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RESUMEN

Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas,
es un hemoflagelado ubicuo e intracelular obligatorio de ma-
miferos. Macréfagos y adipocitos han sido incriminados como
blancos de la invasién temprana por este parasito; a pesar de
ello, su histotropismo es estudiado habitualmente en la mus-
culatura, 6rganos digestivos y estructuras nerviosas por pre-
sentar patologia mas frecuentemente. En este trabajo se in-
vestigod al tejido conectivo graso como un microambiente
apropiado para T. cruzi en la fase aguda de la infeccion, ino-
culando via subcutanea a ratones NMRI con aislados carac-
terizados por RAPD como Zimodeme 1 (Z1=T. cruzi I) obteni-
dos de Panstrongylus geniculatus; Rhodnius prolixus, Didel-
phis marsupialis; gldndulas anales de estos marsupiales,
Rattus rattus y humanos de zonas urbanas y rurales de Vene-
zuela. Animales con parasitemias elevadas (105 tripomastigo-
tes/mL de sangre) fueron sacrificados durante la fase aguda
de la infeccion mediante sobreanestesia para retirarles frag-
mentos de tejido conectivo adiposo univacuolado anexo al
esternon, que fueron trabajados histologicamente y tefiidos
con H-E. Parasitismo intracelular escaso a intenso (1-10/31-
40 pseudoquistes en 50 campos de 400X, respectivamente)
con la presencia de estadios amastigotes o tripomastigotes
fue producido en macréfagos y adipocitos de ratones. Los re-
sultados muestran que poblaciones de T. cruzi pueden colo-
nizar frecuentemente al conectivo adiposo, independiente-
mente del hospedador experimental y del area geogréfica del
cual se aislaron; por ello, el estudio de este tejido es reco-
mendado en investigaciones sobre la caracterizacion de esta
parasitosis. Se discuten estos resultados en relacion con el
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hallazgo de T. cruzi en habitats particulares, como las glandu-
las anales de marsupiales ricas en lipidos, en las cuales su po-
limorfismo y metaciclogénesis son dependientes de niveles
adecuados de material graso.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, tejido conectivo adiposo,
histotropismo.

ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, an ubiquitous obligatory intracellular he-
moflagelate, is responsible for Chagas’s disease in mammals.
Macrophages and adipocytes have been considered as to be
early parasite invasion targets; even when historically their tis-
sue behavior has usually been studied in muscles and diges-
tive and nervous structures which are generally damaged. In
this study connective adipose tissue was investigated as a
adequate micro-environment for T. cruzi, during infection acute
phase, by inoculating NMRI mice with isolates, which were
characterized by RAPD such as Zimodeme 1 (Z1=T. cruzi I)
and obtained from Panstrongylus geniculatus, Rhodnius pro-
lixus, Didelphis marsupialis, anal glands from these marsupi-
als, Rattus rattus and humans from urban and rural areas of
Venezuela. Animals with high parasite levels (1-10/31-40 pseu-
docysts/50 fields 400X) were sacrificed during the high infec-
tion level phase, with the presence of amastigotes or trypo-
mastigotes which were produced in mice macrophages and
adipocytes. The results show that T. cruzi populations can usu-
ally colonize fat tissues, regardless of the host or the geo-
graphic areas in which they were isolated. The study of this tis-
sue is recommended in research on the characterization of this
parasitosis. The results are discussed in relation to the findings
of T. cruzi in special habitats, such as the fat rich marsupial
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anal glands, since their polymorphism and metacyclogenesis
are dependent on adequate levels of lipid materials.

Key words: Trypanosoma cruzi, adipose connective tissue,
histotropism.

INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi Chagas, 1909, agente etiolégico de
la enfermedad de Chagas, es transmitido mediante la deposi-
cién, sobre piel lesionada o membranas mucosas intactas de
mamiferos, de heces u orina de sus vectores (Hemiptera, Re-
duviidae, Triatominae) que contienen tripomastigotes metaci-
clicos [32].

Aun cuando esta establecida la extrema heterogeneidad
natural [6, 9] y ubicuidad tisular de este protozoario [21], la ma-
yoria de los estudios sobre su comportamiento en humanos y
otros mamiferos se refiere a los tejidos musculares, gastroin-
testinales y nerviosos que son habitualmente invadidos [1, 3,
14, 18, 26, 27].

Las escasas investigaciones sobre las relaciones tisulares
parasito-hospedador tempranas indican que T. cruzi utiliza, fre-
cuentemente, al tejido adiposo para desarrollar ciclos intracelu-
lares iniciales en animales infectados por via subcutanea (s.c.)
o intraperitoneal (i.p.) con tripomastigotes de sangre de mamife-
ros o de cultivos de células [4, 15, 28, 29]; sin embargo, los ti-
pos de células del tejido conectivo graso que se comportan
como blancos en la invasion y multiplicaciéon del parasito no han
sido claramente determinados [1, 2, 13, 14, 21, 24, 26].

Por todo ello, el objetivo de este trabajo fue investigar la
presencia del parasito en células del tejido adiposo de ratones
experimentalmente infectados con poblaciones de tripomasti-
gotes metaciclicos fecales y glandulares obtenidos, respectiva-
mente, de triatominos (chipos, vinchucas) y de marsupiales
(rabipelados, zarigueyas) naturalmente infectados, asi como
de chipos utilizados en xenodiagnésticos de mamiferos y de
humanos provenientes de zonas urbanas, rurales y silvestres
de diferentes areas geograficas de Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Parasitos

Se utilizaron poblaciones de metatripomastigotes de T.
cruzi obtenidas de aislados de vectores, reservorios y huma-
nos procedentes de diferentes areas de Venezuela (TABLA I).
Los animales y los humanos fueron examinados mediante xe-
nodiagnoésticos naturales (directos) y artificiales (indirectos)
[23], respectivamente, con 15 Rhodnius prolixus sanos de Il
estadio criados en el insectario del Laboratorio de Biologia de
Trypanosoma de Mamiferos, Instituto de Zoologia Tropical,
Universidad Central de Venezuela.

Los aislados fueron previamente caracterizados molecu-
larmente como Zimodeme 1 (Z1, equivalente a T. cruzi | [5],
asociado generalmente al ciclo de transmision silvestre) me-
diante la técnica de Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) usando el primer de 3’GAACGGGTG5’ cuando se
compararon con los perfiles de RAPD de aislados de referen-
cia [18, 19, 27].

AISLADOS DE Trypanosoma cruzi OBTENI-IgA(SBSLgIIE VECTORES, RESERVORIOS Y HUMANOS

Aislado Hospedador Habitat Comunidad Estado
TGEN/VE/1995/VP27 P. geniculatus Urbano La Vega Caracas, D. F.
TGEN/VE/1995/VP28 P. geniculatus Urbano Petare Caracas, D. F.
TPRX/VE/1996/VP30 R.. prolixus Rural Campo Alegre Cojedes
TPRX/VE/2000/V4 R.. prolixus Rural Cambural Anzoategui
MDID/VE/1992/IN16 D. marsupialis Urbano Colinas de Bello Monte Caracas, D. F.
MDID/VE/1995/CO79 D. marsupialis Urbano Parque del Este Caracas, D. F.
MDID/VE/1995/C062 D. marsupialis Urbano El Marqués Caracas, D. F.
MDID/VE/2000/AM5 D. marsupialis Rural Cambural Anzoétegui
MDID/VE/1994/CO57 D .marsupialis Urbano Alta Florida Caracas, D. F
MRAT/VE/1993/C0O22 R. rattus Urbano Colinas de Bello Monte Caracas, D. F
MHOM/VE/1970/EP Humano Urbano Tinaquillo Cojedes
MHOM/VE/2000/PO Humano Rural Paraminal Anzoategui
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Infecciones experimentales

Metaciclicos de T. cruzi obtenidos por diseccion, en solu-
cion salina estéril (0,85%), del intestino de los triatominos infec-
tados naturalmente y de los usados en los xenodiagnésticos asi
como de las glandulas anales de los marsupiales, cosechados
de acuerdo con Deane y col. [12], sirvieron para infectar por via
s. ¢. (150-200 metaciclicos/g) a lotes de cinco ratones albinos
NMRI exbgamos de I5 g promedio (n=60). Sangre de la vena de
la cola de los animales fue examinada con camara Neubauer,
tres veces/semana, para detectar y cuantificar las parasitemias;
la mortalidad de los animales fue anotada diariamente.

Por cuanto la proliferacion intracelular de T. cruzi se
realiza durante la parasitosis chagasica aguda en infecciones
naturales o experimentales [1, 3, 16] un animal, de cada lote,
fue seleccionado al azar entre los que presentaron parasite-
mias elevadas para realizar estudios histolégicos. El animal
fue sacrificado por sobreanestesia (“Ketaset”. Ketamine HCI,
100 mg/mL, Fort Dodge. E. U. A.) y fragmentos de corazén
asi como de musculo esquelético y de tejido conectivo adipo-
so univacuolar (blanco) anexos al esternén fueron fijados in-
mediatamente en Millonig, embebidos en parafina, cortados
seriadamente en secciones de tres micrometros de espesor,
tefiidos con hematoxilina-eosina y examinados en un doble
ciego (1000X) para determinar la invasion tisular por T. cruzi.
Los tipos de células infectadas del tejido adiposo fueron de-
terminados morfolégicamente y los parasitos fotografiados
con un microscopio Nikon acoplado a una camara Microflex
HPX-35 cargada con pelicula llford Pan F. El histotropismo
fue estimado como: —, +, ++, +++, ++++ = parasitismo intrace-

lular ausente, escaso (1-10 nidos de parasitos/50 campos de
400X), moderado (11-20 nidos/50 campos), abundante (21-30
nidos/50 campos) e intenso (31-40 nidos/50 campos), respecti-
vamente.

Analisis estadistico

Los valores medios de periodo pre-patente, valores ma-
ximos de parasitemia y tiempo de mortalidad de los ratones
experimentalmente infectados, fueron comparados simultéanea-
mente a través de un analisis de varianza de una sola via para
determinar diferencias entre cada uno de los aislados estudia-
dos; el andlisis estadistico fue realizado mediante el programa
Statgraphics, version 2,0.

RESULTADOS

La cinética de la infeccién experimental por los aislados
de T. cruzi en el modelo murino utilizado es descrita en la TA-
BLA II.

Los aislados de T. cruzi fueron letales para el 100% de
los ratones infectados. El analisis de varianza revel6 que no se
observaron diferencias significativas entre los aislados estudia-
dos cuando se analizaron simultdneamente periodo pre-paten-
te, tiempo de sobrevivencia de los animales y valores medios
de maxima parasitemia (F = 0,25 = P; P < 0,05).

El histotropismo producido por los aislados se detalla en
la TABLA I.

CINETICA DE LA INFECCION EXPERIMENTAL DETI;{AE'II:SILIES NMRI CON AISLADOS DE Trypanosoma cruzi
Aislado Periodo pre-patente Maximo de Parasitemia Mortalidad
(dias) (% 10° trip/mL/dia PI) (dias)

M DE M DE M DE
TGEN/VE/1995/VP27 10 0,2 1/29 0,3 29 1,2
TGEN/VE/1995/VP28 18 0,7 1/28 0,7 31 1,2
TPRX/VE/1996/VP30 20 0,7 2/32 0,5 45 1,3
TPRX/VE/2000/V4 11 1,2 1/15 0,7 18 0,7
MDID/VE/1992/IN16 10 0,3 10/16 0,2 22 1,2
MDID/VE/1995/CO79 17 1,2 2/18 0,4 30 1,3
MDID/VE/1995/C0O62 8 0,4 1/17 0,7 17 0,5
MDID/VE/2000/AM5 8 0,5 1/19 0,1 26 1,2
MDID/VE/1994/CO57 15 1,2 6/ 22 0,3 22 0,7
MRAT/VE/1993/C0O22 14 0,7 1/20 0,3 20 0,5
MHOM/VE/1970/EP 11 1 9/11 1,2 22 0,7
MHOM/VE/2000/PO 15 1,2 2/33 0,3 36 1,3

M: valores medios. DE: desviacion estandard. Trip: tripomastigotes.
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TABLA Il
HISTOTROPISMO DE AISLADOS DE Trypanosoma cruzi EN RATONES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

Aislado Tejido cardiaco Tejido Tejido Adiposo
esquelético

TGEN/VE/1995/VP27 + 4+ A - M +t
TGEN/VE/1995/VP28 + ++ + A - M +
TPRX/VE/1996/VP30 ++ ++ + A - M +
TPRX/VE/2000/V4 + ++++ A ++ 4+ M ++
MDID/VE/1992/IN16 ++++ ++++ A + M ++
MDID/VE/1995/CO79 PR PR A + M 4
MDID/VE/1995/CO62 + PR A ++ M trat
MDID/VE/2000/AM5 + ++++ A + M A+
MDID/VE/1994/CO57 + ++++ A + M -
MRAT/VE/1993/C022 + ++ + A + M T+ 4+
MHOM/VE/1970/EP ++++ ++ + A ++ M 4+
MHOM/VE/2000/PO o I A . M .

A: Adipocitos. M: macréfagos.

Todos los aislados, independientemente del hospedador
y del area geografica del cual se obtuvieron, invadieron mioci-
tos esqueléticos y cardiacos asi como adipocitos y macréfagos
del conectivo graso.

En el tejido conectivo, pseudoquistes con parasitos en
forma de amastigotes, tripomastigotes o estadios en desarrollo
a epimastigotes, fueron encontrados en el citoplasma periféri-
co tipico de los adipocitos univacuolados (maduros) o en las
areas de citoplasma intracelular de preadipocitos, asi como
tambien en macrofagos y en la substancia intercelular del co-
nectivo, en la cual los parasitos fueron encontrados también li-
bres (FIG. 1). Se observé la presencia de macréfagos con nu-
merosos amastigotes y tripomastigotes, inmediatamente ane-
xos a adipocitos sin parasitos.

Las areas perivasculares del tejido adiposo mostraron,
generalmente, la mayor cantidad de células infectadas con
los niumeros mas elevados de pseudoquistes y de parasitos.
Invasion intracelular intensa estuvo asociada a infiltrado infla-
matorio linfocitico del mismo nivel, el cual rodeé a los nidos
de parasitos en adipocitos y macroéfagos. El grado del parasi-
tismo del tejido graso se correlaciond frecuentemente con el
del musculo esquelético anexo (TABLA I1).

DISCUSION

T. cruzi es una especie que invade obligatoriamente a
células de hospedadores mamiferos en las cuales se diferen-
cia a estadios amastigotes proliferativos y tripomastigotes. Es-
tos ultimos, liberados de las células pasan al torrente sangui-

neo pudiendo ser ingeridos por vectores hematéfagos estrictos
en los cuales desarrollan un polimorfismo que culmina con la
formacion de metatripomastigotes infectantes para los mamife-
ros, reiniciandose el ciclo mediante contaminacion fecal [16]. A
partir del sitio inicial de deposicion de heces-orina por vectores
infectados, los metaciclicos son diseminados via sistema san-
guineo o linfatico [32] por lo cual T. cruzi puede parasitar prac-
ticamente a todos los tejidos y érganos del animal [21].

En el periodo de colonizacion inicial del protozoario, el
tejido graso es preferentemente invadido [4, 21, 28, 33]; en el
presente material, todos los aislados utilizados, independiente-
mente del hospedador y del area geografica del cual se obtu-
vieron, invadieron al tejido conectivo graso en la fase aguda de
la infeccién; sin embargo, algunos aislados no parasitaron a
las células grasas.

Los resultados del presente trabajo sefalan al adipocito
como un habitat favorable a la multiplicacion y diferenciacion
de T. cruzi en el mamifero. En este contexto, es importante re-
saltar la ocurrencia del ciclo extracelular que desarrolla este
parasito en las glandulas anales de varias especies de marsu-
piales, en las cuales se producen los estadios que son propios
del vector [20]. Las células epiteliales y el lumen de estas glan-
dulas son ricos en lipidos [20], entre los cuales se encuentran
triglicéridos, acidos grasos, colesterol y fosfolipidos [7]. Estos
materiales constituyen los glébulos tipicos de los adipocitos de
los mamiferos, por lo cual el tejido graso es considerado meta-
bolicamente activo y responsable de la sintesis, acumulacion y
movilizaciéon de energia [31].

Segun Deane y col. [12], los flagelados luminales de T.
cruzi de las glandulas anales de los marsupiales presentan un
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FIGURA 1. AMASTIGOTES O ESTADIOS INTERMEDIOS (FLECHAS) DE Trypanosoma cruzi EN:
A. CITOPLASMA PERIFERICO DE ADIPOCITO (AISLADO MDID/VE/2000/AMS5); B. IDEM (AISLADO TPRX/VE/2000/V4; 1400X);
C. CITOPLASMA DE ADIPOCITO INMADURO (PREADIPOCITO) (AISLADO MHOM/VE/1970/EP; 1400X);
D. SUBSTANCIA INTERCELULAR DE TEJIDO CONECTIVO ADIPOSO (AISLADO TPRX/VE/2000/V4; 1400X);
E. MACROFAGO PARASITADO SITUADO ENTRE ADIPOCITOS NO INFECTADOS (AISLADO MDID/VE/1995/C062; 1400X).
(HEMATOXILINA-EOSINA).

numero elevado de gotas de grasa en su citoplasma; por otra
parte, la proliferacién de los epimastigotes se realiza en un
area cercana al epitelio glandular en la cual abunda el acido
hialurénico, en tanto que su metaciclogénesis se produce en
areas centrales de este microhabitat, rico en lipidos, en donde
abundan metatripomastigotes [7], por lo cual se puede inferir
que la diferenciacion del parasito en las glandulas anales de-
pende, entre otros factores, de la presencia de determinados
niveles de material graso y evidencia, asi mismo, la preferen-
cia de T. cruzi por habitats ricos en lipidos.

Los Trypanosomatidae, incluyendo T. cruzi, acumulan
en reservosomas citoplasmaticos, grandes cantidades de co-
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lesterol esterificado y ergosterol, los cuales son consumidos
durante su metaciclogénesis [10].

En general, durante el curso de la enfermedad de Cha-
gas el parasito invade, en grados diferentes, a tejidos y o6rga-
nos del hospedador; por ello, Andrade y Andrade [3] sefialan
al histotropismo de las cepas de T. cruzi como un parametro
importante en su caracterizacion, agrupandolas como mio, ma-
crofago y neurotrépicas. En la presente investigacion, el tropis-
mo hacia el conectivo graso fue un caracter comun en todos
los aislados utilizados, lo cual indicaria que este microhabitat
le proporciona al parasito compuestos necesarios en sus es-
trategias para desarrollar su ciclo intracelular [34]. Por ello, son
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necesarios estudios que determinen posibles correlaciones en-
tre el parasitismo de este tejido y las subpoblaciones de T.
cruzi en las diferentes fases de la molestia de Chagas.

Los mecanismos que expliquen la marcada preferencia
de T. cruzi a invadir diferentes células hospedadoras son con-
troversiales [25]). De acuerdo a lo conocido hasta ahora, el tro-
pismo temprano del parasito hacia células grasas en la infec-
cién chagasica es un comportamiento a ser clarificado. Charrie-
re y col. [8] mostraron que preadipocitos cambiaron rapidamen-
te su fenotipo, mediante contacto con macréfagos peritoneales
de ratén, adquiriendo una elevada capacidad fagocitica por lo
cual podrian ser una fuente eficiente de poblaciones de macro-
fagos. Por ello se piensa, que la plasticidad de estas células
grasas podria explicar, en parte, la rdpida parasitosis del conec-
tivo graso que se realiza en la etapa inicial de la infeccion por T.
cruzi 'y explicaria, asi mismo, el encuentro de nimeros elevados
de macrofagos parasitados adyacentes, en algunos casos, a
adipocitos sanos.

El eclecticismo de este parasito determina su afinidad ti-
sular de acuerdo con el estado inmune de su hospedador [17,
30], lo cual sugiri6 a Andrade y Silva [4] la posibilidad de que
la infeccion del tejido adiposo podria ser dependiente de la vi-
rulencia incrementada del protozoario o de la susceptibilidad
del hospedador. Por ello, se debe enfatizar que se utilizaron
animales experimentales inmunocompetentes infectados con
aislados de T. cruzi, obtenidos de vectores y de mamiferos na-
turalmente infectados o mantenidos con un promedio de diez
subpasajes raton-triatomino-raton, lo cual disminuye posibles
variaciones en la virulencia del parasito asi como la selecciéon
de subpoblaciones y, con ello, cambios en la relacion T.
cruzi-hospedador mamifero [11, 29].

Las diferencias en la invasion tisular producida por los ais-
lados estudiados, serian consecuencia de la conocida heteroge-
neidad genética de T. cruzi expresada en las multiples poblacio-
nes multiclonales del parasito que se encuentran en las diferen-
tes cepas que se aislan de vectores, reservorios y humanos [22].

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados del trabajo, todas las sub-
poblaciones de T. cruzi utilizadas, mostraron tempranamente un
tropismo comun hacia el tejido graso, independientemente del
hospedador y del area geografica de las cuales se aislaron.
Este hecho podria indicar el caracter apropiado de este tejido
como blanco del parasito, al facilitarle el desarrollo de los meca-
nismos que le permiten infectar y proliferar en el mamifero.

Estudios sobre el comportamiento de este tejido en las
otras fases de la infeccion, son necesarios.

Se puede deducir que el uso del conectivo graso, es re-
comendable en investigaciones que persigan un mejor conoci-
miento de este complicado protozoario y de la parasitosis que
causa.
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