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COMUNICACION

Efecto protector de una cepa no virulenta contra la infeccion con una cepa
virulenta de Trypanosoma cruz en un modelo murino®
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SUMMARY

This study was carried out to compare the infection course of Trypanosoma cruzi in the ACA inbred mouse strain inoculated with 2000 blood
trypomastigotes of the Tulahuen strain and the Colombian Munantd strain. Parasitaemia and mortality rates showed different patterns for both
strains of the parasite. All the Tulahuen infected mice died within 3 weeks after infection, in contrast, all mice infected with the Munantd strain
survived, although they showed higher level of parasitaemia. These results are in agreement with previous findings suggesting poor correlation
between death and parasitaemia level. The histopathological study showed different degrees of parasitism and inflammatory infiltrates in the heart,
according to the parasite strain. The infection with the Munant4 strain resulted in scarce parasitism and discrete inflammatory infiltrate. However,
severe inflammation and tissue parasitism were observed in the Tulahuen infected mice. The protective effect of the non virulent Munanta strain
against infection with the virulent Tulahuen strain was studied. When the Tulahuen strain was inoculated into mice after a challenge with the
Munantd strain, parasitaemia was more controlled, and all the mice survived, showing lower inflammatory infiltration and a low number of pseudocysts.

Application of these results to vaccine development is proposed.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis ameri-
cana es causada por el pardsito hemoflagelado
Trypanosoma cruzi y afecta a millones de personas en
Centro y Sudamérica (Dias y col 2002). Aunque la ma-
yoria de los pacientes sobreviven a la etapa aguda de la
enfermedad, en la etapa crénica desarrollan complica-
ciones secundarias severas, debido principalmente a
cardiopatias y megasindromes (Morris y col 1990,
Botero y Restrepo 1992). T. cruzi es un pardsito digé-
nico, que presenta un ciclo de vida con alternancia en-
tre hospederos invertebrados y vertebrados. En ambos
casos presenta una baja especificidad, infectando a in-
sectos de la familia Reduviidae y un amplio rango
de mamiferos silvestres y domésticos, incluyendo al
humano (Burleigh y Andrews 1995, Stevens y col
2001).

El modelo murino es uno de los modelos experimen-
tales mas utilizado en el estudio del desarrollo de la in-
feccién y la induccidén de la respuesta inmune, frente a
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este parasito, dado que diferentes cepas puras de ratones
difieren en la susceptibilidad o resistencia a la infeccién
(Postan y col 1983, Zuiiiga y col 1998). Aunque se ha
analizado el rol de diversos factores dependientes tanto
del parasito (Urzda y col 2004) como del hospedero (Hoft
y col 1993, Zuiiiga y col 2002), atin no se han identifica-
do con certeza los factores directamente involucrados en
los fendmenos de resistencia o susceptibilidad a la infec-
cion.

Para probar la hipétesis de que la infeccién con cepas
no virulentas de 7. cruzi altera el curso de la infeccién con
cepas virulentas del parasito, en el presente trabajo se ana-
liz6 el desarrollo de la infeccidn en ratones de la cepa ACA
infectados con 2.000 tripomastigotes sanguineos de la cepa
Tulahuen y en ratones infectados con la cepa Munanta de
T. cruzi. Se realiz6 luego un estudio de proteccidn, inocu-
lando la cepa virulenta Tulahuen en ratones previamente
infectados con la cepa no virulenta Munantd. En todos los
ratones infectados se hizo un estudio de la evolucién de la
infeccidn, determinando niveles de parasitemia, mortali-
dad acumulada y dafio tisular.

MATERIAL Y METODOS

Pardsitos. Las infecciones experimentales se realizaron
utilizando tripomastigotes sanguineos de 7. cruzi de la
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cepa chilena Tulahuen aislada originalmente en la co-
muna del mismo nombre a partir de un paciente infecta-
do (Pizzi 1957) y tripomastigotes sanguineos de la cepa
colombiana Munant4, aislada originalmente de un vector
Rhodnius prolixus en la regién de Boyacd, Colombia, en
1995. Estas cepas de T. cruzi son mantenidas en nuestro
laboratorio por pasajes sucesivos en ratones Balb/c.

Ratones. Se usaron ratones hembras, de la cepa ACA que
son mantenidos por cruzamientos endogdmicos en nues-
tro bioterio de cepas puras de ratones.

Modelos de infeccion. Grupos de 16 animales fueron usa-
dos en cada uno de los esquemas de trabajo: Un primer
grupo de 2 meses de edad, fue inoculado con 2.000 para-
sitos/ratén de la cepa virulenta Tulahuen, por via
intraperitoneal (i.p.). Un segundo grupo, de 2 meses de
edad, fue infectado i.p. con 2.000 tripomastigotes de la
cepa no virulenta Munantd. Un tercer y dltimo grupo de
ratones de 1 mes de edad fue primero infectado con la
cepa Munantd, y luego reinfectado, 5 semanas més tar-
de, con 2.000 parésitos de la cepa Tulahuen. La diferen-
cia de edad de los dos primeros grupos con el tercero era
necesaria para que en el momento de la reinfecciéon con
la cepa Tulahuen los ratones de este dltimo grupo tuvie-
ran también dos meses de edad.

Estudio de parasitemia. Cada dos dias, a partir del se-
gundo dfa postinfeccion, los niveles de parasitemia fue-
ron analizados periédicamente hasta que los animales se
hicieron completamente negativos. Para la determinacién
de la presencia y ndmero de pardsitos se tomaron mues-
tras de sangre de la vena caudal de cada ratén en tubos
de microhematocrito heparinizados, por capilaridad. El
recuento de pardsitos se realizd de acuerdo al método
descrito por Arias y Ferro (1988).

Estudio histopatologico. Del grupo de ratones infecta-
dos sélo con pardsitos de la cepa Tulahuen o de los in-
fectados sé6lo con la cepa Munantd, se sacrificaron dos
animales, a los dias 5, 10 y 15 postinfeccion. En el caso
de los animales infectados con Munantd y luego
reinfectados con Tulahuen, se tomaron muestras de teji-
do alos dias 5, 10, 15 y 30 postinfeccion. A cada uno de
los animales sacrificados se le extrajo el corazén para
estudio histopatolégico y el tejido fue primero fijado en
Bouin, formalina, y luego incluido en parafina segin
métodos convencionales. Finalmente, cortes de tejido de
8 um de espesor se tifieron con hematoxilina-eosina. La
severidad de la infiltracion inflamatoria y el dafo tisular
fueron expresados arbitrariamente seglin una escala de
tres puntos y considerando la infiltracién leucocitaria,
hiperemia, edema, hemorragia, pérdida de estriacion y
necrosis observada en el tejido: (+) lesiones inflamatorias
minimas; (++) lesiones moderadas; (+++) lesiones seve-
ras con gran cantidad de infiltrado mononuclear. El ni-
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mero de células parasitadas (pseudoquistes) fue califica-
do de la siguiente manera: (+) presencia de 1-5 células
parasitadas; (++) 6-10 pseudoquistes; (+++) mds de 10
células parasitadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ratones ACA infectados con 2.000 pardsitos de
las cepas Tulahuen y Munantd de 7. cruzi mostraron un
periodo de prepatencia similar de 5 dias, pero la morta-
lidad y el desarrollo de la parasitemia fueron diferen-
tes. Animales infectados s6lo con Tulahuen se mostra-
ron como altamente susceptibles a la infeccién, con un
100% de mortalidad acumulada al dia 20 postinfeccidn,
con una parasitemia positiva hasta el dia 17 postinfec-
cién. Sin embargo, los animales inoculados con Munanta
fueron resistentes a la infeccidn pero con evidencia de
pardsitos circulantes hasta el dia 28 postinfeccion. Al
comparar los niveles mdximos de parasitemia alcanza-
dos, se pudo observar que los ratones infectados con la
cepa Munantd desarrollaron niveles mdximos mayores
(4,1 x 10° pardsitos/ml) que los alcanzados por los ani-
males infectados con Tulahuen (1,5 x 10 pardsitos/ml)
(figura 1).

Estos resultados muestran que la cepa Tulahuen de
T. cruzi es altamente virulenta para ratones de la cepa
ACA, produciendo la muerte del 100% de los animales
dentro de las tres semanas postinfeccion, pero inducien-
do un nivel mdximo de parasitemia bastante menor que
el producido por la cepa colombiana Munantd, sobre la
cual no existian antecedentes en modelos bioldgicos y
que se comporta como no virulenta puesto que sobrevive
el 100% de los ratones infectados. Estos resultados esta-
rian de acuerdo con la idea que no siempre existe una
correlacion entre los niveles de parasitemia y la resisten-
cia o susceptibilidad a la infeccién con 7. cruzi (Minoprio
y col 1989, Hoft y col 1993, Zuiiiga y col 2002).

En el cuadro 1 se muestran los resultados del andlisis
histopatoldgico de corazén de los diferentes grupos ex-
perimentales. Al dia 5 postinfeccion, tanto los ratones
infectados con la cepa Munantd como aquellos infecta-
dos con Tulahuen sélo muestran lesiones moderadas,
principalmente hiperemia y edema en pericardio. En el
dia 10 postinfeccién se mantienen estas caracteristicas
histopatoldgicas en ambos grupos, pero se observa una
infiltracion por células mononucleares y hemorragia mas
severa en el tejido de ratones infectados con Tulahuen.
Al dia 15 postinfeccion se pudo determinar la presencia
de grados variables de infiltracion mononuclear e
hiperemia, pero sélo el pericardio de los animales infec-
tados con Tulahuen mostré zonas hemorragicas. No se
encontraron pseudoquistes en el pericardio de los rato-
nes infectados con la cepa Munantd y tampoco en aque-
llos infectados con Tulahuen. En miocardio, al dia 5 post-
infeccion fueron evidentes la hiperemia, edema y pérdi-
da de la estriacion de las fibras musculares sélo en el
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Figura 1. Parasitemia en ratones ACA infectados con 2.000 tripomastigotes de las cepas
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Tulahuen y Munantd de 7. cruzi.

Parasitaemia in ACA mice infected with 2,000 trypomastigotes from Munanta (M) and Tulahuen

(T) Trypanosoma cruzi strains.

Cuadro 1. Estudio histopatoldgico de corazén de ratones ACA infectados con 2.000 tripomastigotes de las
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cepas Munantd (M) y Tulahuen (T) de Trypanosoma cruzi.

Histopathological study in heart of ACA mice infected with 2,000 trypomastigotes from the Munanta (M) and
Tulahuen (T) Trypanosoma cruzi strains.

30

Ratones infectados

Ratones reinfectados
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Pericardio T M T M T M T T T T
Infiltracién leucocitaria + + +++ + ++ + + ++ + -
Hiperemia ++ e T i c == o= S o + +
Edema ++ + ++ ++ + + + - - -
Hemorragia - - +++ + +++ - - - — _
Pseudoquistes - - - - - - - _ _ _
Miocardio
Infiltracion leucocitaria + - ++ + +++ + - + _
Hiperemia ++ ++ A+ - -
Edema ++ + ++ + + - + - -
Hemorragia - - ek + + - — _ _ _
Pérdida de estriacion ++ - ++ + +++ + + - — _
Necrosis - - - - ++ - — - — _
Pseudoquistes - - - - +++ + - - - -
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caso de la infeccién con Tulahuen. Al dfa 10 postinfeccién
se mantienen las condiciones anteriores y se agrega la
aparicion de zonas hemorragicas. En el dia 15 de estu-
dio, los tejidos de los animales infectados con Tulahuen
mostraron gran infiltrado mononuclear, pérdida de
estriacion, hiperemia y focos necréticos (figura 2). Por
el contrario, los tejidos de los animales infectados con
Munantd presentaron sélo alteraciones leves (figura 3).
Por otro lado, s6lo en este dia 15 postinfeccion se obser-
varon pseudoquistes en ambas situaciones, pero con la
diferencia de que mientras en los tejidos de los animales
infectados con Tulahuen se observaron 58 pseudoquistes
y una intensa infiltracién leucocitaria, en las muestras de
los ratones infectados con Munantd sélo se observé un
pseudoquiste y ausencia de un fenémeno inflamatorio
evidente. En resumen, los ratones infectados con
Tulahuen mostraron alteraciones cardiacas severas con
miocarditis, abundante infiltracion mononuclear, alto
nimero de pseudoquistes en corazén y 100% de morta-
lidad. Por el contrario, la infeccion con la cepa Munanta
determiné un curso mds suave del proceso inflamato-
rio, menor nimero de pseudoquistes y 100% de sobre-
vivencia.

El andlisis histopatolégico permitié confirmar que,
como ya se habia sugerido, el parasitismo intracelular y el
infiltrado inflamatorio varian de acuerdo a la cepa de pa-
résito utilizada en la infeccién experimental (Rowland y
col 1992). Los resultados muestran una correlacion entre
el nimero de pardsitos circulantes, parasitismo intracelular
y dafio tisular sélo en el caso de la infeccién con la cepa
Tulahuen. La infeccién con la cepa Munantd indujo altos
niveles de parasitemia, pero con una escasa presencia de
parasitos en el miocardio. Lo anterior podria explicarse

Figura 2. Dario tisular a los 15 dias postinfeccién en miocardio
de ratones infectados con la cepa Tulahuen. Se observa infil-
trado mononuclear (A) y pseudoquistes (B), ademds de
hiperemia y edema (20 x).

Tissue damage at 15 days postinfection in myocardial
tissue sections of mice infected with the Tulahuen strain. Mononuclear
infiltrate and pseudocysts besides hyperaemia and oedema were
observed (20x).
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Figura 3. Dafio tisular a los 15 dias postinfeccién en miocardio
de ratones infectados con la cepa Munantd. Se observa ausen-
cia de lesiones inflamatorias y de pseudoquistes (20 x).

Tissue damage at 15 days postinfection in myocardial
tissue sections of mice infected with the Munantd strain. Absence of
inflammatory lesions and pseudocysts were observed (20x).

porque esta cepa colombiana tendria un tropismo hacia
tejidos diferentes de miocardio (Melo y Brener 1978), ya
que hasta ahora no se ha demostrado que 7. cruzi pueda
replicarse en el torrente sanguineo como ocurre con los
tripanosomas africanos.

En los ratones previamente infectados con la cepa
Munant4 la reinfeccién con la cepa Tulahuen, 5 dias des-
pués de desaparecida la parasitemia al dia 30
postinfeccién, mostré una disminucién en la severidad
de la infeccion con 100% de sobrevivencia, menor dafio
tisular (cuadro 1) (figura 4) y menores niveles de

Figura 4. Daifio tisular a los 15 dias postreinfeccion con la cepa
Tulahuen en miocardio de ratones previamente infectados con
la cepa Munanta. Se observan leves lesiones inflamatorias, au-
sencia de pseudoquistes y escaso infiltrado mononuclear (20 x).

Tissue damage at 15 days post-reinfection in myocardial
tissue sections of mice infected with Tulahuen strain previously
infected with the Munantd strain. Moderate inflammatory lesions,
absence of pseudocysts and mild cellular infiltrate were observed (20x).



parasitemia (6,5 x 10* pardsitos/ml) que los ratones in-
fectados s6lo con la cepa Tulahuen (1,5 x 10° parésitos/
ml), sugiriendo que la infeccién con una cepa no viru-
lenta de Trypanosoma cruzi induce una respuesta que
altera el curso de la infeccién al influir o modificar los
niveles de parasitemia, el dafo tisular y la respuesta in-
mune contra cepas virulentas del pardsito.

El estudio de la enfermedad de Chagas en modelos
animales ha permitido establecer la existencia de distintos
mecanismos de patogénesis, incluyendo inflamacién in-
ducida por antigenos parasitarios, dafo tisular en el
miocardio y reparacién y autoinmunidad (Leon y Engman
2001). En el modelo murino se observan diferencias en el
curso de la infeccién dependiendo de la cepa de ratén y de
la virulencia del aislado o cepa de Trypanosoma cruzi, y
un tnico clon parasitario puede inducir un curso distinto
de la enfermedad en ratones susceptibles o resistentes a la
infeccién (Leon y Engman 2001). Por otro lado, estudios
con Trypanosoma rangeli, una especie distinta de
tripanosoma y no patégena para mamiferos (Mansfield
1977), han mostrado un efecto protector de 7. rangeli en
infecciones mixtas 7. cruzi/T. rangeli (Basso y col 1989,
Zuiiiga y col 1997) y se ha sugerido que ello obedece a
similitudes antigénicas entre estas dos especies de
tripanosoma (Guhl y col 1985, Saldafia y Sousa, 1996).

En nuestro caso se deberia esperar una mayor simili-
tud antigénica entre las cepas Tulahuen y Munant4, puesto
que ambas constituyen variantes de 7. cruzi. Por lo tan-
to, es probable que una respuesta inmune contra la cepa
Munanté desarrolle inmunidad cruzada para un mejor
control de la infeccién con pardsitos de la cepa Tulahuen
en los ratones experimentalmente inoculados con ambos
parasitos.

Es sabido que la enfermedad de Chagas presenta un
amplio rango de manifestaciones clinicas, que puede ir
desde formas asintomadticas hasta los caracteristicos
megasindromes (Botero y Restrepo 1992). En paises
como Colombia y Venezuela, T. cruzi coexiste con T.
rangeli en vectores y hospederos vertebrados y es preci-
samente en estos pafses donde la sintomatologia de la
enfermedad es menos definida y con escasa presencia de
megasindromes (Aragort de Rossel y col 2000), los cua-
les son mds habituales en paises como Chile y Argenti-
na, donde no existe 7. rangeli. La posible modificacién
de la infeccién chagdasica en infecciones mixtas, con ce-
pas virulentas y no virulentas, parece un aspecto rele-
vante en el avance del conocimiento sobre la patogenia 'y
control de una enfermedad, para la cual no existe, hasta
ahora, una vacuna disponible ni tratamiento altamente
efectivo. La identificacion de los antigenos de cepas no
virulentas, involucrados en la induccién de una respues-
ta inmune protectora contra la infeccién con cepas viru-
lentas del pardsito y por lo tanto capaces de interferir
con el curso de la infeccién y el dafio celular autoinmune
asociado a la enfermedad, parece crucial para el desarro-
llo de una eventual vacuna contra Trypanosoma cruzi.
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RESUMEN

En el presente estudio se realiz6 una comparacién en el desarrollo
de la infeccién con 2.000 tripomastigotes, en ratones ACA, usando
las cepas Tulahuen y Munantd de Trypanosoma cruzi, aisladas
originalmente en Chile y Colombia, respectivamente. La cepa ACA
se mostré como altamente susceptible a la infeccién con la cepa
Tulahuen, muriendo el 100% de los animales dentro de las 3 semanas
postinfeccion. Sin embargo, todos los ratones infectados con la cepa
Munantd sobrevivieron a pesar de alcanzar mayores niveles de
parasitemia. El estudio histopatolégico de corazén mostré diferentes
grados de parasitismo intracelular e infiltrado inflamatorio en relacion
con la cepa de parasito utilizada. En la infeccion con la cepa Munantd
se pudo observar escasa presencia de pseudoquistes, en este tejido,
con una discreta inflamacion. Por el contrario, los tejidos de los
animales infectados con la cepa Tulahuen mostraron un alto nimero
de pardsitos intracelulares y un severo proceso inflamatorio. Se
investigo el posible efecto protector de una primoinfeccién con la cepa
no virulenta Munantd frente a una posterior infeccion con la cepa
virulenta Tulahuen. Los animales reinfectados con esta tltima cepa
mostraron menores niveles de parasitemia, 100% de sobrevivencia y
menor dafio tisular.
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