Universidad Nacional del Nordeste
Facultad de Ciencias Veterinarias

Corrientes-Argentina

TRABAJO FINAL DE GRADUACION
MODULO DE INTENSIFICACION PRACTICA

Titulo:

“Histopatologia de rifion en la etapa aguda de la
infeccion experimental por Trypanosoma cruzi en

Ratones”
Beca de Pregrado SGCyT-UNNE (Res.N° 1016/2016 C.S.)
Aprobada

OPCION: SALUD PUBLICA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
TUTOR EXTERNOQ: Dr. LERTORA, Javier.

TUTOR INTERNQ: Dra. MARUNAK, Silvana Licia.

RESIDENTE: VERA, Douglas Dante

CORREQ ELECTRONICO: verad.douglas@gmail.com

-2021-


mailto:verad.douglas@gmail.com

Resumen

INDICE

Introduccion

Objetivos
Materiales y métodos
Resultado y Discusion

Conclusion

Bibliografia




RESUMEN

Las cepas de Trypanosoma cruzi comprenden un conjunto de poblaciones que circulan
entre vectores, hombre y reservorios, tanto domésticos como selvaticos, en regiones del
mismo pais, comportandose de diferente forma al infectar experimentalmente animales
de laboratorio. Estas diferencias se manifiestan en los niveles de parasitemia e invasion
a ciertos organos, causando desde leves dafios hasta la muerte. Este comportamiento tan
variado se ha atribuido a multiples causas como: factores ambientales, inmunidad,
virulencia, patogenicidad, y el paso por diferentes especies de transmisores y
hospederos. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar las lesiones halladas en
tejido renal de raton en la etapa aguda de la tripanosomiasis experimental. Se trabajo
con una cepa de 7. cruzi provista del Laboratorio de Ecoepidemiologia de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales FCEN-UBA, IEGEBA-CONICET, con la cual se
inocularon ratones provistos por el Bioterio de la Facultad de Medicina, cepa CF, de
18-20g de peso, por via intraperitoneal. Un grupo de animales control fueron inoculados
con solucion fisiologica. En el décimo dia de la infestacion, previo al sacrificio, se les
realizd un corte de la punta de la cola para obtener sangre periférica realizando un frotis
para observar la presencia de los parasitos en sangre. Confirmado esto, se procedio a la
eutanasia, previa anestesia general (ketamina 50mg/kg peso, via intraperitoneal), y
toma de muestra de rifién para su posterior procesamiento histopatologico. El estudio
histologico demostréd lesiones inflamatorias leves, caracterizada por escaso infiltrado
multifocal de macrofagos en intersticio cortical del rifion. Los procesos inflamatorios se
asociaron con la cuantia de la parasitemia presente en el momento del sacrificio y con el
tiempo de evolucion de la infeccion. El histotropismo de algunas poblaciones de 7.
cruzi, ha sido ampliamente documentado desde los primeros trabajos experimentales y
confirmado por diversos investigadores. La determinacion del tropismo de una cepa de
T. cruzi es un parametro biologico que requiere de condiciones estrictamente
controladas y que puede o no tener relacién con las caracteristicas clinicas de la

enfermedad en las zonas geograficas de donde proviene.



INTRODUCCION

El Trypanosoma cruzi (figura 1) es un protozoario hemoflagelado, considerado
el agente causal de la enfermedad de Chagas (Chagas, 1909), y es transmitido a los
hospederos mamiferos por medio de insectos vectores del género Triatoma (figura 2), (a
través de la contaminacion con excretas infectadas de insectos triatomineos
hematofagos, infectando a mamiferos entre los cuales se incluyen al humano y a otros
animales domésticos y silvestres). Ademas pueden considerarse vias de infestacion
reconocidas pero menos frecuentes, la via parenteral (transfusiones sanguineas), de
forma congénita (transplacentaria) (Atias & Neghme, 2003) y con menor frecuencia por
ingestion de alimentos contaminados (Alarcon de Noya ef al., 2010). La infeccion por el
parasito distingue dos cursos, uno agudo caracterizado por fiebre, linfoadenopatia,
aumento del tamafio del higado y bazo y, en ocasiones, miocarditis o0 meningoencefalitis
con pronostico grave y el curso cronico, del cual llegan entre el 30 y 40% de todos los
pacientes chagésicos, suele haber cardiomiopatia difusa grave, o dilatacion patoldgica
(megasindromes) del esofago y colon, megaesofago y megacolon respectivamente.

Las cepas de T. cruzi poseen potencial de invadir y lesionar los tejidos con
diferente intensidad causando variada reaccion inflamatoria. En este sentido, los
estudios sobre el tropismo y grado de patogenicidad de cepas de 7. cruzi en modelos
experimentales, han revelado que algunas cepas tienden a diseminarse en casi todos los
tejidos (Paredes ef al., 2009). La marcada heterogeneidad de algunas cepas de 7. cruzi
explicarian el fenomeno de paninfectividad (Andrade, 2000).

En los modelos de laboratorio se ha observado que cuando ocurre la deposicion
de las heces contentivas de las formas infestantes o tripomastigotes metaciclicos sobre
sus hospedadores mamiferos, los parasitos se diseminan hacia tejidos tales como el
miocardio, eso6fago, colon, hueso y cartilago y dependiendo del caso, puede invadir la
placenta, los fetos y plasma seminal de ratones con infeccion aguda (Lugo de Yarbuh ef
al., 2010; Sulbaréan, 2011; Alarcon ef al., 2011; Céceres, 2011).

En cuanto a la caracterizacidén bioldgica se realizaron estudios de diferentes
cepas del parasito, lo que ha permitido establecer que el 7. cruzi que proviene de
diferentes transmisores, reservorios y regiones del mismo pais, se comportan diferente
al infectar experimentalmente animales de laboratorio. Estas diferencias se manifiestan
en los niveles de parasitemia e invasion a ciertos érganos, asi como diferencias en las

infecciones que el parésito ocasiona tanto en animales como en humanos, causando
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desde dafios leves hasta la muerte. Este comportamiento tan variado se ha atribuido a
multiples causas como: factores ambientales, inmunidad, virulencia, patogenicidad, y el
paso por diferentes especies de transmisores y hospederos. El nimero y localizacion de
los parasitos en los tejidos de raton infestado experimentalmente con 7. cruzi presenta
variaciones de tropismo tisular, asi como falta de correlacion entre parasitemia y lesion
tisular de acuerdo a la cepa empleada y al origen geografico de la misma, existe
correlacidon entre la presencia de antigenos de 7. cruzi y la severidad del infiltrado
inflamatorio. Los estudios reportan que los factores genéticos tanto del hospedero como
del parésito influyen en la infeccion. El objetivo del trabajo, presentado como informe
final, fue observar si se producen lesiones histopatolégicas a nivel renal en ratones
infectados experimentalmente con una cepa de 7. cruzi en la etapa aguda de la

enfermedad.

Figura No1: Microfotografia de Figura N°2: Ejemplar de Triatoma
Trypanosoma cruzi Agente etiolégico. infestans. Vector de la infecciéon. Fuente:
Fuente: Tomada y editada de: CDC Sylvatic form of Triatoma infestans, the

main vector of Chagas disease in the
Southern Cone countries

> Antecedentes

La enfermedad de Chagas afecta a millones de personas en Latinoamérica (figura 3)
causando importantes problemas sanitarios, econdémicos y sociales para los paises
afectados. Constituye en la actualidad la cuarta enfermedad tropical mas importante,

solo superada por la malaria, la tuberculosis y la esquistosomiasis (Kirchhoff, 1993).



Debido a la consecuente incapacidad y mortalidad, .
la enfermedad de Chagas ha sido uno de los \ , Y2
problemas de salud publica mas importante en las ' : .. e
regiones endémicas (Villanueva et al., 2005). La .
parasitosis es transmitida por via vectorial a partir
de insectos hemipteros hematofagos de la familia
de los triatomineos, comunmente Ilamados

vinchucas (figura 2), siendo el mas importante en

la Argentina el Triatoma infestans, por su

adaptacion ecologica a la vivienda.
Enfermedad de Chagas

Letes

Durante décadas la enfermedad de Chagas fUE emmen por et prneipss voctor
estrictamente rural y la transmision por el vector
estaba directamente relacionada a las precarias

condiciones de vida particularmente frecuentes en

las zonas rurales, pues el insecto se aloja sobre | Figura3. Mapa donde se refleja la situacion de la
. distribucidn de la transmisién vectorial en

todo en las rajaduras de las paredes de barro o en | Latinoamérica en 2014. Fuente:Organizacion
Panamericana de la Salud (PAHO).

los techos de paja de las viviendas tipicas de la
poblacién marginal, como asi también puede encontrarse en las paredes de ladrillo
asentadas en barro (Storino ef al, 2003). Sin embargo, las migraciones hacia las
ciudades han transformado la enfermedad en un fenomeno crecientemente urbano en el
que intervienen no solamente el hombre y el vector sino también numerosos animales
domésticos que se convierten en reservorios de la enfermedad (Silveira, 2002). Asi
entonces el parasito que provoca esta afeccion puede infestar ademas del ser humano a
una gran cantidad de mamiferos, siendo los caninos los animales principalmente
afectados y que conviven estrechamente con la poblacion (Barr ef al., 1991).

En América Latina se ha considerado que el perro juega un papel muy
importante en la transmision de 7. cruzi domiciliar, al demostrarse que es un reservorio
altamente infestante para el vector (Eloy & Lucheis, 2012).

El perro puede ser también victima del parasito ya que puede sufrir la
enfermedad al igual que los seres humanos (Acha, 1986; Acha & Szifres, 2003). El
insecto infectado transmite el parésito a los perros durante la ingesta de sangre sin
embargo, el instinto del perro de tomar el insecto con la boca y masticarlo, representa

un mecanismo de contagio mucho mas efectivo (Albuquerque & Barretto, 1968).
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La enfermedad de Chagas no es de diagnostico frecuente en los caninos y
felinos, si bien es de reconocimiento mundial su importancia en la cadena
epidemioldgica, no se trata la enfermedad. Es decir que el animal enfermo es valorado
COMmo reservorio y no como paciente para el Médico Veterinario.

Si bien la problematica de esta enfermedad es compleja y para su erradicacion se
deben contemplar muchos aspectos, en especial lo cultural de amplias zonas en nuestro
pais, lo que se pretende es un aporte minimo destacando la utilidad del modelo murino
como aproximacidn para reconocer los dafios que producirian las cepas regionales de 7.
cruzi en los caninos a fin de mejorar las posibilidades de intervencién en la salud de los
mismos, con el consiguiente beneficio para la salud publica.

Objetivos del Plan de Trabajo

e Objetivo General
- Reproducir la enfermedad de Chagas experimental en un modelo murino con

presentacion de tropismo en tejido renal.

e Objetivos Particulares
- Caracterizar histopatologicamente el tejido renal de ratones con tripanosomiasis
experimental durante la fase aguda
- Comparar las observaciones histopatoldgicas de los tejidos tratados con los de
animales controles.
- Mantener poblaciones altamente infectivas a partir de pasajes en ratones infectados

con una cepa (tipo 1) de Tripanosoma cruzi.

e Hipotesis
- La cepa (tipo I) de 7. cruzi inoculada en forma experimental en ratones produce dafios

a nivel de rifion en la etapa aguda de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Animales: se utilizaron ratones blancos (cepa CF1), machos, adultos jovenes, con peso

aproximado de 18 a 20 gr. y divididos en dos grupos:



Grupo infestado: constituido por 10 animales inoculados intraperitonealmente con 1x

105 tripomastigotes sanguineos de 7. cruzi en 0,1 mL de suspensién (Brener, 1962).

Grupo _control: constituido por 10 animales sanos inyectados via intraperitoneal con

solucion fisioldgica, que actia como placebo.

Determinacion de la parasitemia: El curso de la infeccion fue seguido dia alternado a
partir del 4° dia post-inoculacion, mediante el examen directo de muestras de sangre
periférica extraidas de la porcion distal de la cola de cada raton, colocada sobre
portaobjetos y cubierta con cubreobjetos. El recuento de tripomastigotes se realizd en

100 campos microscopicos a 400x (microscopio Nikon Eclipse E 100).

Técnica de diseccion: en el décimo dia de la infestacion, a los animales antes de la
eutanasia se les realizo un corte de la punta de la cola para obtener sangre periférica
realizando un frotis y observar la presencia de los parésitos en sangre. Una vez
confirmada la presencia del parasito, los animales fueron anestesiados con una
inyeccion intraperitoneal de Ketonal (Ketamina) 50 mg/ml de peso corporal y luego de
la abertura del abdomen, se retiro el riion de los animales de los dos grupos
experimentales. Fragmentos de los tejidos fueron fijados en una solucién de
formaldehido bufferado al 10% durante 24 h.

Técnica histolégica

Una vez fijadas, las muestras de rifion fueron procesadas segun la técnica histologica
clasica para bloques parafinados, cortadas a 5 um y tefiidas con hematoxilina y eosina

(HE).



RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el curso de la infeccion aguda se observo parasitemia, con presencia de
tripomastigotes en sangre periférica en los ratones tratados experimentalmente. Los
animales sobrevivieron en esta etapa de la enfermedad.

Al microscopio optico se observo en intersticio se evidencio escaso infiltrado de
macrofagos intersticial de distribucion multifocal en corteza.

Los estudios sobre el comportamiento de 7. cruzi en humanos y otros mamiferos
han mostrado, variadas manifestaciones clinicas asociadas al potencial patégeno y al
tropismo diferencial de los diversos genotipos del parasito que estén circulando
(Breniére ef al., 2012). La patogenicidad de 7. cruzi también se encuentra asociada a sus
numerosas caracteristicas metabodlicas diferenciales y a la estructura antigénica que
puede expresar frente a hospedadores con condiciones genéticas propias y un sistema
inmunologico establecido (Pedreira de Castro & Brener, 1985).

Las evidencias sugieren que el dafio tisular e inflamatorio que sufren los tejidos
dependeria de la agresion por antigenos de 7. cruzi a los tejidos del hospedador, con
participacion del sistema inmune y reaccidn cruzada entre 7. cruzi, los tejidos y los
receptores moleculares en la superficie de las células fagociticas, en especial con
macrofagos peritoneales de raton, primera linea celular invadida por el parasito (Kipnis
et al., 1979). Se ha referido que diferentes moléculas del parésito produciran activacion
policlonal asociada a elevadas parasitemias, una depresion de la respuesta inmune
celular y que el pardsito se diseminaria en el organismo originando una compleja
respuesta inflamatoria de subpoblaciones de linfocitos por mecanismos
inmunobiologicos que caracterizan una infeccion aguda por 7. cruzi (Minoprio et al.,
1988).

Si bien son las primeras observaciones realizadas, la cepa en estudio mostro ser
patogénica en los ratones infestados, se logrd caracterizar histopatologicamente los
cambios observados en el tejido estudiado sin que fuera posible encontrar nidos
parasitarios, y compararlo con los animales controles. Concluimos que la enfermedad
esta dada por la relacion entre la presencia del parasito en sangre periférica y las
lesiones tisulares que este genera. Autores hallaron dafio renal con similares
caracteristicas, descrito en un cachorro de raza Cimarron, por transmisién congénita de
la enfermedad de Chagas, como también se cita alteracion renal en modelos murinos

infestados experimentalmente (Painemal ef al., 2012)
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Figura 4. Corte histolégico de rifién de ratdén control. HyE. 40X

Figura 5. Corte histolégico de rifidn de ratdn infectado con T. cruzi. Se observa multiples
focos pequefios de infiltrado de macréfagos intersticial (flechas). HyE. 10X



Figura 6. Corte histolégico de rifién de ratdn infectado con 7. cruzi. Se observa
infiltrado de escasos macréfagos en intersticio (flecha). HyE. 40X

Figura 7. Corte histoldégico de rifibn de ratdn infectado con T. cruzi. Leve
infiltrado de macréfagos en intersticio (flechas). HyE. 40X



CONCLUSION

La cepa en estudio mostro ser patogénica para el raton y presentd tropismo por el rifion.
Se logré caracterizar histopatologicamente los cambios observados en el tejido
estudiado y comparar con los animales controles. El histotropismo del 7ripanosoma
cruzi ha sido ampliamente documentado desde los primeros trabajos experimentales y
confirmado en nuestro trabajo. La cepa que estudiamos muestra tropismo por el rifion en
ratones, sin que fuera posible encontrar nidos parasitarios en los tejidos estudiados.

Concluimos que la enfermedad es dada por la relaciéon entre la presencia del parasito a
nivel intracelular y las lesiones tisulares que este genera, sumado a los mecanismos

inflamatorios, autoinmunes, vasculares en los diversos tejidos.
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