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RESUMEN

En ef presente trabajo se estudld el comportamiento parasitoligico, hematoldgico e histopateldgico causado por Trypanoso-
ma evansi en mitones. Se hizo un seguimiento diario de la parasitemia y de los valores sanguineos: hemoglobina, hematocrito,
recuento v diferencial de leucocitos. En determinados periodos de tiempo se sacrificaban los animales parg medir fos indices
esplénico y hepdtico v para tomar biopsias de diferentes brganos v tejidos,

Los resultados obtenidos demuestran una correlacion directa entre el incremento de la anemia, con la parasiternia v el indice
esplénico.  El estudio histopatoldgico revelo hiperplasia en bazo e higedo, Indicando un proceso congestivo sin foco de
necrosfs y muchos células cargadas. con hemosiderina, mientras que los demds drganos presentaron une histologia normal.
lgualmente hubo qusencla de trypomastigotes y amastigotes g nivel tisular.

ABSTRACT

The parasitological, hematological and histopathological behavior of Trypanosoma evansi /n mice was studied. Dally controf
of the parasitemia and blood values of hemaglobin, hematocrit, white blood count and differential leucocyte count were
followed, The mice were sacrificed at Intervals in order to megsure spieenic and hepatic indlces and perform biopsies on the
different tissues and organs.

The results showed a direct correlation among increases /n anemia, parasitemia and the spleenic index, The histopathological
study demonstrated hyperplasia of the spleen and liver, Indlcating a congestive process without a specific area of necrosis; in
addition, many cefls were found fitled with hemosiderin, The remaining orgens presented a normal histological picture,

INTRODUCCION Morales y Carrefio (1976) aislaron, en las cercanfas de la Es-

tacién Experimental de Carimagua {Lfanos Orientales de

En Colombia existen pocos estudios sobre el Trypanosoma

evansi, agente eticldgico de la derrepgadera 0 mal de cade-

ras. Ramirez et al. {1979a) resumieron cronoldgicamente la

informaci6n suministrada por reconocidos médicos veteri-

narios del pajs sobre esta tripancsomiasis, [legando a la con-

clusion de que puede existir en forma endémica en algunas
regiones, afectando principalmente equinos,

Colombia), el 7, evanst de caballos, perros y capibaras fHy-
drochoerus hydrochaeris) inoculando sangre de estos anima-
les en ratas, via intraperitoneal, Morales (1978) relata en
detalle los cambios histovatol égicos que observé en un pe-
rro sacrificado, del cual se aisid el parisito, encontrando
unz invasién de todos |os tejides, Ramfrez et al. (1979b)
continuaron el estudio de las cepas de 7. evans/ aisladas por

{1}  Profesar, Depto de Microbiologia v Parasitologia, Facultad de Medicina, Univ. de Antioquia, Medeliin, Colombla.

{2) Profesor, Depto de Patologia, Facultad de Meadicina, Univ. de Antloquia, Medellin, Colombia.

(3]  Profesora, Depto de Morfologia, Facultad de Medicina, Univ. de Antioqula, Medell(n, Colombia,

Enero/Marzo, 1986



e 19
;_-W-.

Morales y Carrefio (1976). Estudiaron la variacion antigé-
nica usando la aglutinacidn directa de cepas y clonas v esta-
blecieron una relacidn antigénica entre los aislamientos a
partir de los diferentes huéspedes.

En este trabajo se propuso seguir el estudio de una de las ce-
pas aisladas en Carimagua (Llanos Orientales de Colombia),
con el objetivo de conocer su compeortamiento parasitolégi-
co, hematoldgico e histopatoldgico en ratones experimen-
talmente infectados con 7. evanst,

MATERIALES Y METODOS

La cepa de 7. ewansi que se utilizé fue aislada en ratas por
Morales y Carrefio {1976) a partir de un capibara cerca de la
Estacién Experimental del Centro Internacional de Agricul-
tra Tropical (CIAT) en Carimagua, en los Llanos Orienta-
les de Colombia, Esta cepa se mantuvo en ratones blancos
mediante el pasaje de sangre infectada con el parisito,

Se utilizaron 70 ratones albinos machos de seis semanas de
edad y un peso aproximado de 18 a 20 g. Cincuenta y seis
(56) animales formaron el grupo experimental y los catorce
{14) restantes, el grupo control.

El grupo experimental fue inoculado via intraperitoneal con
1x 108 tripomastigotes de 7. evans/, suspendidos en solu-
¢ién de Hank, constituyendo este momento Ja hora cero de
fa experiencia. Para los propdsitos de nuestro estudio a la
12, 1,2, 4, 8,12, 24, 48, 72,96, 120, 144, 168 y 192 ho-
ras, se sacrificaron cada vez cuatro ratones inoculados y uno
nommal,

La parasitemia se estudid inicialmente mediante el método
de concentracion de Woo {1969} y una vez que ésta se ha-
cia positiva, se procedia a contar los parisitos en una cdma-
ra Neubauer, previamente diluidos en solucién de Hank,

Para el recuento de leucocitos v el estimativo del grado de

anemiaz, la sangre de los ratones se recolectd en frascos que

contenfan heparina y se procedid luego a medir el hemato-

crito v el contenido de hemoglobina y a hacer un racuento
. de glébulos blancos por los métodos convencionales.

Para medir los ndices esplénico y hepitico de cada ratén,
se pesaron en una balanza de precision el bazo y el higado y
se coleccionaron estos pesos con el peso total del animal an-
tes de st sacrificio.

De los animales sacrificados, tanto inoculados como sanos,
se tomaron biopsias de bazo, higade, médula 6sea, rifidn,
corazdn, cerebro, misculo estriado, intestino y piel, las cua-
les se fijaron en formalina al 100/0, para luego ser someti-
das a inclusién en parafina en secciones de 5 u, coloreadas
con hematoxilina-eosina,

Actualidades Bioldgicas, Vol. 15, No. 55

E! examen postmortem se realizd en cada uno de los anima-
les, tanto de aquellos que murieron en el curso del experi-
mento como de aquellos que fueron sacrificados.

RESULTADOS

Los tripomastigotes de 7. evans/ fueron visibles en sangre
periférica a partir de las 24 horas siguientes a la inoculacién,
En este momento la parasitemia fue de 120 tripomastigo-
tes/mm~. Luego, el incremento se hizo cada vez mis signi-
ficativo v, a las 144 horas (sexto dia), alcanzo valores de
17.500 tripomastigcﬂ;es/mm3 (fig. 1).

Las curvas de los ndices de hemoglobina y hematocrito tu-
vieron un comportamiento semejante (fig. 2). La anemia
se incrementd especialmente a partir de las 24 horas; a las
144 horas los indices de hemaglobina y hematacrito fueron
la mitad de los valores con respecto a los animales contro-
les.

En cuanto a la poblacidn celular, fos fndices porcentuales
de polimorfonucleares neutrdfilos y linfocitos tuvieron rela-
cidn inversa en todo el tiempo experimental {fig. 3};sin em-
bargo, se noté un aumento significativo de fos primeros a
las 48 horas, que coincidi6 con el tiempo en el cual se incre-
menté la parasitemia y el indice esplénico,

En !a figura 4 se muestran las variaciones ciclicas con res-
pecto a los indices, en valores absolutos, de los polimorfo-
nucleares neutrofilos y de los linfocitos, las cuales fueron si-
milares; en tanto que el indice de valor absoluto leucocita-
rio presentd elevacion inicial en las cuatro primeras horas y
posteriormente se invirtid en una leucopenia hasta el mo-
mento final de [a experiencia.

En el extendido de sangre periférica los-globulos rojos mos-
trarcn polquilocitosis a partir de las 48 horas e igualmente
policromatofilia asociada a I2 anemia,

Fueron de gran interés los cambios macroscopicos ocurridos
en bazo ¢ higado. El indice esplénico fue significative por
su aumento z partir de las 72 horas, mientras que el incre-
mento en hepatomegalia fue menor {fig. 5).

El estudio histoldgico de los diferentes érganos y tejidos
{médula dsea, rifdén, corazdn, cerebro, misculo esquelético,
intestino, piel, higado y baza) en los ratones inoculados y
no inoaulados v sacrificados a diferentes tiempos, fue noto-
ria por lo exiguo de las alteraciones producidas. En el higa-
do hubo hiperplasia marcada de las células de Kuffer, mu-
chas de ellas cargadas con pigmento de hemosiderina seme-
jante a lo que se presenta en 12 malaria; los sinusoides conte-
nian pocos eritrocitos como posible resultado de una hemo-
lisis. En el bazo también ocurrié hiperplasia celular, la cual
obedecia a una congestidn, pero sin focos de necrosis v con
la presencia de acimulos focales de pigmento.
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Fig. 5. Indices esplénico y hepitico en ratones inoculados con Try-
ponosoma evanst {1 x 107 tripomastigates i.p.}.

Los demis drganos y tejidos examinados presentaren una
histolagia normal. MNo se encontraron tripomastigotes ni
amastigotes a nivel tisular, excepto lo observable en sangre
periférica con parasitemia muy intensa.

DISCUSION

El curso de la enfermedad experimental en el ratdn infecta-
do con Trypanosoma evansi fue de cardcter agudo v se ma-
nifestd por altos niveles de parasitemia, anemia, leucopenia,
esplecno y hepatomegalia,

La infeccidn patente se hizo presente a partir de las 24 ho-
ras después de [a Inoculacién, observindose un patron de
parasitemia bien notable debido a su crecimiento exponen-
cial continuo que alcanzd sus valores miximos en la fase
terminal de tainfecclon. Un comportamiento igual en rato-
nes blancos de faboratorio fue observado por Diaz-Ungria
(1965 y 1967) y Llukevich {1957) quienes demostraron
que la parasitemia experimental con Trypanosoma venezue-
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lense (T. evansi), es un proceso continuo, cuyo pericdo de

incubacién (minimo 3 dias) variaba con la dosis parasitaria
inoculada vy terminaba con la muerte de los animales, Estos
mismos autores reportaron un periodo prepatente minimo
de 3 dias, Jo cual contrasta con nuestros resultados, pues en
este trabajo los pardsitos se detectaron alas 24 horas, Esto
probablemente pueda explicarse por el hecho de que en [a
presente experiencia se utflizd Ia técnica del hematocrito de
centrifuga de Woo (1969) para la bisqueda directa de T.
evansi, |a cual se ha usado extensamente con éxito para la
deteccidn de 7. brucel, T, vivax y T, congolense en ganado
experimentalmente infectado, antes de que las infecciones
puedan ser observadas al examen en fresca (Woo y Kauff-
man, 1972).

La anemia comenz® a aumentar a medida que el nimero de
parésitos se incrementaba, llegando la hemoglobina y el he-
matocrito en la fase final de la infeccién a ser Ja mitad de
los valores observados al comienzo de la experiencia o al de
los animales controles. Existen evidencias de que durante
las fases iniciales parasitémicas de [a enfermedad, la destruc-
cion de los gldbulos rojos se relaciona con [a presencia de
los mismos trivanosomas (Hvan et al., 1975; Tizard ¥ Hol-
mes, 1978) y que este efecto sea potenciado por factores in-
munolégicos vy fisioldgicos que tornan a la c8lula mds vulne-
rable a la eritrofagocitosis por el sistema fagocitico mono-
nuclear. Esta ditima posibilidad se basa en el concepto de
que fas inmunoglobulinas especificas para los tripanosomas
se unen al complemento y este complejo se une alos glébu-
los rojos llevandolos a su secuestro y destruccion, Se ha de-
mostrado que esto ocurre en terneros infectados con Trvpa-
nasoma congolense |Kobayashi et al., 1976) vy en consjos
infectados con Trypanosoma bruce! {Dodd et al., 1978).
Posiblemente estos hechos puedan explicar los cambios his-
topatolégicos observados en los ratones de nuestro experi-
menta, en los que se demostrd marcada hiperplasia de las
céluias de Kuffer y del bazo, las cuales estaban cargadas
con depdsitos de hemosiderina, o que puede indicar que
haya ocurrido una deficiencia en la utilizacién del hierro
originada probablemente por el severo proceso infeccloso
(Dargie et al., 1979),

Debido 2 |a presencia de leucopenia y de lesiones histopato-
légicas a nivel del baze e higado en los ratones infectados,
Srganos que son considerados drganos blanco en términos
de respuesta a la tripanosomiasis animal, consideramos ne-
cesario continuar e! estudio de |2 patogénesis de la respuesta
linforeticular y la inmunidad causada por estos pardsitos,



22

LITERATURA CITADA

Dargle, ).D., M. Murray, W.R.T. Grimshaw, P.K, Murray v W,LM. Mcintyne. 1979. Bovine Trypanosomiasis: The Red Cell Kinetics of N'da-
ma and Zebu Cattle Infected with Tryparrosame congolense. Farasitology 78: 271-286.

Diaz-Ungria, C. 1965, Comportamiento del Tryparnosoma venezuelense en animales de laboratorio, Rev. Vet Venszolana. 19 349-361,
—————, 1967, Transmisién bucal con Trypanosomyg venezuelense. Bol, Acad, Cienc. Fis, Mat. Nat, 27: ST-57. -

Dodd, B.E., G.C. Jenkin, P.}. Lincoln y P, McCrorie. 1978. The Advantage of a Build-up Antiglobulin Technique for the detection of inmu-
noglobulin on the red cells of rabbits infected with Trypanosomes, Trans. Roy. Trop. Med. and Hyg, 72: 501-505,

Hvan, C.N., L. Webb, P.H. Lambert y P. A, Meishcher, 1975, Pathogenesis of the Anemia of African Trypanosomiasis characterization and
purification of a hemolytic factor. Schweizersche Med izinische Wochenschrlft. 722: 299-325S.

Kobayashi, A., LR, Tizard y P.T.K, Woo, 1976. Studies on the anemia in experimental african Trypanosomiasis. 11. The Pathogenesis of the
anemia in calves infected with Trvpenosoma congalense, Am. |, Trop, Med, and Hyg. . 25: 401-406,

Llukevich, A. 1957. Coatribuclén al Estudio de¢ la Tripanosomiasls del ganado caballar en los Lianos de Venezuela, Rev. Vet, Venezolana,
3 342, . .

Morales, G.A. y F. Carrefio, 1976, The Proechimys Rat: A Potencial laboratory host and model for the study of Trypanosome evansi Trop,
Anim. Hith. Proal. 8 122-124,

Morales, G.A, 1978, Patologiz de la Tripanosomiasis Canina, Rev, Col. Cienc. Pec, 7; 4-7.

Ramfrez, L.E,, E.A. Wells y' A Botancourt. 1979a. La Tripanosomiasis en animales domésticos en Cofombla, Centro internacional de Agri-
cubtura Tropical, Cali — Serle 095g-1. ' '

Ram{rez, L.E., E.A. Wells, LR, Caraballo y H. Hanssen. 1979b. Estudio de Varlaclones Antigénicas en copas de Trypanosoma evansl, Rev,
Lat, Amer, Microbiol, 27: 1-5. : -

Tizard, IR, ¥ W.L. Holmes. 1978, The generation of toxic activity from Trypanosoma congolense, Experientia 32; 1533-1534,
Woo, P.T.K. 1969, The hematocrit centrifuge for the detection of Trypanosames in biood, Can, I, Zool, 47:. 921923,

Woe, P.TK. y M, Kaufman, i972. The hematocrit centrifuge technique for the délﬂecﬂon ofvin.iient strehs ofTrypannsbmes of the Frypano-
soma congolense Sub-group. Acta Tropica, 28: 304-308,

Enero/Marzo, 1986



