obtenerse
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también realizando una puncion cardiaca, bajo anestesia con eter

(O.W. Schalm; N.C. Sain; E.J. Carroll, 1975).

Heinecke (1963) concluye que la composicién de la sangre de
raton puede cambiar, en algunos casos por el sexo, el tamafio o el

tiempo de separacion de la sangre.

La composicion de la sangre fetal a los 17 dias de gestacién y la
composicion de la sangre postnatal desde el dia del nacimiento hasta
los 24 meses de edad ha sido ampliamente investigada, determinando
los parametros hematolégicos caracteristicos de la misma. En la
sangre fetal del ratén se observa un numero de eritrocitos alrededor
de los 3.3 millones por ul de sangre de los cuales la mitad contiene
nucleo. Los mismos aumentan rapidamente hasta los 9 o 10
millones, pero en la novena semana de vida, se presenta una

reduccion de 8 a 9 millones hasta los 12 meses y de 7 a 8 millones

hasta los 24 meses.

La concentracion de hemoglobina en la sangre de raton blanco
sigue un modelo similar al que muestra el nimero de eritrocitos, con
la excepcion de que la reducciéon inicial se da a las dos semanas de

nacido y es cuando existe de 14.5 a 15.5 gr. hasta los 9 meses,
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seguido por otra reducciéon de 12 a 13.5 gr. hasta los 24 meses de

vida.

Desde la cuarta semana en adelante la hembra tiene valores

ligeramente mas altos de hemoglobina y glébulos rojos que el macho.

Las diferencias entre el sexo son minimas, pero la influencia en
los ntimeros de eritrocitos y su tamano es evidente. Los nimeros de
eritrocitos y la hemoglobina alcanzan sus maximos valores a los dos

o tres meses de vida, seguida de una reducciéon gradual durante el

resto del primer ano de vida.

8. Importancia:

Hasta el momento las diferentes medidas implementadas para
el control adecuado de la Tripanosomiasis han fracasado debido a
una serie de factores de indole epidemiologicos, geopoliticos,
ecologicos y parasitologicos. Esto implica que se deben ahondar
estudios en diferentes areas de investigaciéon y en este sentido
investigaciones sobre la inmunologia de la Tripanosomiasis tienen

una gran justificacion con el fin de generar resultados que permitan
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comprender aspectos patologicos, desarrollos de técnicas de

inmunodiagnéstico e implementacién de métodos inmunoprofilacticos

(ILRAD, 1987).

Asi mismo en Venezuela se conoce muy poco sobre el
comportamiento parasi;colégico de distintos aislados de T. evansi
sobre un mismo hospedador. Estos estudios pueden ser de gran
importancia para comprender por qué existen no solo diferencias en
la susceptibilidad de distintos hospedadores ante un mismo aislado
sino también, si existen diferencias en las caracteristicas infectivas
de distintos aislados ante un mismo hospedador. El conocimiento de
las caracteristicas infectivas de aislados de este parasito pudieran en
posteriores estudios relacionar su comportamiento infectivo con
marcadores especificos (proteinas, Acidos nucléicos, etc) que a su vez
pudieran ser utilizados como blanco de compuestos quimicos asi

como el uso de vacunas para el control de la enfermedad.

En funcién a lo anteriormente escrito, los objetivos del presente

trabajo son:
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OBJETIVO GENERAL: Determinar caracteristicas hematologicas,

no hematologicas y parasitologicas de ratones susceptibles NMRI

durante la infeccién con distintos aislados de Trypanosoma evansi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Estimar los niveles de parasitemia en ratones sometidos a la

infeccion con cada uno de los aislados de Trypanosoma evansi.

. Determinar los niveles maximos y promedios de parasitemia.

o Relacionar el grado de parasitemia, producida por distintos
aislados, en ratones NMRI con variables hematolégicas
(hematocrito, concentracion de hemoglobina y numero de
globulos rojos) y no hematologicos (peso).

. Determinar la mortalidad en funciéon de la infectividad

producida por los diferentes aislados de Trypanosoma evansi.
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MATERIALES Y METODO

El desarrollo experimental se realizé a través de las siguientes

Reactivacion de los aislados de Trypanosoma evansi.

Animales experimentales.

Infeccion experimental de los ratones con los diferentes
aislados de T. evansi.

Medicién de parametros de referencia al dia cero y de forma
intermediaria hasta la muerte del ultimo animal
experimental infectado.

Analisis estadistico de los datos obtenidos.

1. Reactivacion de los aislados de T. evansi:
1.1. Parasitos:

El material parasitolégico inicial const6 de seis aislados de
campo de __ _panosoma evansi cuyos datos de identificacion se

presentan a continuacion:
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Aislado Fecha Hospedador Lugar Procedencia
Cedrall2 Marzo 2000 Chigiiire | Edo. Apure Salida de
Hato El Cedral | campo
TeGubtrino Noviembre Burro Edo. Guarico |Salida de
TeGub323 1999 Hato Terecay |campo
USR No Caballo Edo. Apure Donado por
(Perrone, USB)| determinado la USR-
CEVIT
Manteca Diciembre Caballo Edo. Apure Donado por
(Arvelo, 1999)! 1996 el Med. Vet
Emir
Espinoza
El Frio Abril 1992 chigliire | Edo. Apure Inés Reverén
(Perrone, USB) Hato El Frio

Tabla I. Datos de los aislados de Trypanosoma evansi utilizados en la
metodologia experimental.

De estos seis aislados, tres fueron los objetivos de este trabajo y
los restantes fueron realizados anteriormente y utilizados en la

presente tesis como motivo de comparacion.

Los parasitos fueron resuspendidos 1:1 en Dimetil Sulféxido
(DMSO) al 5% en tampoéon fosfato salino glucosado a pH 8 (PSG)

(monofosfato de sodio 20 mM, difosfato de sodio di hidratado 20 mM,
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cloruro de sodio 0.8%, glucosa 1%) y criopreservados en nitrégeno

liquido para experimentos posteriores.

Los aislados de T. evansi a utilizar fueron descongelados y
posteriormente expandidos por inoculacién intraperitoneal (IP) en dos
ratones hembras NMRI inmunosuprimidas (IS) con ciclofosfamida
(Endoxan) a una dosis de 200 mg/Kg de peso, tres horas antes de ser

inoculados con los parasitos (aproximadamente 70 ug/ratén).

Una vez alcanzado valores de parasitemia de 105 parasitos/ml
se sangraron los ratones por puncién cardiaca, utilizando EDTA 0,1
M como anticuagulante y la sangre obtenida fue diluida hasta una
concentracion de 200 parasitos/ml. Esto representé el material

parasitologico inicial, con el cual se inocularon los animales

experimentales.

2. Animales experimentales:

Se utilizaron ratones NMRI hembras de ocho (8) semanas de

edad, con un peso aproximado de 29-32 gr.
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Para el ensayo se utilizaron treinta (30) ratones por aislado de
T. evansi, distribuidos en tres (3) jaulas con diez (10) ratones cada
una. Tres de ellos representé el grupo experimental y el grupo
control estuvo constituido por una jaula con diez (10) ratones
inoculados con solucién fisiologica. Cada ratén tanto los

experimentales como controles fueron marcados individualmente con

Acido Picrico al 10%.

3. Infeccion experimental de los ratones:

3.1 Inoculo suministrado:

Se pesaron los ratones para suministrar un inéculo de uno a
dos parasitos por gramo de peso de cada uno de los seis aislados. Los
ratones tuvieron un peso promedio de 30 gr, por lo que fueron

inoculados con 150 pul de una solucién de 200 parasitos/ml.

3.2 Via de inoculacion:

Los ratones fueron inoculados por via subcutanea, en el pliegue

dérmico de la zona interauricular, detras de la base del craneo.
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4. Medicion de variables de referencia al dia cero y de forma

interdiaria hasta la muerte del iltimo animal experimental

infectado:

4.1 Tiempo de medicion de las variables:

Las variables a medir se revisaron de forma interdiaria. Previo
a la inoculacién, se determinaron los valores de las variables
estudiadas y fueron tomadas como dia cero. Luego de la infeccion
experimental se hicieron mediciones sucesivas hasta la muerte del

ultimo ratén experimental.

4.2 Toma de muestras:

Para la toma de muestras se sangraron cuatro (4) ratones por
jaula escogidos a través de numeros aleatorios generados en
Microsoft Excel al 40% de la poblacion, correspondiente a los ratones

marcados.
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4.3 Obtencién de muestras de sangre:

Aproximadamente 40 ul de sangre fueron extraidos en capilares
heparinizados a partir de la vena caudal, mediante un corte en la

punta de la cola del ratén.
Esto representé el material inicial para la medicion de las

variables hematologicas (hemoglobina, glébulos rojos y hematocrito),

parasitologicos (parasitemia) y no hematologicos ( peso y mortalidad).

4.4 Medicién de la concentracion de hemoglobina:

Para la medicion de la concentraciéon de hemoglobina en la
sangre se utilizo6 el método de la cianometahemoglobina (O.E.A,,

1980).

Para ello se tomaron 10 pl de sangre de cada muestra y
adicionalmente 10 ul de un patréon de hemoglobina comercial de
concentracion conocida. Dichas muestras se disolvieron en un tubo
de ensayo con 2,5 ml de solucién de Drabkin (bicarbonato de sodio

0.1%, ferricianuro de potasio 0.02%, cianuro de potasio 0.005%). Las
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mismas se incubaron por diez (10) minutos (para garantizar una
completa reaccién entre la hemoglobina y la solucién de Drabkin) y se
determino la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro. Una
vez obtenida la absorbancia de la muestra se calculé la concentracion

de hemoglobina en gs/dl utilizando la siguiente formula:

- Abs.delamuestra

G/d

— - Concentracion.del. patrén
Abs.del. patréon

4.5 Medicion del hematocrito:

Los valores hematocrito, es decir, el volumen de glébulos rojos
empaquetados se determiné mediante la  técnica  del
microhematocrito. Para ello se utilizaron los capilares heparinizados
con los 40 ul de sangre y se centrifugaron a 12.000 r.p.m. durante
cinco (5) minutos en una microcentrifuga clinica (Clay Adams,
Autocrit Ultra 3). El valor del hematocrito se expres6 como el
porcentaje de eritrocitos con relacion al volumen total de sangre

utilizando una tabla de hematocrito comercial Critocap.
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4.6 Conteo de numero de globulos rojos:

Para el conteo de glébulos rojos se tomaron 5 pul de sangre del
material de partida y se diluyeron en 5 ml de liquido de Marcano (una
solucion de citrato trisédico al 3%, formol al 1%), obteniendo asi una
dilucién 1/1000. Diez ‘microlitros (10ul) fueron colocados en una
camara de Neubauer contando asi la cantidad de glébulos rojos

presentes en cinco (5) recuadros centrales de dicha camara.

El namero de gloébulos rojos se calculé segin la siguiente

formula:

Globulos rojos/mm 3= células contadas en 5 x factor de dilucién x 5 x 10

recuadros centrales

4.7 Determinacién de la parasitemia:

La parasitemia se determind segun el método de Brenner
(1959), para ello fueron utilizadas: una pipeta ajustable de 20 pul,
laminas portaobjetos, laminas cubreobjetos de 22 x 22 mm, EDTA y

un microscopio marca DIALUX con oculares de 10X y 40X.
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Se tomaron 5 pl de sangre de ratén y se colocaron en una
lamina portaobjetos, se cubrieron con un cubreobjetos de 22 x 22
mm y se extendieron de manera que abarcara uniformemente el area
de la lamina cubreobjetos una vez extendida la sangre, se contaron
100 campos en el microscopio y se registrdo tanto el nimero de

campos como el nimero de parasitos.

El nimero de parasitos presentes en un ml de sangre se

determino a través de la siguiente formula:

# parasitos/ml = Tc x F x 200 x dilucién

Tc = NuUmero de tripanosomas contados

F = Factor de conversid, el cual viene dado en funcion al
numero de campos contados (minimo 10 y maximo 100 6 que sean

multiples de 5).

El factor de conversion (F) es un valor que se relaciona con el
area de visién y el nimero de campos observados al microscopio a un
aumento dado (aumento del objetivo x aumento de los oculares) y es

particular para cada microscopio. Para medir el area de vision de un




45

microscopio a un aumento dado se utiliza un portaobjeto calibrado
denominado micrémetro de platino, con el cual se calculé utilizando
un ocular de 10X y un objetivo 40X. En estas condiciones, el
diametro del campo de vision del microscopio DIALUX es igual a 0,35
mm. El area del mismo (utilizando la misma férumla de la
circunferencia A = I1 x ré) es-igual a 0,961625 mm?2. El diametro del
campo de vision utilizando oculares de 10X y objetivo de 25X para el
mismo microscopio es de 0,56 mm y el area de vision es de 0,246176
mm?2. Finalmente el diametro de visiéon del aumento de 10X x 100X es

0,14 mm y el area es de 0,015386 mm?.

La superficie de una lamina de 22 x 22 mm es de 484 mm?. El

numero de campos contenidos en una lamina portaobjetos de 22 x 22

mm es.

484mm?
0.0961625mm?

# de campos = = 5.033,147campos

Si se cuentan el nimero de tripanosomas que hay en un

nimero de campos y se multiplica por el factor de conversién (F), se
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obtiene el numero de parasitos en 5 ul (mm3) de sangre. Si se

multiplica por 200, se obtiene el # de parasitos/ml.

Se realizaron los siguientes calculos matematicos:

Area de vision de un ocular de 10X y un objetivo de 40X = 0.961625

mm?2 (A)

Superficie de la lamina de 22 x 22 mm = 484 mm? (S)

2
# de campos = —oamm — =5.033,147campos
0.0961625mm

Para calcular el factor de conversion:

_ #de.campos.totales.del.cubreobjeto.de.22x22.mm
# de.campos.contados

Fc

Para 100 campos seria: 2033147 50,33

100
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4.8 Peso:

El peso fue medido en gramos (gr) utilizando una balanza

SARTORIUS para pesos de hasta 2,5 Kg.

4.9 Mortalidad:

La mortalidad se calculé registrandolas muertes y los
sobrevivientes, haciendo una relacion entre la poblacién inicial y los

ratones vivos al momento del registro, determinando la tasa de

mortalidad:

; Numero.de.ratones.muertos
Tasa de mortalidad =

Numero.de.ratones.vivos

5. Comparacion de los aislados:

De cada jaula se tomaron cuatro ratones en forma aleatoria
durante el experimento. Cada jaula se consider6é una poblacién, que
representé una distribucién probabilistica normal, y seguidamente

se realizaron los analisis correspondiente.




48

RESULTADOS

1. Parasitemia:

El curso de la infeccién experimental de los aislados de
Trypanosoma evansi fue seguida interdiariamente durante 41 dias y
los resultados se muestran en las graficas acontinuacién ( fig.
1,2,3,4,5 y 6). Los mismos muestran la relaciéon entre los parasitos

de sangre y el nlimero de dias de duracion del experimento.

Las figuras 1 y2 muestran los valores de parasitemia de los

aislados de T. evansi obtenidos a partir de sangre de chigiiire.

1.00E+10
1.00E+08
1.00E+06
1.00E+04
1.00E+02
1.00E+00

Trip/ml (log)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 41
dias

Fig. 1 Curso de la parasitemia en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi: Cedral 12,
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Fig. 2 Curso de la parasitemia en ratones NMRI infectados con Trypanosoma

evansi : El Frio.

El comportamiento de los aislados provenientes de Chiglire,
fue homogéneo. La grafica muestra que la proliferacion de los
tripanosomas se inicia en el dia 6 para ambos aislados, seguida de
un aumento significativo de la multiplicacién de los mismos en la
sangre, hasta causar la muerte de los animales al dia de 25 (fig. 1) y
dia 22 (fig. 2); sin mostrar ningun tipo de autocuraciéon. Por lo tanto
el tipo de parasitemia para estos aislados obtenidos de Chigliire es

progresiva, debido al alto nivel de infectividad de los mismos.

En la figuras 3 y 4 se puede observar el curso de la parasitemia
de los aislados obtenidos a partir de sangre de caballo, aislado

Mantecal (fig. 3) y USR (fig. 4).




50

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 41
dias

Fig. 3 Curso de la parasitemia en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi : Mantecal.
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Fig. 4 Curso de la parasitemia en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi: USR.

Como puede observarse en ambas figuras (3 y 4) los aislados,
provenientes de caballo, se comportaron de una manera similar a los

aislados obtenidos de Chigliire: Cedral 12 y El Frio (fig 1 y 2

respectivamente).

En los aislados de caballo la parasitemia aparece a los 6 dias y
4 dias post-infeccion (fig 3 y 4 respectivamente) y aumenta

continuamente hasta el dia de la muerte del Gltimo animal. Esto
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demuestra, al igual que en el caso anterior, una alta infectividad. A
diferencia de los aislados Cedral 12 y El Frio provenientes de
chigliire, los ratones inoculados con aislados de T. evansi obtenidos a
partir de sangre de caballo murieron a consecuencias de la infecci6én
a los 15 dias para Mantecal y 8 dias para USR; por lo que se puede

deducir que los aislados de caballo son mas agresivos que los de

chigtiire.

Arcay de Peraza (1980), concluye en experimentos similares que
aislados provenientes de caballo presentan mayor virulencia y
agresividad a comparacion con chigliire. Asi mismo observa que las
parasitemias de dichos aislados asciende verticalmente hasta el
séptimo dia en el cual el numero de tripanosomas asciende a un valor

infinito, produciendo asi la mortalidad total de los ratones.

Dichas observaciones muestran que los reasultados obtenidos
son fiables, ya que si observamos la tabla II el porcentaje de
infectividad fue del 100% para ambos aislados, mostrando entonces

la agresividad de los mismos.
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En el caso de los aislados TeGubTrino y TeGub323
provenientes ambos de asno, presentan un comportamiento bastante

diferente del resto de los casos (fig. 5 y 6 respectivamente).
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Fig. & Curso de la parasitemia en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi: TeGubTrino.
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Fig. 6 Curso de la parasitemia en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi: TeGub323.
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Para ambos aislados la parasitemia se present6 de tipo

ondulante, presentando dos picos y tres picos respectivamente (fig. 5

y 6).

La presencia de picos de parasitemia indica la poca infectividad
de los tripanosomas, en comparacion con el resto de los aislados
obtenidos de caballo y chigliire. Esta poca infectividad permite que
el sistema inmune de los ratones logre crear anticuerpos contra
dichos parasitos, lo cual induce una disminucién drastica del

numero de los mismos en la sangre del animal.

Como habiamos mencionado en otra oportunidad Trypanosoma
evansi tiene como mecanismo de adaptacién el cambio de ciertas
proteinas en su superficie, formandose asi nuevos tipos de parasitos.
Cuando estos parasitos proliferan, el sistema inmune no los reconoce
por lo que se crea una nueva onda de parasitemia y asi
sucesivamente. Este es el tipico mecanismo de variacion antigénica

que muestran estos parasitos en sus hospedadores naturales.

Comparando ambos aislados de asno, observamos que las

ondas de parasitemia presentes en TeGubTrino son menos

acentuadas que TeGub323, indicando que el aislado TeGubTrino es
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ligeramente mas infectivo que el aislado TeGub323. Esto a causa de
que los tripanosomas son capaces de cambiar sus proteinas mas
rapido que el aislado TeGub323. Por ello los ratones NMRI de este
experimento en particular lograron un mayor tiempo de supervivencia

(mayor a 45 dias), a diferencia de los aislados provenientes de

chigiiire y caballo.

2. Hematocrito:

Una de las variables indicadoras de Anemia como sintoma
principal es el hematocrito, que se representa como porcentaje del

volumen de glébulos rojos empaquetados (Perrone, 1992).

Al representar los valores de hematocrito para los aislados
Cedral 12 y El Frio (fig. 7 y 8 respectivamente), provenientes ambos
de chigiliire, observamos una disminucion del mismo desde los dias 7
y 15 post-infecciéon respectivamente, hasta el dia de la muerte del
ultimo animal, a diferencia del grupo control en donde se observan
continuos aumentos y disminuciones consideradas como un
comportamiento normal en el animal y cuyos valores oscilan entre 46

y 50 (fig. 13)
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Fig. 7 Valores de Hematocrito en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi; Cedral 12.

0.00
0.00 -
0.00

0.00 T ' T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 41

dias

Hematocrito
N O

Fig. 8 Valores de Hematocrito en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi: El Frio.

En el caso de los aislados provenientes de caballo, Mantecal y
USR (fig. 9 y 20 respectivamente), observamos que el comportamiento

es muy similar que en el caso de los aislados de chigliire.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 41
dias

Fig. 9 Valores de Hematocrito en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi: Mantecal.
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Fig. 10 Valores de Hematocrito en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi: USR.

Los valores de hematocrito inician un significante descenso a
partir de los dias 7 y 3 respectivamente hasta el dia de muerte del
ultimo animal. Sin embargo, en los animales experimentales
inoculados con el aislado USR (fig. 10), el descenso del valor de
hematocrito inicia el primer dia de post-infeccion lo cual muestra la
significante infectividad de dicho aislado, explicando asi el breve

periodo de dicha infeccién ( 8 dias aproximadamente).

Por 1ultimo, se muestran los valores de hematocrito de
ratones inoculados con aislados provenientes de asno, denominados

TeGubTrino y TeGub323.
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 41
dias

Fig. 11  Valores de Hematocrito en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi : TeGubTrino.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 4
dias

Fig. 12 Valores de Hematocrito en ratones NMRI infectados con Trypanosoma
evansi : TeGub323.

En dichos graficos podemos observar el comportamiento
normal de los valores de hematocrito para ambos casos, si esto es

comparado con el grafico del grupo control (fig 13).
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Fig. 13 Valores de Hematocrito en ratones NMRI: Control.

Este comportamiento posiblemente sea debido a la capacidad
de controlar la parasitemia del animal, tal y como lo denomina ONAH
(1996). Esta capacidad de control no es mas que la causada por la
baja infectividad de dichos aislados de Trypanosoma evansi en los
ratones, lo cual permite al sistema inmune de los ratones destruir a
la mayoria de los parasitos presentes en la sangre; los restantes
parasitos gracias al mecanismo de variacibn antigénica seran los
responsables de un nuevo descenso del nivel de hematocrito, asi

como sucedid con la parasitemia.

3. Hemoglobina:

Otra de las variables que muestran la presencia de

anemia como sintoma de la infeccién por Trypanosoma evansi, es la

hemoglobina.
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La hemoglobina es el componente mas importante del hematie,
constituyendo aproximadamente el 95% de su peso seco. La
principal funcién de la hemoglobina es el transporte de oxigeno desde

los pulmones hasta los tejidos y el CO2 en sentido inverso.

En las siguientes graficas se analiza la disminucién de la
hemoglobina en ratones NMRI, en relacién a los dias de duracion de

la infeccién; producida por los diferentes aislados de Trypanosoma

evansi.
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Fig. 14 Concentracién de hemoglobina en ratones NMRI infectados con

Trypanosoma evansi : Cedral 12,
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Fig. 15 Concentraci(‘)ﬁ de- hemoglobina en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : El Frio.

En estas graficas se presentan los aislados de chigiiire, Cedral
12 y el Frio (fig 14 y 15 respectivamente), donde se observa que hubo
una disminucién considerable de la hemoglobina en ambas
poblaciones de ratones experimentales, inoculados con dichos
aislados. En la poblacién de ratones experimentales inoculada con el
aislado Cedral 12, se observa un descenso de la hemoglobina, desde
sus valores normales (Hg/dl) durante los primeros cuatro dias post-
infeccion hasta el dia 13 y baja hasta aproximadamente 10 g/dl
recuperandose levemente sin llegar a sus valores normales a partir
del dia 14, hasta el ultimo dia de la infeccion. Posiblemente estos
aislados no ejerzan gran influencia sobre el hematocrito puesto que

los animales pueden recuperar ligeramente esta variable estudiada.

Los ratones experimentales inoculados con el aislado el Frio

(fig. 15), también presentaron una notable disminucién en los valores
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de hemoglobina, desde el primer dia de la infeccién hasta valores de

5 gr/dl al final del experimento, el dia 21.

En las siguientes graficas se presentan los valores de
hemoglobina correspondiente a los aislados de caballo, Mantecal y
USR (fig 16 y 17), en donde se observa una disminucién progresiva de

la hemoglobina a lo largo del curso de la infeccion.

x

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 41
dias

Fig. 16 Concentracion de hemoglobina en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi . Mantecal.
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Fig. 17 Concentracion de hemoglobina en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi: USR.
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Para los ratones inoculados con el aislado Mantecal, la
hemoglobina descendi6 progresivamente desde sus valores normales
(12 Hbg/dl) hasta valores menores a 5 gr/dl y para el aislado USR (fig
17), descendi6 hasta valores de 8 Hbg/dl.,, esto posiblemente

causado por el alto grado de infectividad que posee dicho aislado.

. {
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 41
dias

Fig. 18 Concentracion de hemoglobina en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : TeGubTrino.
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Fig. 19 Concentracion de hemoglobina en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : TeGub323.

En las siguientes graficas se presentan los valores de

hemoglobina correspondientes a los aislados provenientes de asno,




TeGubTrino y TeGub323 (fig 18 y 19 respectivamente), donde se

observa un comportamiento similar entre ambos aislados.

En estas graficas, se puede ver un continuo aumento y
descenso de los valores de hemoglobina a lo largo del curso de la
infeccién. Este comportémiento, se debe posiblemente a que estos
aislados presentan una baja infectividad, y en consecuencia, el
sistema inmune de los ratones logra destruir a la mayoria de los
parasitos presentes en la sangre, por lo cual, los valores de

hemoglobina vuelven a ser normales.

Posteriormente a través del proceso de Variacién Antigénica,
los parasitos que sobreviven, son los responsables del nuevo pico de

parasitemia, y en consecuencia, del descenso de los valores de

hemoglobina.

En la fig. 20 se muestran los valores de la hemoglobina del

grupo control a lo largo del experimento.
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Fig. 20 Concentracién de hemoglobina en ratones NMRI : Control.

Se puede concluir que los aislados que presentan un
comportamiento parecido al grupo control, son los provenientes de

asno, por el bajo poder infectivo de los mismos.

Ademas, el aislado proveniente de chigtiire, Cedral 12, presenta
un comportamiento relativamente similar después del dia 14 post-

infeccion.
4. Eritrocitos:

Los globulos rojos son los elementos mas abundantes en la
sangre. Su principal funcion es la de transportar la hemoglobina que
es la encargada de transportar el oxigeno de los alvéolos pulmonares
a los tejidos y el anhidrido carbénico en sentido contrario, fenémeno

que se realiza por diferencia de presiones.
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El niimero de eritrocitos (gléobulos rojos) contenidos en un litro
de sangre se denomina concentracion de numero d eritrocitos. En
unidades tradicionales se expresa como el numero de células por

milimetro cibico y se llama “recuento” de eritrocitos o glébulos rojos.

A continuacidén se presentan las graficas en donde se muestra
la relacién entre el namero de eritrocitos y los dias de post-infeccion

de los ratones NMRI durante la fase experimental (fig 21 a la 26):

En estas graficas se observa el comportamiento de tipo
descendiente de los eritrocitos en los aislados Cedral 12 y El Frio (fig

21 y 22) , obtenidos a partir de sangre de chiglire.
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Fig. 21 Concentracion de eritrocitos en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : Cedral 12.
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Fig. 22 Concentracién de. eritrocitos en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : El Frio.

Sin embargo, los ratones experimentales infectados con el
Cedral 12 (fig 21) mostraron un comportamiento similar al grupo
control (fig 27) decayendo a partir del dia 13 post-infeccién hasta el
dia 17 post-infeccion, recuperandose un poco en los dos dias
siguientes, volviendo a presentar un descenso hasta la muerte de los
mismos. La poblacién de ratones NMRI inoculados con el aislado El
Frio (fig 22) presenté un descenso continuo del ntimero de eritrocitos

a partir del dia 9 post-infeccion hasta el ultimo dia de duracion del

experimento.

Para el caso de los aislados de T. evansi provenientes de caballo
(fig 23 y 24), se muestra el descenso de los vaores de eritrocitos

durante el curso de la infeccion.
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Fig. 23 Concentracion de eritrocitos en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : Mantecal.
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Fig. 24 Concentracion de eritrocitos en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi ;: USR.

La poblacion infectada con el aislado Mantecal ( fig 23) tuvo un
continuo descenso bien pronunciado el primer dia de infeccién hasta
el 19, dia ultimo del experimento. Los ratones infectados con el
aislados USR (fig 24) mostraron un leve descenso del numero de
eritrocitos durante los ocho dias de duracién del experimento. Cabe
destacar que la mortalidad de los ratones inoculados

experimentalmente con este aislado de T. evansi mostraron una
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mortalidad del 100% entre los dias 8 y 10 post-infeccién, razoén por la
cual el descenso de los valores hematologicos posiblemente no
puedan ser apreciados dado el poco tiempo de supervivencia (8-10
dias). Con estos resultados se puede senalar que los ratones no
murieron a consecuencia de una disminucién de las variables
hematolégicas sino poéiblemente a un déficit de glucosa, metabolito

principal para la supervivencia de estos parasitos.

Con respecto a los aislados de provenientes de asno (fig 25 y
26), donde se observa un comportamiento similar entre ambas
poblaciones de ratones experimentales, y donde se muestran
continuos aumentos y descensos en relacién al nimero de eritrocitos,

a lo largo del curso de la infeccion.
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Fig. 25 Concentraciéon de eritrocitos en ratones NMRI infectados con

Trypanosoma evansi : TeGubTrino.
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Fig. 26 Concentracion de eritrocitos en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : TeGub323.

Este comportamiento es debido al bajo grado de infectividad
que presentan los aislados, y en consecuencia, el sistema inmune de
los ratones logra destruir a la mayoria de los parasitos restaurandose

nuevamente los valores normales de eritrocitos.

Los parasitos que logran sobrevivir, gracias al proceso de
variacién antigénica, son los causantes del nuevo descenso del
numero de glébulos rojos, reponiéndose éste, dias después. Es por

esto que las graficas son comparables con el grupo control (fig 27).
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Fig. 27 Concentracion de eritrocitos en ratones NMRI Control.

De estos resultados se puede concluir que las poblaciones de
ratones experimentales que presentan un comportamiento similar al
grupo control, fueron las inoculadas con parasitos provenientes de
asno, debido al bajo grado de infectividad de los aislados. Ademas, los
ratones inoculados con el aislado Cedral 12, proveniente de chigllire,
muestran un comportamiento similar al grupo control en los

primeros 13 dias del experimento, decayendo continuamente a partir

de ese dia.

5. Peso Corporal:

Recordemos que Woo (1997), Losos (1980) y Garcia (1988)
describen como uno de los sintomas principales, el enflaquecimiento

en forma marcada (emaciacion); a pesar de que los animales pueden

conservar el apetito.
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En las siguientes graficas se analiza entonces la pérdida de
peso corporal en ratones NMRI en relaciéon a los dias de duracién de

la infeccién; producida por los diferentes aislados de Trypanosoma

evansi (figuras 28 a la 33) incluyendo su grupo control (figura 34).

~
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Fig. 28 Determinacion de peso corporal en ratones NMRI infectados con
Tripanosoma evansi: Cedral 12,
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Fig. 29 De terminacion de peso corporal en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : El Frio.

En estas graficas se presentan los aislados de chigiliire, Cedral

12 y el Frio (fig 28 y 29), donde se observa una disminucién de peso
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en un promedio de 6.5 gr., entre los dias 9 -11 y 11-13
respectivamente; recuperandose lentamente, sin llegar al valor

normal a partir del dia 12 para el aislado Cedral 12 (fig 28) y del dia

14 para el aislado el Frio (fig 29).

El peso corporal de dichos animales experimentales decae a
medida que la parasitemia aumenta a niveles promedios de 1.107
tripanosomas/ml. de sangre para el aislado Cedral 12 y 1.108

tripanosomas/ml. de sangre para el aislado el Frio.
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Fig. 30 Determinacion de peso corporal en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evanst : Mantecal.
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Fig. 31 Determinacion de peso corporal en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : USR

En cuanto a los aislados obtenidos de caballo, Mantecal y USR
( fig 30 y 31 respectivamente), donde observamos que los animales
experimentales inoculados con el aislado Mantecal, presentaron una
disminucién considerable de peso hasta valores de 11gr., entre los

dias 11 y 15 post-infeccion.

Los animales experimentales infectados con el aislado USR,
presentaron una disminucién promedio del peso de 1gr., en los 8 dias
de duracién del experimento. Este leve descenso del peso corporal del
animal es debido al alto grado de infeccién que generé el aislado, y en
consecuencia, la rapida muerte de los mismos. Dicha disminucién
prosiguié hasta el dia de muerte del ultimo animal experimental, para

ambos aislados.
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Fig. 32 Determinacién de peso corporal en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : TeGub-Trino
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Fig. 33 De terminaciéon de peso corporal en ratones NMRI infectados con
Trypanosoma evansi : TeGub-323

Las figuras 32 y 33 muestran los valores de peso de los
ratones durante el curso de la infeccion de aislados provenientes de
asno, TeGubTrino y TeGub323 respectivamente, donde observamos
un comportamiento similar en las poblaciones de ratones
experimentales infectados con ambos aislados, mostrando continuos
aumentos y descensos de peso a lo largo del curso de la infeccién y

cuyos valores pudieran considerarse como normales.
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Este comportamiento es comparable con las ondas de
parasitemia que causan dichos aislados debido a la poca infectividad
de los mismos, con lo cual, el sistema inmune logra destruir a la
mayoria de los tripanosomas existentes en la sangre de los ratones, y
en consecuencia los ratones recuperan nuevamente su fuerza

muscular y por ende, su pese.

El proceso de variacién antigénica permite la proliferacion de
un nuevo tipo de tripanosomas, que son los causantes de una nueva
onda de parasitemia por lo que a su vez, los ratones vuelven a

acentuar los sintomas, como la pérdida de peso muscular y peso.

En esta grafica se muestra el peso de los ratones control a lo
largo del experimento, el cual permanece constante con valores

promedios de 30-35 gramos.
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dias

Fig. 34 De terminacion de peso corporal en ratones NMRI: Control.
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Se puede concluir que los ratones que fueron inoculados con
los aislados de asno, presentaron un comportamiento similar al

grupo control a lo largo del curso de la infeccion.

La poblacion de ratones experimentales que fue inoculada con
el aislado Mantecal, proveniente de caballo, mostré6 durante los
primeros 13 dias post-infeccién, un comportamiento similar al grupo

control, decayendo progresivamente a partir del dia 14.

Estos resultados muestran que los aislados de caballo fueron
los que pudieron lograr el mayor descenso del peso en los ratones

experimentales, esto debido a la alta infectividad de los mismos.

Los aislados de chigliire lograron un descenso de peso en los
ratones experimentales, pero después del dia 13 promedio post-

infeccion, este fue recuperado.

Los aislados de asno, fueron los que presentaron el menor
grado de infectividad, por lo que el peso se mantiene generalmente

constante en los animales experimentales, siendo comparable con el

grupo control.
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Yinfectividad Curso de la infeccion (dias) | Tipo de parasitemia
Mantecal 100 15 Progresiva
USR 100 8 Progresiva
Cedral 12 90 27 Progresiva
El frio 96 24 Progresiva
Tegub 323 27 45 Ondulante (3 picos)
Tegub-trino 76 45 Ondulante (2 picos)

Tabla II: Porcentaje de infectividad, Numero de sobrevivientes y el Tipo de
Parasitemia de los aislados estudiados.

La tabla II muestra el porcentaje de infeccién, el curso de la

infeccién y el tipo de parasitemia de los seis aislados estudiados.

Se puede observar que el inéculo utilizado fue capaz de infectar
al 100% de loss ratones para los aislados de caballo (Mantecal y
USR), el 90% y 96% para los aislados de chigliire (Cedral 12 y El
Frio) y 27% y 76% para los provenientes en asno (TeGubTrino y
TeGub323). El curso de la infeccion fue de 15 y 8 dias para los
asilados Mantecal y USR, de 27 para cedral 12 y 24 dias para El
Frio; y por ultimo 45 dias para ambos aislados obtenidos de asno

(TeGubTrino y TeGub323).

El tipo de parasitemia de los cuatro primeros aislados iba en
aumento progresivos hasta la muerte de los animales, mientras que
para ambos aislados de asno fue de tipo ondulante mostrando tres

picos el aislado TeGub323 y dos picos el aislado TeGubTrino.
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Estos resultados indican que los aislados mas infectivos fueron
Mantecal y USR provenientes de caballo seguidos por Cedral 12 y El
Frio obtenidos de chigliire, siendo entonces los menos infectivos los

provenientes de asno (TeGub323 y TeGubTrino).
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DISCUSION

Los objetivos principales en el presente trabajo fueron
determinar las caracteristicas hematologicas, no hematologicas y
parasitologicas de ratones NMRI durante la infeccion con los

diferentes aislados de Tripanesoma evansi.

Es importante destacar que la utilizacion de una numerosa
poblaciéon de ratones experimentales, permitio la realizacion de la
comparacion fiable de los resultados obtenidos de los diferentes
aislados de Tripanosoma evansi obtenidos de chigliire, caballo y asno;
para asi conocer el comportamiento y duracion de la infeccién

producida y obtener asi el nivel de infectividad de los mismos.

Un aspecto importante durante el andlisis de los resultados es
la variaciéon antigénica, que como ya se menciond es uno de los
fendmenos mas importantes en la tripanosomiasis, ya ue permite a
los parasitos escapar del sistema inmune del hospedador variando la
composicion de las proteinas de su cubierta antigénica constituida
por una glicoproteina llamada glicoproteina variable de superficie
(VSG) (Perrone, 1992). A pesar que en ratéon como modelo

experimental el comportamiento normal es un aumento de la
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parasitemia hasta valores tan altos que producen la muerte de los

mismos (Arvelo, 1999).

Por lo tanto cabe destacar que en el presente trabajo dos de los
aislados (TeGubTrino y TeGub323) mostraron una parasitemia
ondulante similar a su hospedador natural. Estos resultados
coinciden con Queiroz (1999) quien también observé este mismo
comportamiento en varios de sus aislados estudiados. Esta

caracteristica pudiera indicar que esto se trata de poblaciones

distintas.

Aunque se han realizado numerosos estudios concernientes a
la infectividad y comportamiento de los tripanosomas como T. brucei

brucei, T. b. rhodesiense, T. b.gambiense y T. congolense; T. evansi ha

sido muy poco estudiado (Hérchner,1984).

En este trabajo se realizd6 un analisis comparativo entre
aislados venezolanos de Trypanosoma evansi  proveniente de

distintos hospedadores, para diferenciar en los niveles de

infectividad.
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Es importante destacar que mediante este trabajo se ha logrado
demostrar claramente que existen diferencias entre el
comportamiento parasitario entre aislados de Trypanosoma evansi de
distintos hospedadores, en este caso entre aislados de caballo,

chigliire y asno; todos originarios de Venezuela.

Para efectuar el estudio sobre el comportamiento parasitario de
Tripanosoma evansi en distintos hospedadores y la seleccion del mas
infectivo, fue necesario utilizar dos tipos de aislado para cada
hospedador, en el caso de caballo, Mantecal y USR; para chigtiire,
Cedral 12 y El Frio y por ultimo TeGubTrino y TeGub323 para asno.
La metodologia empleada constituyé en seleccionar los ratones mas
susceptibles a la infeccion por Trypanosoma evansi, estudio que
previamente fue realizado por Arvelo (1999), concluyendo en el mismo
que NMRI es la cepa mas susceptible a dicho parasito. Dichos
ratones NMRI fueron inoculados con diferentes aislados de
Trypanosoma evansi para asi ser posteriormente estudiadas
variables hematologicas, no hematologicas y parasitologicas en forma
interdiaria a partir del primer dia de inoculacién hasta la muerte del
ultimo ratén. Para ello se tomaron aleatoriamente ratones durante el
curso del experimento y se determinaron asi las diferencias entre

dichas variables presentes de cada aislado.




82

En relacién al curso y severidad de la infeccion experimental de
Trypanosoma evansi en los ratones NMRI se han encontrado
diferencias muy marcadas. Se encontré que el inéculo experimental
utilizado (1-2 parasitos/gramos de peso) de cada aislado fue capaz de
infectar al 100% de la i)oblaci()n de ratones para los aislados USR y
Mantecal provenientes de caballo y El Frio proveniente de chigliiere,
mientras que el resto de los aislados fueron capaces de infectar un
90% el asilado Cedral 12 obtenido también de chigliire, 76% el
aislado TeGubTrino y 20% el TeGub323, ambos provenientes de

asno.

Estas diferencias vienen dadas no so6lo por la capacidad de
infeccion del aislado de Trypanosoma evansi sino también por la
capacidad del hospedador de responder inmunolégicamente a dicho
aislado en particular y la capacidad de adaptacién de éste en el
hospedador, como lo demuestra Barry (1985), el cual comparé las
parasitemias entre diferentes hospedadores con un aislado de T.
vivax y encontré diferencias representativas entre las mismas

obtenidas de distintos hospedadores.
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Con respecto a dias de prepatencia de cada uno de los
aislados, se observa que USR proveniente de caballo mostré la mas
corta, de 4 dias, con respecto a el resto de los aislados, siendo la mas
retardada las pertenecientes a los aislados de asno, TeGubTrino y
TeGub323 ( 8 y 10 respectivamente). Si a esto se le anade el
promedio de parasitemia y la parasitemia maxima de los aislados
notamos que USR y Mantecal mostraron el valor mas alto, de
3,08.108 y 7.84.108 (promedio de parasitemia) y 4,48.10° y 9,62.10°

(parasitemia maxima) respectivamente.

Para el caso de los aislados obtenidos de asno presentaron los
menores valores de promedio de parasitemia y parasitemia maxima
siendo los mismos 2,21.107 para TeGubTrino y 2,08.107 para
TeGub323 de promedio de parasitemia y 7,61.10%8 y 4,44.108 de
parasitemia maxima para los mismos aislados; siendo intermedio
entonces el chigliire con valores de promedio de parasitemia de
1,00.108 para Cedral 12 y 2,75.108 para El Frio y valores maximas

de parasitemia de 1,26.10° y 1,97.10° respectivamente.

Siguiendo esta ténica, podemos observar que el nivel de
sobrevivencia de ratones para los aislados de asno fue mucho mayor

que el resto de los aislados provenientes de caballo y chigiire. Los
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ratones inoculados con los aislados TeGubTrino y TeGub323
sobrevivieron mas de 41 dias permaneciendo vivos 16 animales que
representan el 53% de la poblacion para TeGubTrino y 22 animales
del segundo (TeGub323) que representan el 73% de la poblacion viva.
La menor sobrevivencia fue expresada por el aislados USR ya que los
animales experimentales murieron en su totalidad a los diez dias
post-infeccion, a diferencia del aislado Mantecal obtenido también de
caballo, en donde la totalidad de ratones murieron a los 18 dias de
post-infeccion. Quedando entonces nuevamente los aislados de
chigliire en una posicion intermedia, con un 23% de sobrevivencia (7
ratones) para el asilado Cedral 12, cuyo periodo de infeccién duré 22
dias y 26 dias para el aislado El Frio en donde no sobrevivié ningin
animal experimental. Esto indica claramente que los aislados

provenientes de caballo méas agresivos que los obtenidos de chigiliire y

asno.

Analizando los resultados en relacion a las variables
consideradas en este trabajo tales como parasitemia, hematocrito,
hemaglobina, eritrocitos y peso; notamos claras diferencias entre los
aislados de Trypanosoma evansi provenientes de varias localidades y

de distintos hospedadores.
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En el caso de la parasitemia se observo la heterogeneidad en el
comportamiento entre aislados de diferentes hospedadores. USR fue
un aislado muy agresivo ya que logroé eliminar al 100% de los
animales experimentales en el dia 10 post-infeccion mostrando un
decaimiento continuo de todas las variables hematologicas y no
hematologicas estudiadas a medida que la parasitemia aumentaba de
manera progresiva hasta la muerte de los animales. Aunque el
aislado Mantecal también proveniente del caballo presenté un
periodo de infeccion mas largo (18 dias), también fue notable el
aumento progresivo de la parasitemia asi como el descenso
caracteristico en USR de las variables hematolégicas y no
hematoléogicas, lo cual indica la alta agresividad o infectividad de

ambos aislados a comparacion con el resto de los aislados de asno y

chigtiire.

Los aislados de chigtliire, Cedral 12 y El Frio, mostraron cierto
nivel de agresividad o infectividad ya que aunque el segundo logro
eliminar el 96% de los animales experimentales el periodo de
infeccion dur6o 24 dias, y el asilado Cedral 12 mostré un valor de
mortandad menor del 90%, logrando los ratones contrarrestar la

actividad parasitaria hasta el dia 24.
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Esto quiere decir que el sistema inmune de los ratones
inoculados con dichos aislados pueden sobrellevar la actividad de los
parasitos en la sangre por un periodo de tiempo mayor que los
aislados de caballo, debido a la infectividad mucho menor de los

mismos, con respecto a los provenientes de caballo.

Lo aun mas interesante, fue la capacidad de defensa de los
ratones inoculados con los aislados obtenidos de asno, ya que las
graficas mostraron un comportamiento poco agresivo de los mismos
por un tiempo mayor a 41 dias, presentando en el curso de la
infeccién una parasitemia del tipo ondulante generando asi picos de

parasitemia y ondas parasitarias.

Durante el periodo de infectividad del aislado TeGub323
produjo 3 picos de parasitemia, mientras que el aislado TeGubTrino
produjo solo 2. Esto indica la capacidad del sistema inmune de
contrarrestar la accién de los parasitos, asi como la capacidad de
adaptacion de éstos, es decir, la capacidad de cambiar los
aminoacidos (proteinas) de su cubierta protéica. En otras palabras,
el aislado TeGub323 es menos infectivo que TeGubTrino ya que el
sistema inmune logra destruir en mas oportunidades con casi la

totalidad de los tripanosomas, ademas de contrarrestar entonces mas
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efectivamente los danos producidos por la infeccién. El aislado
TeGubTrino a su vez muestra ser mas infectivo que TeGub323 ya que el
sistema inmune logra contrarrestar los parasitos en dos oportunidades,
pero de igual manera presenta una parasitemia de tipo ondulante que
indica la poca agresividad del mismo con respecto a los aislados de
caballo y chigtire. Ademas, recordemos que el porcentaje de
sobrevivencia de TeGubTrino es mucho menor que TeGub323, 24% y

73% respectivamente, lo cual prueba lo anteriormente ya expuesto.

Tal y como ya se observo, las variables hematologicas y no
hematologicas, van descendiendo a medida que la parasitemia se hace
mayor. El valor del hematocrito tuvo leves descensos durante todo el
curso de infeccion de los aislados TeGubTrino y TeGub323, ya que los
valores permanecieron inalterados manteniéndose muy similar a los del
grupo control. Esto debido a la capacidad del sistema inmune de

destruir la actividad de los tripanosomas.

Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Garcia
(1988), en la cual el valor de hematocrito en asnos infectados
disminuyé6 hasta un 62% de su valor inicial desarrollando éstos

anemia severa, la cual se hacia mas pronunciada durante la caida de
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la parasitemia. Este autor sugiere que la anemia producida se debe a
algin mecanismo implicado en la eliminacién de los parasitos y

glébulos rojos en forma simultanea.

Un tipo de anemia en donde los glébulos rojos son destruidos
simultaneamente con los parasitos es la del tipo regenerativa o
periférica. Pero este no es el caso de los ratones experimentales, ya
que pareciera que no esta implicado ningin mecanismo de
eliminacién de globulos rojos que pueda llevar al animal a presentar
un cuadro de anemia severa como en el caso de los aislados USR.
Mientras que para Mantecal proveniente de caballo, en donde los
valores de hematocrito disminuyeron drasticamente hasta la muerte

del animal, presentandose facilmente visible un cuadro de anemia

severa.

Posteriormente se analizan los valores de Hemoglobina, los
cuales descienden de manera continua con ciertos intentos de
recuperacion, durante todo el curso del la infecciéon en todos los

aislados de chigliire (Cedral 12 y El Frio) y de caballo (Mantecal y
USR).
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Sin embargo, para los aislados de asno ocurre lo mismo que en
los valores de hematocrito; en donde se mantiene practicamente
inalterados durante todo el curso de la infeccion, permaneciéndose
similar al grupo control; por ende no presentan un cuadro de
anemia, sino cierto debilitamiento de la fuerza muscular, como

sintoma principal de los primeros dias de infeccion.

Conjuntamente se evidencia una significativa disminucion del
numero de eritrocitos en sangre periférica en los aislados de caballo y
chigliire, presentandose asi nuevamente mas incidencias de un
cuadro anémico en los ratones inoculados con dichos aislados

durante los Gltimos dias de sobrevivencia.

Es importante destacar que debido a la alta agresividad del
aislado USR, no se logro observar un cuadro anémico en los ratones
inoculados, debido al corto tiempo de duraciéon del experimento (10

dias), por lo que no se pudo visualizar los sintomas caracteristicos.

De distinta manera, los ratones inoculados con los aislados
TeGubTrino y TeGub323 obtenidos de asno lograron controlar
practicamente durante todo el curso de la infeccion los valores de

hemoglobina por lo que se comprueba nuevamente la similaridad con
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los ratones del grupo control. Esto prueba nuevamente a su vez la
poca infectividad de dichos aislados y por ende la suficiente
capacidad del sistema inmune de controlar la infecciébn por un

periodo de tiempo extenso.

Por ltimo, se encuentra la variables no hematologica
observada durante el transcurso del experimento; el peso corporal.
Recordemos que el animal no pierde el apetito sino que sufre de un
nivel de debiliamiento tan alto de la fuerza muscular que le impide
alimentarse, lo cual hace suponer que aquellos aislados mas
agresivos lograran un mayor debilitamiento del animal y por ende
este presentara un descenso mayor de peso. Esto ocurrié en el
aislado Mantecal proveniente de caballo, en donde los ratones
disminuyeron unos 10 gramos aproximadamente, aunque entre los
aislados de caballo el menos infectivo era este. En el caso de USR,
debido al poco tiempo de sobrevivencia de los animales, no se pudo
observar una disminucion significativa de peso, pero ello no indica
que dicho aislado sea menos infectivo que el Mantecal, por lo ya

mencionado anteriormente durante el analisis de las variables

hematologicas.
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Otro aislado que presenté una disminucién considerable del
peso corporal fue el proveniente de chiglire, Cedral 12, con un
descenso de 7 gramos de peso; aunque El Frio no presenté una

disminucion de esta variable significativa.

De la misma manera que en las variables hematolégicas
anteriormente estudiadas, los animales experimentales inoculados
con aislados de asno no mostraron cambios considerables del peso

corporal, manteniéndose sus valores bastante similares a los del

grupo control.

A pesar de que se han realizado algunos experimentos sobre el
comportamiento de la parasitemia de Trypanosoma evansi en
ratones, cobayos, ovejas, entre otros; por primera vez se realizan
comparaciones entre diferentes aislados venezolanos tomando en
cuenta numerosas variables tanto hematolégicas como no
hematologicas que demuestran las significativas diferencias que
existen entre la capacidad infectiva o agresividad de los aislados
dependiendo de los hospedadores de donde provienen, por ello este
trabajo implica a posterior un estudio de tipificaciéon de dichos

aislados para asi ser estudiados de manera exhaustiva, con la

finalidad de encontrar el mecanismo o vacuna para contrarrestar esta
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diversa gama de parasitos que afectan a numerosas especies de
animales que son de considerable importancia econémica en Los

Llanos de Venezuela.

Quiza ahora con un mayor entendimiento de los mecanismos
involucrados como la variacién antigénica ya estudiada por Perrone
(1992), con la identificacién del animal experimental mas 6ptimo para
desarrollos de trabajo experimentales con Trypanosoma evansi
realizado por Arvelo (1999) y con el estudio comparativo del
comportamiento de diferentes aislados, pudieran llevar al desarrollo
de métodos inmunoprofilacticos, los cuales pudieran prevenir la

enfermedad.
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CONCLUSION

Es importante destacar que el presente trabajo aporta
informacion acerca del comportamiento parasitario de distintos
aislados de Trypanosoma evansi provenientes de Los Llanos
Venezolanos y de diferentes hospedadores como caballo, chigliire y
asno. Estos tripanosomas presentan a su vez como mecanismo de
adaptacion al sistema inmune de los hospedadores la Variacion

Antigénica al igual que sus parientes africanos.

Sobre las bases de estos resultados obtenidos en este trabajo
de investigacion en ratones NMRI susceptibles a la infeccion de

Trypanosoma evansi se establecen las siguientes conclusiones:

1. Un inéculo de 1 o 2 parasitos/ml fue capaz de infectar el 100%
de la poblacién de animales infectados con los aislados de
caballo (Mantecal y USR}. Asi mismo un 90% y 96% para los
aislados obtenidos de chigliire (Cedral 12 y El Frio

respectivamente) y 27% y 76% para los aislados TeGubTrino y

TeGub323 provenientes de asno.
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Los aislados provenientes de caballo (Mantecal y USR) y
chigliire (Cedral 12 y El Frio) desarrollaron una parasitemia de

tipo progresiva sin obtener entonces picos de parasitemia.

Los aislados provenientes de asno (TeGubTrino y TeGub323)
desarrollaron a su vez una parasitemia de tipo ondulante a
partir de la cual se presentaron dos picos y tres picos

respectivamente.

debido a la corta duracion de la infeccion y por ende la
sobrevivencia de los animales experimentales asi como la
presencia de un severo cuadro anémico de los mismos, se
concluye que los aislados provenientes de caballo (Mantecal y
USR) son mucho mas agresivos o infectivos que el resto de los
aislados estudiados a lo largo de esta investigaciéon, siendo
USR aun mas infectivo que Mantecal. Mientras que los
aislados de chigliire (Cedral 12 y Frio) presentaron una
infectividad considerable aunque no con los mismo niveles que

los aislados provenientes de caballo.

Por ultimo, los aislados de asno (TeGubtrino y teGub323)

resultaron ser los Unicos que indujeron la presencia de ondas
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de parasitemia o picos de parasitemia, resultando entonces ser
los menos infectivos de los aislados estudiados; y por ello no
presentaron un cuadro anémico severo a diferencia de los

obtenidos de caballo y chigtiire.
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