UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

DETERMINACION DE LA PARASITEMIA Y
ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN
MIOCARDIO DE RATONES INFECTADOS CON
Trypanosoma cruzi

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
BIOLOGA

P R E S E N T A:
JULIETA LAVIN SAMPER

DIRECTORA DE TESIS:
M. en C. MARIANA CITLALLI DE ALBA
ALVARADO

Ciudad Universitaria, CD. MX., 2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Biologia de Parasitos de la Facultad de
Medicina de la UNAM con el apoyo financiero parcial de la Facultad de Medicina y de
DGAPA-PAPIIT, proyectos IN-227816 “Estudio clinico y cardioldgico en nifios
seropositivos a Trypanosoma cruzi en dos poblaciones rurales del estado de Chiapas,
México”, IT-200913 “Validacion de métodos para la confirmacion del diagndstico de la

infeccion de 7. cruzi mediante el uso de marcadores biologicos especificos”.



ABREVIATURAS

dpi — dias post infeccion

ITRI/MX/1986/QRO — Aislado obtenido de Triatoma barberi, proveniente del estado de
Querétaro

T. barberi — Triatoma barberi, vector

T. cruzi — Trypanosoma cruzi, parasito
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1. RESUMEN

Trypanosoma cruzi es un parasito con diversos tropismos a nivel tisular.
ITRI/MX/1986/QRO es una cepa de Querétaro aislada de Triatoma barberi, conocida por su
alta virulencia y cardiotropismo. En tejido, las alteraciones histopatoldgicas se deben a la
reproduccion del parasito; la presencia y progresion de las lesiones tisulares no han sido
descritas durante la evolucion de la fase aguda. En este estudio, se evalua la correlacion entre
la presencia de nidos de amastigotes y la presencia y caracteristicas del infiltrado inflamatorio
durante la fase aguda. La metodologia consistio en la estandarizacion del indculo para lograr
sobrevida mayor a 30 dias; a partir del momento en que se inocularon los ratones, se tomaron
cada 72 horas muestras sanguineas y de corazon para cuantificar parasitemia circulante,
presencia de nidos de amastigotes y realizar el analisis histopatolégico con las tinciones de
H.E. y Masson. El inicio de la parasitemia fue a los 18 dias, y el final de la fase log de
crecimiento en promedio se presentd a los 33 dias hasta el dia 47, en que ya no se observaron
parésitos. Los nidos de amastigotes se observaron a partir del dia 15 y persistieron hasta el
dia 50, con mayor prevalencia al dia 30. El analisis histopatoldgico a partir del dia 8 mostrd
infiltrado principalmente linfocitario predominante en miocardio con lesiones fibroticas
incipientes que persistieron hasta el dia 50. En el andlisis estadistico se encontré una
correlacion positiva y fuerte entre la parasitemia y el nimero de nidos de amastigotes
(r?=0.93, P=0.0001); también se encontr6 correlacion positiva entre la presencia de lesiones
fibroticas incipientes e infiltrado (r?=0.55, P=0.0358) y correlacion positiva y débil entre la
presencia de lesiones fibrdticas incipientes y los nidos de amastigotes (r*=0.886, P=0.0001).
Se concluye que la fase aguda tiene una duracion de 57 dias en este modelo. Se observaron
lesiones fibrdticas incipientes desde la fase aguda como un mecanismo constante. Con base
en los resultados de este trabajo, se propone que las lesiones fibroticas incipientes, generadas
principalmente por la presencia de nidos de amastigotes e infiltrado, pueden ser marcadores
de dafio precoz en la evolucion natural de esta cardiopatia antes de establecerse la lesion

cronica caracteristica de la enfermedad.



2. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana, es causada
por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, que afecta a diferentes mamiferos y tiene
como vector a los insectos triatominos. En humanos, tiene tropismo hacia distintos 6rganos
y sistemas, principalmente el corazon y aparato digestivo.

El parasito fue descubierto en 1909 en Minas Gerais, Brasil, por el médico e investigador
Carlos Chagas, quien trabajaba en el control de la malaria. Posteriormente, aislo al parésito
del transmisor Panstrongylus megistus ¢ infecté animales como monos, cobayos, conejos,
entre otros, lo cual le permitié describir con més detalle el ciclo biologico, asi como la
patologia, clinica y epidemiologia de la enfermedad (Chagas, 1909). Inicialmente, el Dr.
Chagas nombro al parésito Schyzotripanum cruzi, ya que pensoé que el parasito se reproducia
por esquizogonia, igual que el agente etiologico del paludismo y, posteriormente, se cambid
el nombre a Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909).

Actualmente, la enfermedad de Chagas es considerada una enfermedad fuertemente
vinculada a condiciones de pobreza y pertenece al programa de la Organizacion Mundial de

la Salud (OMS) de enfermedades tropicales desatendidas (OMS, 2014).



3. MARCO TEORICO

3.1 Antecedentes en México

En México, los dos primeros casos humanos reportados de la enfermedad de Chagas
en fase aguda, al igual que los dos primeros vertebrados infectados conocidos, se describieron
en el Estado de Oaxaca, en 1940 (Mazzotti, 1940). Desde ese momento hasta 1961, solo se
conocian seis casos humanos comprobados parasitolégicamente, e investigadores como
Biagi, Tay y posteriormente Salazar-Schettino realizaron estudios sobre la epidemiologia de
la enfermedad en diversas regiones de México. Hasta 1977 se reportaron 133 casos mas, con
un total de 139 casos (Tay et al, 1979). En 1979, Salazar-Schettino y colaboradores
reportaron el tercer caso de miocardiopatia chagasica en México y el primero comprobado
parasitologicamente en un paciente vivo, debido a que los dos casos anteriores habian sido
reportados por Biagi y Arce (1965) en diagnosticos post-mortem. Posteriormente, se reportd
el primer caso de megaesdfago con serologia positiva (Salazar-Schettino et al, 1984) y el
primero de megacolon (Tay et al, 1986). En 1989, Salazar-Schettino y colaboradores
reportaron también el primer caso de transmision por transfusion sanguinea. Desde entonces,
se han realizado diversos estudios sobre los vectores y los reservorios de la enfermedad de

Chagas en México.

3.2 Biologia del parasito

Trypanosoma cruzi es un organismo parasito, eucariota y unicelular que pertenece al
orden Kinetoplastida, por lo que comparte algunas caracteristicas con otros miembros de
dicho orden, como una mitocondria Unica y el cinetoplasto; uno de los rasgos mas
caracteristicos es esta acumulacion de DNA notable ubicada dentro de la mitocondria (Tyler

y Miles, 2003).



3.2.1 Ubicacion Taxonomica

De acuerdo con el Sistema de Informacion Taxondémica Integral (ITIS), 7. cruzi se
clasifica de la siguiente forma:

Superreino: Eukarya
Reino: Protozoa

Infrarreino: Euglenozoa

Phylum: Euglenozoa

Clase: Kinetoplastida
Orden: Trypanosomatida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Especie: T. cruzi (Chagas, 1909)

3.2.2 Morfologia

La morfologia de 7. cruzi cambia seglin las fases del ciclo de vida. Se describen tres
fases principales, que son epimastigote, tripomastigote (con las formas metaciclico y
sanguineo) y amastigote. La primera estd presente en el intestino medio del vector o en
medios de cultivo. Los tripomastigotes metaciclicos estan en el dmpula rectal del vector y
son la forma infectante en el ciclo natural o rural, mientras que los tripomastigotes sanguineos
se encuentran en el hospedero mamifero y son la forma infectante durante la fase aguda por
medio de transfusion o trasplante de drganos y otros tejidos. Los amastigotes son la fase
replicativa intracelular y estdn en el hospedero mamifero, parasitando cualquier célula

nucleada con tropismo por miocardio y musculo liso.

- Epimastigote. Es de aspecto alargado y fusiforme y mide entre 20 y 25 pm de
longitud. El cinetoplasto estd ubicado cercano al nucleo, en la region anterior. El
flagelo forma una membrana ondulante caracteristica. Esta es la forma replicativa, no
infectiva, localizada en el intestino medio del vector y la fase que se replica en los

medios de cultivo preparados en laboratorio.
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- Amastigote. Esta forma es aflagelar, redondeado y mide de 2 a 4 um de largo. El
nucleo es de gran tamafo. Con tincion Giemsa el cinetoplasto se observa como un
bastoncillo azul intenso o violeta junto al nucleo, que presenta un color rojo.

- Tripomastigote metaciclico. Es de forma alargada y mide entre 18 y 21 um de largo.

Tiene un nucleo vesiculoso y un flagelo, el cual se origina en el cinetoplasto y es
continuo con la membrana ondulante. El cinetoplasto en esta fase es generalmente de
forma esférica y se localiza hacia la parte posterior del nucleo.

- Tripomastigote sanguineo. Esta fase es morfologicamente similar al tripomastigote

metaciclico y es la que se encuentra en la sangre del hospedero. Mide entre 18 y 21

um de largo y es producto de la diferenciacion del amastigote.

Epimastigote ' Tripomastigote Amastigote

(Salazar-Schettino et al, 2011).

Figura 1: Principales estadios de Trypanosoma cruzi. C — cinetoplasto, M — mitocondria, RE —
reticulo endoplasmico, N — ntcleo, G — aparato de Golgi, MT — microtibulos, F — flagelo. Cortesia:
Dra. Paz Maria Salazar-Schettino.

3.2.3 Ciclo de vida

En el ciclo biologico natural de 7. cruzi participan el insecto triatomino (transmisor o
vector) y diversos mamiferos, incluyendo el humano, algunos de éstos actuan como
reservorios importantes en la epidemiologia segln la region (perro, tlacuache, ardilla, gato,
zorro, entre otros). El triatomino infectado pica al mamifero para ingerir sangre y deyecta
cerca de la picadura, liberando al parasito en su fase de tripomastigote metaciclico (fase

infectante). Estos entran al hospedero ya sea por el sitio de la picadura o a través de
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membranas mucosas localizadas cerca de la misma. Dentro del hospedero, 7. cruzi invade
las células y se transforma en la fase de amastigote intracelular, la cual se multiplica por
fision binaria longitudinal y se diferencia en tripomastigotes sanguineos, que lisan las células
del hospedero y salen al torrente sanguineo. Los tripomastigotes se transforman en
amastigotes intracelulares en nuevos sitios de infeccion. Cuando otro insecto triatomino se
alimenta del mamifero infectado e ingiere los tripomastigotes sanguineos, éstos se
transforman en epimastigotes en el intestino medio del insecto, donde se multiplican y en
aproximadamente 15 a 30 dias se diferencian nuevamente en tripomastigotes metaciclicos,

los cuales pasan al &mpula rectal del triatomino para continuar con el ciclo biolégico.

Figura 2: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (OMS 2005). En la parte superior se encuentran las
fases que se llevan a cabo dentro del vector: ingesta de tripomastigote sanguineo (a), epimastigote
(b), division del epimastigote por fision binaria longitudinal (c) y tripomastigote metaciclico (d). En

la parte inferior se observan las fases amastigote (e) y tripomastigote sanguineo (f) en el hospedero.



3.3 Mecanismos de transmision

La transmision de Trypanosoma cruzi puede ocurrir por medio de la picadura de un
triatomino infectado, que es la forma natural o rural; a través de trasplantes de 6rganos y
tejidos, el cual es un mecanismo relevante en paises como Bolivia con altas tasas de infeccion
por transfusiones (Schmuiiis, 1999); la transmision vertical o materno-fetal se ha reportado
en un 2% a 11% de mujeres embarazadas infectadas; ademas, se han reportado casos en los
que se involucra la ingesta de alimentos o liquidos contaminados con las heces de triatominos

infectados (Berger, 2015).

3.4 Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es la tercera enfermedad tropical mas importante a nivel
mundial después de la malaria y la esquistosomiasis. A nivel mundial se estiman
aproximadamente 8 millones de personas infectadas y en América Latina, el 25% de la
poblacion se encuentra en riesgo de infeccion, lo que equivale a 121 millones de personas.
Anualmente, se registran aproximadamente 56000 casos nuevos con la enfermedad de
Chagas, lo cual ocasiona 12000 muertes al afio (OMS, 2014; OPS, 2015).

En México, para los afios del 2000 al 2012 la Secretaria de Salud (SS) report6 un total
de 5,559 casos de humanos con enfermedad de Chagas. En 2013 se registraron 762 casos
nuevos y en 2014, 729. A pesar de que los estados con mayor incidencia sean Chiapas,
Veracruz, Morelos, Oaxaca, Yucatan, Guerrero y Jalisco, dos tercios del territorio mexicano
tienen las condiciones apropiadas para que ocurra la transmision vectorial con 32 especies de

triatominos (Secretaria de Salud, 2016).



3.5 Distribucion

La enfermedad de Chagas es endémica en 21 paises de América Latina, entre 42°N y
40°S, es decir, del sur de Estados Unidos a Argentina y Chile; sin embargo, debido a las
migraciones de personas infectadas, puede propagarse a paises no endémicos de América y
del mundo (OMS, 2014). La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) sefiala registros
de la enfermedad en paises como Japon, Estados Unidos, Canadd, Australia y algunos paises

de Europa (OPS, 2015).

Distribucion mundial de casos de la enfermedad de Chagas con base en estimaciones

oficiales, 2006-2010
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Figura 3. Mapa de la distribucion global de casos de enfermedad de Chagas, seglin estimaciones
oficiales y situacion de la transmision vectorial, 2006-2010.

Fuente: OMS, sostener el impulso para superar el impacto global de las enfermedades tropicales
desatendidas: segundo informe de la OMS sobre enfermedades tropicales desatendidas, enero 2013.




3.6 Cuadro clinico

El cuadro clinico de la enfermedad de Chagas se divide en tres fases, aguda, cronica

asintomatica (indeterminada) y cronica sintomatica.

» Fase aguda. En humanos puede durar de dos a cuatro meses. Se caracteriza por la

presencia del parésito y puede ir acompafiada de signos especificos como el signo de
romafia (complejo oftalmo-ganglionar) o el chagoma de inoculacion durante los
primeros quince dias, asi como de signos inespecificos como fiebre, adenitis y
hepatoesplenomegalia, entre otros.

Fase indeterminada. Tiene una duracion variable que puede ser de 10 afios o, incluso,

varias décadas. En esta fase la parasitemia es muy baja, practicamente no detectable.
Fase crénica. La fase cronica sintomatica se desarrolla en aproximadamente el 25 ¢
30% de los pacientes con fase indeterminada y lleva a un compromiso visceral
irreversible, como megaesdfago, megacolon o cardiomegalia. La miocardiopatia es
la manifestacion mas importante de la enfermedad de Chagas y se caracteriza por

insuficiencia cardiaca y trastornos del ritmo cardiaco.

3.7 Diagnostico

El diagnéstico etioloégico de la enfermedad de Chagas se obtiene mediante la

evaluacion clinica, la epidemiologia y diferentes pruebas de laboratorio. Los elementos mas

importantes para el diagndstico de laboratorio dependen de la fase de la enfermedad y son la

presencia del parasito (en fase aguda) y la de anticuerpos anti-7 cruzi (en fase cronica); por

lo cual los métodos de diagndstico se clasifican en parasitologicos y seroldgicos.

3.7.1 Métodos parasitologicos

En la fase aguda, el diagnostico se confirma mediante diversos métodos parasitoldgicos,

que son los siguientes:

Examen directo, gota gruesa y frotis sanguineo. En éstos, se realiza la identificacion

de tripomastigotes sanguineos, usando tinciones como Giemsa.



Hemocultivo en medios como el de NNN. El parasito se multiplica en forma de
epimastigote.

Xenodiagnostico. Este método, actualmente en desuso, se realizaba usando un
triatomino no infectado.

Método histopatolégico. Este se hace mediante cortes histologicos unicamente en
casos post-mortem o de trasplantes de 6rganos y se busca al parasito en su fase de

amastigote.

(OMS, 2002)

3.7.2 Métodos inmunologicos

Si el paciente se encuentra cursando la fase cronica, es necesario recurrir a métodos

serologicos, los cuales permiten evidenciar la presencia de anticuerpos anti-7. cruzi

generados por el hospedero. La OPS/OMS sefiala el empleo de los siguientes métodos para

el diagnostico.

Métodos convencionales:

Inmunoensayo enzimatico (ELISA indirecta). Este método es de alta sensibilidad y
especificidad y utiliza el parédsito completo, fracciones antigénicas del parasito, o
bien, cuando los antigenos que se utilizan son proteinas recombinantes o péptidos
sintéticos.

La lectura se realiza en espectrofotdmetro y principalmente se usa con IFI.
Inmunofluorescencia indirecta (IFI). Este usa al parasito completo y es de reactividad
intermedia. La lectura es visual.

Hemaglutinacion indirecta (HAI). Utiliza fracciones antigénicas del parésito y es de

reactividad intermedia. La lectura es visual.

Métodos no convencionales:

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Este método permite amplificar
secuencias de ADN del parésito con alta especificidad y sensibilidad. No es una
prueba de rutina; sin embargo, puede ser util en casos de infeccion congénita y en

estudios de la eficacia terapéutica e investigacion.
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Western-blot (WB). Este utiliza diversos componentes de origen proteico y tiene
buena sensibilidad y especificidad. Actualmente, la OPS/OMS recomienda estos
procedimientos en casos de discordancias debido a las altas tasas de incidencia de
muestras con resultados dudosos o en zona gris, especialmente observados en bancos

de sangre (OPS/OMS, 2005-2007).

La OPS sefiala que para determinar seropositividad debe existir reactividad en dos

pruebas de diferente principio (UNAM-SSA-OPS, 2006).

3.8 Patogenia y patologia

Existen varios factores que contribuyen directa o indirectamente al dafio ocasionado

por la infeccion por 7. cruzi, algunos son inherentes al parasito, otros relacionados con el

hospedero, ademas de las caracteristicas ambientales y socioculturales para que se lleve a

cabo la cadena epidemioldgica (Tafuri et al, 1999; Marin-Neto et al, 2007).

Actualmente, se han propuesto principalmente los siguientes cuatro mecanismos

patogénicos para comprender el desarrollo de la lesion en la enfermedad de Chagas (Marin-

Neto et al, 2007):

1.

Disautonomia cardiaca. Se refiere al parasitismo y, por tanto, al dafio ocasionado en
las neuronas. Fritz Koberle estandarizé un método de conteo neuronal cardiaco, con
el cual mostré para la enfermedad de Chagas una reduccion en la poblacion de
neuronas en pacientes chagasicos. Se ha descrito principalmente en fase aguda y por
tres mecanismos: parasitismo directo de neuronas, degeneracion ocasionada por una
inflamacion periganglionar y reaccion autoinmune anti-neuronal.

Trastornos microvasculares. Estos son causados por una inflamacién perivascular y
endotelial como mecanismo para la degeneracion miocardica. Hay un engrosamiento
de la membrana basal de los capilares, asi como un incremento de la agregacion
plaquetaria y en la adhesion al endotelio, lo cual genera trombosis plaquetaria con
isquemia en miocardio. El incremento de endotelina se debe al daio al endotelio
vascular y a que 7. cruzi posee un complejo enzimatico conocido como transialidasa

neuraminidasa, que elimina el &cido sialico de la superficie de los miocardiocitos y
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c¢lulas endoteliales de los mamiferos, lo cual facilita la agregacion plaquetaria y, por

tanto, la trombosis microvascular (Marin-Neto et al, 2007).

3. Dafio miocéardico directamente relacionado con la persistencia del parasito.

Esencialmente,

la miocardiopatia chagéasica se caracteriza por alteraciones

especialmente en miocardio y en el sistema de conduccion (haz de His). Actualmente

aun se desconocen algunos aspectos en la patogenia de este mecanismo durante la

fase cronica (Marin Neto et al, 2007).

1.  Mecanismos inmunoldgicos. La respuesta humoral que se presenta en la infeccion es

util en el diagnostico seroldgico de la infeccion y, por otro lado, existe la teoria

autoinmune, donde se ha comprobado que mas del 80% de casos en esta miocardiopatia

presenta anticuerpos autorreactivos en contra de diversos tejidos, estructuras tisulares,

células e, incluso, contra receptores 3 adrenérgicos y muscarinicos (Tafuri, 1987;

Cunha-Neto et al, 2006; Borda y Sterin-Borda, 1996); por otro lado, respecto a la

respuesta inmune celular, se ha comprobado la presencia de células T autorreactivas

capaces de reconocer componentes proteicos del hospedero (Gutierrez et al, 2009).

El estudio de los mecanismos patogénicos de la enfermedad ha ido evolucionando

conforme al avance cientifico, como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 1. Evolucion histérica de la interpretacion de los mecanismos patogénicos (Viotti y Vigliano,

2015).

Autor

Carlos Chagas

Gaspar Vianna

Magarinos Torres

Fritz Koberle

1911

1912

1929

1950

Descripcion
Fase aguda y cronica (alteraciones del ritmo cardiaco, bradicardia, bloqueo cardiaco,
insuficiencia cardiaca. Miocarditis cronica).
Amastigotes en células musculares y fibras parasitadas sin reaccién inflamatoria
pericelular.
Miocardiopatia chagasica cronica se da por miocarditis activa y progresiva, debida a la
accion continua del parasito.
La disautonomia a partir de la denervacion de las neuronas del sistema nervioso
autébnomo parasimpatico ocasiona el megaesofago, el megacolon y la cardioneuropatia

chagasica.
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Rossi et al

Witebsky y Rose

Marin-Neto

Teixeira

1960

1960’s

2007

2011

El dafio cardiaco es consecuencia de una vasculopatia con arteritis y pérdida de
componentes de la microcirculacion cardiaca, que llevaria a la pérdida de unidades
contractiles por necrosis isquémica con inflamacion y fibrosis reparativa.

La importancia de los mecanismos inmunoldgicos para producir dafio al miocardio.
Establecieron las bases de la autoinmunidad y los criterios para diagnosticar una
enfermedad como autoinmunitaria. La presencia del parasito no es necesaria para la
persistencia y agravamiento de la miocarditis. Desarrollaron modelos experimentales
de infeccion cronica.

Propuso 4 mecanismos patogénicos: disautonomia cardiaca, trastornos
microvasculares, dafio de miocardiocitos relacionado con la presencia del parasito y
mecanismos inmunoldgicos.

Propuso como teorias de la patogénesis de la enfermedad de Chagas la persistencia del

parasito, la teoria neurogénica unificada y la autoinmunidad.

Tabla 2. Compilacion de estudios sobre la histopatologia de la enfermedad de Chagas en México.

Autor Afo

Cardenas et al. 1975

Salazar-

1975
Schettino et al.
Salazar-

1978

Schettino et al.

Descripcion

Estudio comparativo de las alteraciones ocasionadas por seis cepas mexicanas de

T. cruzi en diversas visceras. Se encontraron diferencias en la patogenicidad de

las diferentes cepas estudiadas desde el punto de vista de las alteraciones

anatomopatologicas. Las alteraciones mas notorias ocurrieron en musculo

esquelético, higado y miocardio, en ese orden. Se reportan infiltrados

perivasculares en corazon.

Se describe la primera cepa mexicana manejada en condiciones experimentales

altamente virulenta y cardiotropica.

Estudio comparativo de la patogenicidad de cuatro cepas de 7. cruzi en el raton

blanco. Se reporta una gran variabilidad en la virulencia de las cepas de T. cruzi

mexicanas.
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3.8.1 Infiltrado en la miocarditis chagasica

La sangre esta compuesta por eritrocitos, leucocitos y plaquetas; existen diferentes
tipos de leucocitos, que son los neutréfilos, eosinofilos, basoéfilos, monocitos y linfocitos;
estos ultimos constituyen la mayoria de la poblacion de las células blancas y se encuentran
en una cantidad homogénea en ratones sanos (Smith y Jarecki, 2011).

La miocarditis es una inflamacion en el miocardio con la consiguiente lesion; es decir,
el proceso inflamatorio es la causa de la lesion miocardica. En la miocarditis chagasica, el
infiltrado estd compuesto por neutrofilos, macrofagos, escasos eosinéfilos y linfocitos; estos
ultimos son las células predominantes. Durante la fase aguda, la inflamacién se debe a la
accion directa del parasito, que se multiplica en las células del miocardio y ocasiona dafo
miocitico con infiltrado que evoluciona hacia la fibrosis, caracteristica en la fase cronica y
que puede ocasionar bloqueos cardiacos (Tafuri, 1999; Demarchi y Peixoto, 2015). Se han
realizado diferentes estudios, en los cuales se ha descrito principalmente infiltrado de
linfocitos y macrofagos, asi como de neutrofilos con predominio perivascular (Cardenas et

al, 1975).

Ademas, se sabe que la presencia del pardsito en miocardio mantiene el proceso
inflamatorio. En otros estudios, se ha referido una asociacion de concordancia entre mayor
numero de nidos de amastigotes en miocardio con altos niveles de parasitemia en diferentes

poblaciones de T. cruzi (Pizzi et al, 2005).

3.8.2 Fibrosis en la enfermedad de Chagas

Uno de los elementos fundamentales para la supervivencia del mamifero es la
reparacion; es decir, la recuperacion de la estructura y funcion de los tejidos después de una
lesion. Este proceso es caracteristico en la patologia cardiaca con el fin de conservar el
equilibrio hemodindmico del corazon. El término “fibrosis” se refiere a la produccion
principalmente de colagena en tejido, caracteristica en los procesos de inflamacion cronica

(Kumar et al, 2008).
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Para el desarrollo de la fibrosis ocurren dos mecanismos, el primero, que es un
reemplazo de las células muertas, forma cicatrices con tamafios proporcionales a la
dimension de la pérdida celular y el segundo es el desarrollo del infiltrado con sustancias que
inducen la fibrogénesis. Las células responsables de formar las fibras de coldgena son los
fibroblastos, que ademds llevan a cabo la sintesis y el mantenimiento de la matriz
extracelular, la cual mantiene la integridad del tejido conjuntivo. Estas células son
importantes en la cicatrizacion, ya que cuando hay dafio tisular se induce la mitosis de
fibroblastos (Tafuri, 1999). En los casos de fibrosis miocardica, se han realizado estudios
donde se ha visto que ésta esta directamente relacionada con la reaccion inflamatoria, la cual

estd compuesta también por linfocitos y macroéfagos (Rossi, 1991).

Para el estudio de la patogénesis en la enfermedad de Chagas, existen numerosos
trabajos de diferentes investigadores desde Carlos Chagas con Magarinos Torres, donde se
describe ampliamente la histopatologia de la enfermedad en el humano y posteriormente con
Fritz Koberle, en donde se enriquece atin mas con el estudio de las alteraciones neurolégicas,
pero que en el primer caso no existen evidencias de la evolucion de la lesion en los casos que
actualmente conocemos como asintomaticos, ya que su casuistica se relacionaba a casos con
patologias severas durante fase aguda o cronica estudiados post-mortem. En los estudios
posteriores ha sido ampliamente descrita la patologia cardiaca también en cardidpatas
cronicos. Actualmente, el estudio de la patogénesis de la lesion se realiza principalmente en
modelo murino, conejo o perro y no existe una descripcion sistematica en ninguno de estos
modelos acerca de la evolucion de la lesion desde el momento de la primoinfeccion hasta el

final de la fase aguda para continuar con la lesion cronica caracteristica.
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3.8.3 El modelo murino en la enfermedad de Chagas

facil manejo y tener una tasa de reproduccion rapida.

Los ratones CD-1 tienen una alta variabilidad genética y se caracterizan por ser de

Tabla 3. Compilacion de estudios sobre la histopatologia de la enfermedad de Chagas en modelo

murino.

Afio

1966

1999

2005

2009

2012

2013

2015

Autor

Watkins

Jelicks, et

al.

Pizzi

Suarez

Mena-
Marin, et

al.

Gonzalez,

et al.

Birma, et

al.

Cepa de
raton
C3Hy
CD-1
CD-1y
NOS2

BALB/c

BALB/c

CD-1

C3H/He

CD-1

Otras aportaciones

Cepa CD-1 es mas resistente que

C3H

En CD-1 aumentdé el didmetro

interno del ventriculo derecho.

Inflamacién y nidos en musculo
esquelético y miocardio auricular.
Relacion: lesion histopatoldgica -
parasitemia.

Mayor compromiso histologico en

machos.

Relacion indculo-supervivencia. A

mayor indculo, menor
supervivencia.
El sexo influye en la infeccion por

T. cruzi

No descrito

Existe un vinculo entre la nutricion

y las defensas del hospedero.

16

Lesiones histopatologicas en corazén

No descrito

Mionecrosis, inflamacién, nidos.

Fibrosis al dia 80 post infeccion.

Nidos sin relaciéon topografica con

inflamacion.

Infiltrado por linfocitos y pocos
neutro6filos con preferencia
subendocardica.

Fibrosis en los casos de larga

evolucion.

No descrito

Mayores alteraciones histopatologicas
en machos.
Macrofagos, pocos linfocitos,
eosinoéfilos y neutréfilos.

Inflamacion en miocardio y aumento
de fibrosis ya con menos nidos de
amastigotes en corazon.

Una dieta alta en grasa favorece un
aumento de parasitos en tejido adiposo

blanco y una disminucién en corazon.



4. JUSTIFICACION

Trypanosoma cruzi es un parasito con diversos tropismos a nivel tisular. En México,
se han referido cepas con diferente comportamiento biologico, principalmente cardiotrdpicas
(Salazar-Schettino et al, 1975; Aluja, 1985). Entre las cepas mas relevantes en nuestro pais
se encuentra el aislado ITRI/MX/1986/QRO, que es una cepa aislada de Triatoma barberi y
procedente del estado de Querétaro; esta cepa ha sido descrita con alta virulencia en raton,
asimismo se encuentra posiblemente relacionada a casos humanos, segun lo reportado por
De Haro en 1997. Se sabe que a nivel tisular en corazon, el infiltrado y la fibrosis son
desencadenados por la presencia y reproduccion del parésito (Marin-Neto et al, 2007); a la
fecha, no existe una descripcion completa y detallada de la histopatologia cardiaca durante
la fase aguda de la enfermedad de Chagas en modelos experimentales, asi como del inicio,

correlacion y evolucion de estas variables.
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5. HIPOTESIS

Durante la fase aguda de la enfermedad de Chagas se reproduce el parasito en el
huésped, lo cual implica la presencia de infiltrado; por lo tanto, si en el modelo experimental
se realiza la caracterizacion histopatologica del infiltrado, entonces se podra identificar la
correlacion entre éste y la presencia del parasito para determinar lesiones incipientes antes

de la fase cronica.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar si existe una correlacion entre la presencia de nidos de amastigotes, la

presencia de infiltrado y la presencia de fibras de colagena en corazén durante la fase aguda

de la infeccion.

6.2 Objetivos particulares

Estandarizar y establecer la cronicidad de la infeccion por 7. cruzi en modelo murino.
Realizar curvas de parasitemia y registrar los signos clinicos observados en ratones
infectados por 7. cruzi con el indéculo estandarizado para obtener sobrevida mayor a
30 dias.

Realizar cortes histologicos para caracterizar las lesiones en corazon por medio de:

- Cantidad de nidos de amastigotes con la tincion de Hematoxilina-Eosina (H.E.)
- Presencia y localizacion de las zonas de infiltrado con la tincién de H.E.

- Presencia de fibras de colagena, identificadas con la tincion de Masson.

Realizar graficos y estadisticos de correlacion para determinar si existe correlacion
entre las variables estudiadas (parasitemia, nidos de amastigotes, infiltrado y
presencia de fibras de colagena) por medio del programa GraphPad Prism version 6.0

para Windows, GraphPad Software ®
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7. METODOLOGIA
7.1 Aislado de Trypanosoma cruzi

Se empled un aislado de Trypanosoma cruzi, el cual pertenece al cepario del
Laboratorio de Biologia de Parasitos de la Facultad de Medicina, UNAM. Esta cepa fue
aislada por la Dra. Paz Maria Salazar en 1986 del vector Triatoma barberi en un estudio
epidemiologico realizado en la localidad “La Cueva”, del estado de Querétaro, actualmente
etiquetada seguin los lineamientos marcados por OPS como ITRI/MX/1986/QRO; en este
estudio, se caracterizo este aislado como altamente virulento y posiblemente relacionado a

casos humanos, debido a que el vector fue capturado dentro del domicilio (De Haro, 1997).
7.2 Modelo animal

Se emplearon ratones hembra de la especie Mus musculus, cepa CD-1, obtenidos del
bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Se mantuvieron en contenedores especiales

para 5 y 10 ratones por caja y se les suministr6é agua y comida ad libitum.

El manejo de los ratones se apegd en todo momento a las consideraciones éticas que
sefiala la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999). El proyecto fue sometido a la
evaluacién por las Comisiones de Investigacion y Etica de la Division de Investigacion de la

Facultad de Medicina de la UNAM.

7.3 Estandarizacion de la infeccion por 7. cruzi

7.3.1 Estandarizacion del inoculo

Para la estandarizacion del inoculo, se emplearon 33 ratones hembra con pesos entre
28 y 32 gramos.

Cada lote de animales, que consistio en 11 ratones, recibi6é un inéculo diferente de
Trypanosoma cruzi por via intraperitoneal (i.p.). El Grupo 1 fue inoculado con 100 000
parasitos/raton, el Grupo 2 con 10 000 parasitos/raton y el Grupo 3 con 1000 parasitos/raton.

El lote testigo consistio en 11 ratones inoculados con solucion salina estéril, también por via

L.p.
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7.3.2 Infeccion en modelo murino

Una vez estandarizado el inéculo, se procedi6 a infectar a 75 ratones hembra de un
rango de 28-32 gramos de peso, los cuales se mantuvieron en 8 contenedores; cada raton fue
inoculado con 1000 parésitos por via i.p. y marcado con acido picrico para su seguimiento;

se inocularon 15 ratones testigo con solucion salina estéril.

7.4 Determinacion de curvas de parasitemia

La observacion y cuantificacion de tripomastigotes sanguineos se realizo colocando
80 uL de PBS y 10 pL de citrato de sodio al 3.8% en un tubo Eppendorf de 500 pL;
posteriormente, se hizo un corte de la porcion distal de la cola de cada raton y se extrajeron
10 uL de sangre, los cuales se mezclaron en el tubo Eppendorf; para la observacion y
cuantificacion microscopica, se colocaron 10 pL de la dilucién en camara de Neubauer. La
parasitemia se cuantificd cada 72 horas hasta la muerte espontanea de los ratones o presencia

de signos severos, en cuyo caso se realizo la eutanasia correspondiente.

7.5 Registro de signos clinicos

Se registro el dia de inicio de los signos observados en cada raton, los cuales fueron
principalmente paralisis de cuartos traseros (PCT), crecimiento abdominal (CA), ptosis

palpebral (PP) y erizamiento de pelo (E).

7.6 Procesamiento de corazon

7.6.1 Eutanasia
Se realiz6 una eutanasia cada 72 horas; que incluy6 un raton testigo y cinco ratones
infectados elegidos al azar. Las eutanasias se realizaron con anestésico inhalable (éter) acorde

con la NOM-062-ZO0O-1999.
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7.6.2 Extraccion de corazon

Después de la eutanasia, se extrajo el corazon, al cual se le realizd una perfusion
inicial con PBS al 1% y posteriormente con paraformaldehido (PFA) al 4%; se retiraron las
auriculas y se realizo corte sagital de los ventriculos, los cuales se conservaron en PFA a -

4°C hasta su procesamiento.

7.6.3 Procesamiento histolégico

Para la realizacion de cortes traslucidos, se deshidrataron las muestras con alcoholes
de grados crecientes para finalmente su inclusion en bloques de parafina. Posteriormente se
realizaron cortes de 5 pm con microtomo rotativo.

La tincion de los cortes se realizé con H.E. y tricrémico de Masson.

7.7 Analisis histopatologico

7.7.1 Tincion con Hematoxilina-Eosina (H.E.)

La caracterizacion histopatologica en los cortes consistio en la determinacion de la
presencia de nidos de amastigotes y la presencia, tipo y localizacion del infiltrado. El tipo de
infiltrado se dividi6 en infiltrado de tipo linfocitario (linfocitos con escasos macrofagos) e
infiltrado mixto (linfocitos y escasos macrofagos y con algunos neutréfilos). La localizacion
del infiltrado se identifico en endocardio (capa interna de las cavidades), miocardio o
epicardio (capa externa de las cavidades) (Figura 5). Para la determinacion de la cantidad de
nidos de amastigotes, se utilizaron dos metodologias; la primera, mediante observacion al
microscopio de 100 campos a 40x y la segunda, por medio de conteo por cuadricula en

campos de 40x al microscopio, segun se sefiala en la figura 4 (Bologna-Molina et al, 2011):

LB EREAERAEAD

B EANEALD

BB EEANEALD

v + v * v + Miocardio
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= ) > T~ 2> |4 Epicardio
Figura 4. Esquema con el orden en que se Endocardio

realiz6 el conteo por cuadricula. . .
p Figura 5. Esquema modificado de

http://www .texasheart.org/HIC/Topics/Cond/aseptal
.cfm, que muestra las capas del corazon.
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7.7.2 Tincién con tricromico de Masson

En estos cortes, se determind la presencia de fibras de colagena.

Los criterios utilizados para determinar lesiones fibroticas incipientes fueron la
presencia de fondo claro con fibras finas de colagena, infiltrado, desarreglo y/o destruccion
de miocardiocitos adyacentes, con una extension de dos o mas miocardiocitos (lo que
equivale aproximadamente entre 15 y 20 um de espesor del tejido). Se descart6 todo tejido
que fuera tendinoso o haz de His. Se registraron las zonas de lesiones fibroticas incipientes
utilizando los términos “unifocal” (si en todo el corte se encontraba un solo foco de lesion)

y “multifocal” (si habia dos 0 mas focos de dichas lesiones).

7.7.1 Microfotografias

Tanto para el conteo por cuadricula como para el resto del analisis histopatoldgico,
se incluyeron las microfotografias mas representativas de cada condicién (dia 0, dia 10, dia
20, dia 30, dia 40, dia 50 y dia 60). Las microfotografias fueron tomadas con una camara

Canon EOS Rebel T6i® en un microscopio marca Olympus ® a 40X y 100X.

7.8 Graficos

Se utiliz6 el programa GraphPad Prism version 6.0 para Windows, GraphPad

Software ® para realizar los siguientes graficos:

- Curvas de supervivencia para la estandarizacion del inoculo.

- Curvas de parasitemia. Se utilizaron 19 ratones debido a que en el experimento
se sacrificaban 5 ratones cada 72 horas.

- Gréficos de prevalencia de nidos de amastigotes.

- Curvas de correlacion de parasitemia y nidos de amastigotes. Se utilizd un
promedio de 5 ratones por cada dia post infeccion (dpi).

- Qraficos de prevalencia del tipo y localizacion del infiltrado.

- Qréficos de prevalencia de ratones con lesiones fibrdticas incipientes unifocales

o multifocales.

Todos los graficos de prevalencia se realizaron usando como 100% los 5 ratones

infectados de cada dia de eutanasia.
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7.9 Analisis estadisticos

Se realizé una prueba de normalidad D’Agostino & Pearson para corroborar si el
conjunto de datos de las curvas de parasitemia tiene distribucion normal y posteriormente se
realiz6 un analisis Kruskal-Wallis para probar si los datos no paramétricos provienen de la

misma poblacion.

Para las curvas de supervivencia se realizaron las pruebas de Mantel-Cox (prueba de
log-rank) y de Gehan-Breslow-Wilcoxon para contrastar las funciones de supervivencia de

las poblaciones.

Para comprobar si existe correlacion entre las diferentes variables estudiadas
(parasitemia, nidos de amastigotes, infiltrado y lesiones fibroticas incipientes), se realizaron
andlisis de correlacion de Spearman. En la correlacion de Spearman, el valor del indice de

€99
r

correlacion “r” varia en el intervalo (-1, 1), por lo que se considera una correlacion positiva

si 0 <r < 1; asimismo, mientras mas se acerque r a 1, mas fuerte es la correlacion.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism

version 6.0 para Windows, GraphPad Software ®
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8. RESULTADOS

8.1 Estandarizacion de la infeccion por 7. cruzi

Durante la estandarizaciéon de la infeccidon, se encontraron variaciones en la
presentacion del periodo prepatente; como se puede observar con el inéculo de 100 000
parasitos y de 10 000 parésitos, dicho periodo fue a los 13 dpi (dias post infeccion), a
diferencia del periodo prepatente del in6culo de 1000 parasitos, que fue a los 15 dpi. El
porcentaje de mortalidad fue menor para el indculo de 1000 parasitos. Los signos iniciaron a
los 32 dpi para el in6culo de 1000 parésitos, a diferencia de los otros in6culos, donde iniciaron

a los 13 dpi para el indculo de 100 000 y a los 21 dpi para el de 10 000 parasitos (Tabla 4).

Tabla 4. Datos de la estandarizacion del inoculo

1 00 000

45% Dia 13: PCT (9%)
(dfa 27) ) Dia 21: PCT (18%)
(Grupo 1) 13 (1 4 5")10 I Dia 25: PCT (45%),
100 % CA (18%), PP (27%),
(dia 41) E (9%)
10 000 Dia 21: PCT (27%),
54 % PCT  (18%), CA
(Grupo 2) (dia 34) 6 (18%), PP (18%)
13 fdfj’g 5")10 1 Dia 22: PCT (9%), PP
72% (9%)
(dia 41) Dia 28: PCT (9%), CA
(9%), PP (9%), E (9%)
! é)oo \ Dia 32: PCT (9%)
(Eanogl) ) Dia 34: PCT (27%), E
s 40% 13.2x10 | o
(dia 44) (dia 34) :

Dia 41: PCT (36%),
PP (18%), E (9%)

Notas: el periodo prepatente es el primer dia post infeccion (dpi) donde se detecta parasitemia. E -
erizamiento de pelo; CA - crecimiento de abdomen; PP - ptosis palpebral; PCT - paralisis de cuartos
traseros.
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8.1.1 Curvas de supervivencia en la estandarizacion del inéculo

Los ratones inoculados con 1000 parasitos (Grupo 3) incrementaron su supervivencia
a los 50 dpi, a diferencia de los ratones inoculados con 100 000 (Grupo 1) y 10 000 (Grupo

2) cuyo porcentaje de supervivencia fue menor del 30% a los 50 dpi (Figura 6).

Curva de supervivencia para la estandarizacion del in6culo

& 100

2 == Grupo 1 (100 000)
> 80- —— Grupo 2 (10 000)
= — Grupo 3 (1000)
=¥ -

: 60

5]

j 40 - |

: 1

= 50- _|:|

(5]

S

(=]

A~ 0 ] ] || I I I || I I I ] 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

, . ., .. Grupo 1 vs Grupo 2: Wilcoxon P =0.92 (sin diferencia)
Dias postinfeccion (dpi) Grupo 1 vs Grupo 3: Wilcoxon P = 0.009 (con diferencia)
Grupo 2 vs Grupo 3: Wilcoxon P =0.028 (con diferencia)

Figura 6. Curva de supervivencia para la estandarizacion del in6culo. Para cada grupo se utilizé un
total de 11 ratones. N =11.
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8.2 Determinacion de curvas de parasitemia

La parasitemia inicié a los 18 dpi; el mayor niimero de parasitos (16.9 x 10°
parasitos/mL) se observo a los 32 dpi. El promedio del final de la fase log de la curva de

crecimiento se registrd a los 33 dpi (Figura 7).

Curvas de parasitemia: inéculo de 1000

2.0910 7~

1.5910 "+

1.0%10 "4

Parasitos/m L

5.0910 °-

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78
Dias post infeccion (dpi)

Figura 7. Curvas de parasitemia para el inoculo de 1000 parasitos en ratones hembras CD-1 . n/N =
19/75.
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8.3 Analisis histopatologico

La presencia de nidos de amastigotes, infiltrado y lesiones fibréticas incipientes en

comparacion con la parasitemia a diferentes tiempos de infeccion se sefiala en la tabla 5.

Cabe destacar que a partir de los 20 dpi se encontrd parasitemia y nidos de amastigotes
en incremento hasta los 50 dpi; donde la cantidad de nidos decreci6 progresivamente. El
infiltrado y las lesiones fibroticas incipientes se encontraron a partir de los 10 dpi y se

mantuvieron hasta los 60 dpi (Tabla 5).

Dia Parasitemia No. Infiltrado Lesiones fibrdticas
amastigotes Ausente / incipientes
Presente Ausente / Presente
0 0 0 0 0
10 0 0 1 1
20 305,000 7 1 1
30 4.1 29 1 1
(x10)
40 2.7 10 1 1
(x10%)
50 0 4 1 1
60 0 0 1 1

Tabla 5. Comportamiento de la cepa en corazén y comparacion con parasitemia. Para los datos de
parasitemia y nidos de amastigotes en esta tabla se utilizé para cada dia de infeccion el promedio de
cinco ratones infectados.
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8.3.1 Microfotografias de la lesion en miocardio a diferentes tiempos de infeccion

Las microfotografias mas representativas de la lesion en miocardio a
diferentes tiempos de infeccion (0 dpi, 10 dpi, 20 dpi, 30 dpi, 40 dpi, 50 dpi y
60 dpi) se presentan en las figuras 8-14.

Dia 0: No se observé infiltrado, nidos de amastigotes ni lesiones fibréticas incipientes

Figura 8: Dia 0 A — Ventriculo izquierdo: miocardio de raton infectado sin infiltrado ni nidos de
amastigotes, tincion H.E., 40 X. B — Ventriculo izquierdo: miocardio de raton infectado sin lesiones
fibréticas incipientes, tincion Masson, 40 X. C — Ventriculo izquierdo: miocardio de raton control,
tincion H.E., 40 X. D - Ventriculo izquierdo: miocardio de raton control, tincion Masson, 40 X.
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Dia 10 — Infiltrado de tipo linfocitario y lesiones fibréticas incipientes
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Figura 9: dia 10. A - Ventriculo izquierdo: infiltrado intersticial miocardico principalmente de tipo
linfocitario sutil (flechas), tincion H.E., 40 X. B - Ventriculo izquierdo: lesiones irregulares de fibrosis
incipiente con poco infiltrado (flechas), tincion Masson, 40 X. C — Ventriculo derecho: miocardio de
raton control, tincion H.E., 40 X. D - Ventriculo derecho: miocardio de raton control, tincion Masson,
40 X.
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Dia 20 — Infiltrado linfocitario y lesiones fibréticas incipientes

Figura 10: dia 20. A - Ventriculo derecho: infiltrado intersticial miocardico y endocardico
principalmente de tipo linfocitario (flechas), tincion H.E., 40 X. B - Ventriculo derecho: lesiones
fibréticas incipientes con infiltrado adyacente (flechas), tincion Masson, 40 X. C — Ventriculo
derecho: miocardio de raton control, tincion H.E., 40 X. D - Ventriculo derecho: miocardio de raton
control, tincidon Masson, 40 X.
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Dia 30 — Infiltrado, nidos de amastigotes, lesiones fibroticas incipientes

Figura 11: dia 30. A — Ventriculo derecho: infiltrado intersticial miocardico principalmente de tipo
linfocitario (flechas) y nidos de amastigotes (cuadrados), tincion H.E., 40 X. B: Lesiones fibroticas
incipientes extensas con infiltrado y un intenso desarreglo de fibras (flechas), tinciéon Masson, 40 X.
C — Ventriculo izquierdo: miocardio de ratdn control, tincion H.E., 40 X. D - Ventriculo izquierdo:
miocardio de raton control, tinciéon Masson, 40 X.
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Dia 40 — Infiltrado linfocitario en miocardio y lesiones fibréticas incipientes

Figura 12: dia 40. A — Ventriculo derecho: infiltrado intersticial miocardico de tipo linfocitario
(flechas), tincion H.E., 40 X. B — Ventriculo derecho: lesiones fibroticas incipientes extensas con
infiltrado (flechas), tincion Masson, 40 X. C — Ventriculo derecho: miocardio de raton control,
tincion H.E., 40 X. D - Ventriculo derecho: miocardio de raton control, tincion Masson, 40 X.
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Dia 50 — Infiltrado linfocitario en miocardio y lesiones fibréticas incipientes

AP’

i

Figura 13: dia 50. A — Ventriculo izquierdo: infiltrado intersticial miocardico de tipo linfocitario
(flechas), tincion H.E., 40 X. B — Ventriculo izquierdo: intensas lesiones fibroticas incipientes con
infiltrado (flechas), tincion Masson, 40 X. C — Ventriculo izquierdo: miocardio de ratén control,
tincion H.E., 40 X. D - Ventriculo izquierdo: miocardio de raton control, tincion Masson, 40 X.
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Dia 60 — Infiltrado linfocitario y lesiones fibréticas incipientes
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Figura 14: dia 60. A — Ventriculo derecho: infiltrado intersticial miocardico (flecha roja) y
endocardico (flecha negra) de tipo linfocitario, tincion H.E., 40 X. B — Ventriculo derecho: lesiones
fibréticas incipientes con infiltrado (flechas), tincion Masson, 40 X. C — Ventriculo derecho:
miocardio de raton control, tincion H.E., 40 X. D - Ventriculo derecho: miocardio de ratén control,
tincion Masson, 40 X.
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8.3.2 Células del infiltrado

Las microfotografias representativas de los diferentes tipos de infiltrado se presentan
en las figuras 15-18; infiltrado plasmocitario (Figura 15), linfocitario con escasos macréfagos
(Figura 17) e infiltrado mixto, compuesto de linfocitos, escasos macréfagos y algunos
neutrofilos (Figura 18). La figura 16 muestra un infiltrado de linfocitos con iméagenes de

lesion vacuolar de miocardiocitos, encontrado a los 57 dpi.

ooy ) AvERS
@\“\K ’:..“ “0 i

Figura 16: dia 57 Ventriculo derecho. Infiltrado

Figura 15: dia 43 Ventriculo derecho. intersticial miocérdico de tipo linfocitario con imagenes de
Infiltrado intersticial miocardico de tipo lesion vacuolar de miocardiocitos (flechas), donde se
plasmocitario, tincion H.E., 40 X. observa el citoplasma, tincion H.E., 100 X.
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Figura 17: dia 40 Ventriculo izquierdo. A - Infiltrado intersticial miocardico de tipo linfocitario,
tincion H.E., 100 X. B — Acercamiento del infiltrado linfocitario; se observan abundantes
linfocitos (flechas negras) y escasos macrofagos (flecha roja).

Figura 18: dia 29 Ventriculo derecho. A - Infiltrado mixto intersticial miocardico, tinciéon H.E.,
100 X. B — Acercamiento del infiltrado mixto; se observan linfocitos (flechas negras) y
neutrofilos (flecha roja), tincion H.E.
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8.3.3 Conteo con cuadricula a diferentes tiempos de infeccion

Las microfotografias mas representativas de la lesion en miocardio a
diferentes tiempos de infeccion (0 dpi, 10 dpi, 20 dpi, 30 dpi, 40 dpi, 50 dpi y
60 dpi) se presentan en las figuras 19-26.

Total=0

Total=0

Figura 19. Dia 0 Ventriculo izquierdo.
Miocardio de raton infectado al dia 0 de la
infeccion. No se encontraron nidos de
amastigotes con el método de conteo por
cuadricula, tincion H.E., 40 X.

aria sty N B S TR

Figura 20. Dia 10 Ventriculo derecho.
Miocardio de raton infectado al dia 10 de la
infeccion. No se encontraron nidos de
amastigotes con el método de conteo por
cuadricula, tincion H.E., 40 X.

Pelay AN » SOALA .

Figura 21. Dia 20 Ventriculo izquierdo.
Miocardio de raton infectado al dia 20. En
este campo se contaron 2 nidos de
amastigotes con el método de cuadricula,
tincion H.E., 40 X.
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Figura 22. Dia 30 Ventriculo izquierdo.
Miocardio de raton infectado a los 30 dpi. En

este campo se contaron 20 nidos de
amastigotes con el método de cuadricula,
tincion H.E., 40 X.




40 Ventriculo derecho.

Dia

24.

Figura

Figura 23. Dia 33 Ventriculo derecho.
Miocardio de raton infectado a los 33 dpi. En

este campo se contaron 19 nidos de
amastigotes con el método de cuadricula
tincion H.E., 40 X. Se incluyd este campo por
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8.3.4 Prevalencia de nidos de amastigotes

Como se observa en la Figura 27, la prevalencia de nidos de amastigotes aumento

conforme al tiempo después de la inoculacion, a partir del dia 15 y desaparecié a los 57 dpi.

Porcentaje de ratones

Prevalencia de nidos de am astigotes
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as post infeccion (dpi)

°" Sin nidos

B2 Con nidos

Figura 27. Gréfico de la prevalencia de nidos de amastigotes en ratones. En cada dia de eutanasia se
utilizaron en total cinco ratones infectados. En la parte superior de cada columna se encuentra el
promedio de los nidos de amastigotes que presentaron los ratones de acuerdo con el dia.
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En la comparacion entre la curva de parasitemia y la curva de nidos de amastigotes,
se observd un comportamiento similar con un maximo de parasitemia de 10.9 x 10°
parasitos/mL con inicio a los 33 dpi, mientras que el maximo de nidos de amastigotes fue de
28 por corte e inicid a los 36 dpi. En la curva de parasitemia se observa decremento
progresivo a partir de los 36 dpi, a diferencia de la curva de nidos de amastigotes, la cual

decay¢ a partir de los 40 dpi (Figura 28).

Es relevante sefialar que a partir de los 50 dpi no se observaron parasitos en sangre

con persistencia de nidos de amastigotes en corazon hasta los 57 dpi (Figura 28).

Curvas de comparacion de parasitemia y nidos de am astigotes
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Figura 28. Curvas comparativas de parasitemia y nidos de amastigotes, ambas realizadas con los
promedios. La flecha sugiere el posible inicio de la fase cronica en este modelo.
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8.3.5 Prevalencia de infiltrado linfocitario y mixto

Como se observa en la Figura 29, se encontrd predominantemente infiltrado de tipo
linfocitario (como se ilustrd en la figura 17) desde los 8 dpi hasta los 57 dpi. Asimismo, se
registrd la presencia de zonas de infiltrado mixto (como se ilustr6 en la figura 18), las cuales

se observaron principalmente entre los 22 dpi y los 36 dpi.

Prevalencia de infiltrado linfocitario y mixto

100 - p p . L L.
7 7 7 7 7 7 Sin infiltrado
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S 40+
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o 20+
0 | T

Dias postinfeccion (dpi)

Figura 29. Grafico del tipo de infiltrado. Linfocitario: linfocitos con algunos macréfagos; Mixto:
linfocitos con escasos macrofagos y neutrofilos.
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En todos los casos, el infiltrado se encontré en miocardio; sin embargo, también se
observé en endocardio y/o epicardio en menor proporcion. Cabe destacar que a partir de los
33 dpi hasta los 43 dpi, la mayoria de los ratones tuvo infiltrado en todas las capas observadas

al corte (Figura 30).

Localizacion del infiltrado inflam atorio
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Figura 30. Grafico de la localizacion del infiltrado. Se utilizé el término “completo” para denominar
la presencia del infiltrado tanto en miocardio como en epicardio y endocardio.
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8.3.6 Prevalencia de lesiones fibréticas incipientes

Se encontraron lesiones fibrdticas incipientes a partir de los 8 dpi y de los 15 dpi a los
57 dpi se observaron con patrén unifocal y multifocal. Se destaca la presencia de lesiones
fibroticas incipientes multifocales en la mayoria de los cortes a los 33 dpi, a diferencia de los
demas dias, donde en la mayoria de los cortes se encontrd un patron de predominio unifocal

(Figura 31).

Prevalencia de lesiones fibroticas incipientes
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Figura 31. Grafico de la prevalencia de lesiones fibréticas incipientes.
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8.3.7 Graficos de correlacion

En el grafico de correlacion entre el nimero de nidos de amastigotes y la parasitemia

se observa que existe una correlacion fuerte y positiva entre dichas variables (Figura 32).

Correlacién entre no.de nidos de amastigotes y parasitemia
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Figura 32. Grafica de correlacion entre parasitemia y nidos de amastigotes. El coeficiente de
correlaciéon de Spearman es r = 0.930 y el valor de P<0.0001, por lo que la correlacion es
fuerte y positiva (0 <r < 1); el intervalo de confianza es de 95%, de 0.781 a 0.979.
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En la Figura 33, se observa el grafico de correlacion entre la parasitemia y el

infiltrado, donde no existe una correlacion estadisticamente significativa.

Correlacién entre la prevalencia de infiltrado y la parasitemia
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Figura 33. Grafica de correlacion entre parasitemia e infiltrado. El coeficiente de correlacion
de Spearman es r = 0.482 (0 <r < 1); sin embargo, el valor de P<0.0816, por lo que dicha
correlacidon no es estadisticamente significativa; el intervalo de confianza es de 95%, de -
0.0832 a2 0.812.
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En el grafico de correlacion entre la parasitemia y las lesiones fibrdticas incipientes
se observa que no existe una correlacion estadisticamente significativa entre dichas variables

(Figura 34).

Correlacién entre prevalencia de lesiones fibréticas incipientes y parasitemia
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r*=0.381

P =0.1586

Prevalencia de lesiones fibréticas incipientes
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Figura 34. Grafica de correlacion entre parasitemia y lesiones fibroticas incipientes. El
coeficiente de correlacion de Spearman es r = 0.381 (0 <r < 1); sin embargo, el valor de
P<0.1586, por lo que dicha correlacion no es estadisticamente significativa; el intervalo de
confianza es de 95%, de -0.179 a 0.755.
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En el gréafico de correlacion entre los nidos de amastigotes y el infiltrado, se observa
que no existe una correlacion estadisticamente significativa entre dichas variables (Figura

35).

Correlacion entre prevalencia de infiltrado y no.de nidos de amastigotes
107
“=0.487

P =0.0663

Prevalencia de infiltrado

o
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No. de nidos de amastigotes

Figura 35. Grafica de correlacion entre nidos de amastigotes e infiltrado. El coeficiente de
correlacion de Spearman es r = 0.487 (0 <r < 1); sin embargo, el valor de P<0.0663, por lo
que dicha correlacion no es estadisticamente significativa. El intervalo de confianza es de
95%, de -0.0501 a 0.806.

48



En el grafico de correlacion entre los nidos de amastigotes y la prevalencia de lesiones
fibroticas incipientes, se observa que existe una correlacion débil y positiva entre dichas

variables (Figura 36).

Correlacion entre prevalencia de lesiones fibroticas incipientes y no.de nidos de
amastigotes

101
r?=0.551

P =0.0358

Prevalencia de lesiones fibrdticas incipientes

No. de nidos de amastigotes

Figura 36. Grafica de correlacion entre nidos de amastigotes y lesiones fibréticas incipientes.
Es una correlacion positiva, ya que el coeficiente de correlacion de Spearman es r=0.551 (0
<r<1)y el valor P<0.05; el intervalo de confianza es de 95%, de 0.0371 a 0.0834.
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En el grafico de correlacion entre el infiltrado y la prevalente de lesiones fibréticas
incipientes, se observa que existe una correlacion fuerte y positiva entre dichas variables

(Figura 37).

Correlacién entre prevalencia de lesiones fibrdticas incipientes y prevalencia de
infiltrado

r?=0.886

P =0.0001

Prevalencia de infiltrado

Prevalencia de lesiones fibroticas incipientes

Figura 37. Grafica de correlacion entre infiltrado y lesiones fibréticas incipientes. Es una
correlacion positiva, ya que el coeficiente de correlacion de Spearman es r = 0.886 (0 <1 <
1) y el valor P <0.05; el intervalo de confianza es de 95%, de 0.674 a 0.963.
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8.4 Analisis estadisticos

Al realizar la prueba D’ Agostino & Pearson para las curvas de parasitemia se observa
un valor de P = 0.0001 y un valor promedio de K = 24.03, lo cual demuestra que los datos
no tienen una distribucidon normal; asimismo, en la prueba de Kruskal-Wallis para las curvas
de parasitemia se observa un valor de P=0.9748, lo cual indica que el modelo es estable y
que, a pesar de que se encontraran valores fuera de rango en las graficas, el comportamiento
de la parasitemia es homogéneo en todos los ratones (Tabla 6).

Tabla 6. Tabla con los promedios de los valores minimos y maximos de la parasitemia y valor de P
del analisis de Kruskal-Wallis.

Promedio de Promedio de D’Agostino & Kruskal-
valores minimos valores mdximos Pearson Wallis
Parasitemia | 0 5.427895 x 10° P =0.0001 P=0.9746
K?=24.03

En las pruebas de Mantel-Cox y Gehan-Breslow-Wilcoxon para el analisis de
supervivencia se observaron diferencias estadisticas significativas entre el Grupo 1 (in6culo
de 100 000) y el Grupo 3 (1000), asi como entre el Grupo 2 (10 000) y el Grupo 3 (1000),
contrario a la comparacion entre el Grupo 1y el Grupo 2, donde no se observo una diferencia
estadistica significativa (Tabla 7).

Tabla 7. Tabla con los valores de P y de x? para las pruebas de Mantel-Cox y Gehan-Breslow-
Wilcoxon en el analisis de supervivencia.

Grupo 1 vs Grupo 1 vs Grupo 2 vs

Grupo 2 Grupo 3 Grupo 3
Mantel-Cox P=0.6199 P=0.0134 P =0.0896

x2=0.2460 x?=6.111 x?=2.881
Gehan-Breslow- P=0.9196 P =0.0086 P =0.0282
Wilcoxon x*=0.01019 x*=6.906 x*=4.819
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Al realizar el andlisis de correlacion de Spearman se encontr6 correlacion positiva
estadisticamente significativa entre las variables parasitemia y nidos de amastigotes, asi
como nidos de amastigotes y lesiones fibroticas incipientes y, por ultimo, entre infiltrado y
lesiones fibroticas incipientes. Es relevante destacar que so6lo la correlacion entre parasitemia
y nidos de amastigotes y la de infiltrado con lesiones fibréticas incipientes son correlaciones
fuertes, mientras que la correlacion entre nidos de amastigotes y lesiones fibroticas

incipientes es débil. Las demas variables no mostraron correlaciones estadisticamente

significativas (Tabla 8).

Tabla 8. Tabla de correlacion entre parasitemia, nidos de amastigotes, infiltrado y lesiones fibréticas

incipientes.
Parasitemia Nidos de Infiltrado Lesiones fibroticas
amastigotes incipientes
Parasitemia r’=0.930 12=0.482 12=0.604
) P=0.00001 P=0.0816 P=0.1586
Nidos de r’=0.930 ’=0.598 r’=0.669
amastigotes P=0.00001 ) P=0.0663 P=0.0358
Infiltrado 12=0.482 12=0.598 r’=0.725
P=0.0816 P=0.0663 ) P=0.0001
Lesiones fibroticas ’=0.604 r’=0.669 r’=0.725
incipientes P=0.1586 P=0.0358  P=0.0001 _

Notas: se observa el coeficiente de correlacion de Spearman, asi como el valor de P para cada una de
las variables correlacionadas.
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9. DISCUSION
Trypanosoma cruzi es un parasito con una gran heterogeneidad genética, lo cual se refleja
en la diversidad de comportamientos clinico-patoldgicos en el vertebrado, incluido el

humano.

Borges y colaboradores, en 2013, demuestran que el incremento del nimero de parésitos
en el indculo influye disminuyendo las tasas de supervivencia e incrementando la patologia
de la enfermedad. Con base en esto, en el presente trabajo se confirma que en la cepa que se
utilizo existe una diferencia estadisticamente significativa entre la mortalidad de los ratones

con los mayores indculos.

La cepa de estudio ha sido registrada como altamente virulenta, donde se report6
mortalidad en modelo murino a partir de los 18 dpi (De Haro, 1997); sin embargo, en el
presente estudio, con el inoculo de 1000 parasitos, la mortalidad se presento hasta los 40 dpi.
Esta diferencia observada en el dia de inicio de la mortalidad de los ratones en el estudio
reportado por De Haro se debe a un mayor indculo (1x10° parasitos). Dicho indculo
evidentemente induce una mayor mortalidad, que para fines de esta tesis no hubiese

permitido el estudio de la fase aguda durante los 60 dias referidos.

Respecto al comportamiento biologico del indculo observado en las curvas de
parasitemia, el andlisis estadistico permitio inferir que el comportamiento respecto a la
variable parasitemia fue homogéneo en el modelo de estudio empleado (P=0.9746). A pesar
de encontrar un comportamiento homogéneo, se encontraron tres valores fuera de rango, los
cuales pueden deberse a las variaciones biologicas inherentes al modelo murino, como

genética o sistema inmune de cada hospedero.

La correlacion entre las variables parasitemia y nidos de amastigotes muestra que la
cantidad de pardsitos en sangre se relaciona directamente con la cantidad de nidos de
amastigotes en corazon; respecto a esto, Pizzi y colaboradores (2005) sefnalan que el dafio
durante la fase aguda se relaciona con la intensidad de la parasitemia y Marin-Neto y
colaboradores (2007) refieren el mismo concepto en la evolucion de la cardiopatia crénica,
donde la presencia y persistencia del parasito desencadenan todos los factores de

patogenicidad involucrados en la lesion.
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De los demas analisis, en el presente trabajo solo se encontr6 correlacion entre nidos de
amastigotes y lesiones fibroticas incipientes, asi como entre infiltrado y lesiones fibroticas
incipientes; la primera es positiva y débil, probablemente debido a que inicialmente se
presenta el pardsito en corazon y, posterior a la lisis de los miocardiocitos, se generan los
mecanismos de cicatrizacion tisular evidenciados por la presencia de fibras de coldgena. Por
otro lado, el infiltrado linfocitario muestra una relacion directa con la presencia de lesiones
fibroticas incipientes, lo cual puede deberse al proceso inflamatorio inducido por los
linfocitos, que finalmente termina en mecanismos de reparacion y remodelacion del 6rgano
por medio de fibrosis, caracteristico de la fase cronica, como ha sido descrito por diversos

autores (Teixeira et al, 2011; Marin-Neto et al, 2007).

Respecto al analisis histopatologico, la prevalencia de nidos de amastigotes en corazon
se incrementd conforme al tiempo de evolucion a los 50 dpi para no ser detectable a los 57
dpi. El periodo de tiempo en el que se observan pardsitos en sangre ni en miocardio
posiblemente corresponde a la transicion de la fase aguda hacia la fase crénica de la
enfermedad, ya que, como esta reportado en la literatura, uno de los factores que caracterizan
la fase cronica de la enfermedad es la presencia de parasitos poco detectable (Tafuri, 1999).
Este periodo ocurre sumamente rapido. Se propone que a partir de los 57 dpi se encuentra el
probable inicio de la cronicidad en este modelo; no obstante, seria interesante analizar los
criterios a nivel histopatologico que definan dicho inicio. La definicion de este periodo es de
suma importancia para estudiar con detalle los factores que estdn involucrados en la

evolucion de esta fase.

Con respecto al tipo de infiltrado, en este estudio se observaron pequeios infiltrados
de tipo principalmente linfocitario y algunos polimorfonucleares, definidos
morfoldgicamente como neutréfilos; De Haro, en 1997, reportd para la misma cepa, aunque
con un mayor in6culo, intensos infiltrados multifocales a base de polimorfonucleares,
algunos linfocitos y escasos plasmocitos, asi como la presencia de nidos de amastigotes,
llevando a un cuadro de una miocarditis severa. De manera general, en el presente trabajo se
encontraron tres casos de infiltrados compuestos mayoritariamente por células plasmaticas a
los 43 dpi y un caso a los 50 dpi. La presencia de estas células esta dada por una respuesta

humoral prolongada directamente en miocardio e indica una alta produccion de anticuerpos
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de manera local (Owen et al, 2014). También se encontrd la presencia de infiltrado mixto
(compuesto de linfocitos y escasos macrofagos y algunos neutréfilos) en menor proporcion
a partir de los 8 dpi, lo cual concuerda con la literatura, ya que los neutrofilos son las células
que responden primero a la infeccion (Owen et al, 2014). Alrededor de los 30 dpi, se encontrod
una importante respuesta de neutréfilos a nivel histolégico, lo cual sugiere que dichas células
son relevantes durante la fase aguda de la enfermedad. Kdberle, en 1968, reportd que el
infiltrado durante la fase aguda esta compuesto principalmente por neutréfilos y eosinoéfilos,

lo cual no fue encontrado en esta tesis.

En cuanto a la localizacion del infiltrado, en estudios similares se encontraron focos de
inflamacion de los mismos tipos celulares de ubicacion tanto miocardica (Céardenas et al,
1975) como subendocardica (Pizzi et al, 2005), epicardica y endocardica (Magarinos Torres,
1941), a diferencia de esta tesis, donde la ubicacion predominante fue miocardica, a pesar de
que se encontraron escasos focos de inflamacion endocardica y epicardica. Evidentemente,
ITRU/MX/1986/QRO es una cepa cardiotropica, donde se encontrd el infiltrado
prevalentemente en miocardio, lo cual es importante por las implicaciones de las funciones
anivel orgdnico. La presencia de infiltrado en epicardio podria implicar un cuadro mas severo
de la enfermedad, ya que el infiltrado se origina en miocardio y posteriormente se extiende
hacia la periferia. Es probable que debido a este comportamiento se observe que, a partir de
los 30 dpi, se registraron varios casos con pancarditis. Posteriormente, a partir de los 50 dpi,
disminuyo tanto la localizacion como la cantidad de infiltrado. Aunado a esto, no se observo
ninguna asociacion estadisticamente significativa entre la localizacion del infiltrado y las
zonas de nidos de amastigotes, lo cual concuerda con estudios previos al respecto (Céardenas
et al, 1975; Marin-Neto et al, 2007). Es importante referir que el infiltrado se genera en
respuesta a la presencia del parasito, por lo que a pesar de que en esta tesis no se haya
observado una diferencia estadistica, si se observo en los cortes algunas zonas de infiltrado
con nidos de amastigotes. Para encontrar una relacion mas estrecha entre estos dos factores,

se puede incrementar los planos de corte.

Con respecto a las lesiones fibrdticas incipientes, se encontraron fibras musculares
cardiacas con lesiones fibréticas incipientes intersticiales a partir de los 8 dpi y se

mantuvieron de los 15 dpi a los 57 dpi, lo cual no est4 reportado en la literatura durante la
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fase aguda de la enfermedad de Chagas. Debido a los resultados observados, se puede inferir
que durante la fase aguda las lesiones fibréticas incipientes se van dando a través del tiempo
como reparacion constante al dafio ocasionado al miocardio directamente por la presencia
del parasito. En la literatura estd reportado que la fibrosis representa una etapa tardia en el
desarrollo de las lesiones chagasicas durante la fase cronica (Rossi, 1991); en este modelo,
se observa que todos los factores ocurren al mismo tiempo durante la fase aguda de la
enfermedad. Es detacable la presencia de lesiones fibroticas incipientes desde la fase aguda
de la enfermedad, ya que, al ser un mecanismo irreversible, puede afectar gravemente las
funciones del 6rgano. En casos reportados previamente por Salazar y colaboradores en 2016,
se ha sefialado dafo a nivel organico, como hipertrofia septal y parietal como consecuencia
de procesos inflamatorios y fibroticos en miocardio, lo cual lleva al deterioro de las funciones
cardiacas; asimismo, en este estudio se reporta dafio incipiente, que puede ser producto de
una fibrosis inicial. La deteccion de estas lesiones incipientes puede determinar el inicio de
las lesiones cardiacas ocasionadas por Trypanosoma cruzi, como lo mencionan Salazar y

colaboradores en 2016.

Finalmente, con respecto a las modificaciones histologicas atipicas del miocardio, se
observaron espacios que refieren miocardiocitos con lesion vacuolar; es posible que se trate
de espacios que deja el amastigote al llevar a cabo los 9 ciclos de reproduccion referidos
después de la primoinfeccion (Andrade y Andrews, 2005); si bien éstos no fueron motivo de

este estudio, en la caracterizacion histopatoldgica fueron referidos por su alta prevalencia.

Por ultimo, a continuacidon se encuentra una descripcion grafica del inicio y la
evolucion de la parasitemia y la presencia de nidos de amastigotes, infiltrado y lesiones

fibroticas incipientes para esta cepa.
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Figura 38. Esquema de la evolucion de la lesion por la cepa ITRI/MX/1986/QRO (cardiotropica). Se

observa el porcentaje de ratones que presentaron cada una de las variables estudiadas:
2 = nidos de amastigotes, = lesiones fibroticas incipientes, @@ = infiltrado linfocitario y mixto,
Qe

\= parasitemia, #2 = infiltrado plasmocitario.
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10. CONCLUSIONES

= El indculo de 1000 parasitos fue adecuado para obtener una sobrevida en el modelo
murino que permitiera observar la evolucion de las lesiones durante la fase aguda e
inicio de la cronicidad a partir del dia 57.

» Durante la fase aguda se encontré un infiltrado principalmente linfocitario y
acompanado de neutréfilos en miocardio; se infiere que esta ultima célula es
indicadora de esta fase.

= La presencia de lesiones fibroticas incipientes observadas en este modelo como un
mecanismo de reparacion que se presenta de manera constante durante la fase aguda
no ha sido reportada anteriormente durante dicha fase y probablemente corresponde
al inicio de la lesion cronica descrita tradicionalmente.

* El numero de nidos de amastigotes y parasitos en sangre tiene una correlacion fuerte
y positiva. Se determina una marcada disminucion de la presencia de parasitos en
sangre y posteriormente en corazon.

* Losnidos de amastigotes y el infiltrado tienen una correlacion directa con las lesiones
fibroticas incipientes, lo cual implica que ambos son generadores de dafio en corazon

durante la fase aguda.
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11. PERSPECTIVAS

e Esnecesario ampliar los estudios a partir de los 57 dpi para analizar con mayor detalle
la posible transicion de la fase aguda a la fase cronica de la enfermedad.

e Es pertinente analizar la funciéon de las células encontradas en el infiltrado, como
macrofagos, neutrdfilos y linfocitos por inmunohistoquimica o citometria de flujo.

e Se requiere de estudios para analizar el tipo de anticuerpos estdn produciendo los
plasmocitos presentes a los 43 y 50 dpi.

e Esnecesario analizar la presencia de fibroblastos con relacion a las lesiones fibroticas
incipientes, ya sea haciendo un marcaje de fibroblastos por medio de

inmunohistoquimica o realizando cortes semifinos.
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13. ANEXOS

Anexo I
Registro de signos

Los signos clinicos observados en los ratones infectados con 1000 parasitos por raton
comenzaron el dia 30 después de la infeccion y fueron aumentando conforme de aprecia en

la Tabla 5. Después del dia 40 se observo una mejora en los signos de los ratones.

Tabla 5. Tabla de los signos clinicos observados en los ratones con el indculo de 1000 parasitos.

Dia Signos clinicos porcentaje de ratones que las presentaron

30 PCT 7%

PCT 23%
0

15 |CA 3%
PP 1%
E 3%
PCT 21%

40
PP 5%
E 1%

Notas: el porcentaje de ratones fue obtenido de un total de 75 ratones.
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