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ABSTRACT

This work describes qualitatively and analyzes quantitati-
vely the ultrastructural variations of the mice adrenal gland
during the development of murine experimental infections
by two Venezuelan isolates of Trypanosoma evansi, one
de rived from a donkey and another from a horse. The sub-
microscopic modifications included modifications in the
smooth endoplasmic reticulum, mitochondria, lipid droplets,
Golgi apparatus, and nucleus. Alterations in the number of
epinephrine, norepinephrine vesicles, and lipofuscin granu-
les and singular myelin-like figures were also observed.
Such ultrastructural changes would be associated to meta-
bolic problems including the infected animal’s death. The
quantitative study demonstrated significant differences in
the characteristics and magnitude of the damage caused by
both isolates, being more pathogenic the horse derived try -
panosome. The multivariate analysis of the submicroscopic
changes discriminated the pathogenic action of trypanoso-
mes of the same species coming from different habitats
(Equus asinus and E. caballus) and different geographic
zones (Apure state and Guarico state) in the adrenal gland.

Key words: Trypanosoma evansi, ultrastructure, adrenal
gland.

RESUMEN

Este trabajo describe cualitativamente y analiza cuantitati-
vamente las variaciones ultraestructurales de la glándula
adrenal de ratones durante el desarrollo de infecciones
murinas experimentales por dos aislados venezolanos de
Trypanosoma evansi, uno proveniente de asno y otro de
caballo. Las modificaciones submicroscópicas observadas
incluyeron alteraciones en el retículo endoplasmático liso,
mitocondrias, gotas lipídicas, aparato de Golgi y núcleo.
También se apreciaron alteraciones en el número de vesí-
culas de epinefrina, norepinefrina, gránulos de lipofucsina y
presencia singular de figuras mielínicas. Estos cambios
ultraestructurales estarían asociados a problemas metabó-
licos que inducirían la muerte de los animales infectados.
El estudio cuantitativo demostró diferencias significativas
en las características y las magnitudes del daño causado
por ambos aislados, siendo el tripanosoma proveniente de
caballo más patogénico. El análisis multivariante de los
cambios submicroscópicos discriminó la acción patogénica
en la glándula adrenal de tripanosomas de la misma espe-
cie que provienen de hábitats diferentes (Equus asinus y E.

caballus) y de zonas geográficas distintas (estado Apure y
estado Guárico).

Palabras clave: Trypanosoma evansi, ultraestructura,
glándula adrenal.
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INTRODUCCIÓN 

Trypanosoma evansi es un Trypanosomatidae ubica-
do en la sección Salivaria ampliamente distribuido en las
zonas intertropicales donde causa la tripanosomosis
equi na (1). En los Llanos venezolanos presenta elevada
se roprevalencia (2) y por postrar al ganado equino (3),
me noscaba la producción y la productividad pecuarias (4)
lo que, colateralmente, deteriora las condiciones so cio -
económicas de los habitantes de las zonas afectadas (5).

El T. evansi interactúa con diversos tejidos y órga-
nos de diferentes mamíferos (1), incluyendo la glándula
adrenal (6).

Las glándulas adrenales son órganos complejos y
multifuncionales constituidos por dos regiones, corteza
y médula; zonas que además de tener origen embrioló-
gico diferente, mesodérmico y ectodérmico respectiva-
mente, se diferencian en estructura y función. Las adre-
nales sintetizan hormonas encargadas de mantener la
homeostasis somática, participar en el control de la fun-
ción renal y regular las respuestas al estrés. La corteza
adrenal, al igual que la mayoría de las glándulas endo-
crinas, es regulada por el eje hipotálamo-hipófisis-glán-
dula y sintetiza moléculas críticas en el metabolismo, las
reacciones inflamatorias y la homeostasis de los fluidos
corporales como son, aldosterona, cortisona, cortisol,
corticosterona, andrógenos y estrógenos. Por su parte,
la médula adrenal está íntimamente relacionada al Sis -
tema Nervioso Simpático y sintetiza, almacena y secre-
ta epinefrina y norepinefrina (7).

La glándula adrenal es un órgano muy irrigado (8),
propenso en consecuencia, a la extravasación del arse-
nal proteolítico excretado por T. evansi y/o expuesto por
su lisis (6). En diversas tripanosomiasis africanas se han
descrito sustancias biológicas involucradas en la apari-
ción de lesiones en tejidos irrigados (9). Cambios en la
concentración de cortisol hemático (10), variaciones en
los niveles de potasio sérico (11) e insuficiencia adrenal
(12), son trastornos descritos en infecciones murinas
experimentales por tripanosomas Salivaria diferentes al
T. evansi que podrían tener relación directa con daños
en la glándula adrenal.

Aun cuando los cambios ultraestructurales en la cor-
teza adrenal sometida a estrés por la presencia de T.

evansi han sido descritos (6), no hay información refe-
rente a sus consecuencias en la médula adrenal y tam-

poco se han comparado, ni cualitativa ni cuantitativa-
mente, los daños ocasionados en corteza y médula por
aislados venezolanos del parásito.

Este trabajo describe cambios patológicos ultraes-
tructurales en corteza y médula adrenal, y compara cuan -
 titativamente la acción patogénica de dos asilados vene-
zolanos de T. evansi en un modelo murino.

MATERIALES Y MÉTODOS

Lotes de ratones hembra NMRI de 20 gr de peso cor -
 poral, equivalente a 9 semanas de edad (13) del Bio terio
del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientí ficas,
fueron inoculados intradérmicamente (1 tripomastigote/gr
peso corporal), con dos aislados locales de T. evansi, uno
obtenido de Equus asinus (MEQD/VE/99/Trino) (14) y
otro de E. caballus (TeAp-Mantecal01) (15), mantenidos
en N2 líquido (16) desde su aislamiento hasta su uso. El
diseño experimental in cluyó tres grupos de 10 ratones
cada uno: grupo 1, ratones infectados con T. evansi ob -
tenido de E. asinus; gru po 2, ratones infectados con T.

evan si proveniente de E. caballus; y grupo 3, ratones con -
trol (inoculados con solución salina).

Desde el tercer día post-inoculación y hasta la muer -
te de todos los animales, interdiaria y aleatoriamente, de
cada grupo (ratones infectados con T. evansi provenien-
te de E. asinus, obtenido de E. caballus y control sin tri-
panosomas) se retiró un ratón que fue sacrificado en at -
mósfera saturada de monóxido de carbono. Mediante
a bla ción quirúrgica se extrajeron las glándulas adre -
nales, se depositaron en un plato de Petri con solución
fijadora de Karnovsky (17), fueron seccionadas sistemá-
ticamente en cubos de unos 2 mm3 y se procesaron con
la técnica rutinaria de microscopía electrónica de trans-
misión. Como primer fijador se utilizó la solución de Karv -
nos ki (glutaraldehído 2,5%, formaldehído 37% y tampón
fosfato de Millonig a pH 7,4 y 320 mOsm). Luego de la -
var las muestras con solución tampón de Millonig (18)
fue ron postfijadas con tetróxido de osmio al 1% en las
mis mas condiciones de pH y osmolaridad. Después, fue-
ron lavadas en agua destilada y se deshidrataron en so -
luciones acuosas de etanol de concentración ascenden-
te (50, 70, 90, 95%) y etanol puro (100%: mantenido en
silicio en gel). Posteriormente, se infiltraron con óxido de
propileno (2 cambios), óxido de propileno-epon 1:1 (1
cam bio) y se incluyeron en resina epóxica (EM-bed 812,



9 ml; DDSA, 6 ml; NMA, 5 ml; y DMP-30, 0,5 ml) durante
48 h a 60 ºC. Los bloques fueron tallados y seccionados
a 60-90 nm con cuchilla de diamante. Los cortes finos
con trastados con acetato de uranilo (19) y citrato de plo -
mo (20) fueron examinados con un microscopio electró-
nico de transmisión Jeol JEM-1011 (80 kV). El registro
permanente se realizó en formato digital.

Mediante el programa de dominio público “Image
Pro  cessing and Analysis in Java” (ImageJ), sobre las mi -
crografías digitales se registraron las magnitudes numé-
ricas de variables significativas en la fisiología adrenal.
En la corteza: por producir esteroides, amplitud de las
cisternas del retículo endoplasmático liso (φ-REL). En la
médula: número de vesículas de adrenalina (#VA) por
estar directamente asociada al estrés. Adicio nalmente,
tanto en corteza como en médula se determinaron los
valores del número de perfiles mitocondriales (#PM),
área de los perfiles mitocondriales (APM) y el número de
crestas mitocondriales/perfil mitocondrial (#CM/PM), ya
que la mitocondria está vinculada a la generación de
energía y está involucrada en la energética de los proce-
sos de exocitosis; también se halló el área de las inclu-
siones lipídicas (AIL) y número de inclusiones lipídicas
(#IL) por constituir un compartimiento importante en el
almacenaje de energía y suministrar moléculas en la sín-
tesis y reparación de membranas y por generar energía
vía b-oxidación; igualmente se precisó el número de ribo-
somas libres (#RL) y número de ribosomas sobre las cis-
ternas del retículo endoplasmático rugoso (#RRER) por
cuanto son responsables del ensamblaje de las proteí-
nas celulares; se especificó el número de gránulos de
lipofucsina (#GLF), ya que son cuerpos residuales deri-
vados de gránulos autofágicos que corresponden a ma -
terial no digerido proveniente de la peroxidación intrace-
llular de los lípidos; se estableció el número de figuras
mie línicas (#FM), ya que se desarrollan en células dismi-
nuidas o no funcionales; y por último, se halló el área nu -
clear (AN) por ser el centro de control celular.

Todas las magnitudes numéricas generadas se es -
tudiaron cuantitativamente con Análisis de la Varianza
(ANOVA), Análisis de Regresión Lineal Simple (ARLS)
(21), Distancias de Mahalanobis (22) y Análisis Discri -
minante Múltiple (ADM) (23). El programa Statistica 8.0
se empleó en los análisis estadísticos.

Todos los experimentos cumplieron con las normas
de cuidado y uso de animales de laboratorio (24), ha -

cién dose por triplicado y repitiéndose tres veces con
nue  vos lotes de ratones procedentes del bioterio y de
parásitos extraídos del N2 líquido.

RESULTADOS 

La supervivencia de los animales experimentales
fue afectada por la infección, ya que todos los ratones
del grupo control sobrevivieron al tiempo de experimen-
tación, mientras que la mortalidad de los infectados con
T. evansi fue del 100%, a los 17 días con el aislado
MEQD/VE/99/Trino, proveniente de E. asinus, y a los 15
días con TeAp-Mantecal01, obtenido de E. caballus. 

Las características de las curvas de supervivencia
in dican que el aislado obtenido de caballo es más agre-
sivo que su contraparte de asno.

El análisis cualitativo de las micrografías reveló cam -
 bios ultrestructurales entre los grupos no infectados y
los grupos infectados. 

Los animales no infectados (control) no revelaron
cambios submicroscópicos ni en la corteza adrenal ni
en la médula adrenal (Fig. 2). 

Los registros ultraestructurales mostraron cambios
cualitativos en las características de las cisternas del re -
tículo endoplasmático liso (φ-REL), observándose incre-
mento en su amplitud (Fig. 3).
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Figura 1. Supervivencia murina en los grupos
experimentales. l: ratones control; p: ratones

infectados con MEQD/VE/99/Trino; 
y n: ratones infectados con TeAp-Mantecal01.
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Figura 2. Células de corteza y médula adrenal en animales
control. A. Sección de la corteza adrenal en la que no se

observan alteraciones ultraestructurales. En la 
micrografía se muestran inclusiones lipídicas (asteriscos), 

mitocondrias con crestas tubulares (óvalos de línea 
continua), el núcleo y el nucléolo de una célula cortical

(NU) y un capilar con un eritrocito en su interior (E).
Micromarca = 1 µm. B. Sección de médula adrenal que

muestra un núcleo (NU), mitocondrias alargadas 
de crestas laminares (signo más) abundante retículo 

endoplasmático liso (óvalo de línea discontinua) 
y gránulos de epinefrina (óvalos de línea continua).

Micromarca = 1 µm.

Figura 3. Retículo endoplasmático liso en células 
de corteza y médula adrenal. A. Micrografía de corteza

adrenal en la que destaca el hinchamiento
de las cisternas del retículo endoplasmático liso (óvalos).
Se observan gotas lipídicas atípicas (LIP), mitocondrias

con crestas ligeramente hinchadas (MIT), un capilar
(CAP), un núcleo del endotelio vascular de contornos 
irregulares (UN) y degeneración del endotelio (flecha).
Aislado obtenido de Equus asinus. Micromarca: 1 µm. 

B. Micrografía de médula adrenal en la que se observan 
gránulos de norepinefrina (óvalo) y epinefrina (óvalo línea

discontinua), mitocondrias alteradas (MIT) y abundante
retículo endoplasmático liso (óvalo de línea punteada).

Aislado proveniente de Equus asinus. Micromarca: 2 µm.



Las micrografías electrónicas también evidenciaron
cambios mitocondriales en células corticales y medula-
res. Los cambios mitocondriales incluyeron disminución
de tamaño, hipertrofia y degeneración de las crestas.
Tam bién revelaron pérdida de matriz mitocondrial con
re ducción en la densidad electrónica (Fig. 4).

Figura 4. Cambios mitocondriales en células de corteza 
y médula adrenal. A. Micrografía de corteza que muestra
núcleos celulares (NU), mitocondrias hinchadas (MIT).

Figuras mielínicas (círculo) y Golgi con cisternas
dilatadas. También se observa un capilar (CAP) con un
eritrocito (E), pared endotelial de diferentes grosores

(asterisco) y prolongaciones endoteliales proyectadas
hacia el lumen capilar (cabeza de flecha). Aislado obtenido 

de Equus caballus. Micromarca: 1,5 µm. B. Micrografía 
de médula adrenal en la que destacan gránulos 
de norepinefrina (círculo de línea discontinua), 

mitocondrias arqueadas (flecha), mitocondrias anulares
(flecha de línea discontinua), ambas anómalas,

mitocondrias normales (cabeza de flecha) y figuras
mielínicas (círculo). Aislado obtenido de Equus caballus.

Micromarca: 3 µm.

Figura 5. Modificaciones en las gotas lipídicas en células
de corteza y médula adrenal. A. Micrografía de corteza

que evidencia núcleo endotelial hipercromático
de contornos irregulares (NU), figuras mielínicas (flecha)

e inclusiones lipídicas (óvalo de línea discontinua)
Aislado obtenido de Equus asinus. Micromarca: 1 µm. 

B. Micrografía de médula adrenal en la que destaca
un capilar (flecha) conteniendo eritrocitos (E), gránulos
de epinefrina (óvalo de línea contínua), gotas de lípidos

(asterisco) y mitocondrias (signo más). Aislado
proveniente de Equus asinus. Micromarca: 1 µm.

La microscopía electrónica de transmisión también
evidenció modificaciones en las características de las
gotas lipídicas (Fig. 5).
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Por su parte, la presencia de tripomastigotes en el
interior de células de la corteza adrenal fue constatada a
partir del día 9 y 7 en las infecciones derivadas de E.

asi   nus y E. caballus, respectivamente (Fig. 6).

El análisis del cambio submicroscópico también se
abordó cuantitativamente. El ANOVA es una prueba que
determina si existen diferencias en la media aritmética de
una variable dependiente o respuesta, que es afectada
por una o más variables independientes (21). Antes de
adelantar el ANOVA se corroboró que los datos cumplie-
ran con los requisitos de normalidad con el estadístico
Kol mogorov-Smirnov (25), homogeneidad de la va rianza
con la prueba de Fligner-Killeen (26) e independencia
con el análisis de residuales (21).

La Tabla 1 contiene los resultados obtenidos en un
ANOVA de 4-vías que exploró las interacciones entre las
fuentes de variación y sus acciones recíprocas. Sólo se
presentaron los estadísticos F y p; F corresponde a la F
de Fisher y p es la probabilidad asociada al evento, en
es te caso, 95%.

El ANOVA demostró diferencias significativas en los
cambios inducidos por ambos aislados tanto en corteza
como en médula dependientes del tiempo (expresado en
días), la infección (animales infectados y controles), el
aislado (MEQD/VE/99/Trino y TeAp-Mantecal01), así co -
mo de la región adrenal (corteza y médula). También evi-
denció diferencias significativas en las interacciones de
las fuentes de variación. Las medias de los cambios en
las 12 variables causados por el tiempo, la presencia de
infección, el aislado de T. evansi y la región de la glándu-
la adrenal fueron significativamente diferentes. Las inter-
acciones estiman el efecto de un factor de va riación so -
bre la variable dependiente que está subordinada a otro
factor. Las medias de las magnitudes numéricas de las
variables registradas en las interacciones Tiempo-Infec -
ción, Tiempo-Aislado, Infección-Aislado e Infección-Re -
gión adrenal resultaron significativamente diferentes,
pero las medias de las magnitudes numéricas de las va -
ria bles registradas en las interacciones Tiempo-Región
adrenal y Aislado-Región adrenal fueron similares.

Otro test estadístico realizado sobre los datos regis-
trados fue el ARLS (Tabla 2), una prueba que permite
investigar los efectos de una variable sobre otra (21). 

La pendiente de la recta de regresión (m) suministra
una idea de velocidad de cambio en el modelo lineal ob -
tenido, ya que su expresión numérica (m = DY/Dx) rela-
ciona el cambio dimensional (eje x) con respecto al
tiem po (eje x). En la medida que el valor absoluto de m
aumente, mayor será la velocidad de cambio. El signo
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Figura 6. Corte fino de corteza adrenal en el que destaca
un tripanosoma obtenido de Equus caballus (óvalo)
en el interior de una célula cortical. En el citoplasma

de la célula se observan cisternas distendidas de retículo
endoplasmático liso (cabezas de flecha), inclusiones

lipídicas (asteriscos) y mitocondrias ligeramente
hedematizadas (signo más). En el tripanosoma

de destaca el núcleo (NUP), el flagelo con su axonema
(flechas de línea continua), parte de la mitocondria

única de estos organismos (flecha de línea discontinua)
y los glicosomas (signo igual). Micromarca: 500 nm.

El análisis cualitativo de la ultrestructura cortical y
me dular adicionalmente reveló gotas lipídicas atípicas
(Fig. 2), cisternas del Golgi ensanchadas (Fig. 3), incre-
mento progresivo en el número de figuras mielínicas
(Fig. 3, Fig. 5), mitocondrias anulares y arqueadas (Fig.
3), número variable de vesículas de epinefrina, norepine-
frina y degeneración nuclear progresiva (Fig. 2, Fig. 3).
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Variables Fuente Tiempo Infección Aislado Región Interacción Interacción Interacción Interacción Interacción Interacción
Variación adrenal Tiempo Tiempo Tiempo Infección Infección Aislado

Infección Aislado Región Asilado Región Región
adrenal adrenal adrenal

φ-REL F 79,30 35,26 20,29 37,90 83,92 21,41 1,76 85,52 98,36 0,27
p 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,75 0,00 0,00 0,92

#VA F 53,42 45,95 11,76 38,21 76,57 20,71 3,48 64,36 84,82 0,21
p 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,01 0,72 0,00 0,00 0,94

#PM F 35,98 54,91 62,42 39,12 70,75 27,47 2,63 73,91 85,32 0,29
p 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,73 0,00 0,00 0,00

APM F 63,42 40,06 16,76 27,15 82,67 19,43 1,22 75,03 94,53 0,45
P 0,00 0,00 0,04 0,04 0,00 0,02 0,83 0,00 0,00 0,95

#CM/PM F 74,20 46,87 19,61 31,77 96,72 27,62 2,97 81,05 79,54 0,61
p 0,00 0,00 0,03 0,02 0,00 0,02 0,65 0,00 0,00 0,84

AIL F 63,91 53,63 27,17 32,73 63,75 29,77 1,44 75,65 73,62 0,72
p 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,04 0,94 0,00 0,00 0,87

#IL F 68,20 49,81 22,97 37,53 73,55 27,09 1,27 78,33 91,93 0,23
p 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,89 0,00 0,00 0,91

#RL F 72,07 61,61 29,53 41,35 77,02 31,29 2,09 81,02 90,82 0,19
p 0,00 0,01 0,02 0,02 0,00 0,03 0,90 0,00 0,00 0,93

#RRER F 84,32 72,08 34,55 48,38 90,11 36,61 2,45 94,79 98,34 0,22
p 0,00 0,00 0,01 0,02 0,00 0,04 0,92 0,00 0,00 0,92

#GLF F 66,62 78,57 33,43 52,73 98,22 27,63 1,15 98,12 99,35 0,26
p 0,00 0,00 0,01 0,02 0,00 0,03 0,96 0,00 0,00 0,93

#FM F 72,80 65,52 30,12 45,00 84,73 30,65 1,74 88,07 95,13 0,23
p 0,00 0,00 0,02 0,02 0,02 0,00 0,02 0,00 0,00 0,92

AN F 82,84 87,44 31,76 34,08 75,04 31,97 1,55 97,77 73,49 0,36
P 9,00 0,00 0,04 0,01 0,00 0,04 0,96 0,00 0,01 0,93

Tabla 1

Resumen de los resultados del Análisis de la Varianza de 4 vías sobre las magnitudes numéricas de variables
registradas. φ-REL: amplitud en μm de las cisternas del retículo endoplasmático liso; #VA: número de vesículas

de adrenalina; #PM: número de perfiles mitocondriales; APM: área de los perfiles mitocondriales; #CM/PM: número de
crestas mitocondriales/perfil mitocondrial; #IL: número de inclusiones lipídicas; AIL: área de las inclusiones lipídicas;
#RL: número de ribosomas libres; #RRER: número de ribosomas adosados al retículo endoplasmático rugos; #GLF:

número de gránulos de lipofucsina #FM: número de formas mielínicas; AN: área del núcleo; F: F de Fisher;
p: probabilidad asociada para α = 0,05 (significancia p < 0,05).

de m establece la dirección del cambio, creciente si m >
0 y decreciente si m < 0.

El análisis demostró que los cambios submicroscópi-
cos inducidos en ambas regiones adrenales por el aisla-
do proveniente de E. caballus fueron más rápidos que

los observados con el aislado obtenido de E. asinus

(Tabla 2).

El coeficiente de determinación (R2) representa la
proporción de variación explicada por la regresión. Es
una medida relativa del grado de asociación lineal entre



los ejes x-Y e indica el porcentaje de la variación de Y
(dimensionalidad) que se explica a través del comporta-
miento de x (tiempo). En la medida que la magnitud nu -
mé rica de R2 sea mayor, mejor será el modelo lineal
pre diciendo el comportamiento de la variable Y, por lo
tan to, R2 es el porcentaje de varianza explicado por la
recta de regresión (0 £ R2 £ 1) (21).

Los valores calculados de R2 (0,72 £ R2 £ 1,00)
garantizan la robustez de los modelos lineales calcula-
dos (21).

La probabilidad asociada a los eventos estudiados
en un intervalo de confianza del 95% avala lo inferido
por los modelos de ARLS; todos los casos fueron signifi-
cantes, p < 0,05 (Tabla 2). 

Las magnitudes numéricas de las 12 variables re -
gis tradas también se sometieron al escrutinio del ADM,

una prueba multivariante que establece relaciones li -
nea les entre variables continuas, separa en grupos los
ob jetos investigados y, simultáneamente, minimiza la
probabilidad de distorsión al asignar la pertenencia de
los individuos a un grupo determinado. El ADM genera
un modelo matemático a partir de las variables predicto-
ras en el que se extraen los factores ortogonales que
me  jor discriminan los casos, representándolos en un
sis  tema coordenadas cartesianas (23). 

La Fig. 7 muestra seis nubes de puntos que ubican
a los grupos originales (corteza adrenal de ratones con-
trol, médula adrenal de ratones control, corteza adrenal
de ratones infectados con T. evansi obtenido de asno,
mé dula adrenal de ratones inoculados con T. evansi

proveniente de asno, corteza adrenal de ratones inyec-
tados con T. evansi obtenido de caballo y médula adre-
nal de ratones infectados con T. evansi procedente de
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MEQD/VE/99/Trino TeAp-Mantecal01

Variables Corteza Médula Corteza Médula

m R2 p m R2 p m R2 p m R2 p

φ-REL 0,18 0,96 0,00 0,25 0,97 0,00

#VA -0,07 0,95 0,01 -0,07 0,96 0,01

#PM -0,27 0,89 0,03 -0,22 0,87 0,04 -0,51 0,89 0,01 -0,49 0,87 0,03

APM 0,18 0,72 0,02 0,18 0,92 0,02 0,42 0,87 0,00 0,47 0,94 0,04

#CM/PM -0,42 0,88 0,00 -0,15 0,93 0,01 -0,45 0,89 0,00 -0,09 0,92 0,03

AIL 0,14 0,90 0,04 0,17 0,95 0,03 0,16 0,97 0,03 0,20 0,94 0,04

#IL -0,34 0,95 0,02 -0,15 0,93 0,02 -0,51 1,00 0,03 -0,19 0,96 0,04

#RL -0,27 0,82 0,01 -0,09 0,93 0,01 -0,31 0,83 0,01 -0,10 0,89 0,01

#RRER -0,07 0,96 0,02 -0,14 0,92 0,02 -0,25 0,90 0,03 -0,08 0,88 0,03

#GLF 0,62 0,89 0,00 0,13 0,94 0,03 0,67 0,85 0,00 0,08 0,93 0,03

#FM 0,09 0,92 0,03 0,14 0,97 0,02 0,17 0,90 0,04 0,11 0,90 0,03

AN -0,38 0,76 0,02 -0,19 0,89 0,02 -0,42 0,86 0,01 -0,18 0,93 0,01

Tabla 2

Resultados relevantes del Análisis de Regresión Simple sobre las magnitudes numéricas de las variables
registradas. φ-REL: amplitud en μm de las cisternas del retículo endoplasmático liso; #VA: número

de vesículas de adrenalina; #PM: número de perfiles mitocondriales; APM: área de los perfiles
mitocondriales; #CM/PM: número de crestas mitocondriales/perfil mitocondrial; #IL: número

de inclusiones lipídicas AIL: área de las inclusiones lipídicas; #RL: número de ribosomas libres; #RRER:
número de ribosomas adosados al retículo endoplasmático rugoso; #GLF: número de gránulos

de lipofucsina; #FM: número de formas mielínicas; AN: área del núcleo; m: pendiente; R2; coeficiente
de determinación; p: probabilidad asociada al evento para α = 0.05 (significancia p < ,05).

Las celdas en blanco indican que no se realizaron registros.



caballo) en un nuevo espacio 2-dimensional generado
por el ADM tras reducir el hiperespacio 12-dimensional
original. En la Fig. 7 se aprecia separación evidente en -
tre los grupos control, (A1, A2), MEQD/VE/99/Trino (B1,
B2) y TeAp-Mantecal01 (C1, C2). Resulta igualmente
obvia la falta de discriminación concluyente entre corte-
za y médula en los tres grupos experimentales. Los re -
sultados generados por el modelo requieren establecer
cuantitativamente la separación entre los centros de si -
metría (centroides) de las nubes de puntos que apare-
cen en la Fig. 7.

El estadístico distancia de Mahalanobis (D2) es una
medida de distancia basada en correlaciones entre
variables que determina la separación (similaridad) en -
tre muestras y no depende de la escala de medición
(22). Mientras la magnitud numérica de D2 sea mayor,
también será mayor el alejamiento entre los centroides
considerados. Los valores de D2 avalan con significan-

Figura 7. Representación bidimensional de los resultados
del Análisis Discriminante Múltiple. A1: variables

registradas en la corteza adrenal de ratones control;
A2: variables registradas en la médula adrenal
de ratones control; B1: variables registradas
en la corteza adrenal de ratones infectados

experimentalmente con el aislado MEQD/VE/99/Trino;
B2: variables registradas en la médula adrenal

de ratones infectados experimentalmente con el aislado
MEQD/VE/99/Trino; C1: variables registradas
en la corteza adrenal de ratones infectados

experimentalmente con el aislado TeAp-Mantecal01;
C2: variables registradas en la corteza adrenal

de ratones infectados experimentalmente
con el aislado TeAp-Mantecal01.

cia estadística la segregación proporcionada por el mo -
de lo matemático que generó el ADM. En los ratones in -
fectados con el aislado TeAp-Mantecal01 (T. evansi

prove niente de E. caballus) se aprecia solapamiento
com   pleto entre corteza y médula mientras que en los
controles (A1, A2) y en los ratones inoculados con
MEQD/VE/99/Trino (T. evansi originario de E. asinus) la
superposición no es total (Tabla 3).

La robustez del modelo matemático generado por el
ADM se basa en los resultados que se muestran en la
Tabla 4.

El ADM calcula funciones discriminantes indepen-
dientes y ortogonales numeradas en orden creciente a
partir de 0. Cada función discriminante contribuye me -
nos a la capacidad discriminatoria total que la preceden-
te, siendo el número máximo de funciones estimadas
igual al número de grupos estudiados menos uno (23).
Según los autovalores, el ADM explicó 85,37% de la
variación total del sistema. El R canónico (correlación
ca nónica) estima la variabilidad que existe entre los
conjuntos de variables; coeficientes elevados implican
adecuada capacidad discriminante, cuanto más cerca
de 1, mejor (0 £ R2 £ 1)(23). Asimismo, la magnitud nu -
mérica de los valores de lW representa cuan ajustada
se encuentra la función discriminante al grupo de datos
al que pertenece y su interpretación es función de su
magnitud numérica; lW = 0, implica discriminación per-
fecta y lW = 1, ausencia de capacidad discriminante, en
la medida que lW sea menor, mayor será su contribu-
ción. La significancia de los valores de lW como tales se
calcula con base a una transformación de c2. Por último,
Las funciones discriminantes 0, 1, y 2 son estadística-
mente significativas (p < 0,05) (Tabla 4)(23). 

DISCUSIÓN 

Las disfunciones endocrinas son eventos reseña-
dos en infecciones humanas y animales por tripanoso-
mas (27). Ciertamente, cambios patológicos terminales
como insuficiencia adrenal humana y falla endocrina po -
liglandular animal han sido descritos en infecciones por
T. brucei (28), así como varios tipos de disfunción en do -
crina en infecciones caprinas (29), bovinas (30) y de
car neros (31) por T. congolense, al igual que en toros
cebú por T. vivax (27). Resultados previos (6) demostra-
ron cambios ultraestructurales en la corteza adrenal de
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ratones Balb/c infectados experimentalmente con un
ais  lado venezolano de T. evansi; en esta ocasión de -
mos   tramos daño en corteza y médula inducido por dos
ais lados venezolanos que no habían sido investigados,
utilizando además, una vía de inoculación (intradémica)
y un inóculo (1 tripanosoma/gr de peso ratón) más pare-
cidos a los naturales (32). Los resultados obtenidos en
este trabajo demostraron que la infección experimental
de ratones NMRI con dos aislados venezolanos de T.

evan si, uno proveniente de asno (MEQD/VE/99/Trino) y
otro de caballo (TeAp-Mantecal01), desencadenaron

cambios submicroscópicos en la corteza y la médula de
la glándula adrenal. La comparación de la supervivencia
entre ratones infectados (100% mortalidad) y ratones
control (0% mortalidad) indica que los cambios ultraes-
tructurales en corteza y médula están vinculados a la
infección experimental por T. evansi.

Los primeros cambios ultraestructurales se corres-
pondieron con infiltrados (micrografías no mostradas),
procesos defensivo-reparadores propios de tejidos vas-
cularizados singularizados por aumento de permeabili-
dad y migración de células efectoras hacia el foco infla-
matorio (33). Las características celulares del infiltrado
observado en este trabajo, básicamente macrófagos y
linfocitos, se corresponden con los descritos en miopa -
tías metabólicas por deficiencia de vitamina E y selenio
(34), por rabdomiólisis por ejercicio, humana (35) y equi-
na (36, 37), así como tras el uso de moléculas con pro-
piedades inmunoestimulantes como interleuquina 2 e
interferón-alfa (38).

Los cambios ultraestructurales incluyeron hincha-
miento progresivo de las cisternas del REL en corteza
adrenal. Es probable que la degeneración mitocondrial
sea la responsable de tal agradamiento, ya que al com-
prometer la producción de ATP se modifica el transporte
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Control Control MEQD/ MEQD/ TeAp- TeAP-
corteza médula VE/99/ VE/99/ Mantecal01 Mantecal01

Trino Trino corteza médula
corteza médula

Control corteza D2 —

p na

Control médula D2 1,86 —

P 0,00 na

MEQD/VE/99/Trino corteza D2 234,91 232,99 —

P 0,00 0,00 na

MEQD/VE/99/Trino médula D2 233,47 232,99 3,02 —

P 0,00 0,00 0,04 na

TeAp-Manteca/01 corteza D2 103,61 103,46 79,18 79,99 —

P 0,00 0,00 0,03 0,02 na

TeAp-Manteca/01 médula D2 103,53 103,58 81,60 80,17 0,97 —

P 0,00 0,00 0,01 0,01 00 na

Tabla 3

Distancias entre grupos. D2: distancia de Mahalanobis; p: probabilidad asociada para α = 0,05
con significancia p < 0,05; na: no aplica

Función Autovalor R canónico lW c2 p

0 8,699 0,964 0,009 439,609 0,001

1 3,913 0,907 0,030 320,915 0,003

2 1,712 0,697 0,049 118,694 0,004

3 0,256 0,494 0,286 65,941 0,093

4 0,051 0,262 0,782 13,188 0,102

Tabla 4

Resumen de los resultados del Análisis Discriminante
Múltiple. lW: lambda de Wilks; c2: chi cuadrado;
p: probabilidad asociada al evento para α = 0,05

con significancia p < 0,05.



activo de iones de la membrana celular y la bomba so -
dio-potasio, liberando en consecuencia Ca++ que inhibi-
ría la fosforilación oxidativa, incrementaría la glucólisis
anaeróbica y la acumulación de ácido láctico en el cito-
plasma induciendo descenso en el pH, responsable final
del deterioro de las membranas de REL; la cadena de
circunstancias afectaría la capacidad de síntesis y pro-
ducción de enzimas relacionadas con los procesos es -
te roidogénicos (39). Es probable que esta cascada de
eventos perniciosos se deba al efecto citotóxico y me -
cánico que genera la existencia real del parásito en el
interior de las células corticales, presencia que disminui-
ría la secreción de cortisol y la concentración de aldos -
terona.

Los cambios submicroscópicos en la médula adre-
nal comprendieron disminución en el número de vesícu-
las de adrenalina en el interior de las células cromafines,
un indicador universal de patología medular de etiología
variada (40, 41).

No es sorprendente que ambas regiones adrenales
tengan cambios submicroscópicos concomitantes, ya
que la respuesta endocrina al estrés se caracteriza por
la liberación simultánea de catecolaminas de la médula
y glucocorticoides de la corteza; la actividad cortical y
medular está sincronizada por interacciones intra-adre-
nales coordinadas (42).

En ambas regiones adrenales se observó deterioro
mitocondrial, condición previamente reportada en corte-
za adrenal (6) y que, en otros modelos, ha sido asociada
a cambios enzimáticos relacionados con el ciclo de
Krebs (43).

Los cambios en las características de las inclusiones
lipídicas en la glándula adrenal descritos en este trabajo
han sido asociados a la síntesis del ADN y relacionados
con el envejecimiento celular (44), este hallazgo sugie-
ren que el T. evansi interferiría con la progresión de la
fase S del ciclo celular de las células adrenales.

A diferencia de lo descrito en células adrenales es -
tresadas (41), nuestras observaciones evidenciaron dis-
minución en el número de ribosomas, libres y adosados
a las cisternas del retículo endoplasmático rugoso.

La lipofucsina es un producto intermedio de la pero-
xidación lipídica con dos componentes, uno lipídico y
otro proteico, que se forma en los procesos de autofagia.
Se trata de un gránulo que se acumula en el citoplasma

durante el proceso de envejecimiento celular a conse-
cuencia de factores como deficiencias en las enzimas
li sosomales para hidrolizar lípidos y otros materiales
 degradables, aumento en la cantidad de materiales
degradables como complejos antígeno-anticuerpo, fac-
tores ex trínsecos como dieta, drogas, hipoxia, déficit de
vi ta mina E, cirrosis y placas arteriales, así como elemen-
tos genéticos que regulan la formación y la actividad de
enzimas lisosomales que pueden inducir lesiones celula-
res (45). La acumulación progresiva de gránulos de lipo-
fucsina en nuestro modelo experimental sugiere que el T.

evansi aceleraría los procesos naturales de envejeci-
miento. Singularidades propias de la adultez, aparecen
en ratones que al momento de la muerte poblacional
contaban con once semanas y tres días de vida en la in -
fección por MEQD/VE/99/Trino y once semanas y un día
en la infección por TeAp-Man te cal01, edades distantes
de las 120-168 semanas de esperanza de vida de los ra -
tones de laboratorio (13); además, estos cambios no se
observaron en los controles de la misma edad.

Las figuras mielínicas son productos de naturaleza
lipoproteica asociados a mecanismos de degradación-
renovación continua (33) y su acumulación progresiva
ha sido relacionada con procesos de senescencia celu-
lar por cuanto en condiciones normales son remanentes
completamente catabolizados difíciles de observar (46).

Indiferentemente de cual haya sido el aislado infec-
tante, el área del núcleo de las células corticales y me -
dulares disminuyó consistentemente a lo largo del tiem-
po de experimentación. Esta reducción se corresponde
con un proceso de función reducida del metabolismo
nuclear, una respuesta celular acomodaticia al estrés
producido por lesiones de diversa etiología y, particular-
mente notoria, en procesos atróficos (47). Sin duda que
en este trabajo las lesiones fueron producidas por el T.

evansi, ya que la reducción de las magnitudes numéri-
cas del área nuclear no fue evidente en los controles.

Ciertamente que los cambios patológicos observados
con microscopía electrónica de transmisión en la glándu-
la adrenal, deterioran progresivamente la salud de los
ratones infectados, ya que la muerte celular es acompa-
ñada por proteólisis severa de la membrana ce lu lar y el
citoesqueleto con la consecuente liberación de elementos
somáticos que, por carecer de control ho meos  tático, se
convierten en agentes tóxicos (47).
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Las anomalías ultraestructurales observadas en la
glándula adrenal de ratones infectados experimental-
mente con estos aislados venezolanos de T. evansi es -
ta rían asociadas a problemas metabólicos, pérdida de
la homeostasis del K+, y senescencia prematura favore-
ciendo los procesos que conllevan a la muerte de los
animales de experimentación.

En investigaciones previas (6) describimos cambios
ultraestructurales cualitativos en la corteza adrenal de
ratones Balb/c infectados experimentalmente con un
aislado venezolano de T. evansi obtenido de caballo,
pe ro no comparamos ni analizamos cuantitativamente
las características del daño producido por dos aislados
diferentes (MEQD/VE/99/Trino y TeAp-Mantecal01) al
utilizado en esa oportunidad en ambas regiones adrena-
les (corteza y médula).

La tripanosomiasis humana por T. brucei gambiense

ha sido relacionada con cambios adrenales esporádicos
y/o fortuitos referidos como insuficiencia adrenal transi-
toria (48). Estos hallazgos descontextualizan, en térmi-
nos de heterogeneidad mórbida, nuestros resultados
cualitativos, ya que sugerirían que el daño debido al ais-
lado obtenido de asno (MEQD/VE/99/Trino) no diferiría
del ocasionado por el aislado obtenido de caballo
(TeAp-Man tecal01) y la magnitud de cualquier diferencia
estaría sesgada por la experiencia del observador. En
consecuencia, abordamos el estudio de los cambios de
la ultraestructura adrenal por T. evansi empleando técni-
cas estadísticas uni- y multivariantes.

El manejo cuantitativo de las magnitudes numéricas
de variables morfométricas que expresan aspectos del
tamaño y la forma de los organismos (variables homólo-
gas) permite compendiar numérica y gráficamente as -
pectos de su biología (49). En este contexto, se ha es ta -
blecido que la heterogeneidad numérica de las variables
homólogas puede ser efecto de la localidad geográfica
de origen de los organismos, de sus estadios de desarro-
llo, de los efectos ambientales, de las características ge -
néticas de los especímenes, así como de aspectos de la
biología evolutiva y de las relaciones filogenéticas que se
establecen entre diferentes razas geográficas, especies
y/o subespecies (50, 51). Así, la heterogeneidad numé-
rica de variables submicroscópicas en las células adre-
nales estaría relacionada con la existencia de agentes
etiológicos versátiles que expresarían virulencias dife-
renciables en el mismo ámbito tisular.

Los resultados del ANOVA sobre las variables ul tra -
estructurales registradas en corteza y médula adrenal,
demostraron diferencias significativas en las medias de
sus valores numéricos, comprobándose así que las
mag  nitudes de daño submicroscópico, difieren. Más aun,
las interacciones Tiempo-Infección, Tiempo-Aislado, In -
fec ción-Aislado e Infección-Región adrenal resultaron
significativamente diferentes, demostrando de este mo -
do que en el transcurso del tiempo se aprecian diferen-
cias en la infección y el aislado. También se observan di -
fe rencias entre el aislado y la región y los controles
di  fieren significativamente de los grupos inoculados con
T. evansi. El ANOVA demostró que en este modelo expe-
rimental que la acción patógena del T. evansi deteriora
indistintamente tanto corteza como médula.

Estos argumentos ejemplifican la variabilidad pato-
génica que tienen estos dos aislados de T. evansi; hete-
rogeneidad que apoyaría la existencia de poblaciones
venezolanas de T. evansi que expresarían diferentes ca -
pacidades lesivas en la glándula adrenal. De hecho, en
este trabajo demostramos que la rapidez de cambio de
las magnitudes numéricas de las variables submicroscó-
picas consideradas, es función del aislado, siendo el de -
terioro asociado mayor en los animales infectados con el
T. evansi proveniente de caballo (TeAp-Man tecal01).

Si bien la heterogeneidad morfofuncional de aislados
venezolanos de T. evansi obtenidos de asno, caballo y
chigüire (Hydrochoerys hydrochaeris) ha sido in vestiga -
da con este mismo modelo experimental (14), nada se
sabe del análisis cuantitativo de los cambios submicros-
cópicos inducidos experimentalmente en corteza y mé -
dula adrenal. Los resultados presentados son conclu-
yentes y demuestran heterogeneidad mórbida sobre la
glándula adrenal de ratones infectados experimental-
mente con los aislados locales MEQD/VE/99/Trino y
TeAp-Mantecal01 de T. evansi.

En estudios previos (52, 53) hemos analizado el
cambio ultraestructural hepático y renal en infecciones
murinas experimentales por T. evansi venezolano con
técnicas estadísticas univariadas. En este trabajo, por el
contrario, abordamos el estudio del cambio ultraestruc-
tural en la glándula adrenal con técnicas multivariantes
por cuanto los procesos naturales son acontecimientos
complejos que resultan de interacciones multifacto -
riales.
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Las herramientas cuantitativas de simulación mate-
mática han sido utilizadas en diversidad de modelos bio-
lógicos (54, 55, 56), y las herramientas multivariantes se
han empleado en investigaciones relacionadas con tri-
panosomas (57, 58, 59). No obstante carecemos de in -
for mación referente de trabajos que analicen el cambio
ultraestructural en infecciones por tripanosomas con cri-
terios multivariantes.

Las distancias de Mahalanobis y el ADM demostraron
discriminación entre los cambios registrados en la glán-
dula adrenal de los ratones control y los infectados con T.

evansi. El análisis demostró discriminación entre el daño
ocasionado en la glándula adrenal por el aislado MEQD/
 VE/99/Trino (obtenido de asno) y el TeAp-Man te cal01
(proveniente de caballo). Sin embargo, no discriminó da -
ño entre corteza y médula en ningún grupo. Por su parte,
las distancias de Mahalanobis suministraron información
numérica objetiva de la distancia que separa los centroi-
des de las nubes de puntos generadas por el ADM.

El ADM es útil en la discriminación de procesos pa -
togénicos en la glándula adrenal de ratones infectados
experimentalmente con dos aislados venezolanos de T.

evansi. El ADM separó con significancia estadística, las
transformaciones submicroscópicas según el asilado
que las produjo. Lo concluyente de los resultados del
ADM permite conjeturar al respecto de la heterogenei-
dad mórbida resultante de la infección experimental por
tripanosomas de la misma especie que provienen de
há  bitats diferentes (E. asinus y E. caballus) y de zonas
geográficas distintas (estado Apure y estado Guárico).
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