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Alteraciones hematolégicas y de glucosa
sanguinea en ratas Wistar con infeccion
chagasica aguda, durante la gestacion.
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Resumen. En este estudio se investigaron las alteraciones hematoldgicas
y de glucosa sanguinea en ratas albinas (Rattus norvegicus) cepa Wistar, con
infeccion chagasica aguda, antes y durante la gestacion. Muestras de sangre
fueron obtenidas de los grupos A, B, C y D de ratas a los 0, 6, 12 y 20 dias de
la prefiez para la realizacion de pruebas de diagnéstico hematologico y de gli-
cemia. El andlisis estadistico de los resultados conseguidos revelé cambios
significativos (p < 0,05) en los valores de hemoglobina (Hb), y diferencias al-
tamente significativas (p < 0,01) en las variables hematocrito (Hto), cuenta
de leucocitos (CL), porcentaje de linfocitos (L), neutréfilos (N), nimero de
plaquetas (P) y niveles de glucosa sanguinea (G). El recuento diferencial de
monocitos (M) y eosindfilos (E) no mostro variaciones significativas respecto
a los valores normales. Estos hallazgos mostraron importantes alteraciones en
las variables hematolégicas y en los valores de glucosa en la sangre; represen-
tados por anemia discreta a moderada, marcada leucocitosis, linfopenia, neu-
trofilia, trombocitopenia ¢ hipoglicemia. Finalmente, se discuten algunos fac-
tores de la infeccion chagasica aguda en la rata Wistar, los cuales son poten-
ciados por los efectos fisiologicos producidos por la prenez y por algunas va-
riables fisiol6gicas propias de la madre.
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Hematological and blood glucose alterations in Wistar rats with
acute chagasic infection during gestation.
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Abstract. The present study examined hematological alterations and
blood glucose levels variations in albino Wistar rats (Rattus norvegicus) with
acute chagasic infection during gestation. Blood samples were taken from A,
B, C and D groups of rats at 0, 6, 12 and 20 days after impregnation for hema-
tological diagnosis and glycemia tests. Statistical analysis of the results
showed significant changes (p < 0.05) in hemoglobin values (Hb) and highly
significant differences (p < 0.01) in hematocrit variables (Hto): leukocyte
count (LC), percentage of lymphocytes (L), neutrophils (N), number of plate-
lets (P) and blood glucose levels. A differential count of monocytes (M) and
eosinophils (E) showed no significant variations from normal levels. These
changes represent important hematological and glycemia alterations, such as
mild and moderate anemia, pronounced leukocytosis, lymphopenia,
neutrophilia, thrombocytopenia and hypoglycemia. Finally, there is a discus-
sion of some factors in acute chagasic infection in Wistar rats that might be

augmented by parallel physiological effects produced by pregnancy.

Recibido: 10-02-2006. Aceptado: 13-07-2006.

INTRODUCCION

Las enfermedades metaxénicas ocupan
un lugar importante en el panorama actual
de la salud mundial, entre estas se destaca
la tripanosomiasis americana o Enfermedad
de Chagas, parasitosis causada por el proto-
zoario Trypanosoma (Schisotrypanum) cru-
2t (1), miembro del orden Kinetoplastida,
tamilia Trypanosomatidae. El hombre se in-
fecta en el ambiente natural con las formas
metaciclicas contenidas en las excretas
postprandiales de triatominos hematéfagos
de la subfamilia Triatominae (2). La infec-
cion se inicia con una fase aguda caracteri-
zada por altos niveles de parasitemia, acom-
panada algunas veces por sintomas no espe-
cificos y alteraciones hematologicas impor-
tantes tales como, disminuciéon de la hemo-
globina y descenso del valor globular. En
cuanto a la serie blanca, generalmente se

observa ligera a moderada leucocitosis vy,
eventualmente, leucopenia discreta; el re-
cuento diferencial frecuentemente ha reve-
lado neutropenia, linfocitosis plasmocitosis
y eosinofilia (3, 4). La infeccién aguda es
seguida por una fase crénica que puede ser
indeterminada, asintomatica, con serologia
positiva, electrocardiograma normal, estu-
dios radiol6gicos del corazon, eséfago y co-
lon normal; los pacientes puede durar toda
la vida y un 30% de los casos evoluciona a
una forma determinada, desarrollando car-
diopatia chagasica y algunos casos presen-
tan lesiones digestivas irreversibles (5, 6).
Durante el embarazo normal en huma-
nos, se han descrito importantes alteracio-
nes en algunos parametros hematologicos y
en la concentracion de glucosa sanguinea
(7). La féormula leucocitaria con frecuencia
muestra leucocitosis moderada, neutrofilia
y aumento en la proporcion de las formas
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en banda y cambios toxicos entre ligeros y
moderados. Por otra parte, en animales ex-
perimentalmente infectados con diferentes
cepas de T. crugi (8-16) y con otras espe-
cies de tripanosomas pertenecientes a la
Seccion Salivaria (17-21), se han senalado
alteraciones hematolégicas durante la fase
aguda de la infeccion.

Conociendo que la rata albina (Rattus
norvegicus), cepa Wistar, es un animal sus-
ceptible a la infeccién por T. crusi en condi-
ciones naturales y experimentales, que per-
mite reproducir con gran semejanza el cua-
dro evolutivo de la enfermedad de Chagas
observado en humanos (12, 22), nos propu-
simos en este trabajo investigar las altera-
ciones hematoldgicas y de glucosa sangui-
nea en ratas con infeccién chagasica aguda,
durante la gestacion.

MATERIALES Y METODOS

Cepa de Trypanosoma crusi

Se utilizaron parasitos de la cepa de T.
crusi M/HOM/BR/53/Y de referencia inter-
nacional, aislada originalmente por Pereira
da Silva y Nussenzweig (23) y cedida por la
Catedra de Parasitologia de la Universidad
de Carabobo, Valencia, Venezuela. Los para-
sitos han sido mantenidos a través de pasa-
jes sucesivos en triatominos (Rhodnius pro-
lixus) nacidos en el Insectario de cria “Dr.
Herman Lent” del Departamento de Biolo-
gia; en ratones machos (Mus musculus),
cepa NMRI y en tubos con medio de cultivo
NNN-USAMRU (24) mas solucion fisiolégica
salina al 0,85% como fase liquida.

Infeccion experimental y apareamiento

En este estudio se utilizé un total de 24
ratas hembras de 2 meses de nacidas con un
peso promedio de 200 g, adquiridas en el
Bioterio de cria de la Universidad de los
Andes (BIOULA). Las ratas fueron divididas
en cuatro grupos: Grupo A: 6 ratas controles
normales; Grupo B: 6 ratas infectadas con T.

crugi no preiadas; Grupo C: 6 ratas contro-
les prefiadas pero no infectadas; Grupo D: 6
ratas infectadas con T. crusi y prenadas. Los
tripomantigotes sanguicolas de T. crusi fue-
ron obtenidos de ratones machos jévenes
con 20 dias de infeccion y con altas parasite-
mias. Los ratones ligeramente anestesiados
con éter dietilico, fueron desangrados con
aguja heparinizada por cardiopuntura, la
sangre fue mezclada con heparina y los tri-
panosomas fueron cuantificados en 5 ul. de
la suspension, distribuidos uniformemente
entre lamina y laminilla (22 X 22 mm). Las
formas flageladas fueron contadas en 100
campos microscopicos con objetivo de 40x
siguiendo el método modificado por Brener
(25). El ntimero de parasitos fue ajustado
para contener un inéculo relativamente bajo
de aproximadamente 5 X 10* formas sangui-
colas en un volumen de 0,1 mL de la suspen-
sién, que fue inoculado por via intraperito-
neal (IP) en cada una de las ratas de los gru-
pos B y D. Igualmente, las ratas de los gru-
pos controles A y C, fueron inyectados por
via IP con 0,1 mL de solucion fisiologica sali-
na. Todos los animales permanecieron en el
Bioterio experimental bajo condiciones con-
troladas de temperatura y humedad relativa,
alimentados con dicta comercial ratarina®
(Protinal) y agua ad libitum.

Entre los 10 y 15 dias después de la
inoculacion inicial, las ratas de los grupos C
y D en la etapa de estrus y pro-estrus de su
ciclo estral, fueron apareadas con machos en
una relacion de 2/1 por jaula. Al dia siguien-
te del aparecamiento, previa comprobacion
de espermatozoides en el lavado vaginal con
solucion fisioldgica, las ratas fueron separa-
das de los machos y colocadas en jaulas indi-
viduales con suficiente alimento y agua a fin
de seguirles el curso de la gestacion.

Obtencion y procesamiento de las
muestras de sangre

Las muestras de sangre de las ratas in-
fectadas y de las controles sanas, fueron ob-
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tenidas bajo anestesia, por ruptura con tro-
zos de capilares heparinizados del plexo ve-
noso de la 6rbita ocular derecha, antes del
apareamiento (TO) yalos 6 (T1), 12 (T2) y
20 (T3) dias del periodo de gestacion. La
sangre colectada en recipientes de plastico
fue dividida en dos porciones, una con anti-
coagulante (heparina) para realizar las
pruebas hematolégicas y la otra fue coloca-
da en dichos recipientes secos y estériles, a
4°C por 1 hora, y los sueros fueron separa-
dos por centrifugacion a 3000 rpm y alma-
cenados a —21°C hasta su uso.

Variables hematol6gicas y de glicemia

Las pruebas de diagndstico hematol6gi-
cas se realizaron siguiendo las especificacio-
nes descritas por Schalm y col. (26). El he-
matocrito (Hto) se determindé mediante el
método de microhematocrito, mientras que
los valores de hemoglobina (Hb) se obtuvie-
ron por fotometria, de acuerdo con el méto-
do de la cianometahemoglobina, utilizando
reactivos comerciales y un espectrofotéme-
tro “Spectronic-20DR” con longitud de onda
de 540 nm; el recuento de leucocitos circu-
lantes (CL) se determiné utilizando pipetas
de Thomas y un hemocitémetro o camara de
Neubaiier, diluyendo la muestra con liquido
de Turck; las plaquetas (P) se contaron en
un hemocitometro bajo el microscopio de
contraste de fase, utilizando oxalato de amo-
nio al 1% y el recuento diferencial de linfoci-
tos (L), neutroéfilos (N), eosinéfilos (E) y mo-
nocitos (M) se realiz6 en extendidos de san-
gre periférica fijados con metanol y tefidos
con Giemsa al 10% en buffer-fosfato a pH 7,2
durante 45 minutos, por observacion micros-
cOpica con objetivo de inmersion (100x),
examinandose 100 células, y calculandose
posteriormente los valores absolutos.

Los niveles de glucosa sanguinea se de-
terminaron en muestras individuales de
sueros, empleando el método de GOD-PAP
(Prueba colorimétrica enzimatica) segin
indicaciones del laboratorio (Human Ge-

sellschaft fiir Biochemica und Diagnostica
mbH).

Anilisis estadistico

Los valores obtenidos en las pruebas
de diagnostico hematolégicas y de glicemia
durante los muestreos realizados a cada
una de las ratas controles A y C, fueron
comparados con los valores de las ratas de
los grupos B y D, usando un analisis de va-
riancia para efectos fijos y un contraste de
inferencia simultdnea (27). Las diferencias
en el promedio = DE de cada variable se-
gun los grupos y tiempos fueron considera-
das estadisticamente significativas con valo-
resdep < 0,05yp < 0,01.

RESULTADOS

El analisis estadistico aplicado a los va-
lores obtenidos en las pruebas de diagnosti-
co hematolégicas durante el desarrollo de
esta investigacion, revel6 diferencias signifi-
cativas para las variables Hb (p < 0,05) y
Hto (p < 0,01) en la interaccion Gru-
po-Tiempo (Tabla I). Esta interaccion per-
mite evidenciar que no existe paralelismo
entre las curvas de cada una de las variables
representadas en funcién del tiempo. En el
analisis de los resultados, se evidencié un
marcado incremento en los valores prome-
dio £ DE de la variable CL en las ratas de
los grupos C y D a partir de la primera se-
mana de la gestacion, el cual fue mas pro-
nunciado al término de la gravidez; en los
grupos Ay B, los valores de la CL durante el
periodo de gestacion permanecieron apa-
rentemente  sin  cambios  apreciables
(Fig. 1). Igualmente, en el analisis de los
valores promedio = DE obtenidos del re-
cuento diferencial de leucocitos, observa-
mos en las ratas de los grupos B, C y D una
marcada disminucion en los porcentajes de
L vy un incremento en el ntimero de N, a
partir de la primera semana de gestacion.
El analisis estadistico mostré diferencias al-
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Fig. 1. Cuenta de leucocitos en ratas Wistar in-
fectadas con tripomastigotes sanguico-
las de T. crusi detectadas durante el pe-
riodo de gestacion.

tamente significativas (p < 0,01) en la inte-
raccion grupo-tiempo (Tablas I y II). Estas
alteraciones hematoldgicas fueron mucho
mas intensas en las ratas de los grupos C y
D (Figs. 2 y 3). Los promedios de valores
porcentuales obtenidos para M y E no fue-
ron estadisticamente significativos entre los
diferentes grupos experimentales.

En cuanto a los resultados observados
en relacion con el ndmero promedio = DE
de plaquetas (P), el analisis estadistico
mostré diferencia altamente significativos
(p < 0,01) en la interaccién grupo-tiempo
(Tabla I). Las ratas de los grupos B, C y D,
mostraron disminuciéon en el ntmero de
plaquetas con respecto a los valores de las
ratas sanas A, la cual fue mucho mas inten-
sa en las ratas del grupo D, a partir de la
primera semana de la gravidez (Fig. 4).

El analisis estadistico efectuado a los
valores promedio = DE generados en la
prueba de diagnéstico para la deteccion de
glucosa sanguinea, en las ratas con infec-
cion chagasica aguda en gestacion y en las
controles sanas, también mostré diferencias
altamente significativas (p < 0,01) en la in-
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¢ Grupo D: ratas infectadas con T. erusi y preiiadas.

Fig. 2. Porcentaje de linfocitos en ratas Wistar
infectadas con tripomastigotes sangui-
colas de T. crusi detectadas durante el
periodo de gestacion.
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Fig. 3. Porcentaje de neutrofilos en ratas Wis-
tar infectadas con tripomastigotes san-
guicolas de T. cruszi detectadas durante
el periodo de gestacion.

teraccion grupo-tiempo (Tabla III). Obser-
vandose una franca disminucién en los nive-
les de glicemia en los grupos B, C y D. Esta
disminucion de la glucosa en la sangre fue
mas marcada en las ratas gestantes infecta-

das (Fig. 5).
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DISCUSION

Durante el curso de la infeccion chaga-
sica aguda en el modelo experimental ratas
Wistar en gestacion, se observaron impor-
tantes alteraciones hematoldgicas tales
como: disminucién en los valores de Hb y el
Hto, marcada leucocitosis, linfopenia y neu-
trofilia. Estas variaciones en los valores ob-
tenidos, son principalmente causadas por
los efectos de la infeccion chagasica aguda,
los cuales se potencian con los efectos fisio-
l6gicos producidos por la gravidez y/o por
algunas variables fisiol6gicas propias de la
madre, tales como el estrés durante la ma-
nipulacion del animal para la obtencion de
la muestra, el preparto y la edad (28). Los
valores porcentuales de M y E no mostraron
diferencias significativas en la interaccion
grupo-tiempo, posiblemente pudo deberse a
que existe una retencion de algunas células
blancas por parte del sistema inmunoldégico
de las ratas virgenes infectadas e infectadas
prenadas. Bonilla y col. (16) al estudiar las
alteraciones morfolégicas leucocitarias en
ratones con infeccion chagasica aguda, ob-
servaron leucopenia, linfocitosis y neutrope-
nia, asi como un incremento de restos leu-
cocitarios. Senalaron los autores que la pre-
sencia del parasito en la sangre periférica,
pudiera ser determinante del aumento de
lisis celular, como lo indica el aumento de
restos leucocitarios, cuando la parasitemia
y la leucopenia eran mayores. Similares re-
sultados se obtuvieron en ratas Wistar ma-
chos y ratones NMRI infectados experimen-
talmente con diferentes cepas de T. crusi
(12, 29), detectandose en la fase aguda y
subaguda de la infeccion chagasica una
marcada linfocitosis y neutropenia, sin alte-
racion significativa en la proporcion de los
monocitos, eosinéfilos y basoéfilos. También,
Rowland y Sibley-Phillips (30) describieron
en ratones infectados con formas sanguico-
las de T. crusi, cambios hematolégicos rela-
cionados con la disminucién en el niimero

de células mononucleares incluyendo mo-
nocitos, linfocitos y células no diferencia-
das, mientras que los granulocitos no mos-
traron cambios significativos, pero si, un
aumento de los eosinéfilos en los frotis de
médula dsea. Esta alteracion hematolégica
también ha sido observada experimental-
mente en monos infectados con T. crusi
(14, 15), los autores describieron que para-
metros de la féormula roja y blanca tales
como: disminucioén en el namero de eritro-
citos y en los valores de hemoglobina, asi
como un aumento significativo de leucoci-
tos y linfocitos fueron observados desde la
quinta semana hasta los tres meses de la
primo infeccién chagasica. Por otro lado,
en casos humanos cursantes de la fase agu-
da de la enfermedad de Chagas, se han des-
crito alteraciones hematoldgicas aprecia-
bles, tales como: leucocitosis, eventualmen-
te leucopenia, linfocitosis, neutropenia y
eosinofilia. Estas alteraciones pueden tener
una duracién de meses y decrecen con la
evoluciéon de la infeccién, aumentando en-
tonces los neutrofilos y eosinéfilos (3, 4).

También se ha descrito que durante el
embarazo normal existen cambios hemato-
l6gicos de algunos parametros de la férmu-
la leucocitaria; fisiologicamente se explica
que estos cambios se deben a una dilucién
por aumento de la volemia. Igualmente, el
embarazo con frecuencia se acompana de
leucocitosis moderada, neutrofilia y aumen-
to en la proporciéon de las formas en banda
y cambios toxicos entre ligeros y modera-
dos. Otros parametros como la cuenta pla-
quetaria, el hematocrito y la hemoglobina
suelen estar alterados debido a fenémenos
fisiologicos generales de la madre (7).

El andlisis estadistico de los valores
promedio de plaquetas en las ratas virgenes
infectadas, gestantes infectadas y controles
sanas prenadas, revel6 la existencia de una
trombocitopenia de variable intensidad, la
cual fue mas marcada en las ratas infecta-
das gestantes. Esta alteracién plaquetaria
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es causada por factores intrinsicos produci-
dos por la infeccion chagasica, asi como por
los efectos inducidos por la prefiez sobre el
modelo animal. Estos hallazgos son simila-
res a los sefalados por Cardoso y Brener
(8), quienes observaron alteracion en el na-
mero de plaquetas de ratones infectados
con diferentes cepas de T. crusi, siendo mas
severa en los animales infectados con para-
sitos de la cepa Y. Apuntan los autores que
los mecanismos involucrados en esta altera-
cion plaquetaria son atn desconocidos y po-
siblemente estén mas relacionados con fe-
némenos generales que afectan al hospeda-
dor mas que a los danos directos causados
por el parasitismo a las plaquetas o a las cé-
lulas precursoras. Recientemente, Tribulat-
ti y col. (11) investigaron en ratones infec-
tados con T. crusi el posible papel de la en-
zima trans-sialidasa en la induccion de la
trombocitopenia durante la fase aguda de
la infeccion chagasica. Los resultados obte-
nidos en este trabajo, indicaron que la
trans-sialidasa es el factor virulento que
causa la trombocitopenia durante la fase
aguda de la enfermedad de Chagas por re-
duccion del 4cido sidlico contenido en las
plaquetas. Igualmente, anemia y tromboci-
topenia han sido senaladas en ratones y Ca-
lomys callosus (8, 9), ratas machos (12),
congjos (13) y monos (14, 15) experimen-
talmente infectados con diferentes cepas de
T. crusi. Por otra parte, trombocitopenia
severa ha sido observada en bovinos, ovinos,
caprinos, ratas, perros y coati (Nasua na-
sua) infectados experimentalmente con 7.
rhodesience, T. gambiense, T. brucei, T. con-
golense, T. vivax y T. evansi (18-21).

En cuanto a la concentracion de gluco-
sa en la sangre, se evidencié en todos los
grupos experimentales una marcada hipo-
glicemia a partir de la primera semana de
observacion. Esta hipoglicemia fue mucho
mas intensa en las ratas infectadas prena-
das D, que en las ratas sanas prenadas C y
en las ratas virgenes infectadas B. Estos ha-

llazgos indican que la infeccion chagasica
aguda altera el metabolismo de la glucosa
en el modelo animal, el cual aumenta con
los efectos producidos por la gravidez para
inducir esta significativa disminucién de la
glucosa sanguinea. Por otra parte, se ha se-
nalado que la concentracion sérica de glu-
cosa en las mujeres embarazadas se modifi-
ca fisiolégicamente durante la segunda mi-
tad de la gestacion, detectandose en algu-
nos casos disminuciéon en los niveles de
glicemia (7).

Los resultados obtenidos en este estu-
dio resaltan los efectos de la infeccion cha-
gasica aguda sobre el modelo experimental
rata Wistar, los cuales se potencian con los
efectos fisiologicos producidos por la pre-
fiez y/o con los efectos inducidos sobre el
animal, para causar cambios altamente sig-
nificativos en los valores hematolégicos y
de glicemia, los cuales son traducidos en
alteraciones tales como, anemia discreta a
moderada, marcada leucopenia, linfopenia,
neutrofilia, trombocitopenia ¢ hipoglice-
mia. Finalmente, podemos reafirmar que el
diseno experimental rata Wistar-T. crusi
empleado en esta investigacion, permite
reproducir con gran semejanza el cuadro
evolutivo de la infeccién chagasica en hu-
manos.
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