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Resumen

Con el proposito de determinar el posible efecto de la infeccion por Trypanosoma cruzi'y
una dieta aterogénica sobre la interaccion Chagas- ateroesclerosis se evaluaron grupos de co-
nejos Silvilagus floridanus orinoci: I control sano II con dieta aterogénica (colesterol 60
mg/dia); III dieta aterogénica e infectados con 2x105 tripomastigotos sanguicolas cepa “Y” via
subcutdnea y IV infectados con T. cruzi. Los niveles de colesterol total (CT), lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y alta densidad (HDL) fueron determinados en el plasma sanguineo de
cada grupo animal mediante un método colorimétrico microenzimatico. Los resultados obte-
nidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). La ingesta diaria de colesterol pro-
dujo un incremento progresivo de CT, LDLY HDL en los grupos de conejos ITy III al comparar-
los con los niveles detectados en los conejos controles sanos y en los del grupo IV infectados.
Las concentraciones de CT y LDL y HDL fueron significativamente menores (P < 0.05) en el
grupo de conejos infectados con T. cruzi. y dieta aterogénica (III) con respecto al grupo II. Esta
disminucion del nivel de colesterol y de sus fracciones sugiere una menor capacidad del higado
infectado para liberar lipoproteinas y/o una mayor peroxidaciéon de LDL por efecto de la infec-
cion por T. cruzi, con el consecuente incremento en la eliminacion biliar de colesterol. Final-
mente, concluimos que la interaccion colesterol- T. cruzi favorece la arterioesclerosis. Por otra
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parte el dafio endotelial debido a la presencia del parasito pareciera favorecer el deposito de coles-
terol en la microvasculatura y al mismo tiempo los bajos niveles de HDL producen un incremento
en la aterogenicidad de la dieta alta en colesterol.

Palabras clave: Infeccidon, Trypanosoma cruzi, conejos, colesterol, lipoproteinas de alta
densidad, lipoproteinas de baja densidad.

Abstract

In order to determine the possible effect of Trypanosoma cruzi infection and an atherogenic
diet on the atherosclerosis-Chagas interaction in rabbits (Sylvilagus floridanus orinoci), a study
was made. The animals were divided into four groups: I.- healthy control; II.- atherogenic
(Colesterol 6omg/day)diet ; III.- atherogenic diet infected with Y strain subcutaneously(2x105
bloodstream trypomastigotes injected subcutaneously), and IV infected with T. cruzi infection .
Total Cholesterol concentration (TC), low density (LDL) and high density lipoprotein (HDL) levels
were measured in plasma using microenzymatic colorimetric analysis and analysis of variance
(ANOVA) was applied to the results. The atherogenic diet produced a progressive increase of TC,
LDL and HDL in groups II and III compared with the healthy and infected groups. TC, HDL and
LDL levels were significantly lower (P <0.05) in group III with respect to group II rabbits. The
reduction of TC suggests a diminished capacity of infected liver for lipoproteins to liberate and/or
a greater peroxidation of HDL and LDL as an effect of the infection, with a consequent increase in
cholesterol bile elimination. Finally, the results suggest that cholesterol diet and T. cruzi
interaction could favor atherosclerosis disease. On the other hand, the endothelial damage caused
by these parasites could favor the cholesterol deposit in the microvasculature and at the same time
the lower HDL levels, produce an increase of the atherogenicity through a diet high in cholesterol.

Key words: Infection, Trypanosoma cruzi, rabbits, cholesterol, high-density lipoproteins,
low-density lipoproteins.

Introduccion cluyen: una fase aguda correspondiente en el

ser humano al periodo de parasitemia paten-

La enfermedad de Chagas es una enti-
dad nosologica de curso agudo y/o cronico
que afecta 18-20 x 10° de personas en areas
rurales y urbanas de América, siendo uno de
los problemas de salud publica més serios de
la region neotropical a causa de su amplia
distribucion geografica, alta morbilidad es-
pecialmente en la forma cardiaca, alta morta-
lidad en algunas regiones, su compleja histo-
ria natural y las considerables dificultades en
el establecimiento de un adecuado diagnosti-
co y medidas de control (23, 24, 25).

Clasicamente se ha reconocido en esta en-
fermedad la presencia de varias fases. Estas in-

te, donde la caracteristica principal es la pre-
sencia de tripomastigotes circulantes en la
sangre periférica; una fase indeterminada sin
manifestaciones clinicas aparentes y la fase
cronica, en la cual la parasitemia continta
siendo subpatente y el parasitismo tisular es
muy escaso, detectandose sintomatologia re-
lacionada con el sistema cardio-circulatorio,
digestivo o ambos al mismo tiempo (3, 6, 5).

La deteccion de triatominos vectores de
T. cruzi en centros urbanos donde han alcan-
zado un alto grado de adaptacion en los domi-
cilios humanos, sumado a la infeccion de per-
sonas con habitos alimentarios inadecuados y
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poco balanceados, parece apoyar las recien-
tes evidencias sobre el efecto de la infeccion
por T. cruzi en las células endoteliales de la
microvasculatura coronaria, produciéndose
cambios en la homeostasis del calcio, hecho
que ha sido asociado con la infeccion constitu-
yéndose de esta manera en un factor de riesgo
en favor de la arteriosclerosis (8, 9, 18).

Algunos autores consideran que el desa-
rrollo de T. cruzi esté regulado por la activi-
dad de la neuraminidasa, una enzima que
juega un rol importante en la interaccion
hospedador-parasito, modulando la infec-
cién a través de un mecanismo de control del
parasito, por lo que la presencia de anticuer-
pos anti-neuraminidasa asi como otros inhi-
bidores de ésta conllevan al incremento de la
infeccion (11, 12, 14, 15, 16).

Otras investigaciones han comprobado
que la infeccién de células de cultivo de hos-
pedadores vertebrados por tripomastigotes
de T. cruzi es aumentada por la presencia de
HDL de una manera dosis dependiente, Prio-
ri y cols. (1990) sugieren que tanto la HDL
como la LDL regulan la infeccién inhibiendo
la actividad de la neuraminidasa del parasito
(14). Por otro lado, se ha descrito un incre-
mento significativo en los niveles sanguineos
de lipidos (colesterol y triglicéridos) asi como
también en las relaciones colesterol-LDL y
colesterol-HDL en infecciones producidas
por T. cruzi asi como por otros tripanosoma-
tides (7, 4, 10, 15, 16).

Tomando en consideracion la informa-
cion acumulada sobre el efecto de T. cruzi en
modelos vertebrados y los posibles efectos de
la infeccion sobre individuos con niveles al-
tos de colesterol, en el presente trabajo nos
propusimos evaluar la posible existencia de
una potenciacion de la infeccion por efecto de
una hipercolesterolemia exdgena en el mode-
lo conejo sometido a dieta aterogénica.
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Materiales y Métodos

Animales experimentales

20 conejos de la especie Sylvilagus flori-
danus orinoci, machos de cuatro meses de
edad con un peso promedio de 3000 gr. fue-
ron divididos en cuatro grupos: I control sano;
IT con dieta aterogénica (60 mg/dia de coles-
terol al 6% (p/v) en carboximetil celulosa al
0,75%); III dieta aterogénica e infectados con
T. cruzi cepa “Y” (2x105 tripomastigotos san-
guicolas via subcutanea), y IV infectados con
T. cruzi (Tabla 1). Los animales fueron mante-
nidos en el Bioterio Experimental de la Facul-
tad de Ciencias de la Universidad de los Andes
con alimento concentrado para conejos “Puri-
na®”y agua ad libitum.

Parasitos

Trypanosoma cruzi cepa 'Y aislada de
un caso agudo de enfermedad de Chagas en
Brasil (19). Los aislados infectivos fueron tri-
pomastigotes sanguicolas obtenidos de rato-
nes donadores infectados experimentalmen-
te por via intraperitoneal con una suspensiéon
de formas metaciclicas de Rhodnius pro-
lixus. A los 20 dias postinfeccion los ratones
fueron sangrados por cardiopuntura y el na-
mero de parasitos fue estimado (2, 13) y ajus-
tado a 2x105 tripanosomas/0,2 mL para la

Tabla 1. Distribucién de los grupos de co-
nejos segun la infeccion por Tripa-
nosoma cruzi y dieta aterogénica.

Grupos de Conejos  T. cruzi Dieta
(2x105) Aterogénica
Colesterol
(60 mg/dia)
I no no
II no si
111 si si
I\ si no
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inoculacion intradérmica de los conejos de
los grupos I y IV.

Observaciones sistematicas fueron lle-
vadas a cabo durante 4 meses en los grupos
de conejos infectados con T. cruzi y sometido
a dieta con colesterol (III) y en el grupo con-
trol IV (Figura 1).

Aplicacion de colesterol

Para la induccion de la hipercolesterole-
mia exogena se administré una dosis diaria
de 60 mg/mL de suspension de colesterol a
los conejos de los grupos 11 y III por via oral
durante 118 dias que duré el experimento.

Muestras de sangre

La toma de muestra de sangre fue reali-
zada a cada grupo animal una vez por semana
durante el primer mes y cada quince dias des-
de el primero hasta el cuarto mes, provocan-
do una vasodilatacion en la vena central de la
oreja de cada conejo, para extraer aproxima-
damente 4 mL de sangre por conejo. La san-
gre fue recolectada en tubos de centrifuga
con heparina sddica para la obtencion del
plasma y realizacion de las pruebas quimicas.

Determinacion del perfil lipidico

El perfil lipidico fue determinado en el
plasma de los conejos mediante métodos mi-
croenzimaticos colorimétricos. El colesterol
total fue determinado cuantitativamente por
el método CHOP-PAP de Bioscience® (Ref.
500). En la determinaciéon del colesterol-
HDL se utilizo el colesterol en lipoproteinas
de alta densidad de Bioscience® (Ref. 550). El
colesterol-LDL fue determinado por método
indirecto segtin la ecuacion de Friedewal:

Colesterol-LDL (mg/dL) = (C-total)
- (Tg/5) - (C-HDL).

C-total = colesterol total.

Tg/5 = triglicéridos (Tabla 5) + 5.

Alarcén et al.

C-HDL = colesterol- HDL

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron someti-
dos a un analisis de varianza (ANOVA) para es-
timar las diferencias significativas existentes
entre las medidas con respecto a las variables
dieta aterogénica e infeccion por T. cruzi (1).

Resultados

La estimacion de la parasitemia patente
en el grupo III mantenidos con una dieta alta
en colesterol revel6 parasitos circulantes en
dos de los cinco animales (40%), uno a los 21
dias pi. (14 trips/mm3) y en el otro a los 28
dias pi. (7 trips/mm3). En el grupo IV consti-
tuido por animales infectados no se detecta-
ron parasitos en la sangre periférica de los co-
nejos durante el tiempo de las observaciones
(Figura 1).

La deteccion sistematica de las concen-
traciones de colesterol total (Tabla 2; Figu-
ra 2) y LDL (Tabla 3; Figura 3) en el plasma
de animales experimentales revelaron un au-
mento progresivo en los grupos sometidos a
ingesta diaria de colesterol (II y III), en rela-
cion a los niveles de colesterol del grupo con-
trol. Sin embargo, pudo detectarse que este
incremento fue significativamente menor
(p=<0.05) en los grupos de animales infecta-

e 15 -

7 28 73 118

Tiempo (dias)
Figura 1. Parasitemia promedio en los conejos inoculados con
Trypanosoma cruzi y dieta aterogénica.

Tripomastigotos/m
o o o
| |
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Tabla 2. Valores promedio de Colesterol Total (mg/dL) detectado en el plasma de los conejos es-

tudiados.
Tiempo G I: Sano G II: Colesterol G III: GIV: T. cruzi
en dias T.cruzi/Colesterol
Colesterol LDL (mg/dL)
o 20,08 56,226 19,55
24,774 83,008 22,856
14 32,102 115,632 132,606 228
21 32,56 142,158 24,18
28 32,75 208,046 276,474 26,216
43 34,388 366,012 328,31 27,006
58 37,958 418,108 349,73 27,682
73 37,592 442,192 369,134 28,176
88 37,152 447,504 381,42 30,624
103 37,716 461,968 380,63 31,126
118 36,58 381,932 31,608
dos con T. cruzi (IIT) comparado con aquellos 1400 4
animales que recibieron solo dieta alta en co- 2 12999
lesterol (II). De igual forma se observo que la i&” 1288
porcion HDL fue la que experimento mayor g 600 4
diferencia significativa (p<0.05) disminu- % 400 -
yendo drasticamente en el grupo III con res- © 200 -
0

pecto al grupo II (Tabla 4; Figura 4).
Discusion

La intencién fundamental en el pre-
sente trabajo ha sido la de demostrar una
posible potenciacion de la infeccién por 7.
cruzi como consecuencia de la instauracion
en el vertebrado de cuadros de hiperlipide-
mia sérica producto de la ingesta de dietas
ricas en colesterol, con la finalidad de ex-
trapolar los resultados al hospedador hu-
mano, buscando una posible explicacion a
la sospechada interaccion arteriosclerosis-
enfermedad de Chagas en regiones endémi-
cas donde los habitantes expuestos al ries-
go de la infeccidn ignoran los posibles efec-
tos de tal asociacion.
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Figura 2. Valores promedio de Colesterol Total detectado en el
plasma de los conejos estudiados.

El primer escollo encontrado en el dise-
fo de esta investigacion, fue la escogencia de
un modelo animal apropiado que pudiera re-
flejar resultados extrapolables al hospedador
humano. En este sentido, seguimos las reco-
mendaciones de expertos quienes conside-
ran, entre otros modelos, al conejo (Sylvila-
gus sp.) como un animal experimental que
reproduce algunas de las caracteristicas de
las fases aguda y cronica con los que se define
la enfermedad de Chagas (23), las cuales han
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Tabla 3. Valores promedio de Lipoproteinas de Baja Densidad (mg/dL) en los diferentes grupos

Alarcén et al.

de conejos.
Tiempo G I: Sano G II: Colesterol G III: T.cruzi/Colesterol ~ G IV: T. cruzi
en dias
Colesterol LDL (mg/dL)
0 20,08 18,92 56,226 19,55
7 24,774 58,19 83,008 22,856
14 32,102 115,632 132,606 228
21 32,56 240,56 142,158 24,18
28 32,75 208,046 276,474 26,216
43 34,388 366,012 328,31 27,006
58 37,958 418,108 349,73 27,682
73 37,592 442,192 369,134 28,176
88 37,152 447,504 381,42 30,624
103 37,716 461,968 380,63 31,126
118 36,58 479,4 381,932 31,608

sido constatadas por autores neotropicales
en el referido modelo (21). De la misma ma-
nera, el modelo conejo ha sido ampliamente
utilizado experimentalmente para producir
cuadros de arteriosclerosis similares a los ob-
servados en humanos, después de haber sido
sometidos a dietas con alto contenido en co-
lesterol (26, 12). Estos antecedentes y la in-
conveniencia de utilizar el modelo murino en
estudios sobre el metabolismo del colesterol
y drogas que lo afectan, justifican la escogen-
cia del modelo conejo para los efectos del pre-
sente estudio.

El curso natural de la infeccion por T.
cruzi en conejos y las lesiones post-morten
observadas son similares a las encontradas
en humanos con enfermedad de Chagas,
demostrandose que el conejo cumple con
los requerimientos parasitologicos estable-
cidos, tales como: resistencia a la virulencia
del parasito, sobrevivencia a la infeccion
aguda y desarrollo tardio de la infeccion
cronica.

600
500
400
300
200
100

Colesterol LDL mg/dL

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (dias)

—— G I: Sano —=— G |I: Colesterol

- -a- - G lll: T.cruzi/Colesterol - ->¢-- G IV: T. cruzi

Figura 3. Valores promedio de Lipoproteinas de Baja Densidad
en los diferentes grupos de conejos.

Por otro lado, los conejos sometidos a
una dieta con un contenido elevado de coles-
terol desarrollan cuadros de arteriosclerosis
similares a los observados en humanos, por
lo que han sido utilizados como modelos ex-
perimentales en el estudio de diversos aspec-
tos de esta enfermedad (17, 26).

En relacion al estudio parasitologico, la
estimacion de los niveles de parasitemia en
los grupos de conejos sometidos a infeccion
por T. cruzi, ademés de ingestiéon continua de
colesterol, pudo constatarse una ligera pa-
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Tabla 4. Valores promedio de Lipoproteinas de Alta Densidad en los diferentes grupos de conejos.

Tiempo en G I: Sano G II: Colesterol G III: T. cruzi/Colesterol GIV: T. cruzi
dias
Colesterol HDL (mg/dL)
0 9 10,4 9,35 10,746
7 10,2 27,654 34,188 11,954
14 11,12 49,6 64,346 12,224
21 11,54 123,62 75,796 12,53
28 12,016 144,86 60,636 13,34
453 11,56 176,68 77,704 13,648
58 11,5 225,3 86,26 14,086
73 11,8 227,44 87,654 14,59
88 11,94 235,42 83,604 14,926
103 12,168 235,12 90,102 15,2
118 12,192 236,8 96,504 15,576
tencia de 7 dias de duracion, permaneciendo 250 -
los animales en aparente buen estado fisico 3 500 4
durante todo el periodo del experimento. Es- g
tas observaciones concuerdan con la de otros é 1501
investigadores (17) quienes concluyen que el g 100 1
conejo muestra una resistencia natural con- B 50
tra la infeccion experimental por T. cruzi, 3

presentando ligeras parasitemias dificiles de
detectar por los métodos de examinacion mi-
croscopica de sangre periférica disponibles
en la actualidad.

Extrapolando estos resultados obteni-
dos en el modelo conejo al modelo humano,
pudiera especularse que la infecciéon por T.
cruzi podria actuar previniendo los cuadros
de arteriosclerosis en las poblaciones huma-
nas de las areas endémicas para la enferme-
dad de Chagas, independientemente del con-
sumo de dietas que pudieran generar un au-
mento de la colesterolemia. Sin embargo,
esta disminucion de colesterol total podria
deberse a una capacidad disminuida del hi-
gado infectado y/o a una mayor peroxidacion
de LDL por efecto de la infeccion, con la con-
secuente eliminacién biliar de colesterol.
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Figura 4. Valores promedio de Lipoproteinas de Alta Densidad en
los diferentes grupos de conejos.

Por otra parte se estarian generando cé-
lulas espumosas aterogénicas a partir de ma-
créfagos, como consecuencia de los niveles
de triglicéridos cirulantes, lo que favoreceria
la formacion de estrias grasas, por lo que la
combinacion colesterol/infecciéon seria alta-
mente aterogénica sobre todo en los peque-
fios vasos del corazon. Estas manifestaciones
proporcionarian mecanismos adicionales
mediante el cual los T. cruzi podrian influir
en el curso de la aterosclerosis. Este mecanis-
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Tabla 5. Valores promedio de las concentraciones de Triglicéridos (mg/dL) en los diferentes gru-

pos de conejos.

Tiempo en dias G I: Sano G II: Colesterol G III: T. cruzi/Colesterol GIV:T. cruzi
Triglicéridos (mg/dL)
o 30,5 33,8 53,2 32,5
7 34 34,9 39 36,5
14 36,5 36,4 42,7 39,2
21 37 36,8 45 42,4
28 38,1 36,9 46,9 45,1
43 39 37,5 50,7 47,8
58 40,3 37,8 63,9 49,5
73 41,2 38,5 66,5 62,5
88 42,3 42,1 78,1 82,9
103 43,2 46 83 93,4
118 44,2 50,7 84 93,5

mo fue demostrado en un estudio realizado
en ratones que combiné una dieta alta en gra-
sa con infeccion con 7. cruzi observandose
oclusion arterial temprana e infiltrados infla-
matorios (células TCD4+, TCD8+* y macrofa-
gos) en las aortas de todos los animales estu-
diados; indicando que la combinacion de co-
lesterol infeccion induce inflamacién cardio-
vascular en ratones BALBC (20).

Este hecho pudiera explicarnos los ha-
llazgos reportados por Torres (1958), quien
observo la presencia constante de lesiones
vasculares, en biopsias de pacientes chaga-
sicos del grupo etario de 10 - 50 afios que
comprometian de modo dominante las ra-
mificaciones de las arterias coronarias, y
consider6 que tales lesiones eran semejante
a las observadas en los pacientes aterioscle-
réticos por lo que las denominé “aterioscle-
rosis chagasica” (22).

Por otra parte, la disminucion observa-
do en los niveles séricos de HDL pudiera ac-
tuar, como lo sostienen previos investigado-
res, como potente agente aterogénico. Igual-
mente, la HDL pudiera actuar inhibiendo la

accion de la enzima neuraminidasa la cual se
ha comprobado tiene efectos inhibidores so-
bre el desarrollo del parasito (10, 11, 12, 13)
Este hecho sugiere que ante la presencia
HDL asi como también de LDL las poblacio-
nes de T. cruzi en el vertebrado podrian in-
crementarse ocasionando los cuadros descri-
tos para la enfermedad de Chagas.
Numerosos estudios han indicado que
en la patologia de la arteriosclerosis estos
procesos son en su mayoria reversibles me-
diante la eliminaciéon de dietas hiperlipidé-
micas, el dafio endotelial producido por el
parasito y sus reacciones titulares, podrian
ser un factor desencadenante de un proceso
arteriosclerotico, principalmente en presen-
cia de niveles elevados de colesterol (26, 27)

Conclusiones

Estos resultados parecieran indicar que
la infeccion por T. cruzi, en el modelo conejo,
actia disminuyendo los niveles de colesterol
sérico total y de LDL a los cuales se les atribu-
ye efectos aterogénicos importantes como
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causa principal de la instauracion de cuadros
arterioscleroticos; pero la drastica disminu-
cion estadisticamente significativa (p <0.05)
en las concentraciones del llamado colesterol
bueno (HDL), el cual se ha comprobado tiene
efectos anti- aterogénicos, contradice tal ase-
veracion, pues ante elevados niveles de CT a
expensas de LDL, la cantidad disminuida de
HDL se hace insuficiente para ejercer su efec-
to antiaterogénico, por lo tanto la combina-
cion dieta mal en colesterol mas infeccion por
T. cruzi seria altamente aterogénica sobre
todo en las arterias coronarias.

Basados en resultados obtenidos en el
presente trabajo, se sugiere que pacientes
con infecciones activas por T. cruzi deberian
ser sometidos a examenes para determinar
los niveles séricos de colesterol total y sus
fracciones (LDL y HDL), tomando en consi-
deracion que concentraciones apreciables
de estas fracciones pudieran actuar como
factores potenciadores tanto en la patogéne-
sis de la arterioesclerosis como en la enfer-
medad de Chagas.
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