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1. INTRODUCCION

1.1 Origen de Trypanosoma evansi

Hoare postuld en 1972 que una cepa de T. brucei se adapté a un modo de transmision
mecanico del hospedador invertebrado al mamifero, modificando asi su ciclo de vida que incluia
una fase dentro de la mosca tsetse (Glossina morsitsan). Esta adaptacion es, segin Hoare (1972),
el origen evolutivo de T. evansi a partir de una cepa antigua de T. brucei con independencia del

intermediario invertebrado y con una forma rapida y mecénica de transmision.

La historia de T. evansi comienza en 1880, cuando el inglés Griffith Evans describe por
primera vez un tripanosoma patégeno diagnosticado en camellos y equinos del distrito de Punjab,
India. Luego de ocho afios de controversia, Balbiani fue quien ubico por primera vez al agente

etiologico de la “surra” en el género Trypanosoma (Hoare 1972).

En Venezuela, las primeras observaciones de la tripanosomosis causada por Trypanosoma
evansi fueron hechas por Llamozas en 1826 quién denomino “epizootia equina” a una afeccion
en los caballos caracterizada por la pérdida de control en las extremidades posteriores, localmente
llamada “derrengadera”. (Canelon y Meléndez, 2003). No obstante fue Rafael Rangel en 1905
quien inicio el estudio sistematico que termind por relacionar a Trypanosoma evansi con la
patologia equina antes mencionada. Rangel extrajo muestras de caballos con sintomas de
“derrengadera” en El Rastro (una localidad en los llanos Venezolanos) en las que al microscopio
optico logrd distinguir un movimiento de globulos rojos caracteristico de la sangre contaminada
con tripanosomas (Rangel, 1905). Rangel, envio extendidos de esta sangre a Felix Mesnil, quien,
al estudiarlos, encontré6 semejanzas notables con el T. equinun, agente etiologico del “Mal de
Caderas” sudamericano y, especialmente, con el T. evansi, entidad patogena responsable de la
surra en el viejo mundo. Tomando en consideracion estas observaciones y el pais de procedencia,
lo designa T. venezuelense sin especificar si se trata de una especie nueva o, por el contrario, de
una variedad del T. evansi (Mesnil, 1910, citado por Brun y col., 1998). Esta polémica fue
alimentada por los estudios de Leger y Tejera (1920) quienes indicaron que T. evansi y T
venezuelense presentaban diferencias morfologicas, inmunoldgicas y de reactividad

farmacolodgica, suficientes como para separarlos en especies diferentes.



Para concluir la controversial discusion, Gibson y col. (1978), Mahmoud y Gray (1980),
Losos (1980) y Molyneux y Ashford, (1983) confirmaron la hipétesis de Hoare (1956, 1964,
1972) de que T. hippicum, T. equinum, T venezuelense y T. evansi no presentan diferencias
morfolégicas que sustentan la existencia de diferentes epitetos especificos por lo cual, en
conclusion, las diferentes denominaciones descritas en la literatura corresponden a “razas”

geograficas y constituyen en consecuencia sinonimias de T. evansi.

1.2 Descripcion de Trypanosoma evansi

Segiin Tejero et al. (2008) Trypanosoma evansi es un protozoo hemoflagelado de
importancia veterinaria debido a que infecta a una variedad de grandes mamiferos entre los que
se incluyen caballos, camellos, bufalos, venados y ganado doméstico, causando la enfermedad
conocida como surra. Morfolégicamente se describe como una especie monomorfica que presenta
una membrana ondulante bien desarrollada y contigua al flagelo libre, cinetoplasto redondeado y
pequeiio ubicado en el extremo posterior y nicleo redondeado y compacto que ocupa una posicion
central (Hoare, 1972). Las dimensiones de los aislados Venezolanos oscilan entre 18 y 36 um de

largo y de 3 a 5 um de ancho (Hoare op cit.).

Ultraestructuralmente, T. evansi muestra caracteristicas similares a las de otros
tripanosomas de la seccion Salivaria (Vickerman, 1997). Una membrana plasmatica con aspecto
trilaminar, la capa interna de mayor densidad electrénica con un espesor que varia entre 10y 15
nm. Inmediatamente por debajo de la membrana plasmatica, una red de microtubulos
subpeliculares formada por unidades de 20 nm de didmetro que se extiende de un extremo a otro
del parasito y constituye parte del citoesqueleto de estos microorganismos (Arenas, 1987).El
nucleo presenta la estructura general del ntcleo eucariota, rodeado por un envoltorio compuesto
de dos membranas yuxtapuestas y porosas, el nucléolo es central, prominente y notablemente
electrondenso. Durante la division del organismo se puede apreciar la dispersion de la cromatina,
aparicion de microtiibulos intracelulares y placas densas (Solari, 1995). Por su parte el sistema
locomotor es una estructura compleja que presenta un solo flagelo, el cual se inserta en una

invaginacion citoplasmatica denominada saco flagelar y emerge del cuerpo basal situado por lo



general entre el saco flagelar y el cinetoplasto. Dicho flagelo tiene la tipica estructura de nueve
pares de microtibulos dispuestos en anillo con un par de microtibulos centrales. (De Souza,
1984) El citoplasma contiene gran cantidad de granulos y vesiculas que se clasifican morfo-
ultraestructuralmente mediante criterios subjetivos de densidad electronica y tamafo. Los de alta
densidad corresponden al grupo de los granulos tipo I: lisosomas, y los granulos de tipo II:

materiales lipidicos, glico-proteicos y lipo-proteicos (De Souza, op cit.).

1.3 Clasificacion taxondémica

De acuerdo a Corlis en 1994, éste propone la clasificacion taxondmica para Trypanosoma

evansi de la siguiente manera:

Dominio: Eukarya
Reino: Protozoa
Phylum: Euglenozoa
Clase Kinetoplastida
Orden Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Especie: Trypanosoma evansi

También Hoare (1972) realiz6 una clasificacion sin cardcter taxonémico que fragmenta al
género Trypanosoma en dos Secciones, Stercoraria y Salivaria. Esa clasificacion confiere gran
practicidad al estudio de los tripanosomas infectantes de mamiferos. La seccion Stercoraria
agrupa a los tripanosomas transmitidos por medio de las heces del hospedador invertebrado, por
ejemplo T. cruzi; a diferencia de la seccion Salivaria que incluye solo a los tripanosomas que son

transmitidos por inoculacion de saliva del insecto vector infectado, como es el caso de T. evansi.



1.4 Transmision v ciclo de vida de T. evansi.

En el Continente Americano, las cepas de tripanosomas, a diferencia de las cepas africanas
son transmitidas mecdnicamente por sus vectores; esto implica que el parasito no sufre cambios
morfolédgicos en el insecto que le sirve de vehiculo. Entre los vectores que estan involucrados en
esta forma de transmision se encuentran los hematofagos de la familia Tabanidae, la mosca brava
Stomoxys calcitrans y Haematobia irritans, siendo el tabano el vector mecanico mas importante
de la tripanosomosis en América (Hoare, 1972, Soulsby, 1987; Luckins 1998; Rivera, 1996)
(Figura 1).

Haematobia irritans Tabanidae Stomoxys calcitrans

Desmodus rotundus

Figura 1. Principales vectores de transmision de T. evansi en el continente américano. (Tomadas de
http://ipm.ncsu.edu/AG369/notes/horse flies.html).

De los vectores mencionados anteriormente, Tabanidae es el que se encuentra mejor
adaptado para la transmision mecanica debido a la morfologia de las partes bucales las cuales le
confieren una combinacién de partes succionadoras y partes lamedoras (Luckins, 1998). La
existencia de esta gran diversidad de agentes transmisores hace mas dificil la tarea de controlar la

transmision de la tripanosomosis.



Por otro lado, de acuerdo a Hoare (1972), la transmision de T. evansi puede realizarse
también a través de murci¢lagos hematofagos (Desmodus rotundus) (Figura 1), esta transmision
es conocida como contaminacion oro-digestiva. El autor sefiala que estos animales se infectan a
través de la mucosa oral cuando se alimentan de la sangre de animales parasitados por T. evansi,
y no llegan a suftrir la enfermedad, comportandose entonces como reservorio del parésito. El
murciélago generalmente ingiere un volumen de 10-15 ml de sangre en cada comida, y debido a
la multiplicacion de los parasitos en la sangre ingerida, puede aumentar la posibilidad de
transmision a otro animal a través de la mordedura. Estos animales son muy eficientes como
vectores, ya que la membrana de la mucosa oral no representa una barrera importante para el
parasito. Debido a que en este caso se produce multiplicacion del parasito, el murciélago es

considerado como un vector bioldgico (Desquesnes, 2004).

Dentro de las formas de transmision mecénica, es importante sefialar la transmision
iatrogénica, cuyo nombre se deriva de iatros (médico) y génesis (crear), y se produce generalmente
al utilizar agujas e instrumentos quirtrgicos contaminados con sangre parasitada por tripanosomas,
durante periodos de vacunacion masiva en los rebafios. Este tipo de transmision, atin cuando no es
reconocida desde el punto de vista epidemiologico, tiene gran importancia por el gran nimero de

animales que pueden ser infectados (Jones y Davila, 2001).

La eficiencia de transmision por parte de los vectores depende adicionalmente de otros
factores. Por un lado, el grado de infeccion en el hospedador (Infeccion aguda o cronica) y el nivel
de parasitemia en el momento de la picadura. Adicionalmente, la influencia de estaciones
climaticas afecta la densidad de la poblacion de los insectos vectores y por lo tanto, la oportunidad
para la transmision. Otros factores tales como la presencia de reservorios, la inclusion de animales
infectados o la introducciéon de animales susceptibles pudieran actuar como elementos

potenciadores de la prevalencia de la enfermedad (Luckins, 1998; Luckins and Dwinger, 2004)

En cuanto al ciclo de vida de T. evansi, a diferencia de lo que sucede con otros
tripanosomas, es sencillo, en el cual solo interviene un vector y el hospedador, sin producirse

cambios morfologicos del parasito en ninguno de éstos, ya que es monomorfico y la transmision



es fundamentalmente mecénica en los insectos vectores (Figura 2). Durante la picadura del vector,
el parasito pasa desde las partes bucales, donde tiene un tiempo de vida limitado, hacia el torrente
sanguineo del hospedador donde contintia su multiplicacion por fision binaria. El ciclo se completa
cuando el hospedador es picado o mordido nuevamente y el vector extrae sangre contaminada con

tripanosomas que seran inoculados en otro animal.

Torrente
sanguineo

/

Tripomastigote sanguineo

Piel

Fision
! binaria

Figura 2. Ciclo de Vida e infeccion general para tripanosomas de la seccion salivaria. (Tomado de Gardiner
CH, Fayer R, Dubey JP: An Atlas of Protozoan Parasites in Animal Tissues, Agriculture Handbook #651.
United States Department of Agriculture, Washington, DC, 1988, p.3) modificado.

Este ciclo de vida tan particular, en el que vectores y reservorios estan ampliamente
distribuidos a nivel mundial hace que Trypanosoma evansi sea el tripanosomatideo mas
ampliamente distribuido en el mundo (Hoare, 1972), lo cual esta representado graficamente en la

figura 3.
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Figura 3. Las regiones geograficas de tono mas oscuro representan la distribucion deTrypanosoma

evansien el mundo (modificado de http://www.fao.org/).

En ese contexto, es importante sefialar que la tripanosomosis provocada por T. evansi es
una enfermedad causante de brotes con alta mortalidad en caballos que afecta ampliamente
regiones de América del Sur dedicadas a la explotacion de ganaderia bovina extensiva, generando
asi grandes pérdidas economicas. Por esta razon el género Trypanosoma estd asociado con los
dafios infligidos, directa e/o indirectamente, a los seres humanos, hecho que lo ha convertido en
tema central de numerosas investigaciones, orientadas primordialmente, a su erradicacion (Tejero

y col., 2008).

1.5 Patologia de la enfermedad

T. evansi es patdogeno para un gran nimero de animales domésticos y silvestres, sin
embargo, el efecto de la infeccion varia considerablemente de acuerdo con la susceptibilidad del
hospedador y la virulencia de la cepa del parasito (Hoare, 1972; Luckins, 1998; Brun et.al. 1998).
La enfermedad es mas severa en camellos, caballos, bufalos y perros; mientras que los bovinos
son afectados de una forma moderada. Las infecciones por T. evansi es una de las mas frecuentes

en camellos en el norte de Africa, generando grandes pérdidas econémicas (Taylor and Authié,
2004).

Los signos clinicos de esta tripanosomosis se caracterizan por fiebre y anemia, seguida de

emaciacion, edema, caquexia y aumento del tamafio de los nddulos linfaticos y del bazo.



Posteriormente aparecen sintomas neuroldgicos caracteristicos de la enfermedad. Pueden ocurrir

abortos durante la prefiez (Luckins, 1999).

El estado agudo de la enfermedad, que dura aproximadamente 3 meses, se caracteriza por
aumento y tumefaccion de los nodulos linfaticos, edemas subcutaneos, urticaria, anemia y
ocasionalmente oftalmitis. En caballos y camellos generalmente se desarrolla esta forma de la
enfermedad, causando la muerte de los animales en pocas semanas o meses, siendo afectado
principalmente el sistema nervioso (Luckins, 1998). En algunas observaciones de infecciones

naturales en caballos, el curso de la enfermedad varia de 2 a 20 dias (Rodrigues et. al. 2009).

La tripanosomosis cronica, forma mas comun de la enfermedad en las 4reas endémicas,
aparece con pérdida progresiva de peso, condicion fisica y la funcidén reproductiva y puede
alargarse por afos hasta la muerte del animal; sin embargo algunos individuos pueden sobrevivir
a infecciones cronicas y ocurrir una eventual autocura. En el estado cronico los signos clinicos son
menos distintivos, pero se puede presentar fiebre recurrente, anemia, emaciacion, edema,
conjuntivitis y lagrimacién, agrandamiento de los noédulos linfaticos y bazo, pérdida de la
coordinacién motora, terminando en paralisis y abortos (Losos, 1986; Luckins, 1998; Taylor and

Authi¢, 2004).

Las infecciones en caballos en Africa y Asia son severas y similares a las causadas por T.
b. brucei, presentando edema y paralisis total. En América del Sur, son menos severas y causan el
sindrome crdnico; las infecciones en bovinos en esta region a menudo son asintomaticas, mientras
que en Asia se desarrollan de forma cronica (Taylor and Authi¢, 2004). En animales domésticos
como ovinos y caprinos se desarrolla también el estado crénico, pudiendo persistir por muchos
afios (Onah et. al. 1998). En algunos animales silvestres como los chigiiires o capibaras
(Hydrochoerus hydrochaerus) no se evidencian signos clinicos de la enfermedad, por lo que

pueden ser considerados como reservorios del parasitos (Arias et. al. 1997).



1.6 Importancia de los Isoprenoides en tripanosomatideos

En general en los tripanosomatideos, los lipidos totales ocupan alrededor del 15 -20 % de
su peso humedo. Estan constituidos principalmente por lipidos polares como fosfolipidos y lipidos
neutros como triacilglicéridos y esteroles. La ruta de biosintesis de isoprenoides reviste una gran
importancia en tripanosomatideos debido a que conduce finalmente a la sintesis de ergosterol, el
cual es el principal esterol para estos organismos, a diferencia del esterol mayoritario en las células

de mamiferos, que es el colesterol.

Debido a la gran importancia que representa el esterol para los tripanosomatideos, la
inhibicion de la ruta de biosintesis de isoprenoides se ha convertido en una estrategia de gran

interés en la busqueda y desarrollo de nuevos farmacos antiprotozoarios (Urbina, 1997).

La sintesis de isoprenoides es una de las rutas metabdlicas mas complejas en células
eucariotas, en la cual ocurren una serie de reacciones que puede agruparse en tres etapas esenciales

(Figura 4):

1. Conversion de acetil-CoA en mevalonato. La primera reaccion esta catalizada por la tiolasa
y condensa dos moléculas de acetil-CoA para producir acetoacetil-CoA. Luego otra
moléculas de acetil-CoA reacciona con el acetoacetil-CoA produciendo 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA), mediante la accion de la HMG-CoA sintasa. Finalmente
la enzima HMG-CoA reductasa dependiente de NADPH se encarga de reducir al HMG-
CoA hasta mevalonato. Particularmente en mamiferos, la enzima HMG-CoA reductasa

representa un punto limitante de la velocidad de sintesis de colesterol.

2. Conversion de mevalonato en escualeno. El mevalonato debe ser doblemente fosforilado y
descarboxilado hasta convertirse en isopentil pirofosfato, que se isomeriza a dimetil-alil
pirofosfato. Luego se produce geranil pirofosfato (GPP), que reacciona con otra molécula
de isopentil pirofosfato (IPP) para dar farnesil pirofosfato. Ambas reacciones son
catalizadas por la enzima farnesil pirofosfato sintasa (FPPS). Finalmente se produce la
condensacion de dos moléculas de farnesil pirofosfato, mediante la accion de la escualeno

sintasa (SQS), produciendo escualeno.



3. Conversion del escualeno en colesterol o ergosterol. Esta es la ultima etapa donde se
diferencian la ruta de biosintesis de esteroles de mamiferos y tripanosomatideos. Primero
el escualeno sufre un proceso de ciclacion para dar lugar a lanosterol, molécula de 30
carbonos que luego de varias transformaciones, da origen al colesterol en células de
mamifero, a partir de las cuales se sintetizan hormonas esteroideas, vitamina D,
lipoproteinas, etc. En el caso de los tripanosomatideos, el lanosterol sigue otra ruta,

generando ergosterol (de 28 carbonos), que es el principal esterol en tripanosomatideos.
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Figura 4: Descripcion de la ruta metaboélica para la biosintesis de isoprenoides (imagen tomada de:

Sealey, 2007).

1.7 Quimioterapia contra la tripanosomosis equina

Eluso de drogas para el tratamiento de la tripanosomosis animal ha sido importante durante

muchas décadas, siendo éste el método mas efectivo para el control de las infecciones causadas
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por T. evansi, dado que el desarrollo de vacunas en los ultimos afios han sido infructuosos, debido

al mecanismo de evasion de la respuesta inmune de estos parasitos.

Particularmente en nuestro pais las drogas mas comunmente usadas en la ganaderia, son:
el isometamidium, el berenil y el homidium (Witola y col., 2005, Girgis y col., 1974). Sin embargo,
estas drogas se encuentran en el mercado desde hace mas de 50 afios, lo que sugiere que los
esfuerzos para desarrollar nuevas terapias han ido muy lentamente, y mas importante aun que los

parasitos hayan desarrollado una resistencia a éstos farmacos.

Se ha reportado el desarrollo y uso de otra droga tripanocida contra T. evansi 'y T. brucei,
la melarsamina hidrocloride (Cymelarsan o Melarsoprol) (Raynaud y col., 1989). Esta droga es
un derivado trivalente de una droga arsenical, efectiva en infecciones experimentales en ratones
(Zweygarth y col., 1992), asi como ““in vitro” (Zweygarth y Kaminsky, 1990; Zhang y col., 1992).

Sin embargo, también se ha demostrado resistencia para esta droga tanto en ratones como *““in

vitro” (Osman y col., 1992).

Algunas de las drogas quimioprofilacticas mas antiguas como los derivados de
quinapiramina, el cloruro de isometamidio (trypamidium) y la suramida son usadas todavia y dan
proteccion efectiva contra la infeccion con T. brucei en caballos, camellos y ganado (Pefia,
2000).Aun asi, no han sido totalmente efectivas; se han descrito una gran cantidad de efectos
colaterales que son adversos al hospedador (Benitez y col. 1984) y el paréasito ha demostrado
capacidad para volverse resistente a estas terapias, por lo cual su uso sostenido en el tiempo esta

limitado (Womack y col., 2006).

1.8 Nuevos enfoques quimioterapéuticos

Estas limitaciones que implican la toxicidad de la droga y la resistencia por parte del
parasito, conllevan directamente a la busqueda permanente de nuevos enfoques que implican el
desarrollo de drogas mas efectivas, con menos efectos secundarios y la evaluacion de nuevos

posibles blancos terapéuticos.
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1.8.1 Bifosfonatos

Durante los ultimos afos ha cobrado interés el estudio del efecto de ciertas drogas que han
sido ampliamente para tratar patologias humanas, tal es el caso de los bisfosfonatos. Estos
farmacos son compuestos sintéticos analogos de pirofosfato en los que ha sido sustituido el &tomo
de oxigeno que aparece entre los dos atomos de fosforo por un 4&tomo de carbono, y son usados en
la actualidad para combatir afecciones 0seas como: resorcion dsea, metéstasis Osea, osteolitis, etc,

(Rodan, 2000, Rodan y Martin, 2000)

Gracias a su gran parecido con el pirofosfato célcico y a su resistencia a pirosfatasa acida
y alcalina, los bisfosfonatos pueden anclarse a la superficie mineral del hueso con gran afinidad,
en donde son selectivamente internalizados por los osteoclastos (células involucradas en la
resorcion 6sea) mediante endocitosis. Luego de la acumulacion selectiva de los bisfosfonatos en

los osteoclastos, estos compuestos son capaces de conducir a las células hacia apoptosis.

Algunos bisfosfonatos no son metabolizados por el osteoclasto y provocan la apoptosis
mediante la inhibicion de la enzima farnesil pirofosfato sintetasa y la consecuente inhibicion de la
prenilacion post-transcripcional de pequefias proteinas GTPasas como ras, rac, rab y rho
(Dundford, 2001). Estas proteinas estan involucradas en importantes procesos bioldgicos como el

trafico vesicular y el mantenimiento del citoesqueleto de las células.

Desde hace algunos afos, estos compuestos han despertado interés como potenciales
agentes antiprotozoarios; esto debido a que pueden acumularse selectivamente dentro de ciertos
organelos acidicos , ricos en calcio y pirofosfato. En tripanosomatideos, estos organelos son los
acidocalcisomas; los cuales jugarian un papel similar al del hueso mineral, el cual presenta una

alta afinidad en la union de los bisfofonatos. (Urbina, 1999; Docampo, 1999).

La bibliografia reporta hallazgos de que los bisfofonatos son capaces de inhibir el
crecimiento in vitro de parasitos como T. cruzi, T. brucei, L. donovani, T. gondii y P, falciparum

(Martin, 2001), sin causar dafio sobre la célula hospedadora. El efecto de ciertos bisfosfonatos
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como el risendronato sobre la biosintesis de esteroles ha sido estudiado en T. cruzi ampliamente,
tanto de forma individual como su efecto sinérgico con ketaconazol (Inhibidor de la enzima 14-a-
desmetilasa). Cuando ambas drogas se usan en combinacion, se aprecia una completa inhibicion
del crecimeinto y lisis celular. Ademds hay una disminucioén de la cantidad de esteroles 14-a-
desmetilados, mientras que no se detectd acumulacion de productos aguas abajo de la ruta como
el escualeno. Esto indica que los bisfofonatos actian a nivel pre-escualeno en parasitos (Martin,

2001).

1.8.2 Amiodarona
La amiodarona ((2-butil-3-benzofuranil)[[4-[2-(dietilamino)ethoxi]]3,5diiodo.,fenilmetanona
hidroclorida)) es un potente antiarritmico de clase III derivado del Benzofurano, que posee una

estructura quimica parecida a la de las hormonas tiroideas T3 y T4 (Figura 5). Cada molécula de

amiodarona contiene 2 atomos de yodo, lo que equivale al 37% de su peso molecular.

| I\> fii T W Wk
Hn—{l/ 3 o 4 \\_E;'ﬂ_] oo :Hﬂ o—c—g—u
J_ ‘s:f R | y | - \cﬂ‘e

Tiroxina (T4) Amiodarona
]
|\ 1 o
. HHy Il / '\ .
/N | . o—c —¢ —,
MO a c'—E — 00 | . \:1
i _,A\% ,
1
3.5, 3 -triyodotironina (T3) Desetilamiodarona

Figura 5. Estructura quimica de la Amiodarona y su similitud con las hormonas tiroideas T3 y T4.

El mecanismo de accion de la amiodarona no estd completamente dilucidado, sin embargo
se han descrito algunos de sus efectos. Segiin Rosembaun y col. (1976) la amiodarona es utilizada
a nivel clinico ya que muestra efectos similares a los beta bloqueantes y bloqueadores de los
canales de K" tanto sobre el nodo SA como el nodo AV, incrementa el periodo refractario mediante

el efecto sobre las vias de los canales de Na“ y K, enlentece la conduccidn intracardiaca del
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potencial de accion, por efecto sobre el canal de Na"y prolonga la fase 3 del potencial de accion

cardiaco.

La administracion de la amiodarona se realiza por via oral o intravenosa; la absorcion de
esta droga es extremadamente lenta e incompleta en el tracto digestivo, siendo metabolizada en el
higado principalmente y en el lumen de la mucosa intestinal. Por su parte, la droga se distribuye
ampliamente en el tejido adiposo, higado, miocardio, pulmones, rifiones, tiroides, piel y tejido

pancreatico, concentrandose en la saliva, bilis y el semen (http://www.VADECUM.com).

La amiodarona y la DEA (N-desetilamiodarona), principal metabolito, se eliminan
bifasicamente, a través del higado con una semi-vida de eliminacion de 10 dias en la primera fase,
y una maxima entre 27 y 103 dias, siendo su valor medio 53 dias. Para la administracion de la
amiodarona, se ha establecido para nifios dosis iniciales de 10 a 15 mg/kg de peso por dia, hasta
600-800 mg/dia; en adultos las dosis recomendadas varian entre 800-1600 mg/kg/dia.
Obteniéndose valores de 0.1 —10 uM amiodarona en las concentraciones plasmaticas luego de la

administracion terapéutica (Reader y col.,1985).

A pesar de sus bondades, la amiodarona presenta tanto ventajas como desventajas en su
uso; asi, su uso debe ser limitado pues alrededor de 70% de los pacientes tratados experimentan
algin efecto secundario; no obstante, solo entre el 5% y 20% de estos pacientes se les recomienda
suspender el tratamiento. Las reacciones adversas son acumulativas con lo cual estas reacciones
aumentan con la dosis, presentdndose principalmente con dosis iguales o superiores a 400 mg

diarios, y en tratamientos superiores a 6 meses (http:/www.VADECUM.com)
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2. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1 Crecimiento de T. evansi ""in vitro”’.

Los cultivos de tripanosomatideos in vitro son modelos experimentales que han permitido
grandes avances en la caracterizacion y descripcidn morfologica y quimica de pardsitos (Duran y
col. 2010). Han sido ampliamente utilizados debido a su bajo costo, a que permite sostener ensayos
simultdneos y a que es relativamente sencillo de mantener. AUn asi, en la actualidad existen
muchos tipos celulares para los cuales no se ha encontrado el medio de cultivo adecuado. En el

caso de T. evansi este modelo experimental ha sido muy poco desarrollado.

Baltz y col en 1985 son los primeros que proponen un modelo para cultivar en medios semi
definidos formas infectivas de Trypanosoma brucei, T. equiperdum, T. evansi, T. rhodesiense y T.
gambiense. En el medio que propuso, logrd cultivar una cepa africana aislada de un camello en

Kenia.

Zweygarth y Rottcher en 1986 también logran un cultivo exitoso de tres cepas africanas
distintas de Trypanosoma (trypanozoon) brucei evansi, utilizando fibroblastoides como células
alimentadoras. En esos afios no estaban tan bien definidas las diferencias entre T. brucei y T.
evansi, por ende es probable que las parasitos con los que Zweygarth trabajo fueran T. brucei y no

T. evansi.

Por otro lado, en cuanto a aislados venezolanos de T. evansi, Sanabria (2011) obtuvo
cultivos exitosos del aislado TEVA1 proveniente de caballos en el estado Apure utilizando una
modificacion del medio minimo esencial (MEM) propuesto por Baltz y col. en 1985. Los cultivos

se mantuvieron durante 96 horas.

2.2 El pamidronato vy la amiodarona como tratamientos contra tripanosomatideos

En la busqueda de nuevas alternativas quimioterapéuticas se han utilizado diversas drogas

existentes en el mercado, las cuales han sido disefiadas para tratar ciertas patologias, intentando
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con esto relacionar su accién como agentes tripanocidas y su posible relacion con los procesos de
Ca’". Este tiene un importante papel como regulador en los diferentes procesos intracelulares en
células eucariotas y en algunos parasitos. En el caso particular de los tripanosomatideos, éstos
durante su ciclo de vida sufren cambios en el hébitat al pasar de un hospedador a otro (vertebrado

a invertebrado), y ademas en algunos casos sufren cambios morfoldgicos y metabolicos.

La amiodarona ha demostrado actividad anti fingica en hongos y levaduras (Courchesne,
2002). Este efecto parece ser mediado al menos en parte, por la disrupcion de la homeostasis del

Ca?" (Courchesne y Ozturk, 2003) y acttia en sinergia con inhibidores de la sintesis de ergosterol.

Por otro lado, Benaim y col. 2006, demostraron en ensayos con Trypanosoma cruzi que
la amiodarona es capaz de causar disrupcion del potencial de la membrana mitocondrial.
Igualmente, los autores demostraron que el posaconazol (agente fungicida) y la amiodarona,
pueden actuar de forma combinada, provocando cambios en la concentracion de calcio intracelular
en epimastigotes de Trypanosoma cruzi. Los resultados indican que la combinacion de estas
drogas, tiene un efecto sinergistico sobre la muerte de los parasitos, a través de la disrupcion de la

homeostasis intracelular de Ca".

En este mismo trabajo, Benaim y col. 2006, evaluando el posible efecto de la amiodarona
y el pozaconazol sobre los esteroles presentes en epimastigotes de T. cruzi, observaron una
reduccion del esterol endogeno 14-desmetil y la acumulacion de 14-metil (lanosterol y eburicol).
Por otro lado, encontraron una reduccion de los niveles de esteroles enddgenos sin acumulacion

de esteroles intermediarios, lo que indica una inhibicion de la sintesis “de novo” de esteroles a
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nivel del lanosterol. Estos resultados muestran claramente, la accion de un farmaco cominmente
utilizado para tratar pacientes con arritmias cardiacas, teniendo actividad tripanocida ‘’in vitro’’,

al afectar la homeostasis intracelular del Ca+? en Trypanosoma cruzi.

Resultados similares fueron obtenidos con Leishmania mexicana por Serrano y col. 2009
en el mismo laboratorio donde se desarrollaron los ensayos de los trabajos anteriormente
mencionados. En este parasito la amiodarona también es capaz de inducir la rapida muerte del
parasito, incluso en los estadios intracelulares (dentro de macrofagos infectados), siendo ésta la
fase clinicamente relevante del parasito. De la misma forma como ocurre en T. cruzi, la muerte
del parasito ocurre por la disrupciéon de la homeostasis intracelular del Ca**, con la subsiguiente

liberacion del cation desde la mitocondria hacia el citoplasma, producida por la amiodarona.

Los resultados anteriores sugieren que la amiodarona podria ser efectiva para el tratamiento
de enfermedades causadas por tripanosomatideos. Es importante sefialar que estos parasitos
ademds de poseer una Unica mitocondria gigante, ésta contiene ergosterol a diferencia de la
mitocondria del hospedador mamifero; lo que hace mas interesante aun el uso de la amiodarona,

ya que el blanco de accion es diferente al del hospedador.

2.3 Alteraciones ultraestructurales

A pesar de ser una epizootia que impacta duramente en la estructura socio-econdmica
venezolana, son pocas las investigaciones disponibles acerca de las alteraciones ultraestructurales
que ocasiona la tripanosomosis producida por T. evansi en nuestro pais. En 1994, Quifiones-Mateu

y col. describen el patrén ultraestructural de fibras musculares de caballos infectados naturalmente
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con T. evansi. Posteriormente Finol y col. (2001) obtienen resultados similares, examinando la
ultraestructura de musculo esquelético de ratones infectados experimentalmente. Entre sus
resultados resaltan: atrofia de la fibra muscular, formaciéon de vaculas autofagicas, degeneracion

mitocondrial e infiltrados con macréfagos y neutrofilos.

Rossi y col. (1999) encuentran alteraciones en las células de la corteza adrenal,
modificaciones en la pared de los capilares y presencia de tripanosomas intravasculares estudiando
la glandula adrenal de ratones infectados experimentalmente. Otras investigaciones mas recientes
describen las alteraciones ultraestructurales de rifion (Tejero y col., 2009a), higado (Tejero y col.,

2009b) y corazédn (Tejero y col., 2010).

Perrone (2003) hace un gran aporte en el conocimiento de la biologia del T. evansi
Venezolano realizando una caracterizacion parasitologica, bioquimica, antigénica y molecular de

ocho aislados provenientes de distintas regiones del pais y de distintos hospedadores.

Por todo lo anteriormente expuesto y considerando que la tripanosomosis causada por T.
evansi reviste segun la organizacion mundial de epizootias gran importancia en términos
socioecondmicos y sanitarios con repercusiones importantes en la economia sustentada en el
comercio animal, el presente trabajo de investigacion busca contribuir con los conocimientos
acerca de un modelo experimental hasta ahora poco conocido de pruebas in vitro con los distintos
aislados venezolanos de T. evansi, que permita avanzar en el conocimiento de la biologia de este
parasito con mayor rapidez y menor inversion econdomica. Igualmente, se busca contribuir en la

evaluacion de tratamientos alternativos contra esta epizootia.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del pamidronato y la amiodarona sobre aislados venezolanos de

Trypanosoma evansi utilizando modelos in vitro e in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1

322

3.23

324

3.25

Establecer y mantener cultivos in vitro de aislados venezolanos de T. evansi

Evaluar el efecto del pamidronato y la amiodarona sobre el crecimiento in vitro de los

aislados venezolanos de T. evansi.

Evaluar el efecto del pamidronato y la amiodarona sobre el crecimiento in vivo de los

aislados venezolanos de T. evansi.

Determinar las diferencias morfométricas entre los aislados y en el tiempo, durante el

tratamiento con pamidronato y amiodarona.

Describir las alteraciones ultraestructurales que experimentan los parésitos a lo largo del

tratamiento con pamidronato y amiodarona.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material Biologico:

4.1.1 Parésitos: Se utilizaron para el desarrollo de los ensayos los siguientes aislados de

Trypanosoma evansi, provenientes originalmente de hospedadores naturales.

e TEVAIL: Aislado en la region de La Sabana, Estado Apure. La muestra original fue
obtenida de un Equus caballus infectado de forma natural.
e FRIO: Aislado en el hato El Frio, Estado Apure. La muestra original fue obtenida

de un Hydrochaeris hydrochaeris infectado en forma natural.

Al momento del aislamiento de los hospedadores naturales, los parasitos fueron
inoculados por via intraperitoneal en ratas Sprague-Dawley para su expansion y posterior
criopreservacion en presencia de dimetil sulféxido (DMSO) al 10%. (Perrone y col. 2009).

Los aislados han sido mantenidos en criopreservacion hasta la fecha.

4.1.2 Células: Linea Celular Vero, correspondientes a células epiteliales de rindn de mono
verde africano Chlorocebus sp. iniciada en 1962. Esta linea celular se mantiene activa
en el laboratorio de Sefializacion celular y bioquimica de parésitos, en el Instituto de

Estudios Avanzados IDEA.
4.1.3 Ratones: Para los ensayos in vivo fueron utilizados ratones de la cepa Balb-C,
provenientes del bioterio del Instituto de Biomedicina; y mantenidos en el bioterio del

Instituto de Estudios Avanzados IDEA.

4.2 Drogas para tratamientos

Los tratamientos quimioterapéuticos fueron aplicados con las siguientes drogas:
1. Pamidronato (Aminomux®, Leti).
2. Amiodarona((2-butil-3-benzofuranil)[[4[2(dietilamino)ethoxi]]3,5diiodofenil
metanona hidroclorida)) SIGMA (St. Louis, MO).
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4.3. Métodos

Para el desarrollo los objetivos planteados en el presente trabajo de investigacion, la

metodologia se dividid de la siguiente manera:

e Establecimiento de cultivos in vitro

e Evaluacion del efecto de las drogas en los cultivos in vitro
e Evaluacion del efecto de las drogas in vivo

e Determinacion de variables morfométricas

e Microscopia electronica de transmision

4.3.1 Establecimiento de cultivos in vitro

4.3.1.1 Obtencion de tripanosomas: Para la obtencion de los parésitos a partir de sangre fresca

infectada, se utilizo6 la técnica de purificacion mediante el uso de intercambiadores idnicos, que
se basa en las cargas i6nicas diferenciales de los componentes sanguineos y los tripanosomas
(Gonzalez y Perrone, 2003). Se utiliz6 la modificacion del protocolo de Lanhan y Godfrey (1970)
sugerida en 2003 por Gonzalez y Perrone. Previo a la purificacion se infectaron ratas con los
aislados de T. evansi. Se inocularon intraperitonealmente con 0,1- 0,5 ml de sangre fresca o
criopreservada y fueron sometidos a control y seguimiento interdiario para detectar la presencia

de parésitos en la sangre periférica.

4.3.1.2 Preparacion de la columna cromatografica: La columna de plastico de 20 mL se colocd

en sentido vertical sostenida con pinzas y un adaptador a un soporte universal. Posteriormente se
resuspendieron en un beaker 6 gr de DEAE-Celulosa en 80 ml de PBS (Buffer fosfato salino) pH
8,0. Sin dejar que se perdiera la homogeneidad se llend la columna en el procedimiento
denominado “empaquetamiento”. Una vez que comenzd a empaquetarse, se coloco en la salida
de la columna una manguera con llave para controlar la velocidad de goteo. Con una pipeta
pasteur, se agregd PBS pH 8,0 para equilibrar las cargas de la columna hasta que el pH del liquido
que sale de la columna por goteo “eluato” sea 8,0. Luego se lavé la columna con 5 volimenes de

PBSG a temperatura ambiente. Una vez que la columna estuvo lavada y el empaquetamiento fue

22



correcto (sin burbujas ni quiebres), la columna estuvo lista para la muestra. Todo este

procedimiento se llevo a cabo bajo condiciones de esterilidad.

4.3.1.3 Extraccién de la sangre infectada: Al observarse parasitemias de aproximadamente 10%

10® tripanosomas/ml de sangre, los animales fueron debidamente anestesiados y sacrificados por
puncion cardiaca para la obtencion de sangre. La sangre extraida se centrifugd a 700 G durante
10 min. Se descart6 el plasma, evitando remover la interfase blanca que sedimenta sobre los
eritrocitos; esta capa esta constituida por leucocitos y tripanosomas. Luego se colect6 la interfase
blanca intentando recoger la menor cantidad posible de eritrocitos y se resuspendiod lo colectado
en una relacion 1:3, sangre-PBSG. Esta suspension celular se lavo dos veces mas con las

condiciones de centrifugacion descritas previamente.

4.3.1.4 Purificacién de los Tripanosomas: Se agregé gota a gota el volumen de la suspension de

tripanosomas obtenida en el apartado anterior, a la columna de intercambio i6nico. Se abri6 la
llave que permite el goteo, procurando un flujo lento, hasta observar la separacion completa de la
capa de parasitos y la capa de sangre. La salida de parésitos fue monitoreada por observacion al
microscopio de luz. El “eluato” fue colectado en tubos conicos a 700 G durante 10 min. El

sedimento obtenido se resuspendié en 2 ml de PBSG y se cuantifico el nimero de tripanosomas.

4.3.1.5 Cultivos de células VERO: La linea celular tipo fibroblasto VERO fue mantenida en cultivo

en medio RMPI suplementados con Penicilina (100 U/ml)/ Estreptomicina (100 pg/mL) y
GlutaMAX™ 8mM, en frascos de cultivo de 25 ml, hasta su uso en los cultivos de parasitos. Una
vez observada una confluencia celular del 70% aproximadamente, las células fueron despegadas
del frasco de cultivo, resuspendidas en medio fresco y cuantificadas. Posteriormente fueron
transferidas a placas de cultivo de 12 pozos, sembrando 5x10* células/pozo/ml de medio. Se esperd

tiempo suficiente para que las células se adhirieran a las placas y comenzaran a multiplicarse.

4.3.1.6 Cultivos in vitro: Los cultivos in vitro de T. evansi se llevaron a cabo con base en una

modificacion de los protocolos descritos por Baltz y col. 1985 y Zweygarth y Rottcher, 1986. Se
prepararon seis medios de cultivo con modificaciones en su composicion como se describe en la

tabla 1; adicionalmente se utiliz6 PBSG como otro medio de cultivo que funcioné como un
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control (ver composicion en la tabla 1). Una vez purificados, los tripanosomas fueron colocados
en placas de cultivo con cada uno de los medios descritos en la tabla 1. Cada experimento se

realizé con células VERO vy sin células VERO, por triplicado.
El DMEM, el medio Leibowitz y el medio RPMI, fueron preparados de acuerdo a las instrucciones

de la casa comercial y fueron suplementados con Penicilina (100 U/ml)/ Estreptomicina (100

pg/ml) y GlutaMAX™ 8mM.

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo.

Medio A B C [mM]
Buffer Hepes
Sales de Earle con aa’s no escenciales
D-glucosa 5,5
Bicarbonato de sodio (NaHCO?3) 8,9
;E 2-mercaptoetanol 0,2
Q
3 Suero fetal | Suero fetal Suero fetal
g' bovino equino equino
3 10% 10% 15%
Piruvato
s 2
sodico

Hipoxantina | 0,1

L-Glutamina 2
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Continuacion Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo.

Medio D E | F [mM]
Medio Leibovitz L-15
Medio RPMI
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 8,9
S 2-mercaptoetanol 0,2
:g D-glucosa 55
8 Suero fetal | Suero fetal | Suero fetal
S bovino equino equino
10% 10% 10%
Glicerol
5%

Medio PBSG [mM]
s Na2HPO4 95
2 NaH2PO4 5
é— NacCl 73
S Glucosa 1%

4.3.2 Evaluacion del efecto de las drogas en los cultivos in vitro

Una vez establecido el medio de cultivo donde los pardsitos tuvieran una mayor
sobrevivencia, se procedid a evaluar el efecto de las drogas sobre el crecimiento de los parasitos.
Los ensayos se llevaron a cabo en placas de cultivo de 12 pozos, colocando una cantidad de 10*

parasitos/pozo, el disefio experimental de las placas se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Diseflo experimental que se empleara para los cultivos in vitro.

Tratamientos en el medio de cultivo seleccionado

Réplica 1

Réplica 2

Control sin

. Pamidronato
tratamiento

Réplica 3

Amiodarona

Pamid. +
Amiod.
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Las pruebas de drogas se realizaron en cultivos de una duracion total de 120 horas por lo
que las muestras para el contaje de la densidad parasitaria se tomaron a las 24, 48, 72, 96 y 120
horas de cultivo. Los tratamientos fueron aplicados en una sola dosis a las 48 horas. Pruebas

separadas fueron realizadas para el aislado TEVAI1 y para el aislado FRIO.




En esta

4.3.3 Evaluacion del efecto de las drogas in vivo

fase, se realizaron infecciones experimentales en ratones con los aislados TEVA1 y FRIO

de T. evansi, sobre las cuales se evaluaron los efectos de pamidronato y amiodarona.

4.3.3.1 Reactivacion de los aislados de T. evansi: Ratas Sprague-Dawley fueron

inoculadas intraperitonealmente con 0,5 ml de sangre criopreservada que contenia los
aislados de T. evansi y fueron sometidas a control y seguimiento interdiario para detectar
la presencia de parasitos en la sangre periférica. Una vez alcanzada una parasitemia de 10*

parasitos/m de sangre, fue extraida la sangre de los animales por puncion cardiaca.

4.3.3.2 In6culo de ratones con aislados de T. evansi: Ratones BalbC fueron inoculados

con la sangre contentiva de parasitos, a razon de 10 tripanosomas/gr de peso raton (Tejero

y col, 2008).

4.3.3.3 Tratamientos: El pamidronato se administr6 a razéon de 10mg/Kg durante 7 dias

comenzando 1 dia post-infeccion utilizando agua destilada como vehiculo (Urbina y col.
1999). La amiodarona se administr6 a razoén de 25mg/Kg utilizando PBSG como vehiculo
(Serrano y col. 2009b). Se evalu6 diariamente la parasitemia, el peso y la sobrevida de los

animales.

Tabla 3. Esquema del disefio experimental que se empleara para las infecciones de ratones con T. evansi.

Aislado | Control Conli.ol Cgmml Cpnlml Control Pam. Inf.ectado lnfectado Infect. Pam
Infeccion | Pamidronato | Amiodarona + Amio. | Pamidronato | Amiodarona | + Amio
IEVA L 6 ratones para cada grupo
FRIO =

4.3.4 Determinacion de variables morfométricas

Para cuantificar las variables morfométricas, se tomaron 5 pul de sangre y se extendieron

a lo largo de un portaobjetos utilizando otro portaobjetos guardando un dangulo de
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aproximadamente 45° entre ellos y procurando un solo movimiento. Estos extendidos, fueron

coloreados de acuerdo al protocolo rutinario de coloracion GIEMSA que se describe a

continuacion:

Cubrir con metanol absoluto (20pl, 5 min).

Secar al aire.

Cubrir con Giemsa (10% en agua corriente, 20min).
Escurrir el Giemsa.

Sumergir en acetona para eliminar el exceso de Giemsa.

Escurrir y secar al aire.

A partir de estos extendidos se delinearon 30 de los tripomastigotes presentes para cada
grupo experimental, los dibujos fueron digitalizados y posteriormente se estimaron, con el
programa ImageTool, las magnitudes numéricas de la longitud total (L) y el ancho maximo a

nivel del ntcleo (A).

4.3.5 Microscopia electronica de transmision

Para la microscopia electronica de transmision fueron procesadas tres muestras sanguineas de
cada grupo experimental, empleando la metodologia rutinaria que se describe a continuacion:

4.3.5.1 Fijacion:

Como primer fijador se empled el glutaraldehido al 3% en buffer fosfato de Millonig

(1961), siendo el pH de 7,4 y la osmolaridad 320 mOsm, (Bozzola y Russell, 1992).

Las muestras fueron fijadas durante 45 minutos. Al cabo de ese tiempo, se lavaron en buffer
fosfato por 5 minutos y se postfijaron en tetradxido de osmio al 1% en el mismo buffer y bajo las
mismas condiciones de osmolaridad y pH. La postfijacion se prolongd durante 1 hora,

prosiguiendo con un lavado de 15 minutos en agua destilada.
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4.3.5.2 Deshidratacion: Se utilizé etanol como agente deshidratante, siguiendo el protocolo:

Etanol al 50% en agua........... 2 cambios (5min/cambio).
Etanol al 60% en agua...................... 1 cambio (Smin.).
Etanol al 80% en agua...................... 1 cambio (5min).
Etanol al 95% en agua..................... 1 cambios (5min).
Etanol al 100%..................... 2 cambios (5min/cambio).

La deshidratacion hasta el etanol de 80% se llevo a cabo a una temperatura de 4° C. Los

pasos posteriores fueron realizados a temperatura ambiente.

4.3.5.3 Infiltracion: Los pasos son:

Oxido de propileno.............2 cambios (15min/cambio).

Oxido de propileno-epén (1:1)......... 1 cambio (30min).

Posteriormente, se saco la muestra del 6xido de propileno y se introdujo en un recipiente

que contiene la resina epoxica.

4.3.5.4 Inclusién: La inclusion de la muestra en un soporte so6lido permite obtener cortes finos.

Antes de la inclusion, se efectuaron 4 cambios en resina de 30 minutos cada uno (Luft, 1961). La

resina consta de los siguientes componentes:

EM bed - 812........... 9,0 ml
DDSA......cccoooeiiint. 6,0 ml
NMA...... 5,0 ml
DMP-30................. 0,5 ml

La inclusion se llevo a cabo por 48 horas a 60°C.
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4.3.5.5 Corte y contraste: Los cortes ultrafinos (60-90 nm) fueron obtenidos con cuchilla de

diamante acoplada a un ultramicrotomo Porter—Blum MT2-B. Las secciones finas se contrastaron

con acetato de uranilo (Watson, 1958) y citrato de plomo (Reynolds, 1963).

El acetato de uranilo se us6 en forma de solucion acuosa al 3%. La rejilla se colocod
por 35 minutos sobre la superficie de la solucion de acetato de uranilo en oscuridad, luego se
hizo un lavado con agua destilada y se dejo secar antes de proceder al tratamiento con el siguiente

compuesto.

El contraste con citrato de plomo se efectué colocando una gota de la solucion sobre
papel “parafilm” en una placa de Petri. Es importante destacar que, para este momento, la placa
debia encontrarse completamente anhidra, por ello, se le colocaron perlas de NaOH durante los
20 minutos previos a la introduccion de las rejillas. Luego de 15 minutos en contacto con el

contrastante, los cortes se enjuagaron vigorosamente con agua destilada y se dejaron secar.

4.3.5.6 Observacion: Los cortes se examinaron en un microscopio electroénico de transmision Jeol

JEM-1011, con voltaje de aceleracion de 80 kV. El registro permanente se efectué en negativos

de 8,3x10,2 cm.

4.3.6 Analisis estadistico de los resultados

El ANOVA es un procedimiento estadistico que permite analizar si un conjunto de grupos difieren
significativamente entre si, en cuanto a sus medidas aritméticas. Mediante la comparacion, se

pretende probar la hipotética diferencia entre mas de dos grupos. (Sokal y Rohlf, 1981)

En el presente trabajo de investigacion el ANOVA es la herramienta con la cual se analizaron las
diferencias entre los aislados TEVA1 y FRIO de T. evansi a raiz de los tratamientos con
pamidronato y amiodarona durante el desarrollo de los cultivos in vitro y las infecciones

experimentales en modelos murinos.

29



5. RESULTADOS

En esta seccion, se presentan los resultados obtenidos, que estaran organizados en dos
grupos: en primer lugar los ensayos in vitro, en donde se mostraran los esfuerzos por estandarizar
un medio de cultivo exitoso para T. evansi y posteriormente, se muestran los ensayos del efecto de
drogas en uno de los medios de cultivo, con pamidronato, amiodarona y la combinacién de ambos
tratamientos sobre los aislados TEVA1 y FRIO de T. evansi. El segundo grupo de resultados tiene
que ver con la evaluacion del efecto de pamidronato y amiodarona in vivo, empleando un modelo
murino; los resultados estan presentados desde un enfoque parasitoloégico, evaluando la
parasitemia, sobrevida y peso; desde un enfoque morfométrico, evaluando variaciones
dimensionales de estos parasitos a lo largo del cultivo; y desde un enfoque ultraestructural, al

evaluar como se ven afectados los pardsitos a nivel subcelular por la accion de los tratamientos.

5.1 Establecimiento de los cultivos de T. evansi.

A fin de encontrar un medio de cultivo adecuado para el mantenimiento de T. evansi en
condiciones In vitro, se llevaron a cabo ensayos con 13 medios de cultivo diferentes: PBSG con
células vero y sin ellas, 5 diferentes combinaciones de DMEM y 6 medios con base en el RPMI.
Para cada medio fueron utilizadas 3 réplicas, y en cada uno de ellos fueron probados por separado

los aislados TEVA1 y FRIO, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 4. Resultados de las pruebas para cultivos in vitro de T. evansi, utilizando Buffer Fosfato Salino
Glucosado (PBSG) como medio de cultivo. El simbolo “-* indica ausencia de parasitos en el medio, el
simbolo “+” indica una baja abundancia de parasitos en cultivo (10* — 10° parasitos/mL), el simbolo “++”
indica media abundancia (10° — 107 parasitos/mL) y el simbolo “+++” indica alta abundancia (10® o mas

parasitos por mL)

Aislado TEVA 1 Aislado FRIO
L ) . Duracion del | Abundancia de Duracion del | Abundancia de
Composicion general del medio de cultivo . . .. ) . ..
cultivo (dias) parasitos cultivo (dias) parasitos
1/2 + 1 +
PBSG -
+ Células Vero 1 + 1 +

La tabla 4, muestra como en los ensayos en los que se utilizo PBSG como medio de cultivo, los

parasitos sobrevivieron por muy poco tiempo y no fue apreciable ningin incremento poblacional.
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Tabla 5. Resultados de las pruebas para cultivos in vitro de T. evansi, utilizando medio DMEM. El simbolo
“-*“ indica ausencia de parasitos en el medio, el simbolo “+” indica una baja abundancia de parasitos en
cultivo (10* — 10° parasitos/mL), el simbolo “++” indica media abundancia (10° — 107 parésitos/mL) y el

simbolo “+++” indica alta abundancia (10® o mas parasitos por mL)

Aislado TEVA 1 Aislado FRIO
Composicin general del medio de cultivo Durécién.del Abund?n.cia de Durécién.del Abund?n.cia de
cultivo (dias) parasitos cultivo (dias) parasitos

+ SFB - - - -

+ SFB + Células Vero - - - -

DMEM |+ SFH - - - -
+ SFH + Células Vero - - - -
Modificado 3-4 +++ - -

Por otro lado, como se observa en la tabla 5, los medios DMEM con suero fetal bovino y
DMEM con suero fetal equino (medios A y B, tabla 1), mostraron no ser los mas adecuados para
el crecimiento de ambos aislados. En contraste con esto, cuando fue empleado el medio DMEM
modificado (medio C en la tabla 1), los parasitos del aislado TEVA1 se mantuvieron vivos durante
3 dias mientras que con los parasitos del aislado FRIO no se observo crecimiento ni sobrevivencia

por tiempo prolongado de los parésitos.

Tabla 6. Resultados de las pruebas para cultivos in vitro de T. evansi, utilizando medio RPMI. El simbolo
“-“ indica ausencia de parasitos en el medio, el simbolo “+” indica una baja abundancia de parasitos en
cultivo (10* — 10° parésitos/mL), el simbolo “++” indica media abundancia (10° — 107 parasitos/mL) y el

simbolo “+++” indica alta abundancia (10® o mas parasitos por mL)

Aislado TEVA 1 Aislado FRIO
. . . Duracién del | Abundanciade | Duracion del | Abundancia de
Composicion general del medio de cultivo ) ) , . ) ) , .
cultivo (dias) parasitos cultivo (dias) parasitos
+ SFB 1 ++ 1 +
+ SFB + Células Vero 1 o+ 1 +
+ SFH 1 + 2 +
RPMI -
+ SFH + Células Vero 3-4 +++ 2 ++
+ SFH + Glicerol 1 + 2 ++
+ SFH + Células Vero + Glicerol 3-4 +++ 3-5 +++

Finalmente en la tabla 6, se evidencia que el medio RPMI, suplementado con suero fetal

de caballo (medio F, tabla 1), mostro ser mas efectivo en cuanto a la sobrevivencia de los parasitos
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en comparacion con los otros medios, tanto para el aislado virulento, como para el aislado con

comportamiento cronico.

Por otro lado, al evaluar el crecimiento de los parasitos in vitro en presencia de células VERO
como células promotoras de crecimiento o alimentadoras, se observaron diferencias en la
abundancia de parasitos y la formacion de rosetas o agregados de sobre la monocapa celular. A
pesar de que los parasitos fueron resuspendidos para cuantificarlos, las rosetas se mantenian

adheridas a las células, por lo que el numero real de parésitos era mayor que el cuantificado.

5.2 Efectos del pamidronato y la amiodarona en la sobrevida de T. evansi in vitro.

Para determinar los efectos del pamidronato y la amiodarona sobre los cultivos in vitro de T.
evansi, se cuantifico la poblacion de parasitos en los cultivos desde 0 hasta 120 horas utilizando

diferentes concentraciones de éstas drogas y empleando el medio RPMI + SFH + células VERO +

glicerol, que en la primera seccion de nuestro trabajé demostro tener los mejores resultados.
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5.2.1 Efectos del pamidronato sobre la sobrevida de T. evansi in vitro

Curva de Crecimiento TEVA1 + VERO

Tratamiento con Pamidronato === Control

7 - —m— A ul
E s 10 UM
g o —s— 20 uM
= 5 | S0ul
jcj 100 uM
5 4l
=
=5
2 3
e
E 24
=
= =

1 8

0+ : : : : : : .

0 20 40 60 a0 100 120 140

Tiempo (horas)

Figura 6. Efecto del pamidronato sobre el crecimiento del aislado TEVA1 de T. evansi durante 120 horas
de cultivo in vitro, a concentraciones de 5, 10, 20, 30, 50 y 100 uM. Los puntos indican el promedio y las
barras, el error estandar asociado a cada tratamiento. La flecha sefala el punto en que fue aplicado el

tratamiento (48 horas) lo cual implica 72 horas de exposicion de los parasitos a los tratamientos.

En la figura 6 puede apreciarse como a medida que se aumenta la concentracion de pamidronato
disminuye la concentracion de parasitos del aislado TEVAL en el cultivo in vitro. Se observa que
las tres primeras concentraciones (5, 10 y 20 uM) tienen un efecto muy similar al del grupo control
(sin tratamiento) sobre la poblacion parasitaria, empleando 30 uM de pamidronato es notable una
disminucién de la poblacion a las 120 horas y al utilizar 50 y 100 uM de pamidronato se aprecia
una disminucién de la concentracion de parasitos desde las 72 horas con respecto al grupo control

sin tratamiento.
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Figura 7. Efecto del pamidronato sobre el crecimiento del aislado FRIO de T. evansi durante 120 horas de
cultivo in vitro, a concentraciones de 5, 10, 20, 30, 50 y 100 uM. Los puntos indican el promedio y las
barras, el error estandar asociado a cada tratamiento. La flecha sefala el punto en que fue aplicado el

tratamiento (48 horas) lo cual implica 72 horas de exposicion de los parasitos a los tratamientos.

En el caso del aislado FRIO, se aprecia en la figura 7 un comportamiento similar al de TEVALI
hasta las 48 horas, en el que hay un aumento progresivo de la poblacién parasitaria. Luego de la
adicion del tratamiento, el comportamiento se aprecia mas heterogéneo y a las 96 horas puede
observarse como, a medida que aumenta la concentracion de pamidronato, disminuye la poblacion

de parasitos en el cultivo, tendencia que se mantiene hasta las 120 horas.
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IC50 Pamidronato TEVA1 IC50 Pamidronato FRIO
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Figura 8. Curva dosis — respuesta para el pamidronato sobre un cultivo in vitro de los aislados TEVA1 y
FRIO de T. evansi. La grafica representa el promedio en cada punto y las barras indican el error estandar
asociado a cada tratamiento. Las letras indican los grupos estadisticamente significativos (p<0.05) con una

prueba a posteriori de diferencia minima significativa (MSD) luego de un analisis de varianza (0=0.05)

La figura 8 muestra la curva dosis-respuesta para pamidronato. Como se observa, solo se alcanza
un 40% de inhibicion para el aislado TEVAI1, aun con una alta concentracion de la droga, sin
embargo, para el aislado FRIO, las mismas concentraciones son suficientes para alcanzar un poco
mas de 60% de inhibicion. En general los resultados muestran un efecto dosis dependiente,
obteniéndose un IC50 de 180.085 uM para el pamidronato sobre el aislado TEVAT1 y un IC50 de
41.068 uM para el pamidronato sobre el aislado FRIO.
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5.2.2 Efectos de la amiodarona sobre la sobrevida de T. evansi in vitro

Curva de Crecimiento TEVA1+ VERO
Tratamiento con Amiodarona ——#-- Control

—m— 2 Ul
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—— 7.5 UM

—#— 10 uM
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Figura 9. Efecto de la amiodarona sobre el crecimiento del aislado TEVALI de T. evansi durante 120 horas
de cultivo in vitro, a concentraciones de 2, 5, 7.5 y 10uM. Los puntos indican el promedio y las barras, el
error estandar asociado a cada tratamiento. La flecha sefiala el punto en que fue aplicado el tratamiento (48

horas) lo cual implica 72 horas de exposicion de los parésitos a los tratamientos.

Para la amiodarona sobre el aislado TEVAI, puede apreciarse que a lo largo de las 120 horas no
hay una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y los tratamientos con 2 y
5 uM de amiodarona, diferencia (p<0.05) que si se evidencia para las concentraciones de 7.5 y 10

uM.
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Curva de Crecimiento FRIO + VERO
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Figura 10. Efecto de la amiodarona sobre el crecimiento del aislado FRIO de T. evansi durante 120 horas
de cultivo in vitro, a concentraciones de 2, 5, 7.5 y 10 uM. Los puntos indican el promedio y las barras, el
error estandar asociado a cada tratamiento. La flecha sefiala el punto en que fue aplicado el tratamiento (48

horas) lo cual implica 72 horas de exposicion de los parasitos a los tratamientos.

En el caso del aislado FRIO la tendencia es similar, como se muestra en la figura 10. Luego de las
72 horas las concentraciones de 7.5 y 10 uM propician una disminucion de la concentracion

parasitaria en contraste con el grupo control.
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Figura 11. Curva dosis — respuesta para la amiodarona sobre un cultivo in vitro con los aislados TEVAL1 y
FRIO de T. evansi. La grafica representa el promedio en cada punto y las barras indican el error estandar
asociado a cada tratamiento. Las letras indican los grupos estadisticamente significativos (p<0.05) con una

prueba a posteriori de diferencia minima significativa (MSD) luego de un analisis de varianza (0=0.05)

La figura 11 muestra la curva dosis - respuesta para amiodarona, se observa que a concentraciones
bajas de 2 y 5 uM se obtiene wuna inhibicion por debajo del 12 % mientras que con las
concentraciones mayores de 7.5 y 10 uM se alcanza cerca de 50% de inhibicion para el aislado
TEVAI1 mientras que para el aislado FRIO se alcanza hasta un 66% de inhibicion de la poblacion
celular. En general se observa un efecto dosis dependiente obteniéndose un IC50 de 11.546 uM
para la amiodarona sobre el aislado TEVAI y un IC50 de 7.629 uM para la amiodarona sobre el
aislado FRIO.

5.2.3 Efectos del tratamiento combinado de pamidronato y amiodarona sobre la sobrevida de T.

gvansi in vitro

Curva de Crecimiento TEVA1 + VERO
Tratamientos combinados
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—— Pamid 100 uM

—#*— Pamid 50 uM

—o—A+P 10 uM + 100 uM

NUmero de parasitos. (108 Par/ml)

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

== A + P 7,5 uM+50 uM

Tiempo (horas)

Figura 12. Efecto combinado del pamidronato y la amiodarona sobre el crecimiento del aislado TEVAT1 de

T. evansi durante 120 horas de cultivo in vitro. Los puntos indican el promedio y las barras, el error estandar
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asociado a cada tratamiento. La flecha sefiala el punto en que fue aplicado el tratamiento (48 horas) lo cual

implica 72 horas de exposicion de los parasitos a los tratamientos.

La combinacién de pamidronato y amiodarona sobre los dos aislados se probo a las
concentraciones minimas inhibitorias (7.5 uM amiodarona y 50 uM pamidronato) y a una
concentracion por encima de éstas (10 uM amiodarona y 100 uM pamidronato). Los resultados
muestran como para el aislado TEVA1 la combinacion a ambas concentraciones tiene un efecto
de disminucion del crecimiento en comparacion con el grupo control y este efecto es consistente

cuando se prueban ambas concentraciones por separado (Figura 12).

Curva de Crecimiento FRIO + VERO
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e A + P 7,5 uM+50 uM

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

NUmero de parasitos. (108 Par/ml)

Tiempo (horas)

Figura 13. Efecto combinado del pamidronato y la amiodarona sobre el crecimiento del aislado FRIO de
T. evansi durante 120 horas de cultivo in vitro. Los puntos indican el promedio y las barras, el error estandar
asociado a cada tratamiento. La flecha sefiala el punto en que fue aplicado el tratamiento (48 horas) lo cual

implica 72 horas de exposicion de los parasitos a los tratamientos.

Un resultado similar se obtiene para el aislado FRIO como se muestra en la figura 13. Puede
apreciarse la misma disminucién en la velocidad de crecimiento, con la pa