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RESUMEN

La tripanosomosis bovina causada por Trypanosoma vivax tiene
un gran impacto econémico en la industria ganadera de los
paises tropicales. Debido a la escasa informacién existente sobre
la respuesta inmunitaria inducida por este parasito en rumiantes,
se planificé la presente investigacion con la finalidad de evaluar
y comparar la respuesta inmunitaria de ovinos infectados
experimentalmente con dos aislados de T. vivax. Ambos aislados
fueron obtenidos de diferentes zonas geograficas de Venezuela
(TVLIEM176 proveniente del estado Trujillo y TvMT1 del estado
Monagas). Tres ovinos fueron inoculados con cada aislado y tres
sirvieron como control para un total de nueve animales. Cada
tres dias (d), durante un periodo de 60 d se tomaron muestras
de suero para realizar la prueba de ELISAI (para determinar la
presencia de anticuerpos anti- Trypanosoma spp.), y sangre para
evaluar la parasitemia y realizar un contaje total y diferencial
de leucocitos. Los animales del grupo inoculado con el
aislado TvMT1 mostraron mayores niveles de anticuerpos anti-
tripanosoma que los animales del grupo TvLIEM176, mientras
que la parasitemia se comporté de manera inversa, ya que el
aislado TvLIEM176 produjo mayores niveles de parasitemia que
TvMT1. Ademas, el aislado TVLIEM176 origind linfopenia durante
los d 12 al 36 postinfeccion, mientras que el aislado TvMT1 no.
Por lo tanto, se demostré que la respuesta inmunitaria humoral
de los dos aislados de T. vivax en ovinos fue diferente, la cual
puede deberse a una inmunosupresion causada por el aislado
TVvLIEM176 al inducir linfopenia.
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ABSTRACT

Bovine trypanosomosis caused by Trypanosoma vivax, has
a significant negative impact on livestock. Due to the limited
information on the immune response against this parasite in
ruminants, the present investigation was undertaken with the
aim to evaluate and compare the immune response of sheep
experimentally infected with two T. vivax isolates. The isolates
were obtained from different geographic areas of Venezuela
(TvLIEM176 from Truijillo State and TvMT1 from Monagas State).
Three sheep were inoculated with each isolate and three others
were used as controls for a total of nine animals. Every three days
(d), during a period of 60 d, blood and serum samples were taken
to determine anti-Trypanosoma spp. antibodies (by iELISA),
parasitemia, white blood cell count and a leukocyte profile. TvMT1-
inoculated animals showed higher levels of antibodies than
TvLIEM176-infected animals, although parasitaemia behaved
inversely. The TvLIEM176 isolate produced higher levels of
parasitemia than the TvMT1 isolate. In addition, lymphopenia was
observed in TVLIEM176-infected sheep from day 12 to 36 post-
infection, while lymphopenia was not shown in TvMT1-infected
animals. It was demonstrated that the humoral immune response
against both T. vivax isolates in sheep was different, which may
be related to immunosuppression caused by TvLIEM176 isolate
due to production of lymphopenia.

Key words: Humoral immune response; antibodies; Trypanosoma
vivax; sheep.
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INTRODUCCION

La trypanosomosis animal causada por Trypanosoma vivax
es una enfermedad cronica y debilitante del ganado en Africa
y Latinoamérica, la cual puede cursar con fiebre, anemia,
pérdida progresiva de peso, desmejoramiento de la condicion
fisica, debilidad y problemas reproductivos, conllevando a
grandes pérdidas econdmicas [6, 12, 26]. En Venezuela, T. vivax
estda ampliamente diseminado por todo el territorio nacional,
encontrandose una seroprevalencia general de 33,1% [36].

La respuesta inmunitaria del hospedador contra los
tripanosomas es considerada muy importante y el patrén
de reconocimiento de algunos antigenos parasitarios por el
hospedador ha sido relacionado con el control de las ondas
parasitémicas [5, 32]. Sin embargo, estos parasitos pueden llegar
a producir inmunosupresioén en los hospedadores infectados,
la cual compromete la habilidad del animal para controlar la
enfermedad, y para detener infecciones secundarias [40, 41]. La
inmunosupresion es una caracteristica muy bien documentada
en la tripanosomosis bovina (Bos taurus y Bos indicus) [10, 38,
40, 41] y se ha demostrado que resulta en una disminucién
en la poblacién linfocitaria y en una respuesta deprimida de
las funciones de las células T y B. Durante la infeccion por
tripanosomas se ha observado una disminucion de la respuesta
humoral primaria frente a algunos antigenos, aunado a una
disminucion de la proliferacion de células T y a la secrecion de
citocinas. A pesar de estas observaciones, no se ha establecido
una relacion significativa entre la severidad de la enfermedad
y la disminucién de la respuesta de células B (para antigenos
diferentes a los de los tripanosomas) y células T (proliferacién y
produccién de citocinas) en ratones (Mus musculus) y bovinos
durante las primeras fases de la infeccién [40, 41].

Algunos tripanosomas liberan un Factor de Tripanosoma
Activador de Linfocitos T (TLTF, por sus siglas en inglés) el
cual induce que los linfocitos CD8 aumenten la produccion de
interferon gamma (IFN-y), el cual ha demostrado ser un factor de
crecimiento en algunos de estos parasitos [14, 33]. Ademas, esta
involucrado en el aumento de la secrecion de prostaglandinas y
de oxido nitrico por parte de los macréfagos, los cuales median
la supresion de las células T [31, 35, 38], aunque aparentemente
esto sucede en las etapas muy tempranas de la infeccion [1, 22].

En todo caso, la respuesta de anticuerpos a los antigenos
del parasito esta asociada con la disminucién de los mismos [5].
Los hospedadores infectados realizan una respuesta inmunitaria
con la consiguiente produccion de anticuerpos que eliminan
de la sangre a la poblacion de parasitos inmunolégicamente
dominantes (homotipicos), pero eventualmente reaparecen
variables antigénicas y el ciclo contintia [44].

La habilidad del hospedador de controlar la infeccién depende
de varios factores, entre los que se incluyen la virulencia del
tripanosoma [17], la composicion genética [19], asi como también
el estado inmunitario del hospedador [34]. Existe evidencia
serolégica que muestra que aumentos concomitantes de los
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titulos de anticuerpos contra el parasito estan asociados con un
declive en el nimero de parasitos en sangre [4].

Sin embargo, debido a que la inmunogenicidad puede variar
de acuerdo a varios factores, como tamafio (peso molecular),
estabilidad estructural, complejidad y que tan extrafia sea la
molécula para el hospedador [42], la respuesta inmunitaria que
se va a desarrollar podria ser diferente en cada caso.

La mayoria de las investigaciones sobre tripanosomas
africanos se han enfocado en infecciones de T. brucei utilizando
modelos murinos para estudiar esta enfermedad en humanos;
por otro lado, los estudios sobre tripanosomosis en rumiantes
se han centrado principalmente en infecciones de bovinos con
T. congolense. Ademas del hecho obvio que los hospedadores
bovinos y murinos son diferentes, es importante tomar en cuenta
que T. congolense y T. brucei también son bioldgicamente
distintos. En este mismo orden de ideas, recientemente se develd
el transcriptoma completo de T. vivax (aislado TvLIEM176),
encontrando grandes diferencias de este parasito con otros
tripanosomatideos, sobre todo en cuanto a la composicion de
la membrana externa del parasito [13]. Al ser los rumiantes en
Latinoamérica principalmente afectados por T. vivax y debido a
la escasa informacién existente sobre la respuesta inmunitaria
contra este parasito en rumiantes, se planificé la presente
investigacion con la finalidad de evaluar y comparar la respuesta
inmunitaria de ovinos (Ovis aries) infectados experimentalmente
con dos aislados de T. vivax.

MATERIALES Y METODOS
Aislados de T. vivax

Los aislados de T. vivax utilizados en este estudio fueron
obtenidos de bovinos naturalmente infectados de diferentes areas
geograficas de Venezuela: el aislado TVLIEM176, donado por las
Dras. Laura Moron y Glenda Moreno, provino del estado Truijillo
(region occidental), y el aislado TvMT1 del estado Monagas
(region oriental), tal como fue descrito previamente [11].

Animales experimentales

Para esta investigacion se utilizaron once machos ovinos,
adultos, con un peso promedio de aproximadamente 30 kg,
clinicamente sanos y negativos para infeccion por T. vivax
mediante método seroldgico (Inmunofluorescencia Indirecta o
IF1) y molecular (Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR),
provenientes del Centro Experimental de Produccién Animal
(CEPA) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
del Zulia. Dos de estos animales sirvieron como donadores y los
nueve restantes para la evaluacion de la respuesta inmunitaria.

A fin de expandir cada uno de los aislados y obtener los
parasitos para inocular los animales experimentales, cada
donador fue inoculado por via intravenosa con el contenido
de un vial de criopreservado de T. vivax (cada animal con un
aislado diferente), conteniendo aproximadamente 1,5 x 10°
parasitos. Diariamente se hizo un seguimiento de la parasitemia,
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determinada segun el método del hemocitémetro [43], hasta que
ésta alcanzara valores iguales o superiores a 10° flagelados/
mL. En ese momento, se extrajo sangre de los donadores para
inocular a los animales experimentales, y posteriormente fueron
tratados con diaceturato de diminaceno, via intramuscular, a una
dosis de 3,5 mg/kg de peso vivo.

Previo a la infeccion experimental, estos nueve animales
fueron divididos aleatoriamente en tres grupos: tres ovejos fueron
inoculados con cada aislado y tres sirvieron como grupo control.
Cada animal infectado fue inoculado con 108 tripanosomas del
aislado correspondiente, proveniente de sangre fresca de los
donadores. Toda la fase experimental se realizd siguiendo las
recomendaciones establecidas en el Cdédigo Venezolano de
Bioética y Bioseguridad [24], por lo que la vida de los animales
nunca estuvo en riesgo. Dos semanas antes (periodo preinfeccién
o PPI) y durante el periodo de infeccién (60 d), todos los animales
fueron mantenidos bajo supervision veterinaria con la finalidad de
salvaguardar su salud y minimizar su sufrimiento, luego de lo cual
fueron tratados con diaceturato de diminaceno de manera similar
a los donadores.

Examenes hematolégicos y serolégicos

Cada tres d durante el PPl y durante el periodo de infeccién
se obtuvo muestras de sangre y suero de cada animal. Con los
sueros, se realizd un ensayo de ELISAI para la determinacion
de anticuerpos anti Trypanosoma spp. de acuerdo a la
metodologia descrita previamente [28, 29]. Para estimar el
punto de corte entre sueros positivos y negativos, se utilizé el
protocolo estandar descrito para ello [3], utilizando sueros de
ovinos negativos y positivos por IFI como controles negativos y
positivos, respectivamente. Los ensayos de ELISAi se hicieron
por duplicado para minimizar la variacion interensayo. Con la
sangre se determind la parasitemia de acuerdo al método del
hemocitémetro [43], ademas de contaje manual del numero
total de leucocitos (NTL) y férmula diferencial mediante frotis
sanguineos coloreados con hemacolor (Merck®, EUA) [18].

Analisis de los resultados

El analisis de los resultados fue realizado mediante el Sistema
de Analisis Estadistico, version 9.2, SAS [30]. Los datos de la
densidad optica (DO, ), parasitemia y NTL no difirieron de la
distribucion normal de acuerdo a las pruebas de Shapiro-Wilk (n <
90) y Kolmogorov-Smirnov (n > 90; PROC UNIVARIATE NORMAL
PLOT). Los datos fueron analizados usando ANOVA de medias
repetidas en el tiempo [20, 21]. Para todos los procedimientos, la
significancia estadistica fue preestablecida a P<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la realizaciéon del ELISAi, se determin6 como punto
de corte 0,217 para diferenciar los sueros positivos de los
negativos. Los resultados de la DO, obtenida para ambos
grupos experimentales y el grupo control se muestran en la FIG.
1, donde se observa que en el caso del grupo infectado con el

aislado TvMT1, la DO, aumento progresivamente hasta el d 24
post infeccion (Pl), sobrepasando el punto de corte en el d 15 PL.
Luego de esto, los valores de DO, presentaron variaciones pero
nunca estuvieron por debajo del punto de corte. Por otra parte,
los animales infectados con el aislado TVvLIEM176 se convirtieron
en seropositivos a partir del d 18 PI, pero mantuvieron valores
de DO, significativamente menores (P<0,001) durante el resto
del periodo de infeccion, comparados con los animales del grupo
TvMT1. El grupo control permanecié seronegativo durante todo
el periodo experimental.
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FIGURA 1. VARIACION DE LA DENSIDAD OPTICA (DO, A
TRAVES DE LATECNICADE ELISAEN OVINOS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON T. vivax (AISLADOS TvMT1 Y
TvLIEM176) Y EL GRUPO CONTROL, DURANTE EL PERIODO
PRE Y POST-INFECCION.

En cuanto a la parasitemia, la FIG. 2 muestra los valores
obtenidos durante el periodo de infeccién para los grupos
inoculados con los aislados TVLIEM176 y TvMT1, observandose
que todos los animales infectados desarrollaron parasitemia en
el d 3 PI. Los ovejos del grupo TvLIEM176 mostraron un rapido y
pronunciado incremento en el nUmero de parasitos llegando a su
pico maximo de 1,2 x 107 parasitos/mL el d 6 PIl. Contrariamente,
los animales infectados con TvMT1 presentaron valores de
parasitemia significativamente menores (P<0,05), alcanzando
su primer pico de 2,9 x 10° tripanosomas/mL el d 6 PI. A partir
del primer pico, la parasitemia fluctué en ambos grupos pero
mostrando una disminuciéon progresiva. Se observé una
considerable variacion entre ambos grupos infectados; mientras
que la parasitemia en los animales infectados con TVvLIEM176
mostré cuatro elevaciones, en los ovejos del grupo TvMT1
solamente se detectaron dos picos inconfundibles (FIG. 2).
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FIGURA 2. VALORES PROMEDIOS DE LA PARASITEMIA
(TRIPANOSOMAS x 109/mL) EN OVINOS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON T. vivax (AISLADOS TvMT1 Y
TvLIEM176) Y EL GRUPO CONTROL, DURANTE EL PERIODO
PRE Y POST-INFECCION.

Los dos aislados de T. vivax usados en esta investigacion
demostraron producir una diferente cinética de la respuesta
inmunitaria humoral, al inducir distintos niveles de anticuerpos. Al
analizar la relacion entre la parasitemia y niveles de anticuerpos
(medidos a través de la técnica de ELISAI), se pudo observar que
existe una relacion inversa entre ambas variables: el aislado con
mayores niveles de parasitemia (TVLIEM176) fue el que mostro
menor produccion de anticuerpos especificos anti-tripanosoma;
y por el contrario, el aislado con menos numero de parasitos
en sangre (TvMT1) fue el que produjo mayor cantidad de
anticuerpos. En otras palabras, el aislado TVLIEM176 resulto ser
menos inmunogénico que el aislado TvMT1. La inmunobiologia
de la infeccién con tripanosomas africanos representa un
panorama muy complejo e interesante; en este caso, la respuesta
inmunitaria depende de muchos factores y no solamente de la
cantidad de antigeno (parasitemia), especialmente cuando se
evalluan parasitos que son organismos vivos multiantigénicos.
Algunos de estos factores pueden ser la presentacion de los
antigenos, el tipo de células que entran en el juego para el
reconocimiento de estos antigenos y el patrén de liberacion de
citoquinas, lo cual trae como resultado la respuesta inmunitaria
responsable de la eliminacion de los parasitos [23]

De hecho, los resultados presentados en el presente
trabajo coinciden con algunos hallazgos en los niveles de
anticuerpos contra diferentes aislados de T. evansi [27], donde
se ha reportado que no existe una correlacion entre los titulos
serologicos (medidos a través de IFl) y la dosis de desafio
utilizada para infectar ratas (Rattus norvegicus) con esta especie.
Sin embargo, en estudios sobre infecciones experimentales de
ratones con T. brucei gambiense [16], los niveles de parasitemia
han demostrado ser mucho mas afectados por los diferentes
patrones de virulencia de los aislados, lo cual podria explicar las
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diferencias vistas en el presente estudio. Al igual que T. evansi,
T. vivax es considerado como una especie homogénea [7, 9, 37]
considerandose, incluso, que la diversidad genética existente en
T. vivax es limitada, lo cual es compatible con una reproduccién
de tipo clonal en el continente americano [9]. A pesar de su
homogeneidad, en la presente investigacién se observaron
diferencias importantes en los patrones de niveles de parasitemia
(virulencia) y la respuesta en los niveles de anticuerpos de los
dos aislados de T. vivax utilizados. Esto pudiera relacionarse
con una investigacion sobre la morfologia comparativa de cinco
aislados venezolanos de T. vivax (entre ellos, los dos usados en
esta investigacion), donde se demostré que existia variabilidad y
heterogeneidad en el tamafio de los aislados [11]. Por esta razén,
no debe descartarse la posibilidad que la variabilidad entre estos
aislados afecte los patrones de virulencia y/o patogenicidad y
por consiguiente los niveles de anticuerpos producidos por el
hospedador.

Algunos autores [39] reportan que existe poca evidencia de
activacion linfocitaria en infecciones experimentales de bovinos
con T. vivax y T. congolense, existiendo una disminuciéon en
los niveles de anticuerpos, lo cual podria ser un reflejo del
agotamiento de la respuesta inmunitaria policlonal o del estado
de inmunosupresion que mantienen los animales infectados. Por
su parte, en infecciones de dos cepas diferentes de ratones con T.
brucei rhodesiense, se ha encontrado que en la cepa de ratones
donde se presentaron mayores parasitemias hubo menores
titulos de anticuerpos, mientras que en la cepa de ratones donde
las parasitemias fueron mas bajas, la cantidad de anticuerpos
fueron altos durante todo el estudio [8].

En cuanto a los leucocitos, en ambos grupos infectados el NTL
disminuyd durante el periodo de infeccién (FIG. 3), observandose
diferencias estadisticas significativas (P<0,001) con el grupo
control, pero no entre ambos grupos inoculados. El grupo control
mostré el NTL dentro de los valores normales de referencia [2]
durante todo el periodo de duracién del experimento. No obstante,
los animales inoculados con el aislado TvMT1 mostraron una
continua disminucion en el NTL hasta el d 39 PI, llegando incluso
a presentarse leucopenia (3,95 x 10° células/L); sin embargo, en
el grupo inoculado con TVvLIEM176, el NTL disminuyd desde el d
12 hasta el 51 PI, sin llegarse a presentar leucopenia. En ambos
casos, después de registrarse el valor minimo, hubo una ligera
tendencia a la recuperacion hasta el final del experimento. El
contaje absoluto de linfocitos reveld la presencia de linfopenia
(valores por debajo de 2 x 10° linfocitos/L) en los animales del
grupo TVLIEM176 desde el d 12 al 36 PI; no obstante, en el grupo
TvMT1 se demostré un aumento inicial del nimero de linfocitos
(hasta el d 9 PI), luego de lo cual hubo una progresiva reduccion
hasta el final del periodo de infeccién, sin demostrarse linfopenia
en ningun momento (FIG. 4).
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FIGURA 3. VALORES PROMEDIOS DEL NUMERO TOTAL
DE LEUCOCITOS (CEL x 10°) EN OVINOS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON T. vivax (AISLADOS TvMT1 Y

TvLIEM176) Y EL GRUPO CONTROL, DURANTE EL PERIODO
PRE Y POST-INFECCION.
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FIGURA 4. VALORES PROMEDIOS DEL NUMERO TOTAL
DE LINFOCITOS (CEL X 10°) EN OVINOS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON T. vivax (AISLADOS TvMT1 y
TvLIEM176) Y EL GRUPO CONTROL, DURANTE EL PERIODO
PRE Y POST-INFECCION.

Las diferencias descritas en los valores de parasitemia estan
directamente correlacionadas con los niveles de linfocitos.
Aunque en ambos grupos infectados hubo una baja del NTL, no
hubo leucopenia significativa en ninguno de los dos grupos. No
obstante, se pudo demostrar que el aislado TvLIEM176 produjo
linfopenia, hallazgo que no pudo ser detectado en el grupo
infectado con el aislado TvMT1. Los bajos niveles de linfocitos
pudieran estar relacionados con la inmunosupresion descrita
en la tripanosomosis [10, 40, 41]. Es evidente la significancia
de un sistema inmunitario funcional en la eliminacion de los
parasitos de la sangre. El rol de los linfocitos y anticuerpos
en la disminucién de la parasitemia ha sido establecida con
anterioridad en infecciones de ratones con T. brucei rhodesiense

[5]. Estos autores reportaron que, a medida que aumentaban los
titulos serolégicos de anticuerpos contra los tripanosomas, los
ratones lograban controlar mejor la parasitemia. Sin embargo,
la cinética de aparicién de anticuerpos relacionada con el
primer pico de parasitemia sugiere que la IgM pudiera ser la
responsable de la eliminacion de los parasitos. También ha sido
reportado que una activacion del sistema fagocitico mononuclear
por los tripanosomas no tiene un efecto directo en la velocidad de
eliminacion de los parasitos [41].

Estas diferencias en los niveles de anticuerpos en los animales
infectados por ambos aislados, pudieran estar directamente
vinculadas con la capacidad de reproduccién del parasito
(virulencia) y su capacidad de producir inmunosupresién (una
expresion de su patogenicidad). Es por ello que el control de la
poblacion de los tripanosomas no debe ser analizado solamente
desde el punto de vista del hospedador, sino que también las
diferencias gendmicas y post-gendmicas que pudieran existir
entre los diferentes aislados deben ser consideradas [11, 25].

Por otra parte, histéricamente siempre se ha pensado que el
control de las parasitemias es completamente mediado por los
anticuerpos anti-VSG (glicoproteinas variables de superficie).
Sin embargo, este paradigma ha ido cambiando en vista de
nuevos trabajos que demuestran por una parte, que ratones
knockout (KO) del gen IFN-y, son igualmente susceptibles
que ratones inmunodeficientes combinados severos (ratones
SCID, por sus siglas en inglés) y por otra parte, estos ratones
KO IFN-y presentaron anticuerpos anti-VSG similar a ratones
genéticamente intactos [15, 23]. Esto ha permitido postular que
la activacion de los macrofagos por el IFN-y permite la secrecion
de factores parasiticidas, tales como las especies reactivas de
nitrégeno (RNI por sus siglas en inglés), el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y las especies reactivas de oxigeno (ROS
por sus siglas en inglés), que estan directamente asociados a la
resistencia de ratones a T. brucei rhodesiense y este fenomeno
es independiente a la cantidad de anticuerpos anti-VSG [23].

Aunque estos estudios [23] no han sido realizados en T.
vivax se puede inferir que la observacion esperada de mayor
parasitemia, mayor titulos de anticuerpos, es realmente lo
opuesto, debido a que quizas el aislado que logre modular mejor
la respuesta inmunoldgica del hospedador a su favor (en la
presente investigacion fue TVLIEM176), inhibiendo la produccién
de los factores tripanoliticos como RNI, TNF-a y ROS, podra
colonizar mejor la sangre del ovino infectado, lo que se pudiera
traducir en mayor virulencia.

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

En este estudio se demostré que los dos aislados de T. vivax
utilizados producen diferentes respuesta inmunitaria humoral
en ovinos, medida a través de la determinacion de los niveles
de anticuerpos. El aislado TvLIEM176 produjo una menor
produccién de anticuerpos a pesar de inducir parasitemias mas
altas en las infecciones experimentales en ovinos, produciendo
ademas un evidente grado de inmunosupresion. El aislado TvMT1
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demostré producir mayores niveles de anticuerpos y menores
parasitemias. Estas diferencias deben ser analizadas a través de
analisis genéticos y protedmicos, ademas de estudios que evallien la
virulencia y patogenicidad de diferentes aislados de T. vivax.
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