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RESUMEN

Conocer las caracteristicas bioldgicas de una cepa de Trypanosoma cruzi, procedente de Tiabaya, Arequipa, Perq,
y determinar la supervivencia de los ratones inoculados con relacién a la dosis infectante y al sexo. Se utilizaron 14
ratones BALB/C-53 (machos y hembras) de 30 dias. Los grupos | y Il fueron inoculados por via intraperitoneal con 1,8
x 10°y 1,8 x 10* trypomastigotes metaciclicos de T. cruzi, respectivamente; el grupo Ill con 1,5 x 107 trypomastigotes
sanguineos. El grupo control (IV) recibié solo solucion salina fisiologica al 0,9 %. Los parasitos fueron evaluados en
sangre periférica de los ratones. El analisis de supervivencia fue realizado por el método de Kaplan-Meier, test de
Logaritmo de rangos y Wilcoxon al 95 % de nivel de confianza. Se encontraron formas delgadas y gruesas de T. cruzi.
La letalidad fue 100 % al dia 40 postinfeccion (pi). La parasitemia fue detectada desde el 6to hasta el 40mo dia pi y el
pico maximo global (6747 parasitos) fue observado al 29no dia pi. Existen diferencias significativas en la supervivencia
de los ratones inoculados de acuerdo a la dosis por la prueba de Logaritmo de rangos (p = 0,0202). La cepa de T. cruzi,
procedente de Tiabaya, Arequipa es de mediana virulencia. La supervivencia de los ratones infectados esta relacionada
a la dosis de inoculacion.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Patogenicidad; Ratén; Modelos animales de enfermedad; Peru (fuente: DeCS
BIREME).

CHARACTERISTIC BIOLOGICAL OF A STRAIN OF TRYPANOSOMA CRUZI
IN A MURINE MODEL AND ANALYSIS OF SURVIVAL

ABSTRACT

To know the biological characteristics of a strain of Trypanosome cruzi, coming from the district of Tiabaya, Arequipa,
Peru, and to determine the survival of inoculated mice relating the infecting dose ante and sex. Were used 14 BALB/C-53
mice (males and females) of 30 days of age as biological model. The groups | and Il were inoculated via intraperitoneum
with 1,8 x 105 and 1,8 x 104 meta-cyclic trypomastigotes of T. cruzi, respectively; group Il with 1,5 x 107 sanguine
trypomastigotes. Control group (IV) received only physiologic saline solution at 0.9%. The parasites were searched
in peripheral blood of the mouse. The analysis of survival was carried out by Kaplan-Meier method, Logrank test and
Wilcoxon to 95 % of confidence level. Were find thin and thick forms of T. cruzi. The fatality rate was 100% groups at day
40 -post-infection- (pi). The parasitemy was detected from the 6" until the 40" day pi and the global maximum pick (6747
parasites) was observed on the 29" day pi. Significant differences exist in the survival of inoculated mice according to the
dose by the Logrank test (p = 0,0202). The strain of T. cruzi, coming from Tiabaya, Arequipa is of medium virulence. The
survival of the infected mice is related to the dose of inoculation.
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INTRODUCCION

ORIGINAL BREVE

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE UNA CEPA DE TRYPANOSOMA
CRUZI EN UN MODELO MURINO Y ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

La enfermedad de Chagas o Trypanosomiosis americana
es ocasionada por el parasito, Trypanosoma cruzi, y
es trasmitida al hombre, principalmente, por insectos
hematdéfagos de la subfamilia Triatominae. Es endémica,
entre otros paises de América, en Brasil, Argentina,
Chile, Bolivia y Pert .

En el Perq, se estima que existen 621 000 personas
infectadas por T. cruzi "y una de las areas endémicas
de mayor importancia en la region sudoccidental es
Arequipa, de donde provienen mas del 80% de los casos
reportados al sistema de vigilancia epidemiolégica del
Ministerio de Salud (MINSA) @.
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El T. cruzi presenta gran variabilidad intraespecifica
en el aspecto bioquimico, inmunoldgico, genético y
biolégico @, por ello, las poblaciones que circulan han
sido clasificadas en dos linajes, TCl y TCII, y éste ultimo
en cinco subgrupos “, que difieren en su distribucion
y en las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas. Los
estudios de caracterizacion bioldgica permiten conocer
el comportamiento de una cepa en un modelo animal, y
de esa forma intentar comprender el cuadro clinico que
ocasiona en el hombre.

En otros paises endémicos las poblaciones vy
subpoblaciones de T. cruzi que circulan en diferentes
fuentes incluyendo a humanos, presentan variaciones
en la morfologia, letalidad, virulencia e incluso en
la tasa de infectividad ®". En el Perd, también se
han caracterizado las cepas de T. cruzi, tanto en las
mantenidas en medios de cultivo ®, o procedentes de
un area con presencia de Triatoma infestans ©), aislados
de Panstrongylus chinai en el norte ‘9 y de P. lignarius
(Sin. P. herreriy en Amazonas (V. Todas tienen un
patrén bioldgico diferente, por lo que se hace necesario
continuar con la caracterizacion en las areas endémicas
con el proposito de conocer mejor las poblaciones de
T. cruzi que se distribuyen en el Peru. Por otro lado, los
estudios publicados sobre supervivencia en modelos
bioldgicos son muy pocos (2.

El objetivo de nuestra investigacion fue conocer las
caracteristicas biolégicas de una cepa de T. cruzi
aislada de Triatoma infestans, procedente del distrito de
Tiabaya, Arequipa, Peru y determinar la supervivencia
de los ratones inoculados de acuerdo a la dosis y sexo.

EL ESTUDIO

CEPADE T. CRUZI, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
DE TRYPANOSOMAS

Se usé una cepa de T. cruzi aislada de un espécimen
de T. infestans infectado naturalmente, capturado en
el peridomicilio de una vivienda del distrito de Tiabaya,
departamento de Arequipa, en el sur del Peru. El
triatomino fue examinado en busqueda del parasito por
presién abdominal y por extraccion del tubo digestivo,
la lectura se realizd en un microscopio 6ptico a 400
X. Parte del material fue coloreado con Giemsa para
la identificacion de T. cruzi realizandose mediciones
de los parasitos. No se realizd secuenciamiento
genético ni caracterizacion bioquimica. Otra parte
del contenido intestinal del triatomino se mezclo
con solucion salina fisioldgica al 0,9% (SSF) y fue
inoculado intraperitonealmente a dos ratones BALB/
C-53 de 21 dias para aislar la cepa y obtener las
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formas sanguineas. A partir del 7™ dia después de la
infeccion, se les aplico el xenodiagndstico para obtener
las formas metaciclicas, los que fueron leidos a partir
del trigésimo dia después de la alimentacion, en
busqueda de formas metaciclicas que se usaron para
inocular a los ratones de los grupos experimentales.
Los dos ratones utilizados para el aislamiento de la
cepa fueron sacrificados después en busqueda de
amastigotes.

MODELO ANIMAL

Se emplearon 14 ratones BALB/C- 53 de 30 dias,
hembras y machos, de dos camadas, libres de
infeccién por T. cruzi, adquiridos en el Bioterio del
Instituto Nacional de Salud en Lima. Para el disefio del
experimento se tomaron en cuenta las recomendaciones
y los principios éticos para el uso de animales en la
investigacion publicadas por el Institute of Laboratory
Animal Resources (%),

PREPARACION DEL INOCULO

Lostrypomastigotes metaciclicos obtenidos delasheces
de los triatominos utilizados para el xenodiagnostico
fueron mezclados en SSF, contados al microscopio en
camara de Neubauer e inoculados de acuerdo al disefio
descrito mas adelante. Otro grupo de ratones fueron
inoculados con las formas sanguineas mezcladas
con SSF estéril y contadas por el método de Pizzi,
estas formas también fueron obtenidas de los ratones
infectados experimentalmente para el aislamiento.

GRUPOS DE ESTUDIO

Estudio cuasi-experimental, sin aleatorizacion para la
asignacion de la intervencién y con grupo control.

e Ratones inoculados con la forma metaciclica:
Conformados por los grupos | y Il de cuatro ratones
cada uno, se les inocularon 1,8 x 10%y 1,8 x 104
parasitos por mL por via intraperitoneal en 0,2
mL de contenido intestinal de los dos triatominos
infectados.

e Ratones inoculados con la forma sanguinea:
Conformado por el grupo Il se inocularon
trypomastigotes sanguineos también por via
intraperitoneal con 1,5 x 107, parasitos por mL.

e Ratones control: El grupo IV (dos ratones) fue
el grupo control a los cuales solo se les inoculd
SSF (0,9%) estéril por via intraperitoneal y fueron
mantenidos en forma similar que a los otros
animales; fueron marcados para distinguirlos de los
infectados.
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EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO BIOLOGICO

Se examino 10 pL de sangre extraido de la cola del raton
para evaluar los siguientes parametros:

e Morfometria: Medidas de los trypomastigotes
sanguineos en laminas coloreadas con Giemsa en
un microscopio calibrado y expresadas en micras
(um).

e Periodo prepatente: El periodo entre el momento de
la infeccién experimental y el dia de la aparicion de
los parasitos en sangre circulante, evaluado segun
el método de Pizzi.

e Parasitemia: Evaluada diariamente en sangre
circulante desde el 4to dia pi hasta que se
negativizé o murio el ratén por conteo en 50 campos
microscopicos por el método de Pizzi.

e [etalidad: Se evalud el porcentaje de ratones
muertos durante el curso de la infeccion™.

e Supervivencia: El tiempo de supervivencia maxima
de los hospederos infectados experimentalmente
con la cepa de T. cruzi'.

ANALISIS ESTADISTICO

Se uso el software STATGRAPHICS® Plus v 4.0 para
el analisis de datos. La curva de la parasitemia global
(cantidad de parasitos, promedio y el rango) fue
graficada en MS-Excel®. El andlisis de supervivencia
previo analisis de homogeneidad y normalidad fue
realizado por el método de Kaplan Meir y las pruebas de
significancia estadistica fueron realizadas por método
de Logaritmo de rangos y la prueba generalizada de
Wilcoxon. Se incluyeron en el analisis solo a los ratones
inoculados con T. cruzi. Se consideré6 que existia
diferencia significativa cuando el valor de p fue menor
de 0,05.

HALLAZGOS

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE
TRYPANOSOMAS AISLADOS

Morfometria. En 22 parasitos medidos se encontrd que
es una cepa pleomorfica con formas delgadas y gruesas
(Figura 1a, 1b). El promedio de la longitud total de los
trypomastigotes sanguineos gruesos de T. cruzi fue
21,94 £ 1,27 ym (21,13 - 24,33) y el promedio del ancho
total fue 4,04 + 0,21 um (3,47 - 4,17). La longitud total
promedio de las formas delgadas fue 21,46 + 2,59 ym
(17,38— 24,39) y el promedio del ancho total fue 1,99 +
0,69 um (1,39 - 2,78). En ambas formas el kinetoplasto
voluminoso se situaba en el extremo posterior y nucleo
central.

Periodo prepatente. En el grupo | fue entre el 6to y 8vo
dia pi, en el grupo Il fue entre el 8vo y 16vo dia piy en el
grupo Il fue entre el 9no y 10mo dia pi (Tabla 1).

Parasitemia. Todos los ratones inoculados con T.
cruzi desarrollaron parasitemia. Los parasitos fueron
detectados en la sangre a partir del 6to hasta el 40vo dia
pi. Contamos 6747 parasitos a los 29no dias pi como pico
maximo de parasitemia global (en todos los ratones vivos
de los tres grupos) con un promedio de 1124,5 y un rango
(0 - 3947 parasitos por 10 pL), la curva de parasitemia fue
irregular. Otros datos de la parasitemia por grupo y por
ratdn inoculado se muestran en la tabla 1.

SUPERVIVENCIA Y LETALIDAD

Al analisis por el método de Kaplan-Meier el promedio de
dias de supervivencia fue de 30,91 £ 2,23 y la mediana
de supervivencia fue de 29 dias, asimismo, a los 40 dias
pi todos los ratones fallaron (murieron). La probabilidad
de supervivencia mas de 29 dias sin considerar el sexo,

Figura 1. Forma delgada (1a) y gruesa (1b) de trypomastigote sanguineo de T. cruzi. 1000 X.
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Tabla1. Comportamientodelacepade T. cruzienratones BALB/c-53 inoculados experimentalmente con trypomastigotes

metaciclicos y sanguineos, procedente de Tiabaya, Arequipa, Peru.

Grupo/Dosis N? de ratones pelxl:ellcslict’ecr’r?ia Méximo _nL'Jmero 'de rr?dzrﬁticle ?ieel
infectados (dia pi) trypomastigotes/dia/pL ratén

1 (1,8 x 10° parasitos) 1 8 702 (20mo dia pi) 21
™ 1 9 1865 (25mo dia pi) 27
1 16 114 (36mo dia pi) 29
1 10 3947 (29mo dia pi) 39

X, DE 10,75+3,6 Total=6628, X =1657, DE=1691,17
I1'(1,8 x 10* parasitos) 1 9 1299 (28mo dia pi) 29
™ 1 10 528 (18mo dia pi) 21
1 10 1154 (29mo dia pi) 36
1 10 390 (20mo dia pi) 20

X, DE 9,75+ 0,5 Total=3371, X =842,75, DE=450,58
Il (1,5 x 107 parasitos) 1 6 213 (26mo dia pi) 40
TS 1 8 1333 (29mo dia pi) 30
1 6 215 (20mo dia pi) 40
1 7 326 (24mo dia pi) 39

1 X, DE 6,75+0,95 Total=2087, X =521,75, DE=543,40

pi =postinfeccion, X= Media DE=desviacién estandar TM=Trypomastigote metaciclico, TS=Trypomastigote sanguineo.

dosis o forma parasitaria fue 50,0% (IC 95% 48,3-51,7),
en el caso de las hembras fue de 66,7%, (IC95%: 47,4-
85,2) y la del macho fue 33,3%, (IC95%: 14,1 - 52,6), sin
embargo, esto no fue una diferencia estadisticamente
significativa.

Los ratones inoculados con la dosis de 1,8 x 105 (forma
metaciclica) tuvieron una supervivencia mediana de 27
dias y de 21 en aquellos con la dosis de 1,8 x 104 (forma
metaciclica). La probabilidad de supervivencia mas
de 29 dias en ambos casos sin considerar el sexo fue
25,0% (IC95%: 3,4-46,7), por su parte, la mediana de
supervivencia con la dosis de 1,5 x 107 (trypomastigotes
sanguineas) fue de 39 dias (Figura 2), existieron
diferencias estadisticamente significativas al comparar
los tres grupos (p = 0,02).
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Figura 2. Supervivencia de los ratones inoculados con T. cruzi
de acuerdo a la dosis y forma parasitaria.
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DISCUSION

Las medidas de la cepa evaluada de T. cruzi estan
dentro del rango para esta especie; sin embargo, es
mas larga que las cepas descritas para el Perd @119, E|
hallazgo de diferencias en la longitud total de las cepas
que infectan en forma natural a ratones y ratas en una
misma zona endémica en Arequipa (", podria tener
importancia en la transmision de ciertas cepas para
determinados reservorios.

La cepa aislada de T. cruzi es pleomoérfica, similar
a las cepas de otros paises (' e incluso a tres cepas
peruanas @), Se ha planteado como una hipotesis
para explicar el pleomorfismo de los trypomastigotes, la
incapacidad de la forma delgada para invadir una nueva
célula después de su liberacion del pseudoquiste '®); sin
embargo, el predominio de una forma depende también,
de la cepa ©, de la fuente y de la fase de infeccién('®.
Conocer el pleomorfismo de las cepas tiene utilidad en
la investigacion de la infeccion de los reservorios y en el
curso de la infeccion.

El periodo prepatente en los ratones inoculados con la
forma sanguinea fue mas corto que los infectados con
la forma metaciclica. En los inoculados con la forma
sanguinea fue similar al periodo de cinco dias de la
cepa peruana aislada de P. chinai %y también a la cepa
brasilefia CL inoculados en canes por via intraperitoneal
™, pero se diferencia de la cepa TCI de Ica que fue entre
7'y 21 dias ©. En cambio, en los murinos infectados con
la forma metaciclica el periodo prepatente fue similar
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a la cepa aislada de P lignarius (Sin. P. herreri) en
Amazonas "y a las cepas de otros paises & 719,

Los trypomastigotes en sangre circulante aparecen mas
temprano en los inoculados con la forma sanguinea a
diferencia de los que recibieron la forma metaciclica
como se ha visto con otras cepas ©, que estarian
asociadas con la exposiciéon previa al sistema inmune
del hospedero . Estas formas producen proteinas
especificas de la familia de la trans-sialidasas que
podrian desviar la respuesta inmune o bloquear la
respuesta de la célula T @, en cambio, las formas
metaciclicas producen proteinas ribosomales y
presentan un mecanismo de defensa antioxidante como
adaptacion previa al estallido de la célula fagocitica del
hospedero @Y, que explicarian las diferencias en la
aparicion de la parasitemia en sangre circulante de los
ratones usados como modelo.

En los ratones inoculados con las formas metaciclicas
las parasitemias fueron mas altas, con predominio de la
forma delgada como ha sido descrito ('9, a diferencia, de
los que desarrollaron parasitemias moderadas donde
predominé la forma gruesa, que indicaria la presencia
de dos subpoblaciones (clones) en una misma cepa.
El clon C5 de la cepa SF2 a los 21 dias del curso de
la infeccion mostré dos subclones (9. El pico de la
parasitemia vario de 18 a 36 dias, pero la parasitemia
mas alta fue a los 29 dias en un raton inoculado con
la forma metaciclica, comportamiento similar a la cepa
de Amazonas (" y CL™. El pico de la parasitemia fue
diferente de la cepa 167, que esta por debajo de los 23
dias pi ® y también difiere de la cepa peruana (" y de
la tipo | Z2b @2

La curva de parasitemia fue irregular como el
comportamiento de las cepas brasilefias &', explicable
por la dosis, formas parasitarias y muerte de ratones
con elevadas parasitemias. A pesar de inocularse la
misma dosis de una cepa peruana de T. cruzi en dos
cepas distintas de ratones presentd diferentes picos
de parasitemia 2, pero una misma dosis presenta
picos diferentes en un mismo grupo de ratones como
el observado en este modelo, esto podria deberse
a la patogenicidad, virulencia y a otros factores mas
complejos como la estructura antigénica.

La letalidad de los ratones inoculados con el aislado de
T. cruzi fue mas baja que la cepa aislada de P. chinai en
el norte, donde los ratones no sobrevivieron mas alla
de los 18 dias pi 9, también es menos virulenta que
la cepa peruana mantenida en diferentes medios 7, y
de cepas que circulan en Brasil ®; sin embargo, es mas
virulenta que la cepa 21 SF (9, 19 SFy 22 SF ® y la
cepa TCI procedente de Ica ©.

La probabilidad de supervivencia de los ratones
inoculados con la forma metaciclica fue mas bajo que los
infectados con la forma sanguinea, asimismo, también
varia de acuerdo a la dosis como ha sido observado en
ratones ACA inoculados con 200 y 2000 trypomastigotes,
respectivamente (. No se encontraron diferencias
significativas en la supervivencia de acuerdo al sexo;
sin embargo, se ha visto que las hembras infectadas
con el clon Dm 28c de T. cruzi '? y una cepa peruana @
tienen mayor supervivencia que los machos, diferencias
explicables por el tamafio pequefio de la muestra. También
se ha planteado que la supervivencia y la parasitemia de
ratones inoculados con una cepa peruana muy virulenta
estan controlados por algunos genes ®. Las caracteristicas
biolégicas de la cepa de T. cruzi, aislada de T. infestans
procedente de Tiabaya, Arequipa e inoculada en ratones
BALB/C-53, son diferentes de los aislados peruanos,
puede clasificarse como una cepa de mediana virulencia.

Nuestro estudio es exploratorio, consideramos que
debe profundizase con un modelo mas apropiado,
tenemos algunas limitaciones que son convenientes
de comunicar, como la asignaciéon no aleatoria de la
intervencion, el reducido niumero de ratones por grupo,
el no haber controlado el peso del hospedero, no incluir
una cepa control y el no conocer el tipo o biodema de
la cepa; no obstante, es prudente mencionar algunas
de las fortalezas como el empleo de ratones BALB/C-53
de la misma edad (uno de los mejores modelos para
la enfermedad de Chagas) procedentes de un bioterio
certificado, la medicién diaria de la parasitemia y el
aislamiento de la cepa de una fuente conocida.

La caracterizacion biolégica de la cepa evaluada
debe ser completada con una de tipo enzimatica y
molecular; sin embargo, la nuestra es una contribucion
a la caracterizacién bioldgica de las cepas que circulan
en zonas endémicas del sur del Peru, donde el
comportamiento de las cepas circulantes es relevante,
mas aun, si se considera su asociacién con el cuadro
clinico de la enfermedad 2.
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