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RESUMEN GENERAL 

Para investigar las diferencias en la susceptibilidad de T. 

cruzi a agentes quimioterapéuticos activos, grupos de ratones 

(Mus musculus) cepa CNIH), fueron inoculados con cuatro cepas me 

xicanas de T. cruzi posteriormente se las aplicaron dos fármacos, 

en el tiempo de máxima parasitemia, un nitrofurano y un nitroimi 

dazol cuyos nombres comerciales son: Lampit y Radanil respecti

vamente, así mismo se trabajó con las clonas de estas cepds si--, 
guiendo la misma metodología. 

El criterio de susceptibilidad de cada cepa así como el de 

la clona se bas6 en repetidos exámenes de sangre fresca (Método 

de Pizzi), observándose que en algunos casos la parasitern1a dis

minuía. 

Las evidencias apoyan marcadas díf erenciaa en !a suscept1bi 

liaad ae algunas cepas y clonas a las drogas activas. ~stas di

ferencias han sido aetectadas para los dos fármacos y parecen r~ 

lacionarse a características oiológicas de las cepas más que al 

modo específico de acci6n de las drogas usadas. 

l. 
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INTRODUCCION 

La Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana e.:; una 

zoonosis r.uyo agente etiol6gi_co es Trypanosoma cruzi. t:xiste -

en todos los países americanos con excepci6n de Canadá y Alaska, 

constituyendo uno de los problemas· de salud pública más graves 

de América Latina debido a su amplia distribución geográfica, -

elevada morbilidad (especialmente en la forma cardiaca), alta -

mortalidad en ciertas regiones, su historia natural compleja y 

las considerables dificultades técnicas y operativas para el es 

tablecimiento de medidas de control (Avila, 1983). 

Se estima que al menos 15-20 millones de personas en áreas 

urbanas y rurales de América Latina están infectadas con este -

parásito y con el riesgo de desarrollar la fase crónica de la -

enfermedad. México se considera como un país endémico para es

~e padecimiento (Tay, 1980). Se propone que sea considerado c2 

mo un problema de salud pública para nuestro pueblo (Velasco, -

1986). 

El parásito es transmitido al hombre por diferentes espe-

cies de insectos triat6minos hemat~fagos, de las cuales hay más 

de cien en el Continente Americano; 36 de éstas están asoctadas 

a la vivienda del hombre y son fuente natural de infecci6n. 

Existen varios ciclos vector-huésped en la transmisión de 

T. cruzi: doméstico, semidoméstico y selvático, La transmisi6n 
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también ocurl:'e por una infecci6n congénita o por transfusi6n de 
. . 

sangre; esta Última, se ha incrementado en forma importante en 

las grandes ciudades. 

Esta enfemedad fue originalmente una zoonosis asociada 

con mamíferos selváticos. Las condiciones de vivienda humana, 

tales como techos de palma, paredes !:'esquebrajadas o expuestas 

al medio etc., sobre todo en áreas rurales, son lugares ideales 

para que se críen y sobrevivan los insectos transmisores de es-

ta enfemedad (Moncayo, 1986). 
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PRIMERA PARTE 

Revisión de la lit~ratura sobre varios aspectos de T. cru-

zi. 

Posició,n taxonómiéa que guarda Trypanosoma cruzi 

Reino Animal 

Subreino Protozoa 

Phylum Sarcomastogophora 

Subphylum Mastigophora 

Clase Zoomastigophorea 

Super orden Paraba sal idea 

Orden Kinetoplástida 

Suborden Trypanosomat ina 

Géner-0 Tr¡Eancsorn(J. 

Especie T. cruzi 

tomado de Levine et al.,. 1980 

A. Biología del parásito.- Trypanosoma cruzi, es un prot~ 

zoario flagelado perteneciente a la familia Trypanosomatidae. 

Como todos los protozoarios de esta familia, T. cruzi posee una 

estructura celular característica, el cinetoplasto, constituido 

por ADN y una doble membrana mitocondrial que lo envuelve y se -

extiende a toda la célula constituyendo de esa manera una mito--
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1 
condria gigante única (Schmidt, 1981). 

Durante &u ciclo de vida, T. cruzi presenta varias formas 

que pueden ser vistas fácilmente al microscopio 6ptico. La de

finición de éstas formas se basa en: 1) la forma general de la 

célula; 2) la posición del cinetoplasto con relación al núcleo 

y 3) la región donde emerge el flagelo a partir de la bolsa fla 

gelar (Hoare, 1966). 

De acuerdo con este criterio, las siguientes formas pueden 

ser identificadas: 

a) Amastigote.~ Sin flagelo protuberante, son organismos de -

forma esférica u ovalada; se reproducen intracelularmente -

en el h~ésped vertebrado por fisión binaria; presenta u~ ci 

nei:oplasto en forma de bastoncillo y un núcleo grande. 

b) Epimastigote.- Presentan el cinetoplasto en posición ante

rior cerca del núcleo y un flagelo que al principio le con

tornea una pequeña membrana ondulante; son organismos fusi

formes, que se multiplican en el tubo digestivo del vector 

y en medios de cultivo. 

También se localizan dentro de las células del vertebrado 

uurante el final del ciclo intracelular cuando los amastigotes 

:;e tran.sforman en tripomastigotes o visceversa, en el comienzo 

de un nuevo ciclo (De Souza, 198'1). 
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e) Tripamastogote. - provistos de un cinetoplasto situado de-

trás del núcleo y un flagelo, así como una membrana ondula_!! 

te a lo largo del organismo; representa una forma infectan

te no multiplicativa del parásito. 

Tripomastigote sanguíneo.- se encuentra en la sangre del -

hospedero vertebrado y constituyen la fase infectante para 

los triat6minos, cuando éstos ingieren sangre de un hosped~ 

ro infectado. 

Tripomastigote metacíclico.- aparece en la luz del intest! 

no del insecto transmisor, (Reduviidae, Triatominae) y re-

presentan la fase infectante para los huéspedes verteb1'ados 

(Siinchez, 1987). 

1'ransmisión. - los triat6minos se infectan al ingerir tri

pomastigotes de la sangre periférica de mamíferos infectados. 

En la luz del mesogastrio de los insectos, los organismos se 

multiplican asexualmen1:e en for'ma de epimastigotes y, después -

de un período de 15 a .30 días, su proliferación conduce a la 

formación de tripomastigotes metacíclicos en el recto del inse= 

to. Estas formas infecciosas se expulsan con las heces del - -

triatomino y los tripomastigotes inician la i"fecci6n en nuevc,s 

huéspedes al penetrar por las abrasiones de la piel o por las -

membranas mucosas. Es ta tl'ansmisi6n se denor.iin;i. "de estaci6n -

posterior" o "por contaminación". En la trípanosoiniasis afríc~ 

na las formas infecciosas er.tán asociadas a L:.is partes bucales 
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del insecto vector y se introducen a los nuevos huéspedes por -

la picadura de ese insecto ("de estación anterior" o trafjsmisión 

"por inoculaci6n"). 

Los tripanosomas infectantes del insecto penetran en las cé 

lulas y se multiplican en forma de amastigotes formando los deno 

minados seudoquistes, que son células repletas de amastigotes. 

Posteriormente los amastigotes se transforman en tripomasti 

gotes y, al romperce las células, quedan lib~es para invadir - -

otras células o para ser ingeridos por un insecto (Jl.larcón, S. -

1976). 

B. Patología.- La entrada de los tripomastigotes metací-

clicos produce una reacción inflamatoria aguda local. En una o 

dos semanas se diseminan a los ganglios linfáticos regionales y 

se empiezan a multiplicar en las células que los fagocitan. Los 

amastigotes intracelulares efectúan repetidas divisiones forman 

do grandes cantidades de parásitos que producen los llamados se~ 

doquistes. Después de unos días, algunos de los microorganismos 

se transforman en tripomastigotes y salen del seudoquiste destr~ 

yendo la célula que los contiene. Entonces ocurre una parasite

mfo generalizada y casi cualquier tipo de tejido puede ser inva

dido, aunque el parásito muestra marcada preferencia por los rnús 

culos y células nerviosas. En las células recién invadidas, se 

repite nuevamente el cambio a amastigote, formación del seudo- -

quiste, transformación a tripomastigotes y ruptura del seudoqui~ 

' 
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te. Esta ruptura se a.::c:npaña de una respuesta inflamatoria lo

cal aguda con degeneración y necrosis de las células nerviosas 

de las regiones vecinas, especialmente células ganglionares. 

Este es el cambio pa~ológico más importante de la Enfermedad de 

Chagas, cuyo mecanis~o no se conoce bien, sin embargo, se ha 

atribuido a la liberación Je toxinas en el momento de la ruptu

ra de los seudoquistes y a la destrucción de los amastigotes -

restantes. 

La Enfermedad de Chagas presenta un período agudo y uno 

c·!'6nico. El período agudo se inicia con la entr·ada en la piel 

de los tripomastigotes contenidas en las heces de las chinches. 

La inflamación local produce un pequeño nódulo rojo conocido co 

r.io chagoma, con eder.;a de los nódulos linfáticos regionales. En 

aproximadamente el 50% de los casos los tripgmaYtigotes pena- -

tran por la conjuntivó del ocular produciendo edema palpebra1·· y 

de la conjuntiva, así como hinchazón de los ganglios linfáticos 

y preauriculares, eséos síntomas se conocen como Signo de Rona

ña. Al progresa.r la fase aguda de la enfermedad, se pueden en

contrar seudoquistes en casi cualquier Órgano del cuerpo aunque 

la intensidad en el ataque varía de unos a otros. Generalmente 

es invadido el músculQ cardiaco con la pérdida de casi el 80% -

de las células ganglionares cardiacas. Entre los síntomas de -

la fase aguda se incluyen anemia, pérdida de fuerza, disturbios 

nerviosos, escalofríos, dolores de huesos y músculos, así como 

algunos trastornos cardiacos. La muerte suele presentarse de 3 

a 4 semanas despu&s de la infecci6n. I~ fase aguda es más co--
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1 mún y gruve entre los niños menores de S años de edad. 

L.t fase crónica se ve con más frecuencia en adultos. Su -

espectro de síntomas es debido principalmente a la disfunci6n -

nerviosa central y periférica la cual puede llegar a durar mu-

chos años. Algunos pacientes pueden estñr virtualmente asinto

máticos y repentinamente morir por paro cardiaco. En las áreas 

endémicas de México la Enfel'llledad de Chagas produce alrededor -

del 70% de las muertes por paro cardiaco en los adultos j6venes. 

Parte de la insuficiencia de la función cardiaca es producida 

por la pérdida del tono muscular como consecuencia de la des- -

tr.ucción de los ganglios nervfosos. El corazón crece mucho y -

se hace: flácido. En algur,as regiones de Sudamérica es común que 

se destruyan los ganglios autónomos del esófago y del colon. 

Esto altera el tono muscular, dando como resultado alteración -

del peristaltismo y la gradual flacidez dt:l órgano, el cual ai.i

menta sii diámetro y es incapaz de pasar material. A estas con

diciones avanzadas se les denomina megaesófago o megacolon res

pectivamente. 

El megaesóf ago avanzado es mortal cuando el paciente no 

puede dP.glut:i.r. Se ha demostrado en forma experimental que los 

túhulos testiculares y el epidídimo se atrofian en la Enfer-me-

dad de Chagas crónica (Schmídt, 1981). 

C. Metabolismo de T. cruzi.- La bioquímica de este protQ 

zoario implica procesos comunes a otros eucariotes: 
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a) iransporte, asimilación, biosíntesis y degradación de molé

culas orgánicas (glúcidos, ácidos grasos, esteroles y amin2 

ácidos). 

b) Biosíntesi s y d¿gt'adaci6n de moléculas de DNJ\, ~!M, proteí

nas y polisacát>idos). 

e) Transporte de iones. 

d) Generación y uéilización de energía (fermentación, respira

ción, formación y utilización para el movimiento). 

e) Regulación metabólica, diferenciación y multiplicación. 

Estu~ios de bioquímica comparada, han demostrad~ que las -

estructuras molecualres de T. cruzi y sus reacciones metab6li-

cas son similares en general a lo~ establecidos con los organi~ 

mos más utilizados para la investigación bioquímica como son: 

levaduras, bacterias y algunos vertebrados. Sin embargo, algu

nos procesos metabólicos se han modificado como consecuencia de 

la adaptación de'.!:· cruzi a la vida parasitaria. Entre estas -

modificaciones se deben mencionar: 

a) la. incapacidad para sintetizar bases púricas y pirimídicas .•. 

b) la incapacidad para sintetizar porfit'ii:.:ts. 

c) bajo contenido de peroxidasa. 

d) ausencia de catalasa. 

! 
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e) bajo contenido de citocromo "C" oxidasa. 

f) operación restringida del Ciclo de Krebs. 

g) alta capacidad para fermentar la glucosa en presencia de 

oxígeno, con la formación de ácidos orgánicos. 

h) ausencia de~antina oxidasa y ribonucleasa. (Gutteridge, 

1981; Stoppani, 1983). 

Quimioterapia.- Se conoce actualmente que el tratamiento 

de la Enfermedad de Chagas es todavía un problema no resuelto y 

entre los programas de investigación delas organizaciones de 

los paises más afectados y de los organismos internacionales co 

mo la Organización Mundial de la Salud, destaca la búsqueda de 

nuevos medicamentos contra la Enfermedad. de Chagas (Turrens, 

1986). Entre estos medicamentos sobresalen dos sustancias ni-

troeterocíclicas, el Nifurtimox (un nitrofurano y el Benznida-

zol (un nitroimidazol). Las dos drogas son activivas por vía -

oral, ninguna ha mostrado originar resistencia adquirida y am-

bas han producido alguna cura parasitológica. Sin embargo, el 

procentaje de cura es menor en los casos crónicos que en los 

agudos y ambos tipos varían de estudio a estudio y de un área -

geográfica a otra (W.H.O., 1981). 

Cn México se estan utilizando estos dus fármacos para el -

tratamiento de la Enfermedad de Chagas, por lo cual considera-

mu::; necesar•io conocer el efecto que tiene sobre las cepas de '.!'..!_ 

cruzi aisladas en nuestro país, investigación aún no realiiada. 
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Los medicamentos mencionados son los sieuientes: 

Nifurtimox (Bayer 2502, Lampit) .- Los compuesto nitrofur~ 

nicos fueron ensayados desde 1952; dentro de estos nitrofuranos 

el Nifurtimox mostr6 ser el más indicado para el tratamiento de 

la infección chagásica. Químicamente, Nifurtimox es un 3-metil 

-4 ( 5 '-nitrofurfurilideno-amino)-tetrahidro-4H-l ,4-thia·zine-l, 

1-dioxido, sintetizado en 1962 en Alemania por Herlinger, Mayer 

y Petersen, para la casa Bayer. Su presentación es en forma de 

comprimidos conteniendo 120 mg. de sustancia activa (Boainain, 

1979). 

Benznidazol (RO 7-1051, Rochagan, Radanil).- Esta sustan-

cia fue sintetizada por el departamento de Pesquisas de los labQ 

ratorios Roche y los primeros resultados en terapéutica expP.ri-

mental fueron comunicados en 1973, en el XII Congreso Inter·na-

cional de Terapéutica, en Ginebra. Químicamente, el Benznida--

zol es N-bensil-2-n.itro-1-imidazolacetamida. Preparado y pre-

sentado en comprimidQs conteniendo 100 mg. de sustancia activa 

(Boainain, 1979). 

Q-CH2-CO-NH-CH 20 
2 
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D. Mecanismo de acci6n de Lam2it :í Radanil.- Desde los -
estudio::; de Hoppe-Seyler en 1983 se sabe que en los organismos 

vivos las sustancias orgánicas nitradas son reducidas a su gru-

po nitro. Los productos resultantes de esa reducci6n son fácil 

mente oxidados, con formaci6n de radicales libres, algunos de -

ellos frecuentemente t6xicos. Los trabajos de Stoppani (1979) 

con T. cruzi, demostraron que concentraciones farmacol6gicas de 

Nifurtimox son capaces de generar productos de reducci6n par- -

cial del oxígeno, a saber, ani6n superóxido co;) y agua oxigen~ 

da CH202). El primer paso en esa serie de reacciones es la - -

transferencia de un electrón del reductor (NAD(P)H) al grupo n! 

tro (reacci6n 1). La formación del radical nitro se demuestra 

por espectroscopía de resonancia paramagnética. El segundo pa

so consiste en la transferencia del electrón libre al oxígeno -

regenerando al Nifurtimox y formando el anión superóxido (02) -

(reacción 2) • 

2 Ar N02 + NAD(P)H > 2Ar No; + NAD(P)+ + H ••• (1) 

Ar N0
2 

+ º2 Ar N0 2 + o; ••• ( 2) ., 
o; + o; + 2 H+ SOD ~ º2 + H202 ••• ( 3) 

o; + H202 HO - + OH - + º2· .. (4) 

El o; dismuta a tt
2
o2 de manera expontánea o por la acción 

de la super6xido dismutasa {SOD reacción 3). Por último, la 

l't!acción 4 cat<"ll:i.zada por fierro produce el radical hidroxilo -

CHO-). Se considera Qt!e el radical hidroxilo es muy tóxico. 

I,as reacciones 1-i+ se pueden demostr.1r en todas las formas de -
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T. cruzi (epi, tripa y amastigote), células enteras, homogene--

dos, fracciones mitocondriales y microsomales, utilizando méto-

dos bioquímicos adecuados tales co~o las reacciones del adeno--

cromo y del citocromo C, para el anión super6xido, y la reac--

ción de la peroxidasa para el agua oxigenada. Estas reacciones 

no son privativas del parásito pues extractos de tejido de mamí 

fero (hígado, riñón, miocardio, testículo) en presencia de 

NAD(P), Nifurtimox o Benznidazol, generan anión superóxido y p~ 

róxido de hidrógeno. El Benznidazol debe ser empleado en con-

centraciones mayores que el Nifurtimox para alcanzar efectos 

iguales en pruebas in vivo lo que resulta sorprendente si se 

tiene en cuenta la capacidad del Benznidazol para producir, por 

una parte la formación de peróxido en el huésped, y por la otra, 

su acción sobre T. cruzi. Al parecer podrían ser los productos 

de degradación del Benznidazol los que gener·e11 los radicales li 

bres (W.H.O., 1986). 

Los productos de la reducción parcial del oxígeno, son tó-

xicos tanto para T. ~ruzi como para el huésped mamífero. El 

H
2
o

2 
es capaz de actuar como oxidante y como reductor de hemó-

proteinas y de moléculas que contienen g~~g$.::l:ioles y el o; es 

reductor y oxidante, participando como o2H en reacciones que 

llevan a la peroxidaci6n de lípidos". Por su ?arte el radica.l -

hidroxilo reacciona indiscriminadamente con cualquier tipo de -

moléculas, atacando grupos metilo, por ejemplo =~!- de los &ci-

dos grasos insaturados y en esa forma inicia una cadena de reac 

cienes de peroxidación que generan aldehidos de menor peso mole 
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cular, entre otros el dialdehido mal6nico (Stoppani, 1983). 

E. Antecedentes de estudios similares.- Brener (1971) fue 

el primero en investigar la susceptibilidad de las formas circu

lantes de T. cruzi en la sangre a los compuestos activos, el au-

tor basó su método en el hecho de que las formas circulantes de 

T. cruzi inoculadas intravenosamente en los ratones persistieron 

por algunas horas en la corriente sanguínea sin penetrar a los -

tejidos del hospedero (Brener, 1969). Los ratones experimenta--

les fueron inoculados intravenosamente con la cepa MR y poste- -

riormente tratados. Las drogas activas indujeron una rápida de

clinación en el núme1•0 de parásitos sanguíneos demostrando la 

factibilidad de una prueba la cual puede detectar la actividad -

de la droga contra los estados de los parásitos. 

Brener en 1984 fue el primero en· descubrir un método que 

permite determinar in vivo y en un corto tiempo (4-6 horas) la 

sensibilidad de cepas de T. cruzi a diferentes agentes quimiote-

rapéuticos. Usando cepas resistentes y sensibles a los medica-

me.ntos es posible observar una buena corr1üac i6n entre loi:: resul , . . -
tados obtenidos con el método rápido (el cudl detecta la activi-

dad de las drogas contra formas circulantes eri la sangre) y aqu~ 

llos obtenidos ccn esquemas de acción prolongada que envuelve -

una administraci6n de la droga por 20 días consecutivos y un pe-

dado prolongado ,it;> asistencia a los animales. El método rd'.pido 

puede se1• 11sado para caractePizar la !.Wnsibilidad de cepas de T. 

cruzi a drogas activas usadas clínicamente para fortalecer infor 
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maci6n específica sobre una acci6n parasiticidn en tripomastigo

tes sanguíneos y eventualmente para lograr nuevos compuestos. 
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SEGUNDA PARTE 

Sección Experimental 

A. Objetivos. 

l. Evaluar la susceptibilidad in vivo de cuatro cepas mexicanas 

de Trypanosoma cruzi a los fármacos Radanil y Lampit. 

2. Adecuar un método rápido a las condiciones de nuestro labora 

torio para evaluar la susceptibilidad in vivo de Trypanosoma 

cruzi a diferentes fármacos. 

B. Material y Método. CEPAS DE Trypanosoma cruzi UTILIZA

DAS. - Las cepas MIGUZ, CID y NINOA, se aislaron de casos huma-

nos en el Estado de Oaxaca por xenodiagnóstico; la cepa ZAACHILA 

fue aislada de las deyecciones de un triatoma colectado en una -

casa habitación en Zaachila, Oaxaca. 

Todas las cepas fueron mantenidas en ratones por pases rep~ 

tidos de sangre de ratón a ratón de la siguiente manera: 

- se eligió uno de los ratones con gran cantidad de hemoflagela

Jos. 

- se hi:'.¡) un corte en la vr,¡,d caudal, rlc aqu.t se tomó sangl'e con 

una jel'inga que contenía solución salina ,85%, esto con el 

fin de vvlt.u• la coagulaci6n. 
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50 homogcniz6 movienjo ~ecánicamente la jeringa de un lado a -

otro. 

- se inyect6 a los ra~ones sanos en la regi6n peritoneal C.2 ml. 

de la soluci6n. 

Esto se hizo cada 20 o 25 días para asegurar que los tripo

mastigotes se encontrara~ en sangre periférica. 

Las clonas de las cepas MIGUZ, CID, NINOA fueron docadas 

por la profesora Guadalupe Castafi6n G. del Departamento !e Fara

sitología de la ENCB-I?~. 

ANIMALES DE EXPERIMi::NTACION. - Ratones blancos (Mus :::.:scu-

lus), cepa NIH, hembras, de peso exacto entre 18 y 20 gra~~s. 

Lotes.- Cada lote consisti6 de 12 ratones 5 de los :~ales 

se ocuparon para probar las ~iferentes dosis del fármaco ~adanil 

y los otros 5 de igual manera para el Lampit. Los dos racones -

restantes fueron mant@nidos bajo las mismas condiciones ya que -

fueron los testigos. Para cada cepa se utilizaron 4 lotes: Los 

resultados obtenidos de carJr.i lote se promediaron para obte;;er un 

dato representativo. 

EVALUACION DE LA ?AR/,SITEMIA: 

A) Conteo en la Cd:mara de Neubauer: 

ll Practicar un pequefio corte en la vena caudal del rat6n. 
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2) Tomar sdngre directa:nente con la pipeta de Thoma para la -

cuenta de glóbulos blancos hasta la marca 0.2. 

3) Aforar con cloruro de amonio al Q,85% hasta la ~arca 1.0. 

4) Depositar la muestra homogeneizada en la Cámara de Neubauer. 

5) Con el objeto de determinar· la· cantidad de tripomastigotes 

sanguíneos por milímetro cúbico contar cuatro cuadros gran-

des de la Cámara y multiplicar el número de parásitos canta 

dos por 20 (factor de dilución). 

B) Conteo por la téc.nica de Pizzi (modificada). 

1) Obtener 5mm 3 a partir de la vena caudal de ratón infectado. 

2) Depositar el volumen de sangre en un portaobjetos perfecta

mente limpio, evitando extender la gota. 

3) Colocar un cubreobjetos del No. 1 y 22 x 22. 

4) Esperar un minuto hasta la homogenizaciór. de la preparación. 

5) Contar 20 campos microscópicos, utilizando el objetivo de -

4 0 X, 

6) Calcular el factor de conversión a número de tripomastigote 
3 por 5mm 

7) Multiplicar el factor por el número total de tripomastigo--

tes contados en 20 campos. Reportar como tripomastigotes -

en 5mm 3. 

CALCULO DEL FACTOR DE CONVi.:RSION 

Método semicuatitativo de Pizzi (modificado), 

1) Se utiliz6 un ocular de 10 X; un objetivo de 40 X; el radio 
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de objetivo fue de 30 ~1:~as. 

2) Se obtuvo el área del círc~lo. 

3) Se obtuvo el área del cua~raj~. 

4) Se obtuvo el área del cu~reobjetos (22 x 22). 

S) Se dividió el número de ca::-.:;;os microscópicos (área del cubre 

objetos) entre el área del :~adrado. 

5) Se dividió el nú~1ero de :a.~.pos microscópicos (área del cu-

breobjetos) entre el &rea del círculo. 

7) Se sumaron los resultados de las dos divisiones anteriores 

y se dividió entre dos para. sacar un promedio. 

g l Este promedio se dividió e:;-:: re el mímero de campos microscó 

picos contados en total (2J). 

3) El valor obtenido fue el del factor de conversión y se mul

tiplica por el número total de tripomastigotes contados en 

los 20 campos. Se reporta cor::o número de tripomastigotes -

en &mm 3 . 

CURVAS DE PARASITEMIA.- ::i:: inoculó con. 10,000 tripomasti-

gotes sanguíneos un lote de S ratones, evalu&ndose la parasite-

mia con la Cámara de Neubauer a partir del 5o. día posterior a 

la lnoculaci6n y hasta que desaparecieron de la corriente san~-

gufnea, esto se hace para cada cepa. 

Ai'LICACION DEL MEDICAMENT(;. - Los ratones fueron tratados 

~0n una suspensi6n acuosa del ~edicamentn (a la concentración -

~cs~ada) por vía oral, con ayuda de un~ jeringa de 1 ml. cuya -

:11~11 ja fue despuntada pilra prP.V<'<rair· ll!: .. d onr~s. Para evitar erro-
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res en las lecturas por causas diferentes a la acci6n de los com 

puestos químicos probados, a los ratones testigos se les adminis 

tr6 agua como placebo. 

DROGAS USADAS : 

- Nifurtimox; Bayer 2502; Lampit. 

- Benznidazol; RO 7-1051; Rochagan; Radanil. 

CALCULO DE LAS DOSIS ADMINISTRADAS: 

Radanil.- Comprimidos de 240 g. al 4. 6% de pureza ~·.:e se -

maceraron para facilitar la suspensión en agua y para po~er pe-

sar la cantidad necesaria para cada dosis. Por ejemplo: 

A un rat6n de 25 g. se le administr6 una dosis de sc:~g/kg 

dt:: pt::so. Se pesaron 3. O er;imos del comprimido y se sus;.-::-.::::.eron 

en 10 ml de agua, administrando 1 ml a cada ratón. 

Lampit.- Comprimidos de 400 g. al 30% de pureza se ::-.a-:era

ron para facilitar la suspensión en agua y pesar la cant::aj ne~ 

cesaría para cada dosis. Por ejemplo: 

A un ratón de 25 g. se le administr6 una d0sis de 50:::-.g/kg 

de peso. Se pesaron 4.2 g. del comprimido y se suspendier~n en 

10 rnl de ap;U'i, ;idministrando 1 ml a cada ratón. 
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C. Desarrollo Experimental: 

1. A partir de r•atones infectados con T. cr_!:!zj , en los cuales -

se mantuvieron a las cepas del protozoariD en el laboratorio 

se inocularon g~upos de cinco ratones (por cepa) con el fin 

de construir una curva de la parasitemia. 

2. Con los ratones inoculados con el parásito se formaron lotes 

de seis animales por cada medicamento, uno de los cuales fun 

gió como testigo. 

3. Se realizó una suspensión de los fármacos en 1 ml de agua a -

las concentraciones del agente activo, previamente calcula--

das. 

4. El día de máxima parasitemia se administraron los medicamen

tos a los lotes <le ratones por vía oral, a los ratones testi 

gos se les administr6 un placebo (agua). 

S. Momentos antes de la aplicación de los medicamentos, se de-

terminó el número de tripomastigotes por 5mm3 de sangre, por 

el método de Pizzi. Asimismo se prosiguió el conteo a las -

2, 4, G y e horns posterior a ld administración del fármaco. 

•,. Ll ¡,r<Ji:udirni<'nln :.;" Pepitió 4 Vi::?ces para cada cepa de T. cru 

zi.. 

7. Al t'rmino Jel uxperimento se sacrificaron los ratones. 
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DIAGRAMA DE FLUJO 

Mantenimiento de las cepas y clonas 

en ratone• r• muoculuB) cepa NIH 

Curvas de parasitemia 

l 
Raton~s con parasitemia máxima 

l 
Cuenta de parasitemia por la técnica 

de Pizzi (modificada) 

1 elecci6n del fármaco 
Tratamiento Y 

lelecci6n de la doBio 

Evaluaci6n de la parasitemia a: 

t= O, '2, '~. 6 y 8 horas 
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D. Resultados 

Las cu~vas .:'.e los valores de las parasitemias obtenidas p~ 

ralas distintas ce;as de T. cruzi, utilizadas, se presenta en 

la gráfica :.i. ~ ;:e:sar de tener diferencias ::1arc;:adas en el com

port::imiento de cada cepa el pico máximo de parasitemia de las 4 

se present6 se~eja~te en el día 22 post-inoculación. 

El eíacto que e:je:rcieron los medica~entos sobre la infec-

ción, evaluados ?Or el método rápido de Brener, se resumen en -

las tablas anexas. 

La cepa mG'JZ :io fue sensible al tratamiento con Radanil 

ni con Lampit, en las concentraciones y tiempos probados. El -

mismo resultadc se ?:?:"'esentó con las cepas CID y NINOA. 

La cepa ZPJ\CnILA fue la única de las cepas estudiadas que 

resultó sensible al tratamiento. Tanto el Ra<lanil como el Lam

pit mootr•aron una acción parasi tic ida, provocando la redu-::ci6n 

de la parar;i temia a dosis mayores de 500 mg/kg, siendo el Rada

nil ligeramente má3 efectivo que el Lampit. 

Dado que las cepas MIGUZ, CID y NINOA no logt~ron una re-

ducción aparencs ~e la parasitemia, se decidió probar una clona 

proveniente rla cada cepa. La clona CID-1 resultó sensible a do 

sis de 250 mg/kg de Lampit. Cor. Radanil no se obtuvo una redus= 

ci6n apavcnte de l~ parasitemia con ninguna de las dosis proba-



das, 

:\ do:;is de 100 mg/kg la parasiter.iia casi se elimina a las 

B horas ?Ost-tratamiento. 

La clona MIGUZ-1 al igual que la cepa que la origina es re 

sistente a los tripanomicidas, a las dosis evaluadas. La clona 

NINOA-1 disminuyó al rededor del 50% su parasitemia a dosis de 

750 y lOOOmg/kg, para ambos compuestos químicos. 

Los animales utilizados se sacrificaron un día despué; de 

haberse utilizado en los experimentos. Todos mostraron una pa

rasitemia abundante antes de su muerte. 

2!i. 



1 

--
No. del Dosis Disminuci6n de la 

experimento Droga mg/kg parasitemia (%) 

t= o 2 4 6 8 hrs. 

R 
1 A 500 o o 70 90 99 

D 
2 A 750 o 30 80 99 100 

N 
3 I 1000 o 30 80 99 100 

L 

l L 500 o o &O 80 99 
A 

2 M 750 o 30 80 99 100 p 

3 I 1000 o 30 80 99 100 
T 

Tabla No. l Resultados obtenidos por el método rápido de 
"·"-;, 

tratamiento con Radanil y Lampit, aplicados a 

ratones infectados con la ce~a ZAACHILA de T. 

~ruzi, Con una parasitemia inicial de 2122 -

tripomastigotes/5mm 3 para los ratones de tra

tamiento con Radanil y de 3183 tripomastigo-

tes/ 5mm 3 para los tratados con Lampit. Sin -

efectos positivos a dosis de 125 y 250 mg/kg. 

1 

1 

1 
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Paraaitemia (%) 
(!ll!ll3) 

G~4,,q~8 . 1 , 

cepa: ZA.AOHU.iA 

·~~i8-~l!l~k~)..: -~,?.~~~~~~~~~ 
Control • • ·· • ~-' ·' .,.; 

2 4 

Lampit 

Radanil 

6 

V. 1 

8 
t (hre) 



No. del 

experimento 

1 

2 

3 

4 

5 

Tabla No. 2 

-· 
Dosis Disminuci6n de la 

Dr~ga mg/kg parasitemia (\) 

1 t= o 2 4 6 8 hrs. 

L .. 
125 o o o o o 

. ~. 
250 o o 30 70 90 .. 
500 o o 50 80 95 

750 o o 60 90 100 
--

1000 o o 60 90 100 --

Pes~:tados obtenidos por el método rápido de 

trata~iento con Radanil y Larnpit, aplicados 

a r~:o~es infectados con la clona CID-1 de -

T. cruzi. Con Radanil no se obtuvieron efec 

tos poaitivos. La parasitemia inicial fue -

de 2122 tripomastigotes/5mm3 • 

.. 

.1· 
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Perasite!!tia (%) 
(mm~) . 

40' 

20. 

2 

G~~~los 2 

clo~; o¡n..;1 

DositJ(mg/~g) ll?5~25.<)~50:9, ?~1 10®• 

:control 
Lampit 

4 6 8 
t (hra) 



No. del 

experimento 

1 

2 

3 

1 

2 

3 

Tabla No. 3 

Dosis Disminución de la 
Droga mg/kg parasitemia (%) 

.·. 

t: o 2 4 6 B hrs.. 

R 
A 500 o o o 60 60 
D 
A 750 o o o 60 60 
N 
I 1000 o o o 60 60 
L 

L 500 o o o o o A 
M 750 o o o 50 80 p 
I 1000 o o o 50 80 
T 

Resultados obtenidos por el método rápido de 

tratamiento con Radanil y Lampit, aplicados 

a ratones infectados con la clona NINOA-1 de 

T. cruzi. Con una parasitemia inicial de 

3183 ~ripomastigotes/5mm 3 . Sin efectos posi 

tivoz a dosis del25 y 250 mg/kg. 
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P~rasitemis l%) 
(;¡¡fil~) 

20 

clotlfl: HitfüA-1 

Dosis(~s/k~) :125.?~~~~P,.~~ 
; ,-- ~~·:~;:;:-.(_:!?}:-~ :'\ <>:~·~--~ 

2 lj. 

·C.:introl 

I..empit 

·Radanil 

' \. 
\ 

6 

----~:~ .. :····~--~·:.: ;:.. . 
. • ··I;• 

.. -- --

\ 
\ .. 

.) 
~ 

500,, ?50, 1000 

t < h:rs) 



Perasitemin 
lmm~) 

750 

500 

Curvas de para si tenlia de cua-cro cepas. ;.;ne'd.cenas 
de ~· ~,inoculada$ en r&-1;ones !,~! mu~~tV!l. e~~-
pa ~mr. In6culo l '2t to6 tri:?e>maslii::;at<ls~ · ·· 

-n~&' 
_,,,,___,, aµ 
é • • • • • • lfJIJQA.. 

, ... ,.' 

6 1~ 13 ~ 30 36 42 4~~ '.ill, 6b. 
t (dias) 



E. Discusi6n 

Con bast! en el análisis de las gráficas obtenidas del com

portamiento de la parasitemia de las cepas ensayadas, se esco-

gi6 el período entre 22-24 días para efect_uar las pruebas, _pues 

en éste las cepas presentaban parasitemias elevadas, compara- -

bles en su pico máximo y en algunos casos este pico coincidía 

con los días seleccionados. 

Debido al número tan alto de ratones utilizados en el ens~ 

yo ( 4 O por cepa), la cuenta de la parasi temia se presentaba co

mo un.problema si se hubiese realizado por la técnica de la Cá

mara de Neubauer. Esta metodología es exacta y precisa pero se 

invierte mucho tiempo y sangre del animal en el llenado de la -

pipeta de Thoma, por lo que solo se emple6 en la construcción -

de las curvas de parasitemia. En la evaluación de la suscepti

bilidad a los fármacos se siguió la. técnica propuesta por Pizzi 

(1957) con algunas modificaciones como son: 

a} El volumen (Smm3) se midió con pipeta automática con punta 

de plástico, en lugar de pipeta de vidrio. Esto agiliza el 

procedimiento, disminuye la sangre perdida por adherencia -

al viddo 'J el proceso :;(! realiza con más precisión. 

;; ) Dado que con esta ;aorlil i e.a•~ ión 5e logra una gr·an uniformi-

dad en la distribución tlt! los hemoflagelados en la prepara-

ci6n, r;., ef'lntabili za ron /O eampon c'n lugar de SO como en la 
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técnica original. 

c) Se utiliz6 un objetivo de 10 X en lugar de 12.5 X lo cual -

aumenta el número de parásito contados por car.1po. 

La técnica modificada de Pizzi se utiliz6 por su rapidez y 

el menor gasto de sangre para el conteo de tripomastigotes. Nue~ 

tro s ensayos mostraron que la metodología era bastante precisa. 

Se eligieron los días de altas parasitemias para facilitar 

la observación de la disminución de la densidad de flagelados -

en sangre. Además los ciclos extra e intracelular no estan sin 

cronizados, por lo que no se puede determinar el tiempo en que 

permanecen en la sangre las fases sanguíneas, en forma particu

lar y por lo tanto la duranción del contacto del hemoflagelado 

con el medicamento. Tal incertidumbre puede ~cr menns importa~ 

te para el resultado de este experimento, si se tiene población 

alta en sangre, con lo que se asegura la presencia de tripomas

tigotes con distintos tiempos de permanencia en sangre. Además, 

analizand0 las gráficas de parasitemia se observa que a los - -

días seleccionados, esta persiste en su pico máximo alrededor -

de 24 horas y después paulatinamente disminuye en el tiempo, 

hasta su desaparición. 

I:l l'adanil y el Lampit son compuestos con baja solubilidad 

en ae;ua, ¡1<11· 1 o ·~ue las prueb,1s in vitro de su actividad tripa

nomicida :.;e dificultan debido a la necesidad de utilizar com- -

pue:>to::; r¡uc faciliten su solubtlizad6n, además de usarse aba-
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jas concentraciones. La administración por vía oral en las - -

pruebas in vivo ofrece ventajas importantes sobre las pruebas -

in vitro, como son: 

a) Da una idea más real acerca de la eficiencia de los medica

mentos contra el parásito. 

b) Se asemejan las condiciones de tratamiento en el hombre. 

c) Se eliminan los problemas de solubilidad de los compuestos, 

dado que la albú~ina los transporta en la sangre. 

d) En este caso particular, resulta más económico el ensayo in 

vivo que las metodologías reportadas in vitro. 

La aplicación de los medicamentos es una etapa delicada en 

el experimento. Se debe evitar en lo posible el estrés de los 

animales, por exceso en su manipulación y el daño mecánico por 

la introducción de la aguja. Los ratones en los que no se tie

nen las precauciones mencionadas, presentan una conducta dife-

rente a lo normal, se les ve poco activos, no se alimentan ni -

beben agua. 

Cuando se sometió la cepa MIGUZ a los medicamentos a dósis 

iguales que las utiliz~das por Brener (1984) no se presentó mo

dificación cllguna de la p<H'dSÍtemia en ).as 6 horas transcurrí-

das después del tratamiento, ni aún dos horas más tarde (8 ho--
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ras). El mismo caso se dió en las pruebas para las cepas NINOA 

y CID. Por lo anterior se decidió utilizar dosis mayores (750 

y 1000 mg/kg). A pesar de esto la parasitemia se mantuvo i.iin -

disminuir en forma detectable. Esto nos hace suponer que , . 
..i..CTS -

cepas CID, NINOA y }IIGUZ son resistentes a la acción tripanomi-

cida del Lampit y Radanil a las dosis probadas. 

Al probar otra cepa (la ZAACHILA) los resultados fueron 

alentadores al obtener una disminución importante de la parasi

temia. A dosis de 500 mg/kg de ambos medicamentos y a partir -

de la cuarta hora pos't-tratamiento se obse1,v6 una baja en la 

densidad de flagelados en sangre de aproximadamente 70%. La 

disminución de la parasitemia fue gradual conforme avanzaba el 

tiempo y se aumentaba la concentración de los fármacos. Je tal 

manera, que a dosis ~b 1000 mg/kg y a un tiempo de 8 horas la -

parasitemia apeí1as se hacía observable (Gráfica 1). 

La cepa ZAACHILA fue .sensible a la acción parasiticida de· 

los quimioterapéuticos empleados y por lo tanto validaba la me

todología utilizada ya que si no se había logrado disminuir la 

parasitemia de las cepas CID, NINOA y MIGUZ ésto era debido pr2 

bablemente a que e~tas resultaron resistentes a los fármacos y 

no a errores metodcl6gicos. 

El término "ce;,a" aplicarl0 a '.!'._:_~ es empleado muy fr·e

cuentemente entre los investigadores que trabajan con este inte 

re:;ante protozoario. "Cepa" define a una población del par~si-
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to aislada en un momento dado a partir' de un hospedc1•0 de·! c•rmi

nado y mantenido a par•tjr c:lc .:;u clÍslillniento por par;,!:' 1•11 ,_.¡ l.'1-

boratorio (Deane, 198!¡). Las cepcts por lo tanto r,uc?den c:;l.1r -

con st i tu idas por divcp:.,as p<>blac ioncr; heterogéneas de T. cr•uzi. 

i.:sto nos motivó a l>roJ.,ar una clona obtenida ¿¡ partir de ca 

da cepa resistente a los fármacos. 

La clona CID-1 result6 adn más sensible que la cepa ZAACHf 

LA, teniendo una reducción de alrededor del 30% con dosis de 

2 5 O mg/kg. Unicament e present6 sensibilidad hacia el Lampi t, -

ya que el Radanil no produjo reducci6n en la parasitemia en las 

dosis probadas. La disminución en la parasitemia se manifest6 

hasta las ·4 horas y aument6 en forma gradual hasta las 8 horas. 

L~ dosis-respuesta fue tambi§n gradual obteniendo casi 16 ~1l111l 

nación de los parásitos en sangre a dosis de 1000 mg/kg (Gráfi

ca 2). 

La clona MIGUZ-1, al igual que la cepa original, fue resis 

tente a ambos medicamentos. La clona NINOA-1 presentó reduc- -

ción de alrededor del 50% a dosis de 750 y 1000 mg/kg para am-

bos productos químicos (Gráfica 3). 

Las diferencias en el comportamiento frente a los fármacos 

empleados es un ejemplo más que muestra la heterogeneidad de 

las poblaciones de T. cruzi que se encuen~ran en la naturaleza. 
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Dos de cuatro clonas fueron sensibles a la acción de los -

tripanomicidas. Ade~&s algunas clonas se comportaron diferente 

a las cepas, como en les casos de laa clonas CID-1 y NINOA-1, -

mien~ras que la clona ~IGU:-1 no varía con relaci6n a .la cepa 

original. 

En la introdu·::.:i5n teórica se menciona el mecanismo de ac

ci6n tripanomicida de los productos evaluados. También comenta 

mos que los medicamen,os no han mostrado una eficiencia en la -

cura de la Enfermeda: ce Chagas en todos lo~ casos probados. 

El mismo Brener (192~) reportó cepas sensibles, así como resis

tentes a ambos fármacos. 

De los resultados obtenidos se observa que las clonas y ce 

pas que resultaron sensibles req~ie~en dosis mayores que las 

utilizadas por Brener (1984) para lograr reducciones compara- -

bles. 

Hay que menciona~ que si el tiempo de permanencia de los -

tripomastigotes en la sangr•e es muy corto por penetrar a las cé 

lulas en un breve la; so, la acción tripanomfoida de los fármacos 

tal vez no alcancG a afectar en forma importante a los hemofla

~elados. r:ste es un f.r~c}¡r) c·xr"'"ri.H1ental que reportó Brener - -

(1969), citando cepas ~e T. cruzi que penetran muy rápido a los 

leji.d,):; del hospeder:i ; otras que per·r;.i.sto11 al;~unas horas en 

sangre circulante. E:n dichas cepas el efe,cto del medicamento -

podría enmascararse. ~n las cepas utllizadas en el presente 
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F. Conclusiones --------

El método uti.li:::ado por Brener en 198 1{ se adecu6 a ·lafi con 

diciones de laboratorio para evaluar la susceptibilidad de ce--

;¡as mexicanas de }'_:__~::i. in vivo a dos fárrnacos, Radanil y La!!! 

pit, únicos utilizados en México para el tratamiento de la En--

fermedad de Chagas. 

De acuerdo a la experiencia adquirida podemos hacer los si 

guientes comentarios: 

a) La técnica es muy precisa y nos da una idea muy cercana a -

la realidad. 

b) El bajo costo, ra;J;_d,_z y se!lcil10z, son características .muy. 
\ 

convenientes de ésta técnica. 

e) Se pueden probar otros medicamentos tripanomicidas. 

Para la precisión de la técnica basados en nuestra expe- -
t 

riencia, proponemos utilizar· una amplia gama de dosis y cepas, 

así como de clonas de estas mismas. Lo que es aún más importa_!! 

';e es contar· con una alta d 12nsidaJ de flagel.:idos en sangre; ob-

servar el comprotalliiento de los f 1,,;,gelados dé! Ci'tda cepa median-

Pizzi (modificada) para realizar la cuenta de par~sitos en san-

36. 



De acuerdo cbn lns r~sult~dou oht~nidos podemos concluir -

1¡ue de las cuatro cepdG utilizaoa:; e11 el experiml'nto, solo una 

result6 sensible a la acci6n tripanomicida de los medicamentos 

evaluados. Las clonar; obtenidas de .1 iJ s cepas expe1·imentales se 

comportB.ron de manera diferente a excepción de la clona HIGUZ-1. 

De eGtos resultados podemos decir que dentroo de las cepas 

mexicanas de T. cruzi existen cepas sensibles y resistentes a -

lu3 fármacos Radanil y Lampit. Debido al diferente comporta- -

miento entre clonas y cepas podemos hablar de la heterogeneidad 

de las diferentes cepas. 

Debido a que se necesitaron dosis mayores que las reporta

das para las cepas brasileñas para observar disminuciones seme

jantes en 1a parasitemia, podemos hablar de una mayor resisten-

cia de las cepas mexicanas a estos fármacos. 

Es necesario aumentar el número de cepas en es.tas pruebas 

para obtener conclusiones más contundentes acerca de la sensibi 

lidad de las cepas m~xicanas en comparaci6n con las brasilefias. 
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