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INTRODUCCION

EL PARASITO

La tripanosomosis causada por Trypanosoma evansi tiene distribucion mundial, habiéndose
descrito en cuatro Regiones Biogeogréaficas: Etiopica, Oriental, Neotropical y Paleartica

(Rangel, 1905; Kubes, 1939; Holland, 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Regiones Biogeograficas (modificado de http://www.testudines.org/Articulos/Apendices-y-
Glosarios/Ecologia-Botanica-Edafologia/Ecozonas.aspx)
Es el tripanosoma mas diseminado a escala mundial (Ramirez y col., 1997), describiéndose
en paises del norte de Africa, Oriente Medio, Asia y algunos paises europeos, asi como en
Centro y Sur América (Luckins, 1988; Gutierrez y col., 1998). Recientemente, se han
reportado casos en camélidos y ovinos de granjas Francesas (Desquesnes y col., 2008). En
Sudamérica, se reparte en grandes areas dedicadas a la ganaderia extensiva. En nuestro

pais, la tripanosomosis equina por T. evansi presenta una alta incidencia en los Llanos.



Si bien este tripanosoma se ha descrito en gran variedad de mamiferos (Tejero y col.,
2008), los camélidos y los equinos son los hospedadores por excelencia y su infeccion
constituye una fuente importante de pérdidas econdmicas, pues produce el deterioro fisico y
hasta la muerte de los caballos utilizados para el manejo del ganado (Losos, 1980;
Mahmoud y Gray, 1980; Gonzéalez y col., 2006). Asi mismo, se ha reportado un gran
impacto en la ganaderia en paises Asidticos como Tailandia y Finlandia (Dobson y col.,

2009; Jittapalapong y col., 2009).

La primera descripcion del Trypanosoma evansi fue realizada por Griffith Evans en 1880,
en la regién de Punjab, India. Sin embargo, fue Balbiani quien, en el afio 1888 lo ubicé en

el género Trypanosoma (Hoare, 1972).

Cabe preguntarse entonces, con cierto interés cientifico, como llegd este tripanosoma a
tierras americanas, distribuyéndose ampliamente entre la poblacién equina Suramericana.
En este sentido, se acepta que el T. evansi fue introducido como “polizon” en los equinos
que trajeron los conquistadores espafioles en el siglo XVI (Luckins, 1988; Roberts y

Janovy, 2000).

Durante muchos afios, se asumio la existencia de tripanosomas muy similares entre si pero
descritos como especies diferentes, hasta que a mediados del siglo XX, Hoare demostrd que
estos protozooariosno presentaban diferencias morfoldgicas que sustentaran dicha
separacion y que las disimilitudes descritas correspondian, simplemente, a ‘“razas
geograficas” (Hoare, 1972). Este axioma fue comprobado posteriormente por, Gibson y

col., (1978), Losos (1980), Mahmoud y Gray (1980).



En este sentido, Tejero y col. (2008), determinaron que este parasito no solo presenta
diferencias en cuanto a las razas geograficas, sino que ademéas la relacion paréasito-
hospedador es tan estrecha, que varia en patogenicidad dependiendo del mamifero. Asi, los
aislados de diferentes animales varian entre si, constituyéndose en diferentes cepas y

mostrando diversos comportamientos parasitolégicos en modelos murinos.

Segun Corliss (1994), la ubicacion taxondmica del T. evansi es la siguiente:

Imperio Eukarya,
Reino Protozoa,
Phylum Euglenozoa,
Clase Kinetoplastida,
Orden Trypanosomatida,
Familia Trypanosomatidae.
Genero Trypanosoma
Especie T. evansi
Hoare (1972) cred una division, que si bien carece de valor taxondmico, es de gran valor
practico, por cuanto organiza a los tripanosomas segin el modo en el que alcanzan el
torrente circulatorio del hospedador mamifero. Asi, los tripanosomas de la Seccién
Stercoraria infectan a sus hospedadores mamiferos por contaminacion con heces del
hospedador invertebrado. Por su parte, los tripanosomas de la Seccién Salivaria infectan a
sus hospedadores mamiferos por inoculacién del contenido de las glandulas salivales del

hospedador invertebrado. T. evansi pertenece a la seccion Salivaria.

Trypanosoma evansi es transmitido mecanicamente de un hospedador mamifero a otro
mamifero por la picadura de dipteros hematdfagos. Los principales vectores en la Region
Neotropical, son representantes de las familias Tabanidae (Tabanus spp.; s6lo las hembras
son hematdfagas) y Muscidae (Stomoxys calcitrans y Haematobia irritans; tanto machos

como hembras son hematédfagos) (Brun y col., 1998). En el Viejo Mundo, la mosca tse-tse
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(Glossina spp.) es el agente trasmisor primordial (Brun y col., 1998). Adicionalmente,
Camargo y col.(2004) especulan acerca de la capacidad de las garrapatas para vehicular al
T. evansi.

Los quiropteros hematofagos, particularmente Desmodus rotundus, también han sido
incriminados en la transmisién de la tripanosomosis. En efecto, Gutiérrez (1958), describe
su capacidad transmisora en caballos y Hoare (1964, 1972), lo implica en propagaciones

eficientes a equinos y/o bovinos de Centro y Suramérica.

La ubicacién del parasito en el hospedador invertebrado se restringe a la hipofaringe y las
labelas, donde no experimenta ningun tipo de transformacion; el vector actia como un

simple inoculador mecéanico.

Trypanosoma evansi infecta una amplia variedad de mamiferos, variando el hospedador en
cada region geografica. En Africa, los camélidos son los hospedadores por excelencia (Dia
y col., 1997) mientras en Suramérica, la enfermedad afecta principalmente a la poblacién
equina. Por su parte en Asia, incluye camélidos, bdfalos y cerdos (Holland, 2003).
Asimismo, en el afio 2005, Joshi y col. reportaron un caso de tripanosomiasis causada por

T. evansi en un humano en Nagpur, India.

Enelhospedadorvertebrado,lamultiplicacion del T. evansi
aconteceeneltorrentecirculatoriopor fision binaria longitudinal

simpledetripomastigotes,unicoestadiodescrito(Figura 2).
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Figura 2. Esquemadelciclode vida de Trypanosoma evansi
(Modificado de Gardiner y col., 1988).

T. evansi es una especie monomorfica oblonga y deprimida con dimensiones que van de 15
um a 36 pm de largo x 1,5 um a 2 um de ancho (Hoare, 1956, 1972). Por su parte, Tejero y
col. (2008) establecen que el rango de variacion dimensional de los especimenes

venezolanos varia entre 10-24,7 um de largo y 1,2-3,9 um de ancho.

Entre las caracteristicas ultraestructurales resaltantes del T. evansi esta el flagelo,
provisto de barra paraxial, una sola mitocondria que se extiende a todo lo largo del cuerpo
que alberga un conspicuo paquete de ADN denominado cinetoplasto, un aparato de Golgi,

acidocalcisomas, asi como glicosomas y vacuolas de diferentes dimensiones (Figura 3).

Se observa, asimismo, una membrana plasmatica de composicion similar al resto de los
tipos celulares eucariéticos, a cuyos lipidos se unen polisacaridos de cadena corta,
constituyendo una capa de material externo amorfo, denominada glicocalix enddgeno.
Dicho glicocalix, dependiendo del medio externo, de la condicion fisiologica y del
estadio de vida del parésito, puede presentar modificaciones en su composicion.
Inmediatamente por debajo de la membrana celular, existe una red de microtdbulos
subpediculares formada por unidades de 20 nm de didmetro que se extiende de un

extremo a otro de la célula que adicionalmente estdn asociados estrechamente a la
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membrana  constituyendo parte  del citoesqueleto de estos hemoflagelados

(Vickerman, 1977).

El ndcleo presenta la estructura general de los eucariotas, con una envoltura nuclear
compuesta por dos membranas Yyuxtapuestas que encierra un nucléolo central,
prominente y muy denso, en tanto que la cromatina se distribuye a modo de masas

periféricas, difuminandose al momento de la replicacion (Vickerman, 1977).

Microcuerpo

Figura 3. Representacion esquematica de
la ultraestructura de un tripomastigote
de Trypanosoma evansi (Modificado de
Vickerman, 1977).
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Hoare (1972), indica que T. evansi fue el primer tripanosoma asociado a eventos
patogénicos que varia en funcién del aislado, la zona geografica y la especie de vertebrado
involucrado. No obstante, se aprecian semejanzas macroscopicas en cuanto a lesiones
anatomopatoldgicas se refiere. Adicionalmente, se observa anemia, exudados
serofibrinosos en las cavidades serosas, caquexia, atrofia de la musculatura esquelética y
adenopatias tumefactas, mucosas palidas, tejidos ictéricos, edemas generalizados,

esplenomegalia, higado hipertréfico con congestion pasiva y focos de degeneracion turbia y
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adiposa, rifiones tumefactos, congestionados y con hemorragias intersticiales (Damayanti y
col., 1994; Audu y col., 1999; Biswas y col., 2001; Herrera y col., 2002), indicando que es
posible establecer relaciones entre lesiones macroscopicas y alteraciones microscépicas, aun

cuando no es descabellado suponer que tal correlacién también seria extrapolable a cambios

submicroscopicos.

De esta manera, la patologia de la enfermedad producida por T. evansi y sus implicaciones
en el desarrollo de las actividades pecuarias en Venezuela y en extensas regiones
subtropicales de Sudamerica, Africa y Asia, sugieren por si mismas la relevancia de
ahondar en la descripcion macroscopica, microscopica y ultraestructural ya sefialadas. Aun
mayor es la importancia de desarrollar estudios utilizando aislados venezolanos, asumiendo
las potencialidades de Venezuela como pais ganadero. En este sentido, en los Gltimos afios
se han reportado alteraciones submicroscépicas importantes que conllevan a fallas en la
funcion hepatica y renal en modelos murinos. Asi, Rossi y col. (2008), describen cambios
como: acumulacion de gotas lipidicas, distribucion irregular de particulas de glucégeno
(Fig. 4), reticulo endoplasméticohinchado, mitocondrias pleomorficas y desaparicion del
reticulo endoplasmatico rugoso. Adicionalmente se evidencia la presencia de

tripomastigotes en el tejido y a nivel intracelular.
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Figura 4. A: Micrografia electrénica mostrando cimulos de gotas lipidicas (estrellas) y distribucién irregular
de particulas de glicégeno (circulo) en el citoplasma de hepatocitos, peroxisomas (cabeza de flecha)
mitocondrias(triangulo), canaliculo biliar (flecha). B: Formas tripomastigotes del T. evansi (flecha) en el
citoplasma de un hepatocito alterado (circulo), Espacio de Disse (cabeza de flecha). (Tomado de Rossi y col.,
2008)

Asimismo, Tejero y col. (2009) reportan algunos hallazgos similares en tejido renal, tras la
infeccion experimental de ratones, describiendo alteraciones como mitocondrias
pleomorficas, acumulacién de gotas lipidicas y presencia de tripomastigotes, esta vez en la

microvasculatura (Figura 5).

Figura 5. A: Se observan microvellosidades apicales (doble cabeza de flecha) y mitocondrias polimdrficas
(mit)(15000X). B: se revela la presencia de un tripomastigote intravascular (rayo),la membrana basal
(triangulo) y gotas lipidicas (circulos negros)(35000X). (Tomado de Tejero y col., 2009).
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Por otro lado, se han realizado estudios histopatoldgicos con T. cruzi, que revelan cambios
en el parénquima pulmonar de ratones infectados (Melnikov y col.,2005), lo cual sugiere la
posible existencia de este tipo de alteraciones también en infecciones con T. evansi,
particularmente con aislados venezolanos. En este sentido, Marrero y col. (2009) reportaron
descripciones ultraestructurales y morfométricas puntuales del tejido en un modelo murino
inoculado con T. evansi a una alta parasitemia, encontrdndose mitocondrias edematizadas y
alteraciones nucleares. Estas investigaciones podrian considerarse como precursoras en el
estudio de las variaciones a nivel submicroscopicos a lo largo de infecciones
experimentales. Ademas, Biswas y col. (2001) y Herrera y col. (2002), quienes trabajaron
en la India y Brasil, respectivamente, describieron  lesiones macroscopicas e
histopatoldgicas severas, incluyendo la ruptura de los alvéolos pulmonares, que sugieren

efectivamente la existencia de cambios ultraestructurales en pulmon.

EL PULMON

El pulmon es el drgano responsable de la respiracion en el hombre y en los vertebrados que
viven o pueden vivir fuera del agua. Es una estructura esponjosa, blanda, flexible, que se

comprime y dilata, y ocupa una parte de la cavidad toracica (Figura 6).

El pulmén de los mamiferos esta constituido por millones de sacos alveolares
interconectados y cerrados por un extremo que se denominan alvéolos que, junto con los
bronquiolos terminales, los bronguiolos respiratorios, los conductos alveolares y los sacos
alveolares, constituyen la porcion respiratoria del pulmoén. Los gases se transfieren a traves
de las finas paredes de los alvéolos que se encuentran en las regiones distales respecto a los

bronquiolos terminales, denominadas &cinos. Las vias aéreas que conducen hasta los
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col., 1998).

bronquiolos terminales constituyen la parte no respiratoria del pulmon(Figura 7) (Randall y

J Hueso hioides
* Ligamento tirohioideo
~ Cartilago tiroides
—Traquea

—— Cartilago traqueal
— Ligamento anular

Figura 6. Esquema pulmonar externo

febrero de 2011]

http://cuerpohumanocuerpo.blogspot.com/2009/03/
dibujo-de-los-pulmones.html [Consultada el 09 de

Fibras de

Figura 7. Esquema pulmonar interno.

(http://www.flickr.com/photos/11052268@
N03/1033197410/) [Consultada el 02 de

noviembre de 2010]
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(que lieva sangre

desoxigenada)
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respiratono
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Los conductos aéreos que llevan a la porcion respiratoria del pulmon contienen cartilago,

un poco de masculo liso y epitelio ciliado. El epitelio secreta mucus, que se mueve en
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direccion a la boca por accion de los cilios. Este mucus mantiene los pulmones limpios. En
las porciones respiratorias del pulmon el cartilago es reemplazado por musculo liso (Hib y

Di Fiore, 2001).

El epitelio pulmonar estd formado por dos tipos celulares.

1- Células alveolares o neumocitos | (ocupan el 95% de la pared de los alveolos), son
planas con grandes ndcleos aplanados y estan unidas gracias a uniones estrechas.
Contiene escasas mitocondrias y organelos; su citoplasma ofrece una delgada
cobertura a la membrana basal alveolar y su delgadez contribuye a la eficiencia de
la barrera aire-sangre (Stevens y Lowe, 2006)

2- Células septales o neumocitos Il, también llamadas células alveolares grandes
(Figura 8).Se encuentran dispersas entre las células alveolares |, aisladas o en
grupos pequefios. EI nombre de células septales se debe a que abundan en las zonas

donde se unen entre si los tabiques interalveolares (Leeson y col., 1987).

La superficie libre de las células tipo Il es convexa, se halla cubierta de microvellosidades y
sobresale en la luz del alvéolo. Poseen un nucleo relativamente grande que ocupa la regién
central de la célula. En la region apical contienen granulos de secrecion que miden entre 0,2
y 1 um de diametro, que reciben el nombre de cuerpos multilamelares porque presentan una
serie de laminillas o membranas superpuestas. Los cuerpos multilamelares descargan su
contenido hacia la cavidad alveolar. EI producto secretado, que fundamentalmente es el
dipalmitoilfosfatidilcolina, se conoce como surfactante o agente tensioactivo pulmonar y
estd encargado de formar una pelicula sobre el epitelio alveolar que disminuye la tensién
superficial entre el aire y el epitelio en si, facilitando asi el intercambio gaseoso; ademas,
evita que los alveolos se colapsen durante la espiracion (Randall y col,1998).
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Por otro lado, los macrofagos de los alveolos pulmonares, también Ilamados células
pulverulentas, como todos los macréfagos, derivan de monocitos circulantes que escapande
los capilares interalveolares y pasan al tejido conectivo de los tabiques,donde se diferencian
en macrdfagos. Algunos permanecen en el interior de los tabiquesy otros aparecen en la
cavidad alveolar, ya que se filtran entre las célulasalveolares (Figura 9). Los macréfagos
fagocitan las particulas que ingresan en los pulmones con el aire inhalado (Hib y Di Fiore,

2001)

Alveolus

Figura 8. Epitelio escamoso alveolar. Se destacan neumocitos tipo Il (NII) con estructuras en forma mielinica
caracteristicas (flecha), el espacio alveolar (alveolus) y un capilar (capillary). (Modificado de Greep y Weiss,
1973)

Figura 9. Micrografia donde se observan macréfagos
alveolares (asterisco) en la luz alveolar (LA). (Tomado
de Garrido y col., 2003)
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ANTECEDENTES

Son diversas las referencias alusivas a pulmon y sus cambios en infecciones naturales y
experimentales con protozoarios. Sin embargo, la bibliografia relativa al T. evansi es escasa
y aquella referida, especificamente a muestras venezolanas del parasito, segin nuestro
conocimiento, solo ha sido investigado por Marrero y col. (2009) en un modelo murino con

alta carga parasitaria, reportando edematizacién mitocondrial y alteraciones nucleares.

En Indonesia, Damayanti y col. (1999), llev6 a cabo infecciones experimentales en bufalos,
reportando alteraciones pulmonares como engrosamiento focal de las paredes alveolares,
edema intersticial y congestion capilar.Posteriormente, a partir de investigaciones
realizadas en la India, Biswas y col. (2001)describen alteraciones macroscopicas e
histopatol6gicas progresivas en pulmones de ratas infectadas experimentalmente con T.
evansi, que van desde congestion en los bronquiolos y desarrollo inflamatorio
intrabronquial en los primeros dias de infeccion, hasta necrosis en las paredes alveolares,
neumonia lobular y enfisema.Por su parte, en el afio 2002, Herrera y col. observan
congestion y hemorragia pulmonar al infectar coaties (Nasua nasua) con T. evansi, asi

como areas focales de enfisema.

Asi mismo, Dargantes y col. (2005), hallaron colapso alveolar, infiltracion linfocitaria y
tripomastigotes evidentes en el tejido pulmonar de cabras infectadas experimentalmente.En
el mismo afio, Melnikov y col. (2005), realizan experimentos en México con un protozoario
filogenéticamente cercano a T. evansi, infectando modelos murinos con T. cruzi, hallando
resultados similares que comprenden engrosamiento de la pared alveolar e infiltrado

inflamatorio.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La infeccion experimental en ratonesconlos aislados venezolanos deT. evansi, induce
alteraciones en las células alveolares y microvasculatura pulmonar que varian en funcion

del tiempo de infeccion.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios ultraestructurales del pulmén de ratones infectados

experimentalmente con dos aislados venezolanos de T. evansi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Correlacionar el comportamiento parasitologico en el transcurso de las infecciones
experimentales en modelos murinos con posibles alteraciones ultraestructurales.

2. Verificar la presencia del T. evansi en el pulmon de ratones infectados
experimentalmente en el transcurso de la infeccidn experimental.

3. Describir posibles cambios histopatologicos en el tejido pulmonar de ratones
infectados con T. evansi.

4. Describir posibles cambios ultraestructurales en las células alveolares | y Il en el
transcurso de la infeccion experimental.

5. Describir posibles cambios ultraestructurales en la microvasculatura en el transcurso de
la infeccion experimental.

6. Describir posible presencia de infiltrado celular en el tejido.

7. Comparar el comportamiento parasitologico y las alteraciones histopatoldgicas y
ultraestructurales en tejido pulmonar de ratones infectados con dos aislados
venezolanos de T. evansi.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Muestras de T. evansi provenientes de un caballo (E. caballus) y de un asno (E. asinus)
con sintomatologia de derrengadera infectados en forma natural en los estados Guarico y

Apure, respectivamente.

Lotes de Mus musculus hembras de 20 gr de peso corporal de la cepa NMRI (Bioterio

IVIC).

DISENO EXPERIMENTAL

Griina Grupo Grupo
Enfoque Enfoque Enfoque Enfoque
| | | | |
- Cortes MFT - Espacio
Parasitem _ Alveolar
ia Membran
a basal
ANAI ISIS

Una muestra criopreservada en N, liquido se normaliz6 y expandié por inoculacion
intraperitoneal en ratones NMRI. Tras alcanzar niveles de parasitemia del orden de 107, los

animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y por puncién cardiaca se extrajo
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lasangre, la cual se mezcl6 con EDTA. Las muestras se diluyeron en una solucion en buffer

fosfato (PBS) enriquecido con 1% de glucosa (PBSG) hasta alcanzar el inoculo deseado.

Grupos de 15 ratones fueron inoculados intradérmicamente con 1 tripomastigote/gramo de

peso corporal. Interdiariamente se selecciono aleatoriamente un raton por grupo.

Cabe destacar que las infecciones con los aislados E. caballusy E. asinus deT. evansi
utilizados en este estudio, han sido reportadas por Perrone (2003), con un tiempo de
sobrevivencia de 16 y 38 dias aproximadamente, a partir de los cuales los individuos
comienzan a morir, por lo cual una muestra de 15 ratones por grupo aseguré la extraccion

interdiaria del érgano a lo largo de la infeccion.

A partir de sangre de la vena caudal se determiné la parasitemia segun una adaptacion del
método de Brener (1962). Se colocaron 5 pl de sangre en un porta-objetos, sobre la muestra
de sangre se dispuso una laminilla cubre-objetos (22 mm x 22 mm). La muestra se llevo al

microscopio Yy se observaron 100 campos a 400X.

La formula que permitio la evaluacion de la parasitemia es la siguiente:

Flagelados
ml

=0cx Fmx Fd

donde Oc, representa el numero de organismos contados, Fm, es el factor del microscopio y

Fd, es el factor de dilucion.

Seguidamente se procedid a registrar el peso de cada raton y realizar el analisis de

hematocrito, segun el protocolo de Woo, (1969).

Un raton seleccionado al azar, al cual se le realizd previamente el analisis parasitologico

(para cada grupo experimental) fue sacrificado por dislocacion cervical y mediante ablacion
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quirdrgica, se le extrajo los pulmones. Las muestras fueron procesadas y observadas en un

microscopio electronico de transmision, marca JEOL, modelo JEM-1011.

Con base en su complejidad metodoldgica se describen las etapas de la técnica rutinaria de

corte fino para microscopia electrénica de transmision.

FIJACION.

El primer paso de la técnica consiste en preservar la ultraestructura bioldgica de la muestra
y proteger de modificaciones eventuales que pudieran aparecer durante el devenir de la

técnica.

El primer fijador a usar consiste en la solucion de Karnovsky, una mezcla de 2,5% de
glutaraldehido mas 37% de formaldehido diluidos en buffer fosfato de Millonig (1961) a
pH 7,4 y 320 mOsm, osmolaridad mayor que la del plasma de los mamiferos por cuanto en
el rango utilizado no se aprecia dafio tisular, evitindose ademas, la dilucion excesiva de la
solucion fijadora que alcanza las regiones centrales de la muestra. En la osmolaridad total
no se incluye la contribucion del glutaraldehido, ya que segin Arborgh y col. (1976), no
constituye un factor importante en la presion osmdtica efectiva. El glutaraldehido establece
puentes de entrecruzamiento con las proteinas, enlazando sus grupos amino.
Especificamente, el grupo aldehido reacciona con el grupo amino de la lisina ubicada en
proteinas adyacentes, originando asi, los puentes de entrecruzamiento (Bozzola y Russell,
1992). El 6rgano extraido se deposita en un tubo Eppendorf provisto con 0,5 ml de solucion
de Karnovsky a 4° C. Transcurridos 5 minutos la muestra es seccionada y los fragmentos
contintan el proceso de fijacion hasta completarse 45 minutos. Al cabo de ese tiempo, las
porciones de pulmon se lavan en buffer fosfato por 5 minutos y se postfijan en tetroxido de

osmio (0sOy) al 1% en el mismo buffer, bajo las mismas condiciones de osmolaridad y pH.
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La post-fijacion (OsO4) se prolonga por 1 hora y se prosigue con un lavado en agua
destilada durante 15 minutos. EI OsO, reacciona principalmente con las moléculas
lipidicas. Se ha propuesto que las insaturaciones de los acidos grasos son oxidadas por el
OsQq, el cual a su vez, es reducido a Osmio metélico formando un precipitado opaco que
afiade densidad y contraste al tejido (Bozzola y Russell, 1992). Asi, ademas de actuar como
fijador, procede como contrastante menos acentuado, por cierto, que el de los contrastantes

utilizados en la “coloracidon” de los cortes finos.

DESHIDRATACION.

La deshidratacion es el proceso que sustituye el agua intracelular por un liquido que actda a
modo de solvente entre el medio celular acuoso y la resina de inclusion hidrofébica. El
reemplazo se consigue mediante una serie cambios de concentracion ascendente del agente

deshidratante, en este caso etanol, para lograrlo se procede de acuerdo al siguiente

protocolo:
Agente % de Temperatura | N° de cambios | Tiempo (min.)
deshidratante alcohol (°C)
Etanol 50 4 1 5
Etanol 75 4 1 5
Etanol 90 ambiente 1 5
Etanol 100 ambiente 1 5

Los pasos de deshidratacion iniciales se realizaron a 4° C con la finalidad de minimizar los

cambios post-mortem debidos a la actividad lisosomal que se retardan considerablemente.

23



INFILTRACION.

Este proceso implica la sustitucion del agente deshidratante por un compuesto
intermediario entre el etanol y la resina epdxica que se utiliza en la inclusién, ya que este
alcohol es poco miscible con el epdn. Se usa en siguiente una pauta basada en oxido de

propileno que se muestra a continuacion:

Agente N° de cambios Tiempo (minutos)
Oxido de propileno 2 15
Oxido de propileno — epén (1:1) 1 30

INCLUSION.

La inclusiéon consiste en sustituir la mixtura resina-6xido de propileno por la mezcla
definitiva de resina y su posterior polimerizacion a 60°C por 48 horas. Esta reaccion
quimica le proporciona al espécimen el soporte fisico imprescindible que permite obtener
cortes finos. El proceso implica 4 cambios de 30 minutos cada uno en la resina (Luft,

1961), cuya composicion se detalla seguidamente:

Agente Mililitros
EM bed - 812 9,0
DDSA 6,0
NMA 5,0
DMP - 30 0,5

CORTE Y CONTRASTE.

Los cortes finos (60-90 nm) se obtuvieron con una cuchilla de diamante acoplada a un
ultramicrotomo Porter—-Blum MT2-B. Las secciones finas se contrastaron con acetato de
uranilo (Watson, 1958) y citrato de plomo (Reynolds, 1963). Si bien el mecanismo de

accion de los elementos contrastantes se desconoce, se acepta que los iones uranilo
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reaccionan fuertemente con los grupos fosfato contenidos en los acidos nucleicos y las
proteinas, adquiriendo en consecuencia un contraste consistente y caracteristico. Asimismo,
los iones plomo se enlazan a componentes cargados negativamente como los grupos
hidroxilo y a los dominios en los que se habia enlazado el osmio. Los grupos fosfatos
también podrian estar implicados en este fendmeno (Bozzola y Russell, 1992). El acetato
de uranilo se emplea en forma de solucion acuosa al 3%. La rejilla porta-muestras se coloca
sobre la soluciéon en oscuridad durante 35 minutos y, posteriormente, se lava con agua
destilada dejandose secar antes de proceder al tratamiento con el siguiente compuesto. El
contraste con citrato de plomo se realiza colocando una gota de la solucion sobre un papel
impermeable en una placa de Petri completamente anhidra. Para lograrlo la placa se
colocara en una cdmara anhidra y se depositaran en el interior de la placa perlitas de NaOH;
la anhidrosis procederd durante los 20 minutos previos a la introduccion de las rejillas
porta-muestras. Una vez colocadas las rejillas en contacto con el contrastante en el interior
de la cdmara, se dejan transcurrir 15 minutos. Posteriormente, las muestras (cortes finos
sobre rejilla porta-muestras) se enjuagan con agua destilada y se dejan secar. Los cortes
finos se examinaron en el microscopio electrénico de transmision Jeol JEM-1011, con
voltaje de aceleracion de 80 kV. El registro permanente se efectué en negativos de 8,3 x
10,2 cm, de los cuales se obtuvo el positivo, bajo el procedimiento comdn de revelado de

fotografias.

Los cortes gruesos fueron realizados a partir de las muestras ya incluidas en resina, en un
ultramicrotomo Porter-Blum MT2-B, para luego ser coloreados con azul de toluidina,
observados por microscopia de luz y registrados en fotografias digitales. El azul de

toluidina, es un colorante basico, que se une selectivamente a los grupos fosfato de carga
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negativa del DNA y RNA. En consecuencia, tifie la cromatina, el nucléolo y los ribosomas
(Welsch y Sobotta, 2009). Este colorante es empleado para mostrar las células y fibras en
cortes de resina epoxi, pues es uno de los pocos que penetran la densa resina y logran tefiir

el corte tisular (Stevens y Lowe, 2006).

A partir de las micrografias obtenidas en los cortes finos y gruesos, se realizaron medidas
morfométricas, a través del programa IMAGE TOOLS version 3.1. Los datos fueron
analizados realizando un analisis de la varianza ANOVA a través del programa

STATISTICA version 2.0.

El ANOVA es un estadistico que se utiliza para comparar si los valores de un conjunto de
datos numeéricos son significativamente distintos a los valores de otro 0 mas conjuntos de
datos. El procedimiento para comparar estos valores estd basado en la varianza global
observada en los grupos de datos numéricos a comparar. Tipicamente, el ANOVA se utiliza
para asociar una probabilidad a la conclusion de que la media de un grupo de puntuaciones
es distinta de la media de otro grupo de puntuaciones. De esta manera, establece que el
ANOVA es un procedimiento estadistico que permite analizar si mas de dos grupos difieren
significativamente entre si en cuanto a sus medias y varianza. Mediante la comparacion se

pretende probar una hipotesis de diferencia entre mas de dos grupos (Milton, 2001).

Finalmente se llevd a cabo el analisis de las micrografias obtenidas a través de la
descripcion cualitativa y cuantitativa de la morfologia y estructura del tejido, las células y
sus organelos, sus alteraciones y la busqueda de patologias, mediante la revision
bibliografica, para correlacionar los enfoques parasitologico, histopatologico

ultraestructural y morfométrico.
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RESULTADOS

Para facilitar su comprensién, los resultados han sido agrupados en 4 enfoques, clasificados
de acuerdo a la metodologia utilizada para la obtencion de los mismos. Estos son:

parasitoldgico, histopatoldgico, ultraestructural y morfométrico.

Enfoque parasitoldgico. Implica una descripcion de los resultados obtenidos a partir
de técnicas empleadas comunmente en estudios clasicos de parasitologia, incluyendo
variables como la parasitemia, supervivencia, peso y hematocrito de los individuos
para cada grupo experimental, a lo largo de la infeccién. En el se evalGa el
comportamiento parasitologico de los aislados utilizados y signos clinicos de los

roedores infectados.

Enfoque histologico. Muestra las principales alteraciones a nivel microscopico,
permitiendo apreciar cambios alveolares y tisulares en los individuos infectados
experimentalmente con los aislados E. caballus y E. asinus, comparandolos con los

controles.

Enfoque ultraestructural. En el transcurso de las infecciones experimentales, los
hospedadores sufren alteraciones pulmonares submicroscépicas, de las cuales algunas
son descritas de forma interdiaria. Se analizan los cambios en los animales infectados

con cada uno de los aislados.
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Enfoque morfométrico. Permite evaluar algunas de las alteraciones observadas en los
enfoques anteriores, cuantificando variables como el diametro mayor de los espacios
alveolares, grosor de la membrana basal capilar, area de los neumocitos I, area de los
neumocitos |1, area de su nucleo y diametro de sus cuerpos laminares, a lo largo de las
infecciones experimentales. Se determina la significancia de las alteraciones y se

comparan los cambios entre los aislados.

. DESCRIPCION PARASITOLOGICA

A continuacion se muestra el cambio de las variables parasitologicas: parasitemia,
sobrevivencia, peso y hematocrito en el transcurso de la infeccién experimental

correspondiente a los aislados de T. evansi provenientes de E. caballus y E. asinus.

Una de las variables mas representativas, en los estudios parasitoldgicos es la parasitemia.
La Figura 10, muestra diferencias en el comportamiento parasitolégico de los aislados
estudiados. El grupo infectado con el aislado procedente deE. caballus incrementa de forma
continua la parasitemia hasta la muerte de los hospedadores, mientras que el infectado con
el aislado de E. asinus presenta un patron que evidencia fluctuaciones en la carga

parasitaria de los animales.
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Figura 10. La grafica indica en el eje (Y) las variaciones estimadas del promedio de Parasitemia (P) de T.
evansi, luego de la infeccién experimental en murinos, en el transcurso del tiempo (eje X). Cada curva
corresponde a un grupo experimental. La linea punteada y triangulos sefiala el curso y promedio interdiario de
P, en los animales infectados con E. asinus, la linea discontinua y circulos indican el curso y promedio de P,
en los animales infectados con E. caballus y la linea continua y cuadros muestra el comportamiento del grupo
control. Las barras (6 bigotes) de cada promedio corresponden al error estdndar asociado a cada media

aritmética.

Estas cargas parasitarias se ven reflejadas en la sobrevivencia de los animales, la cual fue

mayor en los individuos infectados con el aislado E. asinus, tal como se muestra en la

Figura 11, evidenciando una menor agresividad del mismo y sefialando un mayor tiempo

en la infeccion experimental.
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Figura 11. La gréfica indica en el eje (Y) las variaciones estimadas del promedio del porcentaje de
sobrevivencia (S) de los ratones luego de la infeccion experimental, en el transcurso del tiempo (eje X). Cada
curva corresponde a un grupo experimental. La linea punteada y tridngulos sefiala el curso y promedio
interdiario de S, en los animales infectados con E. asinus, la linea discontinua y circulos indican el curso y
promedio de S, en los animales infectados con E. caballus y la linea continua y cuadros muestra el
comportamiento del grupo control. Las barras (6 bigotes) de cada promedio corresponden al error estandar
asociado a cada media aritmética.

Los efectos de la infeccion se evidencian también en el peso corporal de los roedores. La
Figura 12, permite apreciar una disminucion del mismo en los roedores infectados con cada
uno de los aislados. Asimismo, la Figura 13 evidencia una disminucion progresiva en el
porcentaje de eritrocitos (Hematocrito) de los modelos murinos. Se destaca la diferencia
entre el efecto causado, en ambas variables, por el aislado E. caballus y el aislado E.

asinus.
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Figura 12. La grafica indica en el eje (YY) las variaciones estimadas del promedio del Peso corporal (PC) de
los ratones infectados en el transcurso del tiempo (eje X). Cada curva corresponde a un grupo experimental.
La linea punteada y triangulos sefiala el curso y promedio interdiario de PC, en los animales infectados con E.
asinus, la linea discontinua y circulos indican el curso y promedio de PC, en los animales infectados con E.
caballus y la linea continua y cuadros muestra el comportamiento del grupo control. Las barras (6 bigotes) de
cada promedio corresponden al error estdndar asociado a cada media aritmética.

HEMATOCRITO Vs. TIEMPO DE INFECCION
65

60 }

55}

50

45t

40}

35¢t

HEMATOCRITO (% globulos rojos)

30} ]

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

TIEMPO (Dias)
4 CONTROL 4 E. caballus -k E. asinus

31



Figura 13. La grafica indica en el eje (Y) las variaciones estimadas del promedio del Hematocrito (H) de los
ratones infectados en el transcurso del tiempo (eje X). Cada curva corresponde a un grupo experimental. La
linea punteada y triangulos sefiala el curso y promedio interdiario de H, en los animales infectados con E.
asinus, la linea discontinua y circulos indican el curso y promedio de H, en los animales infectados con E.
caballus y la linea continua y cuadros muestra el comportamiento del grupo control. Las barras (6 bigotes) de
cada promedio corresponden al error estandar asociado a cada media aritmética.

Hasta ahora, los resultados mostrados en esta seccion evidencian con claridad que existen

indudables diferencias parasitologicas entre los aislados estudiados, presentdndose efectos

mas pronunciados sobre el hospedador infectado con el aislado proveniente de E. caballus,

respecto a los infectados con el aislado proveniente de E. asinus.

Il. DESCRIPCION HISTOPATOLOGICA DEL TEJIDO

La infeccion causada por el parasito evidencia cambios macroscopicos en los animales,
tanto en el aislado proveniente deE. caballus como en el aislado deE. asinus.
Particularmente, a nivel pulmonar, se observan méas oscuros y con un notable aumento de

tamafo.

A nivel microscépico, usando como herramienta la microscopia de luz y técnicas
histoldgicas, estos dafios claramente perceptibles, pueden correlacionarse con algunas
alteraciones observadas como el aumento de los espacios alveolares y alveolos, lo cual se

hace evidente en la Figura 15.
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Figura 14. Corte histolégico de tejido pulmonar de un raton no infectado (control), donde se evidencian los
espacios alveolares (EA) y los tabiques interalveolares (asterisco). (400X). (Coloracion realizada con Azul de
Toluidina)

Figura 15. A. Corte histolégico de tejido pulmonar a los 15 dias de infeccion experimental con el aislado
proveniente de E. caballusde T. evansi, donde se observaaumento delos espacios alveolares (EA) y ruptura de
los tabiques (asterisco) (400X). B. Corte histolégico de tejido pulmonar a los 30 dias de infeccion
experimental con el aislado proveniente de E. asinus de T. evansi, donde se evidencia aumento de los espacios
alveolares (EA) y ruptura de los tabiques (asterisco) (400X). (Coloracion con Azul de Toluidina)
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DESCRIPCION ULTRAESTRUCTURAL DEL TEJIDO.

A continuacion se muestran una serie de micrografias tomadas durante el desarrollo
experimental, correspondientes al tejido pulmonar del grupo control y de ratones infectados

con los aislados provenientes de E. caballus y de E. asinus de T. evansi.

La Microscopia Electrénica de Transmision muestra resultados ultraestructurales
especificos, que permiten apreciar cambios submicroscépicos a nivel celular, pudiendo
observar alteraciones en los organelos. De esta forma, es posible correlacionar dafios en los
tres niveles: submicroscépico, microscopico y macroscopico, con el fin de ahondar en la

patologia de la infeccion.

Los cambios en el tejido pulmonar incluyen, para los grupos infectados con ambos aislados,
alteraciones vasculares, reticulo endoplasmético hinchado (Fig. 24b), aumento en el
infiltrado celular (Fig. 20b y 26b), vacuolizacion (Fig. 20b y 25a) y presencia de paréasitos

en el lecho capilar pulmonar (Fig. 18a, 19a, 20a, 23a, 23b, 244, 26a).

El dafio vascular es apreciable desde el dia 9 en los individuos infectados con el aislado
procedente de E. caballus (Fig. 18a y 18b) y 13 en E. asinus (Fig. 23a y 23b.), incluyendo
engrosamiento de la membrana basal (Fig. 18a, 18b, 19a 19b, 20a, 23b, 24a, 25a, 25b, 26a
y 26b), prolongaciones del endotelio (Fig. 19a y 24a) y disminucién de caveolas y

vesiculas pinociticas (Fig.18a, 19a, 20a, 23a, 24a y 26b).

El aumento en el nimero de células del sistema inmune se hace evidente hacia los ultimos
dias de la infeccion, para ambos grupos experimentales, apreciandose macréfagos (Fig. 20b

y 26b) y neutrdfilos (Fig. 20b).
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Las micrografias muestran alteraciones mas marcadas en los Gltimos dias de infeccion, sin
embargo éstas se presentan mas temprano en el aislado E. caballus, donde la infeccién

comprende aproximadamente 17 dias.

Los neumocitos tipo | y neumocitos tipo Il no experimentan alteraciones perceptibles a lo
largo de la infeccion experimental, tanto en el grupo infectado con el aislado deE. caballus

como en el de E.asinus.
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Figura 16. Micrografia del tejido pulmonar de un ratén no infectado (control).

Figura 16. a. Se muestran tres capilares (CAP) sin alteraciones con eritrocitos y células del sistema
inmune, ademas de células del endotelio vascular (rectangulo). Un neumaocito tipo Il (NII) con sus
cuerpos laminares (estrellas) y microvellosidades caracteristicas (flecha). Se evidencia colageno

(triangulo) en el tejido conectivo y el espacio alveolar (EA).

Figura 16. b. Se observan dos capilares (CAP), la membrana basal (flecha) y sus células
endoteliales. Un neumocito tipo Il se hace evidente con numerosos cuerpos multilamelares

(estrella), mitocondrias (circulo) y microvellosidades (elipse).
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Figura 17.Micrografia deltejido pulmonar de un ratén a los 5 dias de infeccién con el aislado E.

caballus de T. evansi.

Figura 17. a.Se aprecian celulas del tejido conectivo (tridngulo) con sus mitocondrias (estrella) y

un capilar (CAP) con su membrana basal poco alterada (flecha).

Figura 17. b. Se observan los tres tipos celulares caracteristicos del tejido pulmonar: un macrofago
alveolar (M), un neumocito tipo | (NI) en la pared del alveolo (EA) y un neumaocito tipo Il (NI1) con

cuerpos laminares (estrella).
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SERIE DE MICROGRAFIAS CORRESPONDIENTES A LA INFECION CON EL
AISLADO PROVENIENTE DE E. caballus
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Figura 18. Micrografia deltejido pulmonar de un raton a los 9 dias de infeccion con el aislado E.
caballus de T. evansi.

Figura 18. a. Los tripomastigotes se hacen evidentes en la luz del capilar (CAP), se percibe
engrosamiento de la membrana basal (flecha) y una ligera disminucion en el numero de caveolas

(elipse). Se observa ademas un neumocito tipo | (NI) tipicamente alargado en la pared alveolar.

Figura 18. b. Se muestran dos capilares (CAP), uno con la luz ocluida (superior), indicador de
dafio, y otro sin alteraciones. Se sefiala la membrana basal de cada uno (flecha) y la celula

endotelial de uno de los capilares (cuadro).
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Figura 19. Micrografia deltejido pulmonar de un ratén a los 13 dias de infeccion con el aislado E.
caballus de T. evansi.

Figura 19. a. Se observa un tripomastigote (TRI), dentro del capilar (CAP) con membrana basal
engrosada (flecha) y disminucion notable del numero de caveolas (elipse). La estrella sefiala

prolongaciones endoteliales del capilar.

Figura 19. b. Se aprecian celulas del tejido conectivo (tridngulo) y sus mitocondrias (estrella), asi

como un capilar (CAP) con membrana basal engrosada (flecha).
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Figura 20. Micrografia deltejido pulmonar de un raton a los 17 dias de infeccidn con el aislado E.

caballus de T. evansi.

Figura 20. a. Se evidencia un tripomastigote (TRI), en el cual se observan acidocalcisomas (elipse),
la regidn subpedicular (rectangulo) y flagelo (triangulo), se observa un neumocito tipo 1l (NII) con
un cuerpo laminar (hexagono), el espacio alveolar (EA) y un capilar (CAP) con pocas vesiculas
pinociticas (flecha) y membrana basal engrosada (circulo), mitocondrias sin alteracion (estrella) y

aparato de Golgi (rombo).

Figura 20.b. Se observa infiltrado celular en el tejido, encontrando macrofagos (M) y neutrofilos
(N). Se percibe tambien un neumocito tipo Il (NII) con sus cuerpos laminares (estrella) y

microvellosidades (flecha), asi como vacuolizacion en el tejido.
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Figura 21. Micrografia deltejido pulmonar de un ratén a los 5 dias de infeccion con el aislado E.

asinus de T. evansi.

Figura 21. a. Se hace evidente un neumocito tipo Il (I) con cuerpos laminares (estrella),

microvellosidades (Flecha) y nucleo de redondeado y de gran tamafio (Nu).

Figura 21. b. Micrografia de pulmdn en un ratn con 5 dias de infeccién con el aislado E. asinus de
T. evansi. Se observan celulas del tejido conectivo (triangulo) con sus mitocondrias (asterisco), asi

como un neumocito tipo | (NI) y un capilar (CAP) donde se sefiala la membrana basal (flecha).
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SERIE DE MICROGRAFIAS CORRESPONDIENTES A LA INFECION CON EL
AISLADO PROVENIENTE DE E. asinus
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Figura 22. Micrografia deltejido pulmonar de un ratén a los 9 dias de infeccién con el aislado E.

asinus de T. evansi.

Figura 22. a. Se observa un neumocito tipo I (NI) con su nucleo (Nu) tipicamente alargado. Se
aprecia un dafio mecanico en la preparacion de la muestra que conlleva a la separacion de la célula

respecto al tejido.

Figura 22. B. Se evidencia un neumocito tipo Il (NII), con cuerpos multilamelares (estrella), nucleo

(Un) y microvellosidades (flecha).
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Figura 23. Micrografia deltejido pulmonar de un raton a los 13 dias de infeccion con el aislado E.

asinus de T. evansi.

Figura 23. a. En la pared del capilar (CAP) se observan algunas vesiculas pinociticas (flechas),
caveolas (cabeza de flecha) y mitocondrias bien organizadas (estrella), asi como la membrana basal
(elipse). En el tripomastigote  se hace evidente el flagelo (tridngulo) y la region

subpelicular.(rectangulo).

Figura 23. b. En el capilar (CAP) se perciben gran cantidad de caveolas y vesiculas pinociticas
(flecha), asi como la membrana basal engrosada (asterisco). En la luz se aprecia un tripomastigote

(TRI) y su flagelo (estrella).
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Figura 24. Micrografia deltejido pulmonar de un raton a los 17 dias de infeccion con el aislado E.

asinus de T. evansi.

Figura 24. a. Se aprecia un tripomastigote (TRI) vy flagelos (triangulo) en la luz de un capilar
(CAP), en el cual se evidencia la disminucion de caveolas (flecha) y prolongaciones endoteliales

(estrella). Se observa tambien un neumocito tipo Il (NI1) con cuerpos laminares (rombo).

Figura 24. b. Se evidencia un capilar (CAP) y su membrana basal (flecha), una celula de tejido
conectivo (estrella) y una porcion celular mostrando reticulo endoplasmatico edematizado

(asterisco)
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Figura 25. Micrografia deltejido pulmonar de un raton a los 25 dias de infeccidn con el aislado E.

asinus de T. evansi.

Figura 25. a. Se aprecian dos capilares (CAP) con eritrocitos en la luz y membrana basal
engrosada (flecha), una celula endotelial (triangulo) y celulas del tejido conectivo (asterisco). La

vacualizacion del tejido se hace evidente (estrella).

Figura 25. b. Se observan celulas del tejido conectivo (asterisco), un neumocito tipo | (NI) en la
pared del espacio alveolar (EA). Se aprecian tambien dos capilares (CAP) con engrosamiento de la

membrana basal (flecha).
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Figura 26. Micrografia deltejido pulmonar de un raton a los 33 dias de infeccidn con el aislado E.

asinus de T. evansi.

Figura 26. a. Se observa un tripomastigote (TRI) en la luz del capilar (CAP), el cuel presenta
engrosamiento de la membrana basal (elipse). Se aprecia tambien un neumocito tipo 11 (NII) con sus

cuerpos laminares (tridngulo) y mitocondrias donde se evidencian las crestas (estrella).

Figura 26. b. Se hace evidente un macrofago (M) y sus mitocondrias (estrellas), asi como un

capilar (CAP) con membrana basal engrosada (flecha) y pocas caveolas (elipse).
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lIl. DESCRIPCION CUANTITATIVA DE LAS ALTERACIONES EN CELULAS
ALVEOLARES Y MICROVASCULATURA

Diametro mayor de los espacios alveolares

Al cuantificar el diametro mayor de los alvéolos se observa una gran diferencia,
representada en la gréfica (Fig. 27), entre cada grupo experimental, siendo mayor el
promedio de los espacios alveolares en los individuos infectados con E. caballus. La prueba
estadistica (ANOVA) confirma este hecho, arrojando diferencias significativas entre los

aislados y estos a su vez, varian significativamente respecto al grupo control (p=1x10"").

DIAMETRO MAYOR DE LOS ESPACIOS ALVEOLARES EN EL TRANSCURSO DE LA INFECCION
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Figura 27. La grafica indica en el eje Y los valores estimados del promedio del didmetro mayor de los
espacios alveolares (EA) en murinos infectados experimentalmente con el aislado E. caballus, E. asinus y
grupo control (Eje X). Las barras (0 bigotes) de cada promedio corresponden al error estandar asociado a
cada media aritmética.
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Suma de Grados de | Cuadrado F p
cuadrados Libertad medio
GRUPO 241089,2 2 120544,6 156,08 0,0000001
Error 113531,0 147 772,3

Tabla 1.Resultados de ANOVA sobre los valores presentados en el gréafico correspondientes al diametro
mayor de los espacios alveolares.

Membrana basal del Capilar

La gréfica (Fig. 28) que muestra la variacion en el grosor de la membrana basal del capilar
a lo largo de la infeccién, evidencia un aumento de la misma para ambos aislados, con
tendencias similares, sugiriendo lesiones capilares semejantes debido a E. caballus y E.

asinus.

Al observar los andlisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 2), se obtienen diferencias
significativas entre los grupos experimentales (p<0,05), pues la curva correspondiente a los
ratones no infectados (control) se mantiene casi constante, en discrepancia con las

tendencias de los otros grupos.

Adicionalmente, los resultados indican una diferencia significativa respecto a la variacion
del grosor en el tiempo (p=0,002) y respecto a los cambios ocurridos interdiariamente en
cada aislado (p=0,007), los cuales a pesar de presentar la misma tendencia al aumento,

difieren en cuando a la variacién observada para cada dia.
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GROSOR DE LA MEMBRANA BASAL EN EL TRANSCURSO DE LA INFECCION
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Figura 28. La gréfica indica en el eje Y las variaciones estimadas del promedio del Grosor de la Membrana
basal del capilar (GM) en murinos infectados experimentalmente con T. evansi, en el transcurso del tiempo
(eje X). Cada curva corresponde a un grupo experimental. La linea punteada y tridngulos sefiala el curso y
promedio interdiario de GM, en los animales infectados con E. asinus, la linea discontinua y circulos indican
el curso y promedio de GM, en los animales infectados con E. caballus y la linea continua y cuadros muestra
el comportamiento del grupo control. Las barras (6 bigotes) de cada promedio corresponden al error estandar
asociado a cada media aritmética.

Suma de Gradosde | Cuadrado F p
cuadrados Libertad medio
GRUPO 0,403811 2| 0,201905 | 11,23560 | 0,000360
EXPERIMENTAL
TIEMPO 0,115878 1| 0,115878 | 9,876911 | 0,002567
GRUPO*DIA 0,207708 5| 0,041542 | 3,540815 | 0,007020
Error 0,727396 62 | 0,011732

membrana basal de los capilares.

Tabla 2.Resultados de ANOVA sobre los valores presentados en el grafico correspondientes al grosor de la
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Area de los neumocitos |

Los resultados morfométricos obtenidos respecto al area de los neumocitos | sugieren que
no existen mayores variaciones entre los grupos experimentales, a lo largo de la infeccion
(Fig. 29). Efectivamente, los andlisis de la varianza (Tabla 3) indican que no existe una
discrepancia significativa entre los individuos infectados con E. caballus y E. asinus
(p=0,856), ni cambios en esta variable a través del tiempo (p=0,416), asi como en los

valores interdiarios para cada aislado.

AREA DE LOS NEUMOCITOS | EN EL TRANSCURSO DE LA INFECCION
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Figura 29. La grafica indica en el eje Y las variaciones estimadas del promedio del area de los neumocitos |
(Al) en murinos infectados experimentalmente con T. evansi, en el transcurso del tiempo (eje X). Cada curva
corresponde a un grupo experimental. La linea punteada y triangulos sefiala el curso y promedio interdiario de
Al, en los animales infectados con E. asinus, la linea discontinua y circulos indican el curso y promedio de
Al, en los animales infectados con E. caballus y la linea continua y cuadros muestra el comportamiento del
grupo control. Las barras (6 bigotes) de cada promedio corresponden al error estandar asociado a cada media
aritmética.
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Suma de Grados de | Cuadrados F p
cuadrados Libertad medios
GRUPOS 7,54 2 3,77 0,15 0,856
TIEMPO 122,38 5 24,48 1,01 0,416
GRUPO*DIA 85,06 10 8,51 0,35 0,964
Error 2844,06 117 24,31

Tabla 3.Resultados de ANOVA sobre los valores presentados en el grafico correspondientes al area de los
neumocitos |

Area de los neumocitos 11

La grafica (Fig. 30) muestra que no existen variaciones en el area de los neumocitos Il en el
transcurso de la infeccion en ninguno de los grupos experimentales. Los resultados del
analisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 4) confirman este planteamiento, evidenciando
gue no existen cambios significativos (p>0,005) en esta variable a lo largo de la infeccién

para ninguno los dos aislados.

AREA DE LOS NEUMOCITOS Il EN EL TRANSCURSO DE LA INFECCION
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Figura 30. La grafica indica en el eje Y las variaciones estimadas del promedio del area de los neumocitos |1
(All) en murinos infectados experimentalmente con T. evansi, en el transcurso del tiempo (eje X). Cada curva
corresponde a un grupo experimental. La linea punteada y tridngulos sefiala el curso y promedio interdiario de
All, en los animales infectados con E. asinus, la linea discontinua y circulos indican el curso y promedio de
All, en los animales infectados con E. caballus y la linea continua y cuadros muestra el comportamiento del
grupo control. Las barras (6 bigotes) de cada promedio corresponden al error estandar asociado a cada media
aritmética.
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Suma de Grados de | Cuadrado F p
cuadrados Libertad medio
GRUPO 103,3 2 51,6 0,903 | 0,408329
DIA 564,5 5 1129 1,973 | 0,087695
GRUPO*DIA 500,8 10 50,1 0,875 | 0,558420
Error 6694,8 117 57,2

Tabla 4.Resultados de ANOVA sobre los valores presentados en el grafico correspondientes al area de los
neumocitos tipo Il

Area nuclear de los Neumocitos 11

Los resultados obtenidos muestran que no se presentan variaciones importantes en al area
nuclear de los neumocitos Il a lo largo de la infeccion experimental en ninguno de los
aislados (Fig. 31). Resultados que pueden corroborarse con el analisis de la varianza
(ANOVA) donde se evidencia que no existen cambios significativos (p>0,005) respecto al

area nuclear de los Neumocitos Il entre los aislados en el curso de la infeccion.

AREA NUCLEAR DE LOS NEUMOCITOS Il EN EL
TRANSCURSO DE LA INFECCION
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Figura 31. La gréfica indica en el eje Y las variaciones estimadas del promedio del &rea nuclear de los
neumocitos Il (AN) de en murinos infectados experimentalmente con T. evansi, en el transcurso del tiempo
(eje X). Cada curva corresponde a un grupo experimental. La linea punteada y tridngulos sefiala el curso y
promedio interdiario de AN, en los animales infectados con E. asinus, la linea discontinua y circulos indican
el curso y promedio de AN, en los animales infectados con E. caballus y la linea continua y cuadros muestra
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el comportamiento del grupo control. Las barras (6 bigotes) de cada promedio corresponden al error estandar
asociado a cada media aritmética.

Suma de Grados de | Cuadrado F p
cuadrados Libertad medio
GRUPO 10,09 2 5,04 1,309 0,274093
DIA 2,91 5 0,58 0,151 0,979430
GRUPO*DIA 23,35 10 2,34 0,606 0,806100
Error 450,82 117 3,85

Tabla 5.Resultados de ANOVA sobre los valores presentados en el grafico correspondientes al area nuclear
de los neumocitos tipo Il

Diametro de los cuerpos laminares

La gréfica (Fig. 29) y los resultados del andlisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 3),
evidencian que no existen diferencias significativas (p>0,05) respecto al cambio en el
diametro de los cuerpos laminares de los neumocitos Il a lo largo de la infeccion, asi como

entre los grupos experimentales.

DIAMETRO DE LOS CUERPOS LAMINARES EN EL TRANSCURSO DE LA INFECCION
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Figura 32. La gréfica indica en el eje Y las variaciones estimadas del promedio del didmetro de los cuerpos
laminares de los neumocitos Il (CL) de en murinos infectados experimentalmente con T. evansi, en el
transcurso del tiempo (eje X). Cada curva corresponde a un grupo experimental. La linea punteada y
triangulos sefiala el curso y promedio interdiario de CL, en los animales infectados con E. asinus, la linea
discontinua y circulos indican el curso y promedio de CL, en los animales infectados con E. caballus y la
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Suma de Grados de | Cuadrado F p
cuadrados Libertad medio
GRUPO 0,0002 2 0,0001 0,002 | 0,998240
DIA 0,1398 5 0,0280 0,617 | 0,686745
GRUPO*DIA 0,4409 10 0,0441 0,974 | 0,470254
Error 5,2987 117 0,0453

linea continua y cuadros muestra el comportamiento del grupo control. Las barras (6 bigotes) de cada
promedio corresponden al error estandar asociado a cada media aritmética.

Tabla 6.Resultados de ANOVA sobre los valores presentados en el grafico correspondientes al diametro de
los cuerpos laminares de los neumocitos 1.
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DISCUSION

Las infecciones causadas por T. evansi han sido observadas en numerosos hospedadores
mamiferos (Losos, 1980; Nunes y col., 1993; Arias y col., 1997; Desquesnes, 2004,
Desquesnes y col., 2008), presentando notables diferencias en cuanto a la patogenicidad y
virulencia, segun el aislado, la zona geografica de origen y la especie de hospedador
vertebrado involucrado (Hoare, 1972). En Venezuela, se han descrito variaciones
patogénicas y parasitolégicas en modelos murinos infectados con aislados del parasito

provenientes de mamiferos venezolanos.(Perrone y col., 2006; Tejero y col., 2006; 2008).

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con la afirmacion anterior, mostrando
diferencias importantes en la parasitemia y sobrevivencia, entre aislados venezolanos
provenientes de E. caballus y E. asinus (Fig. 10). El aislado E. caballus, presenta siempre
una mayor parasitemia y un aumento exponencial de la misma, mientras que E. asinus
muestra una parasitemia menor, presentando fluctuaciones en la carga parasitaria a lo largo
de la infeccion. La supervivencia de los ratones infectados consistié en 17 dias, para E.
caballus y 35 dias para E. asinus (Fig. 11), pudiendo especular acerca de la diferencia en
los patrones de virulencia de ambos aislados. Resultados similares han sido reportados por

Perrone (2003), Tejero y col. (2006; 2008) y Gonzéalez (2010).

Esta heterogeneidad en la conducta parasitoldgica de los aislados ha sido atribuida por
Davila (1998), a las particularidades de los mecanismos de interaccion parasito-hospedador,
y asociada por Menezes y col. (2004) y Tejero y col. (2008) a la transformacion de los

tripomastigotes en relacion a la ontogenia del parasito en el mamifero.
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Normalmente en las infecciones de modelos murinos con T. evansi,la parasitemia aumenta
progresivamente hasta la muerte de los animales, tal como se evidencio en el grupo
experimental correspondiente al aislado E. caballus (Fig. 10). No obstante, se observé un
comportamiento oscilatorio en la carga parasitaria de los individuos infectados con E.
asinus (Fig. 10). Esta tendencia ha sido sefialada por Roitt (1994), en grandes hospedadores
mamiferos, como el producto de la variacion antigénica expresada por los parasitos, cambio
que les permite evadir la accion de los anticuerpos humorales del hospedador, por lo cual se
infiere que los tripanosomas, al formar complejos antigeno — anticuerpo con los anticuerpos
sintetizados, exponen una variante antigénica inicial, representada por una onda de
parasitemia. Este complejo (tripanosoma-anticuerpo) es reconocido y progresivamente
eliminado, razon por la cual la parasitemia tiende a disminuir, a pesar que algunos parasitos
permanezcan viables, ya que habrian adquirido una nueva constitucion antigénica. Los
tripomastigotes de esta nueva variante, se multiplicarian hasta ser “neutralizados” por la
respuesta primaria de los anticuerpos y, por ende, serian sustituidos por una tercera variante

(Cross, 1996).

El peso corporal evidencia la condicién fisica de los animales. Los resultados obtenidos,
para ambos grupos experimentales, muestran una disminucién del mismo en el progreso de
la infeccion (Fig. 12). Resultados similares han sido reportados por otros autores en
caballos, bufalos, cabras y ovejas infectadas con T. evansi, y vinculados a la pérdida de
apetito asociada a la enfermedad (Damayanti, 1994; Desquesnes, 2004). En el modelo
murino, Gonzalez (2010) atribuye este hecho a la activacion de fuentes energéticas alternas

por parte del hospedador, como la liberacion de &cidos grasos, debido a la pérdida
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sustancial de glucosa plasmatica. Cabe destacar que en términos energéticos, después de la

glucosa, los lipidos son la principal fuente de energia para la célula (Michael y Cox, 2000).

Ademaés del peso corporal, el hematocrito es un indicador clinico de anemia, que se usa en
estudios de parasitologia para evaluar cambios en la quimica sanguinea del hospedador. En
el curso de la infeccion experimental, se aprecia una tendencia general al descenso de los
valores de hematocrito (Fig. 13), revelando que la presencia del parésito disminuye el
namero de eritrocitos, tal como lo plantean Garcia y col. (2009) en ovejos infectados
experimentalmente con T. vivax, un parasito filogenéticamente cercano a T. evansi.
Babatunde y col. (1982), describen complejos inmunes sobre la membrana plasmatica de
los eritrocitos de animales infectados experimentalmente con T. evansi. Tales complejos,
serian capaces de fijar el complemento, desatando hemdlisis eritrocitaria o activacion del
sistema mononuclear, lo que favoreceria la eritrofagocitosis. Este planteamiento sugeriria
que la anemia observada es de tipo autoinmune. Sin embargo, es importante destacar que la
patogénesis de la anemia es un cuadro multifactorial complejo que, segun el estado de
desarrollo de la infeccion, puede deberse a la hemolisis, a lisis eritrocitaria, a
eritrofagocitosis por accion de macréfagos mononucleares y/o hipervolemia por aumento

del volumen plasmético (Babatunde y col., 1982).

Ademas de alteraciones en la quimica sanguinea, los tripanosomas provocan lesiones
anatomopatologicas importantes en sus hospedadores, entre las que se destacan, enfisema,
edema y congestion pulmonar (Damayanti y col., 1994; Audu y col., 1999; Biswas y col.,
2001; Dargantes y col., 2005). Sin embargo no se han descrito cambios ultrestructurales en

este tipo de tejido, asi como el progreso de etas alteraciones a lo largo de la infeccion.
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En el pulmon se llevan a cabo los procesos de intercambio gaseoso, que conllevan al
suministro de oxigeno en todos los grupos celulares del organismo (Mufioz y Garcia, 1997).
De esta forma, se hace evidente el papel de la gran vascularizacion en este 6rgano. Por lo
tanto, es 16gico suponer que alteraciones en el sistema circulatorio por efecto del parésito
estén vinculadas a dafios en el tejido pulmonar y cambios histopatoldgicos a este nivel, tal
como lo describen Cadioli y col., (2006) al reportar congestion pulmonar en asnos

infectados experimentalmente con T. evansi.

Los resultados obtenidos en cuanto a cambios histopatolégicos, que incluyen el aumento de
espacios alveolares, en ambos grupos experimentales infectados (Fig. 15), corresponden en
gran medida con los reportados por Damayanti y col. (1994) y Herrera y col. (2002),
quienes manifiestan haber encontrado areas focales de enfisema en pulmones de bufalos y

coaties infectados experimentalmente.

Tales alteraciones requieren un andlisis morfométrico que permita corroborar los cambios
observados. Efectivamente, los resultados estadisticos confirman este aumento, mostrando
diferencias significativas (p=1x107) entre los individuos infectados y los no infectados
(Tabla 1), asi como entre los aislados de T. evansi utilizados (Fig. 27) respecto al espacio

alveolar.

El enfisema pulmonar implica exceso de aire en los pulmones, se usa habitualmente para
describir al proceso obstructivo o destructivo de estos 6rganos y evidencia un dafio en los
tabiques alveolares (Guyton y Hall, 2006), tal como se observa en los resultados

presentados (Fig. 15). Algunos autores atribuyen estas alteraciones al desarrollo
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inflamatorio desencadenado por la presencia del parasito (Damayanti y col., 1999; Biswas y

col., 2001).

En este estudio se describen cambios ultraestructurales del tejido pulmonar de ratones en el
transcurso de una infeccion experimental, simulando dentro de lo posible las condiciones
naturales de inoculacion del parasito, siendo la presencia de infiltrado celular el posible

factor con mayor influencia en la ruptura alveolar.

Particularmente, en las infecciones por T. evansi las células del sistema inmunoldgico
tienen gran importancia, pues el parasito implica un componente inmunolodgico. Las células
que forman parte de la defensa del individuo migraran hacia los tejidos a través del sistema
vascular, con el fin de proteger al organismo del antigeno, en este caso los tripomastigotes

en sangre.

En el pulmdn, la acumulacion de células inmunitarias, conlleva a una patologia denominada
neumonia, la cual implica un desarrollo inflamatorio del pulmon en el que algunos o todos
los alveolos estan llenos de liquido y células sanguineas provenientes del sistema
inmunoldgico, esto genera una disminucién en la eficiencia del intercambio gaseoso
(Guyton y Hall, 2006). Por tal motivo se considerd la presencia de infiltrado celular
observado en las micrografias (Fig. 21b y 27b) como un factor primordial, tomando en
cuenta referencias previas que describen neumonia, en enfermedades infecciosas causadas
por otros tripanosomatideos como T. cruzi (Diego y col., 1998; Melnikov y col., 2005) y
Leishmania chagasi (Alves y col., 2010), donde se destaca una respuesta inflamatoria
incrementada, caracterizada principalmente por células mononucleares y macrofagos.

Asimismo, Damayanti y col. (1994); Biswas y col. (2001) y Dargantes y col. (2005),
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reportan gran cantidad de células inmunolégicas en el tejido pulmonar que conllevan a

dafo tisular en infecciones experimentales con T. evansi

El aumento del desarrollo inflamatorio, en ambos aislados, se observo hacia los ultimos
dias de infeccion, mostrando neutrofilos (Fig. 21b) y macrofagos (Fig. 27b). Esto sugiere
una acumulacion de células del sistema inmune en el transcurso de la enfermedad que traen

como consecuencia una lesion pulmonar severa.

Alves y col. (2010), proponen una explicacion al aumento de los espacios alveolares en las
infecciones de perros con un tripanosomatideo (Leishmania chagasi), sugiriendo que el
infiltrado inflamatorio tiene un efecto importante en la patogénesis de la lesion, por cuanto
la presencia del parasito en el lecho capilar pulmonar genera una estimulacion antigénica

continua.

Los macrofagos alveolares, forman parte de los tipos celulares caracteristicos del pulmén,
estos fagocitan las particulas que ingresan y activan otras células del sistema inmune a

través de la secrecion de citoquinas (Tizard, 2009).

El papel de los macrofagos alveolares parece ser esencial en el desarrollo de las lesiones y
su estimulacion constante conlleva a dafio tisular por hiperactividad de la células (Alves y
col., 2010). Asimismo, el infiltrado inflamatorio conlleva al engrosamiento de algunos
tabiques, debido a la migracion de células sanguineas hacia el tejido (Biswas y col., 2001;

Dargantes y col., 2005; Melnikov y col., 2005).

Los macrdfagos fagocitan también parte del surfactante producido por los neumocitos I,

con el fin de evitar la acumulacion excesiva de éste en los alvéolos. Asi, conociendo que las
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funciones del surfactante pulmonar son: la prevencion del colapso alveolar y la disminucion
del trabajo de insuflacion pulmonar, a través de la reduccion de la tension superficial de las
moléculas de agua en la superficie luminal de las células alveolares (Canby, 2007); es
posible suponer que el aumento descrito en la poblacion de macrdéfagos implica también
una disminucion en la cantidad de surfactante, lo cual a juzgar por sus funciones, conlleva a
un aumento en la tension superficial entre los tabiques, generando el colapso alveolar
observado en esta investigacion y reportado en estudios histopatoldgicos anteriores (Biswas

y col., 2001; Dargantes y col., 2005; Melnikov y col., 2005; Alves y col., 2010).

La causa fundamental de la respuesta inmune provocada en el tejido pulmonar se hace
evidente, al observar los parésitos, tanto en el aislado E. caballus (Fig. 19a, 20a, 21a ) como
en E. asinus (Fig. 24a, 24b, 25a, 27a), donde a pesar de no encontrar tripomastigotes en el
tejido, se aprecian en dias de alta parasitemia en el sistema vascular y es posible distinguir
su estructura, de la misma manera que ha sido observado en el sistema vascular de otros

tejidos (Rossi y col. 2008; Tejero y col., 2009).

Entre las alteraciones observadas a nivel ultraestructural, se puede destacar la
edematizacion de reticulo endoplasmatico (Fig. 25b), lo cual ha sido descrito en otros
tejidos. Al respecto, Finol y col. (2001) reportan reticulo endoplasmaético edematizado en
musculo esquelético de ratones infectados experimentalmente con T. evansi.Soulsby (1987)
sefiala que el hinchamiento de las cisternas del reticulo endoplasmatico no esta relacionado
con un aumento en la actividad, sino que podria deberse a sustancias toxicas. Es oportuno
recordar que la presencia del parésito en el sistema vascular genera en cierta forma

sustancias ajenas al organismo, que podrian considerarse “toxinas”. Estos compuestos
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pueden ser biotransformados y reaccionar con acidos grasos no saturados de lipidos de

membrana, desencadenando tumefaccion en del reticulo endoplasmatico (Soulsby, 1987).

Notables cambios ultraestructurales fueron observados en los capilares del tejido pulmonar,
similares para ambos grupos experimentales, los cuales son atribuidos a la presencia del
parsito y sus actividades metabolicas, que conllevan a un mecanismo de hipoxia inducido
por el parésito, debido probablemente al dafio de hematies y accion de toxinas parasiticas,
descrito anteriormente en musculo cardiaco de ratones infectados experimentalmente con T.

evansi. (Tejero y col., 2010).

Algunos de los cambios observados incluyen la formacion de prolongaciones endoteliales
hacia la luz (Fig. 20a y 25a), engrosamiento de la pared endotelial (Fig. 21a y 24b) y la
membrana basal (Fig. 19a, 19b, 20a, 20b, 21a, 24a, 24b, 26a, 26b, 27a y 27b). Tales
alteraciones han sido relacionadas con distintas patologias causadas por T. evansi (Rossi y
col., 1999; Finol y col., 2001, Tejero y col., 2009; Tejero y col., 2010), asi como por otros
protozoarios. Bruzual y col, (1999), reportan anomalias similares en capilares del musculo

esquelético de ratones infectados con Toxoplasma gondii.

El aumento del grosor de la membrana basal del capilar fue corroborado por métodos
estadisticos a traves del analisis de la varianza de los valores correspondientes al grosor de
la misma para cada grupo experimental, encontrando diferencias significativas entre los
aislados y el control (p=0,003), asi como el incremento a lo largo de la infeccion (p=0,002),

en concordancia con los resultados cualitativos.

Adicionalmente, se presenta una disminucion en el nimero de caveolas y vesiculas

pinociticas en el endotelio vascular (Fig.19a, 20a, 21a, 24a, 25a y 27b), hacia los ultimos
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dias de la infeccion experimental, en concordancia con lo planteado por Tejero y col.
(2010), quienes sugieren que el dafio vascular y hematico, incluyendo la pérdida de
caveolas, puede ser atribuido a la accion de enzimas proteoliticas secretadas por el parasito

y catabolitos parasiticos toxicos desconocidos.

Las caveolas son abundantes en células endoteliales y neumocitos tipo I, dos constituyentes
mayoritarios de los alveolos, por lo que son facilmente identificables en los analisis
ultraestructurales de tejido pulmonar. ElI hecho de que las caveolas incrementen en la
superficie celular, sugiere que las mismas estan implicadas en procesos de transporte

macromolecular (Gomez, 2009).

Partiendo de este planteamiento, es posible suponer que una disminucion en la cantidad de
caveolas como la observada en esta investigacién, implica un efecto negativo en el traslado
de macromoléculas. En este sentido, Tejero y col. (2010) lo vinculan al proceso hipoxico

generado por los tripomastigotes en el sistema vascular.

El tejido pulmonar se encuentra formado, en su mayoria, por Neumocitos tipo | y Il. Los
primeros constituyen un revestimiento alveolar y su morfologia permite la eficiencia del
intercambio gaseoso. Los segundos, no se encuentran vinculados directamente a este
proceso, sin embargo, son los responsables de producir el agente tensioactivo pulmonar o

surfactante, cuyas funciones ya fueron mencionadas (Reyes y Aristizabal, 2006).

Particularmente, en este estudio, las micrografias que muestran neumocitos tipo | (Fig. 18b,
19a, 22b, 23a y 26b) y neumocitos tipo Il (Fig. 18b, 21a, 21b, 22a, 23b, 25a y 27a) , tanto
del aislado E.caballus como E. asinus no evidencian cambios perceptibles, en cuanto a su

morfologia y estructura en el transcurso de la infeccion. Cuantitativamente tampoco
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presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al tamafio de los mismos.
Esto puede ser atribuido al hecho que el dafio pulmonar comprende, en esencia, el colapso
de los alveolos por los factores vasculares e inflamatorios descritos. No obstante, se
observd la separacion de una célula alveolar | (Fig. 23a) del tejido, lo cual puede atribuirse
a dafio mecanico producto del procesamiento de la muestra.Segun nuestro conocimiento, no
han sido descritos dafios en células alveolares | y Il en infecciones experimentales con

tripanosomatideos.

Las diferencias observadas entre los animales infectados con los aislados procedentes de E.
caballus y E. asinus,en cuanto a las alteraciones ultraestructurales, se restringen al tiempo
en el cual comienzan hacerse notables,mientras que los dafios tisulares y celulares son
similares. Por lo cual puede establecerse una diferencia en la virulencia o infectividad de
los aislados, tomando en cuenta las variables parasitoldgicas, en concordancia con lo
propuesto por Tejero y col. (2008). Es importante acotar que la infectividad ha sido
definida por Losos (1980), como la habilidad de los tripanosomas para invadir y
multiplicarse en un hospedador, siendo el primer criterio usado para describir la interaccion
entre tripanosomas patdgenos y sus hospedadores. El aislado E. caballus, presenta una
mayor infectividad, respecto al aislado E. asinus, y los individuos infectados con este
presentan, segun los resultados obtenidos, alteraciones en etapas mas tempranas de la
infeccion, asi como un desarrollo inflamatorio mayor, diferencias que han sido descritas
anteriormente y que son atribuidas a la heterogeneidad de los aislados, segun los propuesto

por, Perrone (2003), Tejero y col. (2008) y Gonzalez (2010).
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CONCLUSIONES

Existe correspondencia entre la parasitemia y las alteraciones ultraestructurales
observadas para los individuos infectados con ambos aislados, evidenciandose con

mayor notoriedad en el progreso de la infeccion.

En todos los casos se aprecio una disminucion de peso corporal y hematocrito, que
evidencia la condicién fisica y cambios en la quimica sanguinea de los roedores

infectados.

Se observo la presencia de tripomastigotes en el lecho capilar pulmonar de los

animales infectados con los aislados E. caballus y E. asinus de T. evansi.

Las infecciones en modelos murinos, con cada uno de los aislados venezolanos de T.
evansi, conllevan a un dafio histopatoldgico en el tejido pulmonar, evidenciando la

ruptura de los tabiques interalveolares y areas de enfisema.

No se detecté cambios ultraestructurales en las células alveolares 1 y I, a lo largo de la

infeccion experimental, de los individuos infectados con cada uno de los aislados.

Se observo alteraciones ultraestructurales en la microvasculatura pulmonar en el
transcurso de la infeccidon experimental con cada uno de los aislados, que incluyen el
engrosamiento de la membrana basal capilar, prolongaciones endoteliales hacia la luz y

disminucién de caveolas.
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En los animales infectados con el aislado E. caballus y E. asinus de T. evansi, se
evidencio un aumento en el infiltrado celular hacia el tejido pulmonar, trayendo como

consecuencia el aumento de los espacios alveolares.

Existen variaciones en el comportamiento parasitologico y sobrevivencia de cada uno
de los aislados en los modelos murinos, asi como en el tiempo en el cual comienzan a
ser apreciables las cambios ultraestructurales. No obstante, las alteraciones observadas

a nivel tisular y celular son similares para cada grupo experimental infectado.
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