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1. RESUMEN

La region fronteriza entre El Salvador y Guatemala ha sido un foco de atencidn debido a la
diferencia en la agresividad de la enfermedad de Chagas. En el departamento de Jutiapa, a
pesar de tener areas vecinas con El Salvador, el nimero de casos agudos reportados son
pocos en comparacién con este, ademas, El Salvador presenta un alto nimero de casos,
principalmente en la fase aguda. Por otro lado, Huehuetenango a pesar de no haber
presentado ningln caso agudo de la enfermedad hasta el momento, ha presentado alta
infeccidn parasitaria en los triatominos. En los ultimos afios se han realizado estudios para
determinar las propiedades biolégicas de las cepas de Trypanosoma cruzi, utilizando
modelos murinos, los cuales han demostrado que cada cepa de T. cruzi tiene distintos

niveles de virulencia, asi como diferentes niveles de dafio histopatolégico.

Con el objetivo de analizar la virulencia y caracteristicas del progreso de la infeccion por
tres cepas de T. cruzi provenientes de distintas localidades geograficas de Guatemala y El
Salvador, en ratones CD-1, se calculd el indice de metaciclogenia de los triatominos
muestreados, se realizaron curvas de parasitemia, se evaluaron las alteraciones fisicas en
los ratones infectados, tales como: cambio en el peso, tamafio de bazo, piloereccion y
arqueamiento dorsal, por ultimo, se realizaron cortes histolégicos de los drganos de los
ratones infectados y se evaluaron al microscopio para la identificacién de nidos de

amastigotes y respuesta inmunoldgica del huésped.

Cada cepa presenté caracteristicas muy claras desde la evaluacién del nimero de pardsitos
dentro de los triatominos por medio del indice de metaciclogenia; seguido de la
complejidad diferencial que presenté cada cepa en el establecimiento de la infeccién en
ratones singénicos CD-1, y la progresion de la enfermedad, la cual fue evaluada lo mas

sistemdticamente posible, durante la fase aguda hasta la fase crénica (cuando fue posible).

La cepa de Santa Ana fue la cepa mas virulenta, ya que se obtuvo el indice de metaciclogenia

mas alto con respecto a las demas localidades, se identificé un mayor nimero de parasitos
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en la curva de parasitemia comparado con la localidad de Jutiapa, los ratones infectados
tuvieron un indice de mortalidad del 100% a la mitad del experimento, los ratones macho
presentaron piloereccion y arqueamiento dorsal el maximo dia de parasitemia. Con
respecto al peso, se observé un aumento de peso durante el experimento, pero Unicamente
una hembra mostré diferencia significativa con respecto a su control en la prueba de
Dunnet (p>0.05). Los ratones macho presentaron piloereccién y arqueamiento dorsal
durante el dia de maxima parasitemia.

También se observé una expansién en longitud casi el doble del tamano del bazo con
respecto a los ratones control. Por ultimo, se observaron nidos de amastigotes y presencia
de infiltrado leucocitario y linfatico en los érganos: corazén, musculo esquelético y cerebro.
Al analizar la virulencia de la cepa de Santa Ana con los resultados anteriores, podemos
determinar que la cepa se manifiesta con mayor virulencia en la fase aguda y por eso es

posible hacer una deteccidon temprana de la enfermedad.

La cepa de Jutiapa mostré menor virulencia que la cepa de Santa Ana, ya que el indice de
metaciclogenia fue menor. Los ratones infectados con esta cepa llegaron a la fase crénica
de la enfermedad y fueron sacrificados el dia 69 del experimento. Con respecto al peso se
mostré un leve aumento de peso durante el experimento, pero Unicamente una hembra
mostré un cambio de peso significativo con respecto a su control (p = 0.005). Los machos
infectados mostraron piloereccién el dia de maxima parasitemia. El bazo de los ratones
infectados con esta cepa aumentd de tamafio en relacidn con su grupo control y no se
observaron nidos de amastigotes, pero se observé presencia de infiltracion celular de tipo
linfocitario y lesiones fibréticas en la fase cronica de esta enfermedad. Esta cepa mostré un
comportamiento similar a las cepas descritas para Latinoamérica, en donde los ratones

llegan a la fase croénica de la enfermedad dejando evidencia de dafio histoldgico.

La cepa de Huehuetenango, a pesar de tener un indice de metaciclogenia similar a la cepa
de Jutiapa y de tener el conteo mas alto de parasitos en comparacion a las demas

localidades, no logré desarrollar la infeccién en los ratones, Unicamente se observo un sélo
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pardsito en el dia 54 de un ratdn infectado, siendo una cepa de baja virulencia ya que no

fue capaz de provocar una infeccion en el hospedero mamifero.

Es importante mencionar que este es el primer reporte de la enfermedad de Chagas en un
modelo murino de cepa CD-1 para Guatemala y El Salvador, en donde los resultados
obtenidos concuerdan con el cuadro clinico observado en las localidades de estudio. La cepa
de Santa Ana fue muy virulenta en la fase aguda como lo mostré el drea bajo la curva en el
dia de méaxima parasitemia, y en esa localidad se ha podido detectar la enfermedad en
humanos en la fase aguda. La cepa de Jutiapa no fue tan virulenta, y en esta drea geografica
no es usual detectar casos agudos para la enfermedad, muchos se han detectado en la fase
crénica. Por ultimo, la cepa de Huehuetenango tuvo baja virulencia, y en esta localidad se

han reportado pocos casos de la enfermedad a lo largo de los afios.

Este estudio sienta las bases para continuar el estudio sistematico de cepas
centroamericanas de T. cruzi, en ratones singénicos, lo cual permite sumar a resultados de
estudios de genética de poblaciones, morfoldgicos, y genédmicos tanto de los vectores como
del parasito; y asi poder aproximarnos a una mejor comprensiéon de la progresién de la
enfermedad y la virulencia de las cepas de T. cruzi, y asi proponer estrategias de control

mas adecuadas para cada region.

2. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito protozoo T. cruzi, es un problema de
salud publica en Latinoamérica (Bonney, 2014), segun la CDC de Estados Unidos, hay un
estimado de 8 millones de personas infectadas en México, Centroamérica y Sudamérica
(CDC, 2021) y el costo aproximado anual para una persona con enfermedad croénica es de
$4,059.00 en Latinoamérica (Lee, et. al., 2013). En las ultimas décadas, el perfil
epidemioldgico de la enfermedad ha cambiado debido a movimientos migratorios

humanos, producto de la urbanizacién (Perreira, et.al., 2013; Gascon, et. al., 2010; Castillo,
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2017). Actualmente existe una preocupacion con respecto a la carga econémica, ya que se
reportd una estimacion de los costos globales de la enfermedad ascienden a $7.19 billones

por afio.

En Centroamérica el numero total de personas infectadas por la enfermedad se redujo de
1.8 millones en el afio 2000 a 0.4 millones en el afo 2010. Los paises con la mayor
prevalencia de la enfermedad son: Guatemala, El Salvador, Honduras y Nicaragua con mas
de 200,000 individuos infectados en cada pais (Bern, et. al., 2011; Hotez, et. al., 2014), asi
mismo, se estima que en estos cuatro paises mas del 80% de la poblaciéon estd afectada con

esta enfermedad (OMS, 2016).

En Guatemala 10 de los 22 departamentos del pais han sido clasificados como regiones
endémicas para Chagas debido a la prevalencia de la enfermedad, entre estos
departamentos se encuentran Jutiapa y Huehuetenango (Chavez, 2015). En el Salvador, la
region suroeste, (departamentos de Santa Ana, Sonsonate y Ahuachapdn), es considerada
como una regién hiperendémica por la alta y constante incidencia de la enfermedad, ya que
la incidencia de casos agudos supera los registros presentados en otras regiones de

Latinoamérica (Sasagawa, et al., 2014).

La enfermedad de Chagas estd clinicamente caracterizada por dos fases: aguda y crdnica.
La fase aguda, también llamada asintomatica, esta caracterizada por fiebre, dolor muscular,
taquicardia, esplenomegalia, anorexia, algunas veces vémitos y diarrea (Laranja, et. al., &
Miranda, 1956; Prata, 2001), en la fase crénica los sintomas son severos ya que se trata de
complicaciones cardiacas e intestinales (Laranja, et. al.,1956; Prata, 2001).

En los Ultimos afios se han realizado estudios para determinar las propiedades bioldgicas de
las cepas de T. cruzi, utilizando modelos murinos, los cuales han demostrado que cada cepa
de T. cruzi tiene distintos niveles de virulencia, asi como diferentes niveles de dafio

histopatoldgico (Cruz, et. al., 2014; Ledn, et. al., 2016; Rimoldi, et. al., 2012; Melquiades, et.
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al. 2010; Espinoza, et. al., 2010). Sin embargo, a la fecha los esfuerzos para evaluar cepas

en Centro América aln son pocos.

El presente trabajo es un estudio experimental comparativo, en el cual se evalud la
virulencia de tres cepas de T. cruzi provenientes de dos localidades de Guatemala y una El
Salvador, en un modelo murino, utilizando ratones singénicos de la cepa CD-1. Se calculé el
indice de metaciclogenia de los triatominos muestreados para establecer el grado de
infeccidn en estos vectores, dicho calculo permite establecer la efectividad de un vector en
la transmisién de T. cruzi. Estos resultados se compararon con los niveles de virulencia
obtenidos para cada cepa evaluada, realizando curvas de parasitemia, al mismo tiempo se
evaluaron las alteraciones fisicas en los ratones infectados comparando contra sus
controles a lo largo del experimento, también se realizaron cortes histoldgicos de estos
organos con contraste de hematoxilina/eosina y se evaluaron al microscopio para la

identificacidn de parasitos en los mismos.

La cepa de El Salvador fue la mas virulenta, observando en los ratones infectados con esta
cepa, fuertes alteraciones y grave sintomatologia en la fase aguda, cdmo ha sido descrito
en humanos (OPS, 2010); alcanzando niveles de agresividad sumamente altos, lo que
condujo a la muerte de los ratones infectados con esta cepa justo a la mitad del
experimento, también se observaron nidos de amastigotes en los érganos de estos ratones,
como es caracteristico en la fase aguda de la enfermedad (Cielo, et.al., 2016, Cruz, et. al,

2015, Rimoldi, et. al. 2011; Hernandez, et. al., 1996).

En contraste en los ratones inoculados con la cepa muestreada de triatominos provenientes
de Jutiapa, se observo leve cambio en el peso, poca piloereccidon y menos agresividad en la
virulencia, estos ratones pudieron completar el experimento (69 dias), pasando por la fase
aguda y alcanzando la fase crénica. No se encontraron nidos de amastigotes en los érganos

disectados en el dia 69 del experimento, solamente infiltrado de células del sistema
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inmunoldgico, lo cual es un indicativo de la fase crénica, que ya ha sido descrito (De Alba,

2020).

Finalmente, la infeccion no pudo mantenerse en ratones infectados con la cepa proveniente
de Huehuetenango, a pesar de que los triatominos presentaron alto indice de
metaciclogenia. Esto podria estar sugiriendo una cepa menos virulenta. Es importante
resaltar que es la primera vez que se utiliza un modelo murino (CD-1) para el estudio /n vivo

de la enfermedad de Chagas en Guatemala y El Salvador.

Estos resultados abren una puerta al conocimiento y comprension de la virulencia de cepas
de T. cruzi aisladas de las localidades de estudio, cabe resaltar que estas tres localidades
estadn catalogadas dentro de las regiones endémicas para la enfermedad, y el panorama de
la infeccion en mamiferos. Ademas, generar estudios de esta indole persiguen dar apoyo a
las instituciones que administran salud publica a nivel nacional, encargadas de generar
estrategias para el control de enfermedades como, en este caso la Enfermedad de Chagas

tanto en Guatemala como en El Salvador.

3. ANTECEDENTES

3.1 Enfermedad de Chagas
La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es causada por el parasito T. cruzi,

y es un problema de salud publica en Latinoamérica (Guhl, 2009; OMS, 2020), donde se
reportan un aproximado de 8 millones de personas infectadas (CDC, 2021). Adem3s, estd
clasificada dentro de las 13 enfermedades desatendidas en el mundo por la Organizacién
Mundial de la Salud -OMS- (OMS, 2016; Rassi, et. al., 2010). Esta enfermedad presenta
factores de riesgos epidemioldgicos asociados con las malas condiciones de vivienda,
principalmente en las areas rurales de toda la region latinoamericana (OMS, 2020; Hotez,

et. al., 2014).
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La enfermedad de Chagas consta de dos fases: aguda y crdnica, la fase aguda dura de seis a
ocho semanas y puede ser asintomdtica, los sintomas aparecen una o dos semanas
posteriores a la infeccidn por el parasito, tales como: fiebre, dolor muscular, taquicardia,
esplenomegalia, signo de Romafia, anorexia, vémitos y diarrea (Laranja, et. al., 1956; OMS,
2020). La fase crénica comienza cuando la parasitemia es baja y el paciente comienza una
latencia clinica, también se le lama forma indeterminada la cual puede durar de 10-30 afios

en la vida de una persona y afecta principalmente el corazén, eséfago y colon (Prata, 2001).

Los pacientes son tratados con las drogas antiparasitarias: benznidazol y Nifurtimox, siendo
el benznidazol el que posee el mejor perfil de seguridad y eficacia, por lo tanto, es usado en
primera instancia (Rassi, et. al., 2010). Actualmente hay desafios para el descubrimiento de
nuevos farmacos y uno de estos desafios estd relacionado al grupo diverso de cepas de T.
cruziy su diversidad genética, pero se cree que en un futuro utilizando inteligencia artificial
se pueda llegar al descubrimiento de mejores fdrmacos para esta enfermedad (Villalta &

Girish, 2019).

La principal forma de transmision de la enfermedad es a través de insectos pertenecientes
a la familia Reduviidae de los géneros: Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus (Gourbiere, et.
al., 2012). Otras vias de transmisién son: transfusidon sanguinea, transmisién vertical de
madre a hijo, trasplante de 6rganos, transmisién oral a través de alimentos infectados con
heces de triatominos (Guhl, 2009; Rassi, et. al., 2010). La via de transmision sanguinea ha
cobrado mayor relevancia en los ultimos afios por ser una via importante de expansion en
la distribucién de la enfermedad, a través de las migraciones humanas hacia paises donde
antes no existian reportes de la enfermedad (Pereira, et al., 2013; Gascon, et. al., 2010;

Castillo, 2017).

Los insectos reduvidos son vectores que pueden encontrarse en los tres ciclos de
transmisidn que se superponen: doméstico, peri doméstico y selvatico (Steverding, 2014).
El ciclo doméstico perpetua la infeccidon en seres humanos, se presenta principalmente en
viviendas rurales o periurbanas de mala calidad, con paredes de bahareque o adobe y

techos de material vegetal (Guhl, 2009; Samuels, et. al., 2013). En el ciclo peridoméstico
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intervienen gran variedad de mamiferos como roedores, marsupiales y perros, que entran
y salen libremente de las viviendas, también los triatominos selvaticos son atraidos hacia
las casas por la luz y el alimento, este ciclo sirve de nexo entre los ciclos doméstico y
selvatico (Guhl, 2009). Finalmente, el ciclo selvatico se ha descrito para los triatominos que

habitan en cuevas, agujeros y raices de arboles en ambientes silvestres (Steverding, 2014).

Debido a la variedad de ambientes en donde se pueden encontrar a los vectores y su
asociacion con las viviendas, se han tomado estrategias para controlar a este vector, entre
ellas se encuentra el rociamiento con insecticidas y la mejora de vivienda (Samuels, et. al.,
2013). Un estudio previo en dos departamentos de Guatemala mostré que la infestacién
domiciliar por chinches puede incrementar al doble en un periodo de 33 meses después del
rociamiento con insecticidas (Nakagawa, et. al., 2003; Nakagawa, et. al., 2003). Esto ha

creado la necesidad de desarrollar estrategias mas efectivas para el control vectorial.

En Guatemala desde el ano 2004 se ha implementado el enfoque EcoSalud, principalmente
en los departamentos de Jutiapa y Chiquimula, ya que tienen los niveles mas altos de
infestacidon y se consideran puntos criticos de transmisién de T. cruzi a los humanos
(Peterson, et. al, 2019). Este enfoque incluye cambios en las actitudes de las personas,
educacién, mejora de vivienda (revocado de paredes con materiales locales, mejora de
piso), modificacion de los ambientes doméstico y peri doméstico (redistribucién en la
vivienda de animales domésticos y de consumo), asi como, actividades que disminuyan el
deterioro de los bosques cercanos, y vigilancia epidemiolégica llevada a cabo no sdélo por
personal del Ministerio de Salud, sino por colaboradores comunitarios, demostrando que
ha sido el método mas eficiente de disminucién en la transmision vectorial (Monroy, et. al,

2009; Peterson, et. al, 2019).

3.2 Subfamilia Triatominae

Los triatominos (Hemiptera: Heteroptera: Reduviidae) conocidos como chinches
besuconas, son los vectores de la enfermedad de Chagas, también conocida como

Tripanosomiasis americana (Schofield, 1994). La mayoria de las especies, de 14 de 15
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géneros conocidos, de esta subfamilia pertenecen al Nuevo Mundo, solamente el género

Linshcosteus es endémico de Asia (Hypsa, et. al., 2002).

Estos insectos son hemimetdbolos, los cuales se desarrollan de huevo a adulto, pasando por
cinco etapas ninfales; siendo hematéfagos obligados en todas sus fases de desarrollo
(Jurberg & Galvao, 2006; Gourbiere, et. al., 2012). El desarrollo de huevo a adulto dura de
3 a 6 meses dependiendo de las especies y la frecuencia de alimentacién; ademds, se ha

estimado que pueden vivir de 6 meses a dos afios (Beard, 2005).

Los estadios ninfales se diferencian del adulto en que carecen de alas y son sexualmente
inmaduras, estos se pueden alimentar de las exuvias y toman sangre en algunas ocasiones
(Llop, et. al., 2001), también se pueden alimentar de mamiferos terrestres o arbdreos,
especialmente didélfidos (p.ej tacuazin) y roedores (p. ej ratones); otras se encuentran
asociados con murciélagos, y algunas con aves (Lent & Wygodzinsky 1979). La probabilidad
de que un triatomino se infecte con T. cruzi se incrementa de acuerdo con las veces que
ingiere sangre, es por esto que los estadios mas desarrollados (4to y 5to) y los adultos

tienden a tener mayores tasas de infestacién de parasitos (Rassi, et. al., 2010).

Solamente 20 especies de los géneros Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus son
particularmente relevantes para la transmisién de T. cruzi a humanos vy
epidemioldogicamente se han considerado como los vectores mas importantes a Triatoma
infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, Rhodnius prolixus y Panstrongylus megistus
(Gourbiere, et. al., 2012). Recientemente se ha descubierto una nueva especie del género
Triatoma en Guatemala, la especie T. Huehuetenanguensis, de acuerdo con el lugar donde

se encontrd (Lima, R., et. al., 2019).
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3.3 Triatoma dimidiata

Triatoma dimidiata se distribuye ampliamente en Belice, Colombia, Costa Rica, Ecuador,
Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Peru, El Salvador y Venezuela (Lent &

Wygodzinsky 1979; Guhl 2009).

T. dimidiata se instala dentro de las casas, principalmente en las paredes de las
habitaciones, cerca de las camas, en general no mas de 1 m por encima del suelo. También
son comunes detrds de los cuadros o los papeles de la pared, en la que cuelgan prendas o
en objetos acumulados de diferentes tipos, pero por lo general sus colonias no superan una
o dos docenas de individuos (Zeledén et al.,, 1975). En los alrededores de las casas, los
insectos se encuentran ocultos en todo tipo de objetos almacenados, sobre todo en las pilas
de madera para fuego y en gallineros, también es posible el transporte pasivo a las casas al
introducir lefia a los hogares para cocinar los alimentos (Zeledén et al., 1975), ademas, se

ha demostrado que T. dimidiata es atraido por la luz (Lent & Wygodzinsky 1979).

3.4 Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un parasito protozoario y agente de la enfermedad de Chagas (Schofield, 1994),
en América Latina, la principal forma de transmision de este parasito es por contacto con

las heces o la orina infectadas de triatominos que se alimentan por sangre (OMS, 2021).

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, requiere de dos intermediarios para poder
desarrollarse: triatominos (vectores), y aves y/o mamiferos (huéspedes) (Rassi, et. al., 2010;

Lent & Wygodzinsky 1979).

La mayoria de las infecciones en el humano se producen en las zonas rurales, en donde el
parasito se transmite a través de las heces del triatomino infectado, ya que estos defecan
rapidamente luego de haber ingerido sangre del vertebrado (Lent & Wygodzinsky 1979), T.
cruzi ingresa a través de heridas en los tejidos de los vertebrados, de la mucosa de la boca,

y especialmente en humanos por los ojos (Lent & Wygodzinsky 1979; OMS, 2021).
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Los triatominos libres de pardsito se infectan al ingerir sangre de vertebrados infectados, el
pardsito ingresa en la forma de tripomastigotes, luego se desplazan al intestino medio del
insecto y alli se convierten en epimastigotes, por ultimo, pasan al intestino posterior vy alli
se desarrollan a tripomastigotes metaciclicos, forma infectiva para los vertebrados (Tyler,
& Engman, 2001; Rassi, et. al., 2010). Hasta la fecha no se ha demostrado que los

triatominos sean afectados por el parasito (Rassi, et. al., 2010).

En el huésped vertebrado, los pardsitos ingresan al organismo como tripomastigotes
metaciclicos y se convierten en amastigotes una vez dentro, estos son capaces de parasitar
un amplio rango de células nucleadas del mamifero, luego, estos se multiplican por fisién
binaria y son capaces de infectar otras células y convertirse en amastigotes (Figura 1; Tyler
& Engman, 2001). Al destruir las células infectadas se liberan los parasitos al torrente

sanguineo en forma de tripomastigotes (Schofield, 1994; Tyler, & Engman, 2001).

Triatomine Bug Stages Human Stages
Trigtomine bug takes a blood meal
(FSSES MElatyCht UypOMaTtgotes in Boes e Metacyclic trypomastigotes
trypomastigotes enter bite wound or penetrate various cells at bite
ruscasal membranes, such as the conunctival wound site. Inside cells hey
transform into amastigotes.

Metacyclic trypomastigotes
in hindgut

Multiply in midgut %‘

Triatomine bug takes
@ avlodmeal

Trypomastigates by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues,

and transform into

intracellular amastigotes

in new infection sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cycie.
e Epimastigotes rypomastgstes ingested),

't ';} Intracellular amastigotes
. @ transtom into trypomastigotes,

= " then burst out of the cell
A= infective Stage and enter the blocdstream

A= Diagnosiic Stage

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Fuente: Centers for Disease Control and

Prevention, 2017

T. cruzi presenta una amplia diversidad genética intraespecifica y es clasificada en seis
unidades discretas de tipificacion (DTUs) llamadas Tcl-TcVI (Zingales et al., 2009), en
Sudamérica se encuentran los 6 DTUs (Ramirez & Guhl, 2010), mientras que para

Centroamérica se han reportado Tcly TclV, mas no incluye a Guatemala (Dorn, et. al., 2017).
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3.5 Metaciclogenia

La metaciclogénesis es el proceso por el cual los epimastigotes no infecciosos se
transforman en tripomastigotes metaciclicos, la forma patdgena, este proceso ocurre
naturalmente dentro del tracto digestivo del triatomino y es un paso crucial en el ciclo de
vida de T. cruzi, ya que permite su propagacion en hospederos vertebrados a partir de los
triatominos vectores (Contreras, et. al., 1985). En estudios in vivo se ha observado que,
durante la metaciclogénesis, los epimastigotes diferenciados se adhieren al epitelio del
recto del triatomino antes de su transformacién en tripomastigotes metaciclicos y colonizan
el intestino medio y el recto del insecto, mientras que los tripomastigotes se encuentran

principalmente en el recto, débilmente unidos a la cuticula rectal (Salazar, et. al., 2005).

El indice de metaciclogenia se obtiene a través del cociente del numero total de
tripomastigotes metaciclicos dividido entre el total de formas contadas en 100 campos,
multiplicado por 100. Este calculo permite establecer la efectividad de un vector en la

transmision de T. cruzi (Salazar, et. al., 2005).

3.6 Lugares de estudio

3.6.1 Guatemala

La Republica de Guatemala estd situada en el Istmo Centroamericano, entre los 142 y los
189 de latitud norte y los 882 y 922 de longitud oeste. Tiene fronteras al norte con México
(960 Km)., al oeste con Belice (266 Km), al este con el Mar Caribe (148 Km) y Honduras (256
Km), al sudoeste con El Salvador (203 Km) y al sur con el Océano Pacifico (254 Km)

(Ministerio de Asuntos Exteriores y de Cooperacion, 2016).

En 2008, Guatemala se convirtié en el primer pais de Centroamérica en certificarse
oficialmente como libre del vector Rhodnius prolixus (Hashimoto & Schofield, 2012), uno de
los principales vectores de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, T. dimidiata es el actual

y principal vector, se encuentra presente en 21 de los 22 departamentos del pais (Monroy
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& Rodas, 2019), razén por la cual la especie ha sido el centro del control vectorial desde
hace mds de una década (Lucero, et. al, 2013). Por esta razén se han creado en el pais
sistemas de vigilancia entomoldgica con participacion comunitaria en 637 localidades, asi
como otras estrategias en el marco de EcoSalud y EIC (Educacién, informacién y

Comunicacion) (IPCA, 2012).

En el periodo 2011 al 2013 los casos reportados en Guatemala de la enfermedad de Chagas
fue en promedio 41, entre 2014 al 2015 se evidencia aumento del reporte de 136 casos

mas, comparado con el afio 2014 (Chavez, 2015), tal como se observa en la grafica 1.

Reporte de casos en Guatemala, 2011-2015

200
w
o
1%2]
T 150
[«F]
<
o 100
—
£
S 50
S
2 H B B
0
2011 2012 2013 2014 2015
Afio

Grafica 1. Casos reportados de Chagas durante los afnos 2011-2015 en Guatemala. Fuente:
Ministerio de Salud Guatemala (Chavez, 2015).

3.6.1.1 Jutiapa

El departamento de Jutiapa estd ubicado al suroriente de la Republica de Guatemala; se
ubica al este con la republica de El Salvador, se encuentra a una altura que oscila entre 850
y 1832 msnm (Ministerio de economia de Guatemala, 2015). El clima en general es
templado y hay zonas de tierra caliente. Jutiapa tiene varios rios como el Rio Paz que sirve
de limite con la republica de El Salvador, entre otros (Ministerio de economia de Guatemala,

2015).

Este departamento ocupa el primer lugar en el porcentaje de casos de la enfermedad de
Chagas en el pais, sin tomar en cuenta al departamento de Guatemala ya que es aqui, es

donde se encuentran los hospitales especializados de referencia nacional y, por lo tanto, los
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casos notificados pudieran ser de otros departamentos, debido a esto se observa un mayor
numero de casos reportados. Sin embargo, es notable que Jutiapa es el departamento con
mas reportes, los cuales representan el 31% de los casos (60/190) (Chavez, 2015), tal como

se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Casos de Chagas por departamento 2015.

Departamentos Casos Porcentajes
Alta Verapaz 1 0.5
Huehuetenango 3 1.6
El Progreso 3 1.6
Izabal 3 1.6
Santa Rosa 3 1.6
Baja Verapaz 3 1.6
Petén 10 5.3
Chiquimula 7 3.7
Guatemala 89 46.8
Zacapa 8 4.2
Jutiapa 60 31.6
Total 190 100

Fuente: Ministerio de Salud Guatemala (Chavez, 2015).

3.6.1.2 Huehuetenango

El departamento de Huehuetenango se encuentra situado en la region VIl o region Nor-
occidental y limita al Norte y Oeste, con la Republica de México. Se ubica en la latitud 15°
19' 14" y longitud 91° 28' 13", Cuenta con una extension territorial de 7,403 kildmetros

cuadrados, y se encuentra entre 1,500 a 2,400 msnm (Garcia, 2007).

Este departamento también se encuentra en el listado de casos reportados por la

enfermedad de Chagas (Tabla 2), sin embargo, los reportes son pocos, solamente tres casos
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durante el 2015 (Chavez, 2015). T. dimidiata ha sido reportado segun el Ministerio de Salud

Publica y Asistencia Social, 2012 en 32 de los 33 municipios de Huehuetenango.

3.6.2 El Salvador

El Salvador limita al Norte y al Este con Honduras, al Oeste con Guatemala y al Sur con el
Océano Pacifico, se encuentra entre 600 y 1000 msnm (Ministerio de Asuntos Exteriores y
de Cooperacién, 2016). Al igual que Guatemala, el principal vector que transmite la
enfermedad de Chagas en El Salvador es T. dimidiata, ya que en el afio 2010 se certifico la
eliminacidn de R. prolixus en el pais, y T. dimidiata se convirtid en el principal y aun activo
transmisor (Organizacion Panamericana de la Salud, 2011). Actualmente, en el pais se ha
adquirido mejor conocimiento de esta enfermedad gracias al Programa de Control de la
Enfermedad de Chagas, iniciado en el 2003 por el Ministerio de Salud, la Agencia de
Cooperacién Internacional del Japén (JICA) y la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS/OMS). El Salvador ha reportado casos agudos para la enfermedad lo cual es inusual

en Latinoamérica (Sasagawa, et al., 2014).

3.6.2.1 Santa Ana

El departamento de Santa Ana es una regidn hiperendémica de El Salvador, este se
encuentra en la regidén oeste del pais y colinda con Guatemala, especificamente con el
departamento de Jutiapa. Este departamento ha sido el segundo que ha reportado mas

casos agudos de Chagas en el pais durante los afios 2,000-2012 (Sasagawa, et al., 2014).

Tabla 2: Numero de casos agudos de Chagas reportados en El Salvador por provincia, 2000-2012

Regidn Provincia 2000 2001 2002 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 [ 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | Sub-
total
Ahuachapan 3 2 0 2 1 15 18 10 14 7 3 5 3 83
Western Santa Ana 29 4 3 2 9 21 9 10 17 7 6 14 7 138
Sonsonate 6 2 2 0 10 16 9 7 8 11 2 1 1 75
Central Chalatenango 0 0 0 0 0 3 1 4 6 0 0 0 0 14
La Libertad 1 1 4 0 4 2 1 1 0 8 0 1 2 25
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Metropo- San Salvador 6 19 5 19 17 24 32 60 20 8 0 0 1 211
litan
Cuscatlan 0 1 0 0 0 3 7 2 4 3 2 0 1 23
La Paz 0 0 0 0 0 2 0 0 5 2 0 0 0 9
Paracentral "o Vicente 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 3
Cabaiias 0 0 16 0 0 2 2 2 2 3 0 0 0 27
Usuluan 0 0 0 0 2 4 5 0 2 4 2 1 0 20
Eastern San Miguel 0 0 4 0 0 17 32 19 9 2 1 2 1 87
Morazan 0 0 0 0 8 0 0 1 0 2 0 0 0 11
La Unién 0 0 0 0 2 1 0 1 1 0 0 0 0 5

Fuente: Ministerio de Salud el Salvador en: Sawagawa et. al., 2014

3.7 Modelos murinos

El uso de modelos murinos es amplio en estudios de enfermedades humanas, debido a la
similitud genética, celular e inmunoldgica (Nguyen & Xu, 2008, Demetrius, 2006), es por ello
que los ratones han sido catalogados como un excelente modelo experimental para el
estudio de la inmunidad celular y humoral inducido por la infeccion de T. cruzi (Ledn, et. al.,

2016).

Los ratones y los seres humanos comparten drganos y fisiologia sistémica, asi como
experimentan muchas de las enfermedades comunes que sufrimos, las cuales tienen causas

hereditarias tanto poligénicas como mendelianas (Nguyen & Xu, 2008).

En el 2011, se secuenciaron los genomas de 17 cepas de ratones, obteniendo la variacién
gendmica de la mayoria de las cepas comunmente usadas de ratones de laboratorio
(Schofield, et. al., 2012). Las cepas: Balb/c y CD-1 (Figura 2) son las mas comunes para
modelar la enfermedad de Chagas en Sudamérica (Cruz, et. al., 2014; Ledn, et. al., 2016;

Rimoldi, et. al., 2012; Melquiades,et. A., 2010; Espinoza, et. al., 2010).
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Figura 2. Ratones singénicos que han sido utilizados como modelos de la enfermedad de

Chagas. (A) corresponde a la cepa Balb/cy (B) corresponde a la cepa CD-1.

En Guatemala hay un estudio de comparacion de virulencia de cepas provenientes del
departamento de Guatemala donde utilizaron un modelo murino, en el cual se concluyé
una diferencia en virulencia entre cada localidad, siendo este el Unico estudio reportado

en el pais reportado utilizando estos modelos animales (Rodas, 1997).
4. JUSTIFICACION

La regidn fronteriza entre El Salvador y Guatemala ha sido un foco de atencién debido a la
diferencia en la agresividad de la enfermedad de Chagas. En el departamento de Jutiapa, a
pesar de tener areas vecinas con El Salvador, el nimero de casos agudos reportados son
pocos (Chavez, 2015) en comparaciéon con El Salvador, que ademas presenta alto nimero
de casos, principalmente en la fase aguda (Sasawaga, 2014). Por otro lado, Huehuetenango
a pesar de no haber presentado ningun caso agudo de la enfermedad hasta el momento,

ha presentado alta infeccidn parasitaria en los triatominos (Monroy & Rodas, 2019).

Reportes anteriores donde se evalué la virulencia de cepas de T. cruzi en modelos murinos
han demostrado que cada cepa de T. cruzi tiene distintos niveles de virulencia, algunas
cepas tienen alta tasa de mortalidad y diferentes niveles de dafio histopatoldgico (Cruz, et.
al., 2014; Ledn, et. al., 2016; Rimoldi, et, .al, 2012; Melquiades, et. al. 2010; Espinoza, et. al.,

2010), sin embargo, a la fecha los esfuerzos para evaluar cepas en Guatemala y El Salvador
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son escasos, Unicamente hay reportado dos estudios con modelos murinos y dafo

histopatoldgico en Guatemala (Hernandez, 1996; Rodas, 1997).

Estudios previos han evaluado la importancia de trabajar con ratones de cepas puras para
el estudio de la enfermedad de Chagas (Cruz, et. al., 2014; Ledn, et. al., 2016; Rimoldi, et,
.al, 2012; Melquiades, et. al. 2010; Espinoza, et. al., 2010), esto debido a que el trasfondo
genético juega un papel fundamental en la historia natural de la infeccién (Ledn, et. al.,,
2016), en el presente trabajo se utilizé la cepa pura de ratén CD-1, la cual ha sido de las mas

recomendadas para modelar la enfermedad de Chagas (Ledn, et. al., 2016).

Cabe destacar que en este trabajo se realizé una nueva metodologia no reportada en
Guatemala ni en El Salvador, donde se calcularon los indices de metaciclogenia, los cuales,
en estudios anteriores han relacionado los altos indices de metaciclogenia con dafio tisular
(Salazar, et. al., 2005), con mayor seroprevalencia humana y con mayor virulencia en

modelos murinos (Becerril, et. al., 2007), por ello fue relevante incluirlo en el estudio.

También, debido a que no hay reportes de estudios con modelos murinos de la cepa pura
CD-1 en Guatemala ni en El Salvador, se realizaron curvas de parasitemia con ratones CD-1
provenientes de Charles River, USA. Durante el experimento se evaluaron caracteristicas
fisicas de los ratones y por ultimo se evaluaron los cortes histolégicos de los ratones
infectados con las cepas de las localidades de estudio, siendo este, el primer reporte de

cortes histoldgicos de ratones de cepa pura para ambos paises.

Los resultados obtenidos en este estudio abren una puerta al conocimiento y a la
comprension de la virulencia de cepas de T. cruzi aisladas de las localidades de estudio, cabe
resaltar que estas tres localidades estan catalogadas dentro de las regiones endémicas para
la enfermedad. Ademads, es importante resaltar que el generar estudios de esta indole

persiguen dar apoyo a las instituciones que administran salud publica a nivel nacional,
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encargadas de generar estrategias para el control de enfermedades como, en este caso la

Enfermedad de Chagas tanto en Guatemala como en El Salvador.

5. OBJETIVOS

5.1 General

5.2 Especificos

6. HIPOTESIS

Analizar la virulencia y caracteristicas de la infeccidn de tres cepas de
Trypanosoma cruzi provenientes de distintas localidades geograficas

de Guatemala y El Salvador, en ratones CD-1.

Obtener y comparar el indice de metaciclogenia de los triatominos

provenientes de las localidades de estudio.

Comparar la virulencia de las cepas de T. cruzi de las localidades de
Guatemala (Huehuetenango y Jutiapa) y El Salvador (Santa Ana),

utilizando curvas de parasitemia.

Describir la progresién de la infeccion por T. cruzi en los ratones CD-
1 infectados, evaluando sus caracteristicas fisicas e histologia de

drganos.

Las cepas de T. cruzi aisladas de triatominos de Huehuetenango presenta la misma

intensidad de virulencia que la cepa aislada de triatominos de El Salvador, y estas a

su vez seran mayores que la de Jutiapa.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo

7.1.2 Poblacion

Parasitos T. cruzi en los triatominos muestreados en las viviendas de las localidades de
Guatemala: Huehuetenango (municipio de Aguacatan), Jutiapa (municipio de Comapa) y El

Salvador: Santa Ana (municipio de El Congo).
7.2 Muestra

7.2.1 Descripcion de la muestra

Parasitos aislados de los triatominos muestreados en viviendas de las localidades de los
departamentos de Huehuetenango (municipio de Aguacatan), Jutiapa (municipio de

Comapa) y El Salvador, Santa Ana (municipio de El Congo).

7.3 Recursos materiales

7.3.1 Equipo
® Microscopio ® Pinzas
® Micropipeta 100 uL e Reactivo de Giemsa
e Micropipeta 10 uL e Metanol 100%
e (Cdmara de Neubauer ® Llanceta
e Portay cubreobjetos e Bisturi
e Solucidn salina (85% NaCl) e Tubos con EDTA para
e 10% formol hematologia
e PBS (Buffer Phosphate e Jeringas 1ml
Saline) e Puntasde 10y 100

7.3.2 Recursos Bioldgico: del laboratorio ~ Charles

e 12 ratones singénicos de la River USA

cepa CD-1 provenientes
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7.4Métodos

7.4.1 Area de estudio

El estudio se realizd en dos localidades de Guatemala y en una localidad de El Salvador.
Las localidades muestreadas en Guatemala fueron: municipio de Aguacatan (1670 msnm)
Huehuetenango y municipio de Comapa (1250 msnm) Jutiapa. En el caso de El Salvador, se

muestreo el municipio el Congo (665 msnm) de Santa Ana (anexo 1).

7.4.2 Muestreo de especimenes

Guatemala: En Huehuetenango los especimenes fueron colectados por personal calificado
del programa nacional de enfermedades transmitidas por vectores del Ministerio de Salud
Publica de Guatemala, mientras que en Jutiapa los especimenes fueron muestreados por
medio de personal del Laboratorio de Entomologia Aplicada y Parasitologia en conjunto con

el personal de vectores del ministerio de salud.

El Salvador: El muestreo fue desarrollado en conjunto con la Universidad de El Salvador

(UES) y el Ministerio de Salud de El Salvador.

En todas las localidades se utilizd el método hombre/hora, en el cual durante 30 minutos
dos personas realizaron una busqueda activa dentro y fuera de la casa, con ayuda de

linternas y pinzas.

Los triatominos capturados fueron colocados en viales plasticos, un espécimen por vial,

para evitar contaminacion cruzada de parasitos.

7.4.3 Indice de metaciclogenia

El indice de metaciclogenia se obtuvo a través del procedimiento estandarizado por

Becerril, Rangel, Imbert, Gémez & Figueroa, 2007 y Salazar, et. al. 2005, utilizando las
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chinches muestreadas en los lugares de estudio: Santa Ana (El Salvador), Jutiapa vy
Huehuetenango (Guatemala).
Para la localidad de Santa Ana se obtuvieron 10 triatominos, de los cuales solamente dos

adultos hembras tuvieron presencia de parasito.

Para la localidad de Jutiapa se obtuvieron 30 especimenes, los cuales estuvieron infectados
8 triatominos, sin embargo, para mantener la igualdad de condiciones, se tomaron dos

triatominos infectados, asi como se obtuvo en Santa Ana.

Para Huehuetenango, Unicamente se obtuvieron dos especimenes, los cuales uno estuvo

infectado con parasito. El indice de metaciclogenia solamente se realizd con un triatomino.

Las heces de los triatominos infectados se obtuvieron presionando su abdomen y se
mezclaron, luego, estas fueron diluidas en solucién salina al 85% y examinadas con un
aumento de 400X en un microscopio éptico marca Nokia.

Las muestras positivas para T. cruzi, se fijaron en metanol puro en una campana de flujo
laminar, siguiendo los protocolos descritos en la ficha de seguridad. Una vez secas, se
agregod a las muestras el reactivo de Giemsa-PBS (1:9), luego se dejaron en reposo 10
minutos. Al pasar este tiempo, se lavaron con agua destilada durante 3 segundos (Becerril,
et. al., 2007), por ultimo, se dejaron secar a temperatura ambiente y se procedi6 a la

evaluacidn al microscopio, tal como se observa en el diagrama de flujo.

Se cubrio la ldmina con

metanol puro en campana
de flujo laminar

Se dejo secar

T s ' Se dejd secar
Se cubrid la ldmina con Reposo Se lavd con agua !

reactivo de Giemnsa-PBS en [aSmmm—. destilada por 3
proporcion 1:9 10 min. minutos

Evaluacion al

— ) )
la muestra a microscopio
T ambiente
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Figura 3. Diagrama de flujo de tincidn con Giemsa para muestras positivas al parasito T.

cruzi.

Las muestras fueron examinadas por microscopia déptica a 400X, los pardsitos fueron
identificados y sus estadios fueron definidos, a través de criterio morfoldgico. Para calcular
este indice primero se contaron 100 formas de parasito a un aumento de 400X, obtenido
del cociente del niumero total de tripomastigotes metaciclicos dividido entre el total de

formas contadas en los 100 campos, multiplicado por 100, como se muestra a continuacion:

Numero de tripomastigotes metaciclicos 100

indice de metaciclogenia = *
9 Total de formas contadas en 100 campos

7.5 Consideraciones éticas

Este estudio se llevd a cabo en el Bioterio de La Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
“Amarillis Saravia” de la Universidad de San Carlos de Guatemala, con el aval de la junta
directiva del Comité Institucional para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)

de Guatemala (Anexo 2).

7.6 Aislamiento de T. cruzi y expansion in vivo

Los ratones utilizados en este estudio fueron adquiridos del laboratorio de crianza de
ratones singénicos Charles Rivers. Los ratones ingresaron por la Aduana Express Aéreo,
COMBEX-IM, cumpliendo los procedimientos legales establecidos para el ingreso de
animales al pais, establecido por el MAGA. Luego fueron trasladados al bioterio Amarillis
Saravia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, en donde se reprodujeron para

posteriormente realizar el experimento con la generacidn filial 1 o F1.
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Para poder aislar las formas infectivas del pardsito (tripomastigotes) en sangre, fue
necesario infectar tres ratones hembra de la cepa CD-1 (6 semanas de edad, de 23-25g),

uno por cada localidad muestreada.

Luego cada hembra fue inoculada intraperitonealmente con aproximadamente 5 uL de
heces diluidas en 200 uL de solucién salina al 85% de los triatominos infectados de cada una
de las areas de estudio (2 triatominos de Jutiapa, 2 de Santa Ana y 1 de Huehuetenango),
las heces de los triatominos de cada localidad fueron mezcladas y luego diluidas. Luego,
cuando se comenzaron a observar pardsitos en sangre, se tomaron 5 L de sangre de la cola
del ratén infectado diluidos en 95 pL de PBS y se revisd y contd en una camara de Neubauer

si presentaba parasito y niumero.

Cuando se observo el parasito en sangre (aproximadamente a los 15-20 dias post-infeccién),
se procedid a anestesiar a los ratones con Xilacina-Ketamina (1:2), y se tomé una muestra
de sangre del corazén (1 ml de sangre). Luego, se realizd una dilucién de la sangre en
solucidén salina al 85% (1:20) para el conteo en la cdmara de Neubauer; obteniendo una

concentracion final de 2x10* tripomastigotes/200 pL.

7.7 Determinacion de la virulencia de tres cepas de T. cruzi en grupos
experimentales

Para cada localidad se utilizé un grupo de 4 ratones (dos hembras y dos machos) de 6

semanas de edad con un peso de 25-30g, incluyendo un grupo control, sin infeccion.

Los ratones se inocularon intraperitonealmente con 2x10* tripomastigotes/200 pL y fueron
evaluados tomando una muestra de sangre de la cola utilizando una lanceta
aproximadamente 5ulL cada 3 dias durante 69 dias. Los parasitos fueron contabilizados en
una camara de Neubauer por microscopia éptica a un aumento de 400X. Luego se realizaron

las curvas de parasitemia con los conteos de parasitos, en las cuales en el eje X se reporté
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la duracion del experimento, mientras que en el eje Y se colocd la cantidad de parasitos

contabilizados en la cdmara de Neubauer, utilizando la siguiente férmula:

nomero de células x 10.000
Concentracion =
nomero de cuadros x dilucién
Se calculé el drea bajo la curva de cada ratdn infectado en el dia de maxima parasitemia,

para hacer una comparacién de virulencia entre cepas. Este calculo se realizé6 en el

programa GraphPad Prism 9.3.0.

También se calculé la curva de supervivencia de Kaplan-Meier, para evaluar la supervivencia
de cada grupo infectado con las cepas de estudio. Este cdlculo se realizé en el programa

GraphPad Prism 9.3.0.

7.8 Evaluacion de cambios fisicos

Se evaluaron las siguientes caracteristicas fisicas: peso y medida del bazo de cada ratén
infectado, asi como su control. El peso se evalué utilizando una balanza semi analitica cada
3 dias, al mismo tiempo que se realizé la toma de muestra sanguinea, para llevar un control
de la progresidn de la enfermedad en los ratones.

También se evalué la inflamacidn del bazo en los ratones infectados y en sus respectivos
controles para observar la progresidn de la enfermedad, esta evaluacidn se realizé por
medio de un vernier al momento de la diseccidn del animal post sacrificio, estos resultados
se presentan en un cuadro comparativo de los ratones control versus, los ratones

infectados.

Para la medida de peso de los ratones, se realizdé una prueba de normalidad, luego una
prueba paramétrica de ANDEVA y una prueba post-hoc de Dunnet para evaluar la diferencia
significativa entre grupos a un nivel de significancia de 0.05. Las variables de piloereccién y

arqueamiento dorsal se reportaron como presencia/ausencia.
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7.9 Histologia

Los ratones infectados con la cepa de Jutiapa y del grupo de machos de El Salvador se
sacrificaron humanitariamente por medio del anestésico pentobarbital sédico, con una
sobredosis de 2 ml. Seguido de la eutanasia humanizada, se disectaron los siguientes
organos: corazon, higado, bazo, eséfago, intestino delgado, musculo esquelético y rifidn
(Becerril, et. al., 2008). En el caso de los ratones infectados con la cepa de El Salvador, los
machos fueron sacrificados humanitariamente segin el normativo del Bioterio de La
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia “Amarillis Saravia” de la Universidad de San Carlos
de Guatemala, el dia 21 debido a que se encontraban en mal estado de salud, y las hembras

fallecieron el dia 24 por el mismo motivo.

Los drganos fueron fijados en formaldehido al 10% embebidos en parafina. Se realizaron
cortes histoldgicos para evaluar la presencia de nidos de amastigotes, utilizando la tinciéon
Hematoxilina-Eosina. Se realizd un conteo de nidos de amastigotes en 100 campos para
cada dérgano a un aumento de 1000X, usando aceite de inmersion. Este proceso se realizd
en el laboratorio de Biologia de parasitos a cargo de la Dra. Paz Maria Salazar, de la Facultad

de Medicina en la Universidad Nacional Auténoma de México -UNAM-.

8. RESULTADOS

A continuacioén, se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de la virulencia entre
los patégenos de las distintas localidades, por medio del indice de metaciclogenia, las curvas
de parasitemia, diferencias observables en los cortes histoldgicos, el peso de los animales

del estudio y variables binarias como arqueamiento dorsal y piloereccion.
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8.1 indice de metaciclogenia

De las tres localidades de estudio mostradas en la tabla 4, los triatominos provenientes de
la localidad de Santa Ana presentaron el mayor indice de metaciclogenia, es decir que al
momento de ser evaluados se encontré6 un mayor nimero de formas infectivas
(tripomastigotes) que de formas no infectivas (epimastigotes) en el vector.

A pesar de que los indices de metaciclogenia fueron similares entre los triatominos
provenientes de Huehuetenango y Jutiapa, es importante resaltar que los vectores de
Huehuetenango presentaron mayor niumero de parasitos totales con respecto a las demas
localidades, siendo estos tripomastigotes, los cuales son la forma infectiva de la

enfermedad (tabla 4).

Tabla 4 indice de metaciclogenia de las tres localidades de estudio

Localidades de muestreo Numero de Numero de indice de
de triatominos epimastigotes tripomastigotes metaciclogenia
Santa Ana (ES) 43 89 (23/412%;,)

Jutiapa (Gua) 18 25 (slzfﬁ;)
Huehuetenango (Gua) 60 102 (52/8126;))

8.2 Determinacion de la virulencia de T. cruzi en ratones

8.2.1 Curvas de Parasitemia

En la figura 4 se muestra la comparacion de la curva de parasitemia entre sexos, en donde
se observa una diferencia en el eje “Y” de la grafica, el cual corresponde al numero de
parasitos, las hembras infectadas con la cepa de Jutiapa obtuvieron un nimero de pardsitos
en el dia de maxima parasitemia de 190,000, las hembras infectadas con la cepa de El

Salvador, 555,000 parasitos (figura 4A); los machos infectados con la cepa de Jutiapa y
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462,500 parasitos para los machos infectados con la cepa de Santa Ana, 1,637,500 (figura
4B).

En los ratones infectados con la cepa de Huehuetenango la infeccién no progresd, es decir
gue no presentaron parasitemia, Unicamente se observé un parasito en el ratén infectado,

por lo tanto, no se pudo continuar con la inoculacién de parasitos al grupo de estudio.

A Hembras
Jutiapa - Santa Ana

500000 +
500000
400000

300000

Jutizpa

200000 Santa Ana

Parasitos an 10ul

100000

1 3 & 9121518212427 303233639424548515457e6063 6669
Dizs

Machos
lutizpa-5anta Ana
1200000 .|.
1800000
1400000
1100000
1000000
200000 )
500000 — | utizpa
400000
200000

Parasitos en 10ul

Santa Ana

1 32 6 9 12151321 2427 3033 36 3942 45 483 51 54 57 60 63 66 &3

Dias
Figura 4. Curva de parasitemia machos y hembras de Jutiapa (Guatemala) y Santa Ana (El
Salvador). (A) Curvas de parasitemia de hembras de ambas localidades, (B) Curvas de
parasitemia de machos de ambas localidades. El eje “Y” muestra el nUmero de parasitos
encontrados en 10uL, en una dilucion 1:200. El eje “X” muestra el nimero de dias del

experimento. El simbolo (+) indica el dia en que fallecieron los individuos.
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En la curva de parasitemia de la figura 5, se muestran los promedios de machos y hembras
de cada cepa. La cepa de Santa Ana fue la mds virulenta ya que en el grupo de ratones
infectados con dicha cepa se observé un elevado nimero de parasitos (1,800,000) hasta el
dia 24 del experimento, la cual corresponde a la fase aguda de la enfermedad y luego
fallecieron. En comparacién con la cepa de Jutiapa, en la cual se observd en su maxima
parasitemia (450,000 pardsitos) el dia 27, el grupo de ratones infectados con dicha cepa
llegaron a la fase crénica de la enfermedad en la cual ya no se encontraron pardsitos

circulando en sangre.

Promedio machos y hembras
1200000

1000000
800000
500000

400000

Parasitos en 10ulL

200000 +

0

1 2 6 9 121518 21 24 27 30 33 360 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69
Dias

= |utiapa Santa Ana

Figura 5. Curva de parasitemia general (promedio machos y hembras). En el eje “Y” se
observa el nimero de parasitos encontrados en 10uL, en una dilucién 1:200, mientras en el
eje “X” el numero de dias del experimento. El simbolo (+) indica el dia en que fallecieron los

individuos.

La tabla 5 muestra el drea bajo la curva de cada ratdn por localidad el dia de maxima
parasitemia (anexo 3). Los ratones infectados con la cepa de la localidad de Santa Ana

obtuvieron un mayor nimero de parasitos que la localidad de Jutiapa.
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Tabla 5. Area bajo la curva por localidad dia méxima parasitemia de cada raton
infectado por localidad.

Jutiapa Santa Ana
Raton 1 4,717,500 5,880,000
Ratén 2 2,070,000 4,181,250
Ratén 3 1,402,500 2,242,500
Raton 4 952,500 3,675,000

]
E :
I | e e
= ]
C .
2 Ratones infectados con
= la cepa de Jutiapa
aQ -
E 50 _,Ratones infectados con
L ] la cepa de Santa Ana
E
]
Q ]
E 0 1 | | 1
0 20 40 60 80

Dias de infeccion

Figura 6. Curva de supervivencia Kaplan-Meier. El eje “x” corresponde a los dias de

o, n

infeccion y el eje “y” corresponde a la probabilidad de supervivencia.

Los ratones infectados con la cepa de Jutiapa tuvieron una probabilidad de supervivencia
del 100% ya que completaron los dias del experimento, mientras que los ratones infectados
con la cepa de Santa Ana tuvieron una probabilidad de supervivencia del 50% al dia 21y de

0% al dia 24 (figura 6).
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8.3 Caracteristicas Fisicas

Con el objetivo de describir la progresion de la enfermedad, se evaluaron las caracteristicas
fisicas de los ratones infectados, entre ellas el peso, arqueamiento dorsal y piloereccion, asi
mismo se evaludé el tamafio del bazo mediante disecciones y se analizaron cortes

histoldgicos de diversos érganos con contraste Hematoxilina/eosina.

8.4 Peso

La figura 6 muestra el promedio de peso de ratones infectados por localidad y la desviacidn
estandar por cada toma de muestra. Se observa que los ratones infectados con la cepa de
Jutiapa llegaron a la fase crénica de la enfermedad, y un incremento de peso a la mitad del
experimento. También los ratones infectados con la cepa de Santa Ana presentaron un
aumento de peso, pero tuvieron un indice de mortalidad del 100% y no pudieron pasar a la

fase aguda de la enfermedad (figura 7).

Promedio de peso de ratones infectados
Jutiapa - Santa Ana

faramos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11 12 13 14 15 16 17 18

-
o

]
2
=
2
5]

Dias

—Echo SA  ee——Hembra SA  e=——Nacho JUT Hembra JUT
Figura 7. Promedio de peso de ratones infectados con las cepas de Jutiapa y Santa Ana.
En el eje “Y” se observan los gramos, mientras en el eje “X” el nUmero de dias del
experimento. El simbolo (+) indica el dia en que fallecieron los individuos. SA= Santa Ana,

JUT=Jutiapa.
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Se realizd una prueba de normalidad de Shapiro Wilks, identificando que los datos siguen

una distribucién normal con un valor de p > 0.05 para ambas localidades (tabla 6).

Tabla 6 Prueba de normalidad Shapiro Wilks. Peso ratones

DATOS Valor “p” Santa Ana Valor “p” Jutiapa

Peso 0.055 0.170

Fuente: Datos experimentales obtenidos en Rstudio 3.0.

Se realizé un anadlisis de varianza de una via (ANDEVA), planteando la Ho que las medias son
iguales y la Ha que al menos una de las medias es diferente con un nivel de confianza del
95%. Se obtuvo un valor de p<0.005, se rechaza la Ho vy, por lo tanto, existe diferencia

significativa en el peso de los ratones de las localidades en estudio.

Posterior a esto, se realizé una prueba Post-Hoc de Dunnet, la cual permite hacer
comparaciones multiples de los grupos con respecto al control (Queen, Quinn & Keough,
2002). Se observé diferencia significativa entre el grupo hembra 1 de Jutiapa contra su
control, y entre el grupo hembra 2 de Santa Ana contra su control. Los demas grupos no

presentaron diferencias significativas (tabla 7).

Tabla 7. Prueba Post Hoc de Dunnet

. Desviacion Valor de “p”
Grupo Promedio , :
estandar Jutiapa Santa Ana
Hembral 29.049 3.665 0.051 0.082
Hembra 2 24.339 4.022 0.422 0.005*
Machol 36.337 4.429 0.940 0.446
Macho?2 29.058 4,785 0.736 0.874

* Diferencia significativa, p<0.05.
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8.5 Arqueamiento dorsal y piloereccion

Se observé presencia de arqueamiento dorsal y piloereccion en los ratones macho
infectados con la cepa de Santa Ana en el dia de maxima parasitemia, el cual corresponde
al dia 24 del experimento. Asi mismo se observé piloereccion el dia de maxima parasitemia
de los ratones macho infectados con la cepa de Jutiapa, el cual corresponde al dia 27 del

experimento.

8.6 Diseccion del Bazo

Como parte de la evaluacion de alteraciones de érganos, se realizo la diseccién del bazo de
los ratones en estudio (tabla 8). Todos los ratones del grupo de Jutiapa presentaron
esplenomegalia al compararlos con el grupo control, sin embargo, la hembra infectada 2 de
la tabla 7, fue la que mayor esplenomegalia presentd ya que la medida del largo del bazo
fue de 3 cm, y de los demas ratones fue de 2.7 cm, mientras que los ratones control

presentaron una medida de 1.7 cm (tabla 8).

Los ratones macho de El Salvador, también presentaron esplenomegalia en comparacién
con su control, se debe resaltar que en este grupo infectado se observd que los bazos de
ambos ratones sobrepasaron los 3 cm de largo, mientras que la medida del bazo del ratén

control fue de 1.7cm (tabla 8).

Tabla 8. Bazo de los grupos de estudio

Muestra Jutiapa El Salvador

Hembra
N/A
infectada 1
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Hembra N/A
infectada 2
(3cm)
Control N/A
hembras
Macho

infectado 1

(2.7cm) (3.1cm)

Macho

infectado 2

(2.7cm)

Control

macho

W ool

(1.7cm)

(1.7cm)

N/A = No fue posible evaluar el bazo de este grupo de ratones debido a que fallecieron y sus 6rganos estaban en muy

malas condiciones.
Notal: La diferencia de tamarios entre los bazos de Jutiapa y los de El Salvador se deben a un efecto de la fotografia y el

instrumento de medicién.
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8.7 Histologia

Para evaluar la virulencia de cada una de las cepas de estudio en los érganos de cada ratén
infectado, se realizaron cortes histoldgicos y su posterior evaluacién microscépica en:
corazoén, higado, bazo, eséfago, intestino delgado, musculo esquelético y rifidn.

No fue posible hacer cortes de los 6rganos infectados del grupo de hembras de Santa Ana

debido a que fallecieron antes de la toma de muestra y sus érganos se descompusieron.
En la tabla 9 es posible observar que Unicamente los ratones infectados con la cepa de Santa

Ana presentaron nidos de amastigotes en los érganos del corazéon, musculo esquelético y

cerebro, los cuales fueron cuantificados en 100 campos.

Tabla 9. Presencia de amastigotes en cortes de érganos de las cepas de estudio.

. . Conteo
. , Presencia de Presencia de .
organo Cepa T. cruzi . g . amastigotes/100
infiltrado amastigotes
campos
, Jutiapa + - 0
Corazén
Santa Ana + + 107
Mdsculo Jutiapa - - 0
esquelético | Santa Ana + + 15

Cerebro Santa Ana + + 1
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En la figura 8Ay B, se observan cortes histoldgicos de corazones provenientes de los ratones
macho infectados con la cepa de Santa Ana en la fase aguda de la enfermedad, las flechas
blancas indican los nidos de amastigotes mas grandes que se encuentran en el corte, ya que

también hay nidos de amastigotes mas pequeiios.

(A)

(B)

Figura 8. Corte histolégico de corazén de ratones CD-1 infectados con cepa de T. cruzi
proveniente de Santa Ana. Tincion Hematoxilina-Eosina. Las figuras A y B corresponden a
un corte transversal del corazén de los dos machos infectados con la cepa de Santa Ana, y

las flechas blancas sefialan nidos de amastigotes claramente definidos.
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En los 6rganos de los ratones provenientes de Jutiapa no se encontraron nidos de
amastigotes, sin embargo, se observé en el corte histoldgico de corazén presencia de
abundante infiltrado celular y fibrosis en el septo (figura 9; tabla 9), el cual se encuentra

marcado con un asterisco de color blanco.

(A)

40x

Figura 9. Corte histologico de corazén de ratones CD-1 infectados con cepa de T. cruzi
proveniente de Jutiapa. La flecha negra sefiala la zona pericardica con presencia de
abundante infiltrado de tipo linfocitario y fibrosis en el septo. El asterisco blanco indica el

septo.
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En el corte histoldgico del musculo esquelético de los ratones macho infectados con la cepa
de Santa Ana, en las figuras 10A y B se sefalan los nidos de amastigotes mediante flechas
blancas y en la figura 10b se observa infiltrado inflamatorio de tipo linfocitario y también se
observan células macroéfagas atacando un nido de amastigotes, esto se puede observar ya

que las células linfocitarias se encuentran dentro del nido.

(A)

Figura 10. Corte histoldgico de musculo esquelético de ratones CD-1 infectados con cepa
de T. cruzi proveniente de Santa Ana. Tincién Hematoxilina-Eosina. Las figuras A y B
corresponden al musculo esquelético de dos machos de la cepa proveniente de Santa Ana.
Las flechas blancas sefialan nidos de amastigotes en las fibras del musculo liso. En la figura
B se puede observar un infiltrado inflamatorio de tipo linfocitario atacando el nido de

amastigotes, el cual se observa.
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La figura 11 muestra un corte histolégico de musculo esquelético de un ratén macho
infectado con la cepa de Jutiapa, en esta figura no se observan nidos de amastigotes, y las

fibras musculares se observan normales.

Figura 11. Corte histolégico de musculo esquelético de ratones CD-1 infectados con cepa
de T. cruzi proveniente de Jutiapa. Tincion Hematoxilina-Eosina. Se pueden observar fibras

musculares normales, en las cuales no se observaron nidos de amastigotes.
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En la figura 12 se observa mediante una flecha blanca, la presencia de un nido de
amastigotes, este se encuentra de forma ovoide bien definida y se observa un eosindfilo,

neutréfilos y macréfagos los cuales se marcan con *

Figura 12 Corte histolégico transversal de cerebro de ratones CD-1 infectados con cepa
de T. cruzi proveniente de Santa Ana. Tincidon: Hematoxilina-eosina. La flecha blanca

sefala un nido de amastigotes.

9. DISCUSION

La region fronteriza entre El Salvador y Guatemala ha sido un foco de atencién debido a la
diferencia en agresividad de la enfermedad de Chagas, lo cual abre nuevas preguntas del
épor qué en El Salvador la enfermedad de Chagas reporta un gran numero de casos agudos
(Sasawaga, et. al., 2014) y en Guatemala han sido pocos (Chavez, 2015)? Solamente hay un
estudio del parasito T. cruzi a nivel genético en estas regiones fronterizas, realizado por
Solérzano, 2015, donde se obtuvo una alta diversidad genética del pardsito entre ambas

regiones.
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Dentro los resultados obtenidos, los triatominos provenientes de la localidad de Santa Ana
tuvieron el mayor indice de metaciclogenia en comparaciéon con las demas localidades
(tabla 4). En reportes anteriores han relacionado los altos indices de metaciclogenia con
dafio tisular (Salazar, et. al., 2005), con mayor seroprevalencia humana y con mayor
virulencia en modelos murinos (Becerril, et. al., 2007). Los ratones infectados con dicha cepa
reportaron numeros altos de parasitos en la curva de parasitemia (figura 4 y 5), los cuales
tuvieron un indice de supervivencia del 0% en la fase aguda de la enfermedad (figura 5),
este mismo comportamiento se observé en una cepa doméstica de Colombia, la cual fue

muy agresiva provocando mortalidad en los ratones de estudio (Cielo, et.al., 2016).

En los cortes histoldgicos realizados en los érganos de los ratones infectados con la cepa de
Santa Ana, se encontraron nidos de amastigotes en el corazén, musculo esquelético y en el
cerebro, siendo este ultimo un indicativo de una cepa muy virulenta. Segun Burgos, et. al.,
2010, el DTU TCI esta asociado con encefalitis y dafo al cerebro, segiin Dorn, et. al, 2017,

este es el DTU que predomina en México y Centroamérica.

Los triatominos infectados con la cepa de Jutiapa y Huehuetenango mostraron indices de
metaciclogenia similares entre si (tabla 4), cabe resaltar que para la cepa de Huehuetenango
solamente se identificod un parasito el dia 54 en un ratén infectado, por lo que no fue posible
desarrollar la infeccion en un grupo de 2 hembras y 2 machos, para continuar el

experimento con esta cepa.

La cepa de Huehuetenango podria tratarse de una cepa de baja virulencia, ya que, aunque
el indice de metaciclogenia es alto (tabla 4), no fue posible alcanzar la infeccién in vivo. Es
necesario que esta cepa esté bajo vigilancia epidemioldgica ya que en el afio 2019 se
reporté una nueva especie de triatomino en esta localidad (Lima, et.al., 2019), el cual podria
convertirse en un vector de importancia epidemiolégica al estar en contacto con alta

parasitemia.

Por otro lado, los ratones infectados con la cepa de Jutiapa tuvieron una virulencia similar
a lo reportado en la literatura con la mayoria de las cepas provenientes de Latinoamérica

(Crugz, et. al, 2015 y Rimoldi, et. al., 2012), en donde los ratones sobrevivieron durante todo
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el experimento. También se observé dafo tisular en el corazén, con infiltrado linfocitario,
pero sin presencia de nidos de amastigotes (tabla 8), lo cual indica que a pesar de que los
ratones llegaron a la fase crénica de la enfermedad, no lograron resolver la misma ya que
hubo un dafio previo que indica que el tejido esta dafiado y posiblemente una disfuncién

cardiaca (De Alba, 2020).

La diversidad genética de las cepas de T. cruzi circulantes tienen caracteristicas propias;
entre ellas: la virulencia y capacidad patogénica (Osorio, et. al., 2012). En cuanto al andlisis
del nimero de parasitos evaluado en los ratones infectados con la cepa de Santa Ana y de
Jutiapa, se observé diferencia en la curva de parasitemia entre estas localidades, ya que los
ratones infectados con la cepa de Santa Ana tuvieron una mortalidad del 100% en la fase
aguda (figura 6). El area bajo la curva (tabla 5) mostré un nimero mayor de pardasitos en el
dia de maxima parasitemia en los ratones infectados con la cepa de Santa Ana en
comparacion con los ratones infectados con la cepa de Jutiapa, esto demuestra que la cepa
de Santa Ana es mds virulenta en su pico maximo de parasitemia, la cual corresponde a la
fase aguda de la enfermedad y por esta razén es posible detectar los casos agudos en El

Salvador, y en Guatemala es mas dificil detectarlos.

Se observd una tendencia hacia el aumento de peso en los ratones durante la fase aguda
de la enfermedad, la prueba de ANDEVA mostré diferencia significativa entre el peso de
ambas localidades (Santa Ana y Jutiapa), la prueba de Dunnet demostré que hubo diferencia
significativa solamente en las hembras de cada localidad (p = 0.005), no se registrd
diferencia significativa en los machos mostrado en la figura 6. Es importante destacar que
los ratones no bajaron de peso durante el experimento (figura 6), este parece ser un
hallazgo interesante, ya que en otros estudios realizados por: Melquiades, et. al, 2010;
Cabalén, et. al., 2016; Onofrio, et. al., 2015, han reportado una pérdida de peso durante la

infeccion.

El aumento en el tamafo del bazo se ha relacionado directamente con la infeccion por T.
cruzi, ya que este es un érgano implicado en la lucha contra la infeccidon (Martin-Escolano,

et. al, 2020), este se expande en conjunto con los ganglios linfaticos subcutaneos debido a
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la activacion y proliferacion de las células Ty B (De Meis, et. al., 2009). En este estudio se
observd esplenomegalia (aumento del tamafo del bazo) en el 100% de los individuos
infectados (tabla 7), con un aumento de tamano casi del doble en los ratones infectados
con la cepa de Santa Ana respecto a su control, los cuales se encontraban en la fase aguda
de la enfermedad y con parasitos circulantes activos. Este es el primer reporte de aumento
de bazo en ratones infectados con cepas de Guatemala y El Salvador en modelos murinos

singénicos CD-1.

En humanos también existen pocos informes sobre la afectacién del bazo en pacientes con
la enfermedad de Chagas en Centroamérica, los cuales, se han basado en autopsias de
pacientes en fase crdnica de la enfermedad (De Meis, et. al, 2009), en los cuales se ha
observado aumento de tamafio y de peso del bazo, con areas aumentadas de foliculos

linfoides y fendmenos tromboembdlicos (Pereira, et. al., 2002; Samuel, et. al., 1983).

En cuanto al analisis de los cortes histolégicos y tincidon de contraste hematoxilina/eosina,
se observaron en los ratones infectados con la cepa de Santa Ana nidos de amastigotes en
corazdn, cerebro y musculo esquelético, mostrando preferencia de tropismo por parte del
pardsito hacia estos érganos (figuras 7, 9y 11), es importante resaltar que se encontrd un
mayor numero de nidos en el tejido del corazén (tabla 8), en donde se observd una
pancarditis aguda, ya que las tres capas del corazén se vieron severamente afectadas (De
alba, 2020). En la fase aguda de la enfermedad el dafio al tejido del corazén se relaciona
directamente con el parasitismo en los tejidos (Salazar-Schettino, et. al., 2016). Es
importante resaltar que se han reportado casos de cardiomiopatias en El Salvador, tanto en

adultos como en nifios (OPS, 2010).

La presencia de nidos de amastigotes en el cerebro es un indicativo que la cepa es muy
virulenta, ya que la migracién a través de la barrera hematoencefalica es un proceso
complejo, como ha sido reportado en otros estudios con T. cruzi en modelos murinos (Cielo,
et.al., 2016, Cruz, et. al, 2015, Rimoldi, et. al. 2011; Hernandez, et. al., 1996), asi como en
humanos (Alyemni, et. al, 2017), por lo que se puede concluir que la cepa de El Salvador

tiene alto grado de virulencia ya que afecta este 6rgano.
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Por el contrario, los ratones infectados con la cepa de Jutiapa alcanzaron la fase crénica de
la enfermedad, presentando dafio tisular del corazén, observando infiltrados leucocitarios
y lesiones fibroticas (ver figura 8), en los cuales no se observaron nidos de amastigotes en
ningun érgano (figura 11C) (De alba, et. al, 2020), lo cual concuerda con lo que se ha descrito
para la fase crénica de la enfermedad en la cual se observaron escasos elementos

parasitarios (De alba, et. al, 2020; Salazar-Schettino, et. al., 2016).

Dentro de las limitantes identificadas en este estudio, se listan las siguientes: a) Durante la
realizacion de esta tesis hubo un cambio de autoridades en el ministerio de salud, lo cual
complicé el seguimiento a la vigilancia entomoldgica y por ende disminuyd el muestreo de
triatominos, b) La falta de politicas aduaneras para el ingreso de ejemplares de animales
para investigacidn. c) Situaciones ajenas a la Universidad de San Carlos de Guatemala en las
cuales se impidid el ingreso de personas al campus y debido a eso no se logré obtener los
organos de las hembras infectadas con la cepa de Santa Ana, las cuales fallecieron

precisamente en este momento en el que no se pudo ingresar a evaluarlas.

A pesar de las limitaciones, es importante resaltar que, a través de los resultados obtenidos,
se logré establecer por primera vez en Guatemala y en El Salvador, un modelo murino de la
progresion de la enfermedad en ratones de cepa pura (CD-1). También se observo que la
cepa proveniente de Santa Ana es mas virulenta que la cepa proveniente de Jutiapa, y a su
vez la cepa de Huehuetenango mostrd ser una cepa de baja virulencia, sin embargo, es
necesaria la vigilancia entomolégica periddica, ya que un elevado indice de metaciclogenia
puede ser un indicador de una cepa con potencial infectivo, este potencial se puede

expresar con la rapida destruccion del habitat en esta regidn y el cambio climatico.

Este estudio sienta las bases para continuar el estudio sistematico de cepas
centroamericanas de T. cruzi, en ratones singénicos, lo cual permite sumar a resultados de
estudios de genética de poblaciones, morfoldgicos, y gendmicos tanto de los vectores como
del parasito; y asi poder aproximarnos a una mejor comprension de la progresién de la
enfermedad y la virulencia de las cepas de T. cruzi, y asi proponer estrategias de control

mas adecuadas para cada region.
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10. CONCLUSIONES

- Al analizar lavirulencia de la cepa de Santa Ana: a) elevado indice de metaciclogenia,
b) elevada carga parasitaria, ¢) mortalidad 100% de ratones en fase aguda, d)
Incremento de tamario del bazo, e) drganos con presencia de nidos de amastigotes,
se determind que la cepa se manifiesta con mayor virulencia en la fase aguda y por

eso es posible hacer una deteccidon temprana de la enfermedad.

- La cepa proveniente de Jutiapa tuvo un comportamiento similar al reportado en la
literatura para otras cepas Latinoamericanas, donde los ratones llegan a la fase
cronica de la enfermedad con dafios en el tejido cardiaco. Por otro lado, la cepa de
Huehuetenango mostré una baja virulencia ya que no infectd a los ratones, sin
embargo, es necesario que se haga una vigilancia entomoldgica constante ya que un
elevado indice de metaciclogenia puede ser un indicador de una cepa con un alto
potencial infectivo, que puede desarrollar mediante la destruccidon del habitat en

esta region y el cambio climatico.

- Por medio de la progresion de la enfermedad: indice de, metaciclogenia, curvas de
parasitemia, caracteristicas fisicas y cortes histoldgicos, se pudo establecer que la
cepa proveniente de Santa Ana es mas virulenta que la cepa proveniente de Jutiapa,

y a su vez la cepa de Huehuetenango mostré ser una cepa de baja virulencia.
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11.RECOMENDACIONES

- Realizar cortes histoldgicos en las dos fases de la infeccién: aguda y crénica, para

detallar el tropismo del parasito en los érganos durante toda la enfermedad.

- Disefiar un experimento similar, incluyendo la nueva especie T. huehuetenanguensis

para poder plasmar la virulencia de esta nueva cepa.

- Realizar prueba de PCR a cada érgano en ambas fases de la enfermedad como

prueba confirmatoria, para determinar en qué drganos estuvo presente el parasito.
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13.ANEXOS

Anexo 1. Puntos de muestreos de T. dimidiata en Guatemala: Jutaiapa (Comapa) y
Huehuetenango (Aguacatan) y en El Salvador: Santa Ana (El Congo). Fuente: Google Earth.

Belice

Jutiapa-€omapa

0%
@ta Ana, El Congo
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Anexo 2. Carta autorizacion de protocolo animal en el Bioterio “Amarillis Saravia” en la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia -USAC-

u s Ac COMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO Y USO
TRICENTENARIA DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO (CICUAL)

versiad de San Caros de Guatemula [ Facoiiad de Ciencias Quimicas y Fannacia ]

Guatemala, 17 de agosto de 2018

Nombre del Investigador: Andrea Judith Pérez Morales
Institucién: USAC- Facultad de Farmacia

Correo electrénico: andreajpmo@gmail.com

Teléfono: (502) 4113 5051

Estimado investigador:

Por este medio se hace constar que el proyecto de investigacion titulado: “Evaluacion de la
virulencia de cuatro cepas de Trypanosoma cruzi provenientes de localidades endémicas
para la Enfermedad de Chagas en Guatemala y El Salvador” ha sido revisado por miembros
del comité institucional para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (CICUAL) de la
universidad de San Carlos de Guatemala.

Las evaluaciones hechas al proyecto son con fines de asegurar el trato éticoy adecuado de
los animales que serén utilizados para el cumplimiento de los requisitos de la investigacion.

Se ha determinado que se cumple con los requisitos necesarios para el uso de animales y
se han seguido las recomendaciones dadas por el comité, por tal motivo se autoriza la
practica con animales en el tiempo establecido en el protocolo de investigacion.

Sin otro particular, me suscribo

Médico Veterinario
Secretario CICUAL
Bioterio Facultad de Farmacia

Péginaldel

e RO



Anexo 3. Tabla de observaciones del niimero de parasitos de cada localidad
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Santa Ana Jutiapa
Hembra Hembra Macho | Hembra Hembra Macho | Macho
1 2 Macho1 | 1 1 2 1 2
dial 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 5000 5000 5000 0 0 0 0
12 25000 50000 35000 40000 20000 5000 5000 10000
15 140000 105000 | 220000 | 140000 75000 20000 70000 65000
18 300000 210000 | 525000 | 180000 155000 55000 | 275000 | 145000
21 565000 545000 | 2350000 | 925000 110000 155000 | 370000 | 260000
24 480000 620000 215000 165000 | 505000 | 420000
27 115000 130000 | 695000 | 225000
30 5000 15000 | 515000 | 225000
33 0 5000 | 165000 40000
36 0 5000 5000 15000
39 0 5000 5000 15000
42 0 5000 5000 5000
45 0 0 0 0
48 0 5000 0 0
51 5000 0 0 0
54 0 0 0 0
57 0 0 0 0
60 0 0 0 0
63 0 0 0 0
66 0 0 0 0
69 0 0 0 0

En amarillo se muestran los datos del dia de maxima parasitemia
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