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1.1 PLANTEANIENTO DI PROBLENA

Bl agente etiolégico de 1a enfermedad de Chagas es

Trypenososa crusi, protosoario flagelado pommllonu‘n';‘ orden

de 108 cinetopldstidos, se transaite al hombre y otros mamiferos

por insectos hematofagos de 1a subfamilia Triatominae (Hemiptera: )
Reduviides). Se han encontrado transsisores lntoct“oi"m,':n?'f.._.:'t'. =
paralelo 42 norte en los Estados Unidos hasta el 43 sur en
Argentina, se considers que el dres de dispersidn co.oprom.u e
husano, se inicia en el norte a nivel de ll‘ndcp yvl.‘l._ovgn-'bdr"“ol:'.'
sur hasta el rio Wegro en mdntlm, o8 decir, entre ol piriloio e ' ‘
38 on o1 norte hasts el 38 en el sur (lron.r, 1977; ors, 1!!‘:- :':; 

IOllﬂl, 1963).

- Segin estimaciones de la Organizacién li\iMhl de la ul\;d, -
hechas a partir de estudios mooplduloldqlm, existen. om.
a2y u millones de personas infectadas en utlnomuoa con .

‘ I'rypanolou cnui, -y nproxludnonu unos. 90 lnlonu do o

‘ lndlvtduoo olun on rum de ndqulrlr h 1ntocc16n (lnlo, 1»0).

n nuestro plu dom 1940 en que lunottl cmnlco la
existencia de la enfermedad, se han ducruo nudodor de soo~

i e

casos, cantidad que ruultl lnllqnincnnto pues se conlldon quo o SR

en Latinoamerica oxuun u -lnonu de: pouonn lnncndn ('hy, S

;907: Velasco, 1986; Barrera, 1992),
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Las enfermedad de Chagas ha adquirido gran importancia debido
& sus elevadas tasas de morbilidad y mortalidad. Desde el punto de
vista epidemiolégico es convonhnto analizar la triada de esta
enfermnedad, ya que la conjuncién de las variables de los tres
elementos que la componen hacen que el padecimiento se presente,
Los tres elementos en cuestiodn son: el agente, el huésped y el
smbiente (Schmidt & Roberts, 1986 Seledon, 1987).

1.2 ONETIVOS
ORJETIVO GRNERAL

Bstudiar el comportamiento de cuatro cepas ds T. crusi
utilizando como modelo experimental ratones albinos de la cepa NIN.

ORIJNTIVOS PARTICULANRS

a) Conocer la duracion de la parasitemia,

b)v Sequir el eoipoiullonio de la parasitemia a través de eu

tiempo de duracion.

1

- dure la parssitemia,

- d) Dotoynsnlr 1a atinidad de las cibn para difo:ontu organoa

) y tojsdol.

e) Determinar la virulencia de ‘lu._ cepas estudiadas.

. e) Dotor’nlnir la morfologia predominante durante el tiempo qua -
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3.1 TANOWOMIA DB T. crusi ,
u"po,llcion mbnauc. de T. crusi es la siguiente: es un

protozoario flagelado pertensciente al Phylum Protosos, Subphylua

s:rmumu,sworcluo luutlgophou. Clase wctmﬁ.

Orden Kinetoplastida, Suborden Trypancsomatina, Pasilia
Trypanosomatidae, subfamilia Trypanosonatinae, 'uﬁoro S
rrmmm Subgénero lohhotrymul y Bapecie cmu (nmm, .

1977; schaidt & Roberts, 1989; Zeledon, 19.7).

2.2 CICLO BIOLOGICO

De acuerdo a " cmmmun propussta por llono (l”l), '

‘en su ciclo biolégico prmnta cultro hnu ,

umxma - 1ntucoluur. de torsa uconau u oval,mide

i fdo 1.5a 44 do didmetro, presenta un nicleo y un clmtoplneo.v

el flagelo uu reducido y se encuentra en el citoplaesa, por 10
tanto no tiene tlnqolo libre y e ‘reproduce por fisién btmria' i

. tormando ncululu que m conocldo. como nmon de uuttgotu.

- PRONASTIOOTE: esta fase u encuentra en el huupod lnvorto-
‘bndo, o !uluom, con un ndcleo qnndo. el clmtopluto se
‘ oncuontn on polictdn .ntorlor Yy dlltal con rupocto al. nucloo."

o flagelo no tiene nlbrm ondulante y nide aproxluducm:o 30'-_-.:

_um de largo.
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EPINASTIGOTE: el cual es fusiforme, el nicleo se encuentra en
la porocién media, el cinetoplasto estd colocado en posicion
anterior muy cerca del micleo, cerca de é1 sale el flagelo dando
lugar a una membrana ondulante pequeia. Mide aproximadamente 20 um,
pero puede alcansar hasta 25 o 30 um. Bsta es una fase de
reproduccion, se produce por fisién binaria y la encontramos n oi
tranemisor y en los medios de cultivo. '

TRIPONASTIOOTR: ésta es la fase infectante para cullquhl"- S
mum, o] ndcleo se encuentra en la regidn media, el clmtoplnto'

estd en la regidn pontorlor Y cunu COn respecto ll mloloo, corcl

de 41 se origina el flagelo que recorre todo el cuerpo y um-.um,
meabrana ondulante que sale libre por la regién anterior, mide -

aproxinadamente 20 um de longitud. De acuerdo al hudsped en que se

localicen se dietinguen dos tipos, el triposastigote sanguineo en

el vertebrado y el tripomastigote metacfclico en el ihiormtld_o
| ‘(lrii!pr, 1977) schaidt & Roberts, 1989) Seledon, 1987).

| 2.3 CARACTERISTICAS CLINICAS DB LA INFRCCION

De acuerdo a la cantidad del indculo, la virulencia de la
cepa, la edad, el estado nutricional as{ como 1a respuesta
inaunolégica del huesped van & variar las manifestaciones jcll"iniga',a' o '

' de 1a inteccien por Trypanosoma crusi (Dias, 1990; Romafia, 1963).

e i
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B} periddo de incubacién en el hombre es de cuatro a doce dias
y después aparecen los signos y sintomas clinicos, sin embargo la
mayoria de las infecciones humanas son asintométicas, En ls
enfernedad de Chagas podenos distinguir tres fases:

PASE AQUDA: frecuentemente pasa inadvertida, siendo mds comin
~ observarla en la primers década de la vida, en este etaps se han
descrito signos localss o de puerta de entrads de la infeccién y

alteraciones sistémicas. En el 30 § de los casos la infeccion se -

inicia en el ojo, el cual se conoce como signo de Romafla,
encontrdndose edema palpebral indoloro, vtollobo,, qQue M

~ extenderse & 1s mitad de la cara; ocasionslments se acoupafs de
‘secresion conjuntival, habiendo tambien congestién e hiperemis
conjuntival, acompafdndose de ‘ldonopltu satélite, principalments

preauricular. El chagoma de inoculacidn cutineo que se ha ducrlt.o

on ol 23 § de los pacientes) es una lesién circunscrita, con odul v

duro, indoloro y que & Veces se ulCers, habitualmente . 1o

encuentra en lup-rtlcln descubisrtas dol cuerpo, con una wol\wm‘

de uno s dos meses Yy Que mlporm nponumu.nto dejando una
1 plgunucton apenas perceptible (Dias, 1990) Perlavagorsa=~

_Ssumlevics & Nuller, 1987; Schaidt & Roberts, 1989).

‘B8 muy ‘probable qno adends de la lntocclon local, sl cMoeu

'uu ortqimdo por una reaccion nurqica contrl la ssliva: dol
__insecto (Costa et al.,1981; Coura et al., 1989} Cuba et al., um -

Dias, 1982; Mott et al., 1980).
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Adends de las unitintaolonu localss, podemos encontrar
tiebre, continua, remitente o intermitente, de predominio
vespertino, acospaiada de malestsr general, cefalsa, astenia s
hiporexia. En 1la asegunda semana se puede observar edema
generalisado o en cars y extremidades inferiores, blando, siendo
wds comin en nifios., Se presenta linfoadenomegalia generalisada, los
ganglios son méviles, indoloros y puede perdursr poi- varios meses;
afecta principalmente los cervicales, axilares e tmlmloﬁ. La
" hepatoesplenomeqalia, o woderada y dolorosa. En esta stapa también

podemos encontrar -ioonrdtttn aguda y es posible observar las
alteraciones con estudios radiolédgicos y oloctrocudiogrdﬂco-.-.

* asto es »ds factible observarlo sn infantes (Dias, 1990).

PASE CROWICA: en esta fase se establece un o(uhibrlo dinasico
entre 1os pardsitos y 1aa defensas del huésped. Se caracterisa por

parasitemia bajs y no detectable y un n!volilovndo y‘poutpt'onto

.de anticuerpos. Las lesiones inflamatorias lon mininas en esta

!yuo, surgiendo a largo plasc mayores © menores grados do tibrosis
y sustituycion de tejidos deatruidos por los tripanosonas. las

manifestaciones clinicas dopondiun del lugar y de 1ls extensidn de -
1ss lesiones producides durante el curso de la infeccidn, a través

de una aserie de mlnhm'thlop.toqdntcol' (Dias, 1990).

Pactores ligados a los pardsitos (cepa, virulencia "y

antigenicided) y al huﬁbod (edad, sexo, estado nutricional,

| actividsd y rointocciom-) son cipccu de influir en el curso d-‘gli :

T



enfernedad y redundar en diferencias individuales o regionales del
padecimiento (Dias, 1990).

Pasada la fase aguda, la gran mayorfs de los pacientes pasard
a un perfodo oclinicamente silencioso y sin wmanifestsciones
detectables: 1a fass indetarminada. '

PASS INDRTEDWIRADA: ésta podrd persistir indefinidamente en un
nimero considerabla de pacientes (30 a 40 §) o evolucionar a una
forsa clinica detinida, en un tiespo mds o menos largo (10 a 20
afos).

" La tase crénics s 1a que mds frecusntemsnte se encuentra on
1a prdctica wédica y las alteraciones 54s frecuentes que ‘onoo'n-,
tramos en ella sont la cardiopatia cluqlllcu crénica, la esofa-
gopatia o megasedfago, la oolopatia o mlom aunque taabién
podenos (mnt_nt slteraciones en duadeno, vuuu'qo, intestino
_ delgado, higado, viss biliares, péncreas, bronquics, pulwonss y
sistema urinerio (Carrasco et al., 1983 Dias, 1987 Dias, 1990
Romafa, 1963).

BN h“onumdad de Chagas se puede hablar de un ciclo ollﬁolé
'tn_ Y un ciclo doméstico, aunqua u trata en ronltdid, de una
vuﬂodu da ciclos integrados e interdependientes de T, crusi, que :
son el resultado de procescs y wecanissos ecolégicos y socislas S



bien definidos, de los cuales resulta la enfermedad humans. La
participacién del hombre en 1s cadena epidemioldgics de 1la
enfermedad, se inicia cuando este invade y modifica el ambiente
silvestre (Dias, 1990).

Debido a la gama de signos y sintomas que se presentan en la
enfernedad de Chagae en humanos, se ha pensado que cada aislamiento
o8 en realidad una mescla heterogénea ds poblaciones de T. crusi y
que las diferencias en la virulencis en distintas regiones se deben
s esta hdtoroqomtdud y 1la caractsrisacién bioldgica y btoquti_ica-
es importante para explicar algunos npocmvdo 1a epideniologia do
la enfermedad (Andrade, 1983) Brener, 1983; Gongalves, 198%;° .
Gonsalss, 1!55) . :

3.4 mwlﬂ DB CRVAS DB ?.crusi

'La caracterisacidn de cepss de T. crusi estd basads en el
conporuitdnto Que presentan en ratones inoculados y en el
desarrollo en medios de cultivo (caracterisacion bioldgics), pero
" tanbién se bass en las uoonnin y sndlisis de simodencs o en los
‘p'nn'lovl de DMA de cinetoplasto (kDNA) por endonucleasas de
v 'rutrtccion y o} mlllvll"' de esquisodemos (caracterisacidn
Moﬁutui&o)(uord ot al,, 1980) Carrsno et al., 1987; Avila ot_ al.,
1990 ; Mimori et al., ‘nn‘).‘ ' | ‘ '



3.4.1 CARACTERIZACION BIOLOGICA

Existen diferentes estrategias que pueden sar utilisadas para
4l estudio de la caractarisacién bioldgica de cepas de Trypancsosa
crusl en condiciones experimentalas. Uno de ellos es 1la
amplificacién de 1a cepa aislads dal pardsito por medio de pases
sanguinecs seriados en vertebrados (Braner, 1985).

Esta caracterisacién cosprands los siguiantes estudios:

A) Morfologfa de los tripomastigotas sanguinecs

B) Curvas de parasitemia en ratén albino

C) Células infectadas de las formas unqu(nou
D) Caractarfsticas de la infeccién in vivo ‘
B ‘Suscaptibilidad da formas sanguineas a suero inmune s
» Virulencis y morbilidad o .

') sensibilidad a férmacos |

2.4.2 WORFOLOGIA DR LOS TRIPONASTIGOTES SANGUINEOS Y CURVAS DR

Brenar ducribio divonon patronas lorromqicoo de las tonn
unqu(nou do Trypanosoma crusi 1os cuales astén’ nlnciomdn con
“las curvas dq parssiteaia observados an hullpodn ‘infectados. Bl '
~ plco 'de "pnnitnh se pnnﬁto alos 7,12y 14.dfas da snfncioﬁ o
~ (Brener, 1985). | ' ' ‘



FORS SANGUINEAS

Las formas delgadas (tripomastigotes) provocan una mayor
Lnt_ocqmn on las células del misculo que las formas gruesas

" (Brener, 1985).

CARACTRRISTICAS DB LA INPRCCION IN VIVO

Ln formas unqutmn dolqadu prcnnun uns uyor cantidad de
“nultipliclcién Y - presentan - parssitismo sn Mgodo y buo .'

) (rottcnlotrophlo): mientras que lae torsas unwlmu gruesas

pnnntdh un incremento lento en culntofl'pcrnlto‘nh‘ con into_nnj
ltpdlrdiotrqpilu; Las . cepas puodonb ser 6lli1ttcldl_i ‘OOIO“
* macrofagotropismo  y no ucrothotropuio. en luger de
‘ . mlculotromuo y lioclrdtotroplno respectivamente | '

( lunor. 1905) .

 SEMSIBILIDAD A FARMACOS

v mintlou lutora’l Mn empleado clinicamente f4rmacos como -

- Wigurtimox y bensimidasol. Los pirltlto:' gueron - ‘lnoeuhdoc' ‘on
, ,rltonu y estos lnlulu fueron tundol duunto 20 dlu con dlcho-

umcou (100 lq/kq) por via oral. Se rnltnron oxtlonn de nnqro
trncn Yy pruobu de 1n|unoﬂuoruconcu . Bl unqo de. nnllhluud; o

~de uto. faraacos fue detectsdo en la uyoru de las cepas, llllldo‘ o o

altamente susceptible para ambos féraacos (Braner, 198%).



Otros estudios que pueden realizarse son: infectividad para
vectores, crecimiento y diferenciacién en medios de cultivos
celulares y acelulares , aglutinacién y lisis de tripomastigotes
sangufneos en presencia de suaro inmune

(Brener, 1985).

Gensralments tienen que ser demostradas las posibles

ssociaciones entre las cepas de frypcmqou crusi , inteccién, ‘

caracterfsticas epidemioldgicas y manifsstaciones clinicas de la

enfernedad (Carneiro et al., 1991).

La caracterizacidon morfobiclégica de vquoiftlm dq*cgp’ni-
puede producir interesantes resultedos que pusden ser susados a los

‘siguientea:

1) Un elpo urtlcuur ‘de cepa puede prmlnu on un lm v'

qooquuu.

2) Las ccpu de dlunntol ttm puodon lontur cmlc“nv '

- antigénica diferents.

f 3) 1a -ulenptibiudm y resistencia 8 umco- .xmm cotulueldnl

. eon cml de varios tipon ‘ ,
4) Las cepas qno son del mismo tlpo ' thmn pntronn lnullttcoo

sini llru .

'5) Los tlpol do copu de rrypamon cnui apnncon do nnou nds ; :
: importante on ls dcnrllmcion dcl curso do la: 1ntocc16n quo on ol'

'llpocto qomtlco dcl hullpod (Mldl'ldl, 905). o



El estudio de las diferencias entre las cepas de Trypanosoma
cruzi estd basado en las caracteristicas tales como; virulencia y
patogenicidad, tropismo tisular y morfologia del pardsito en sangre
periférica (Andrade, 1985), | '

Estudios experimentales han mostrado que diferentss cspas dq

rr);panolou crusl 'dsterminaron lasiones peculiares on tejido

durante la fase aguda ¢ consecuencis de un tropisso espec{fico y : E '
, prodolinnnt- para difsrentes tipos de células de ,‘l'nl'u'ro','i ‘
(macrétagos, misculo uquol‘dco. -rduco y neuronas). Dl!onntu ' _
tipos de reacciones celulares y rupuutu 1nluno16¢icu pundon ur : _
orlglnndu debido a lol antecsdentes gondtlcol dol nnlul do'

‘ oxporluntaclon utluudo (Mdudo, 1988).,

- Paréwetros estudiados incluysn el povr(odo'._ ‘prspatsnts, .
pnti"om- de infectividad de la ‘cepa, virulencia en animalss :

lntocndo-, evValuacién hutopctoldqlcl de aniumales lobrovtvhntu

a la infeccidn wudn (p.ro dotontmr que un organismo o capn do-‘
producir ontorudu crdnica). 1a susceptibilidad de varias upociu o

de cepas de trilmlm y las clnctorutlcn del orqnnino on

sedio de agar umn y cultivo tisular (Domru 6 ll.nhnn, 1”3). R

La vlrulonch y pltoqoniclm puodln ser doﬂnldn oon;

" raspecto al conporullonto da Trypanosoma crusi.

w



La virulsncia es la capacidad del pardsito para multiplicarse
dentro dsl huésped ds experimentacién el ocual pusde ssr
influsnciado por diversos factorss. La patogsnicidad ss un cardcter
intrinssco y es reslacionado con 1a habilidad para producir lesionss
tisularos y mortalidad (Andrads, 1983%).

El curso de la infsccidn sn. sl hudésped vsrtsbrado puede ser

evaluada por un periodo prop.untl, curva de bunltnu Yy

mortalidad que puede proporcionar lvldmciu sobrs 1la virulsncia dol o

parllito (brensr, 1985).

De acusrdo a su virulencia las cspas pueden agruparse on:

A) ALTA VIBULENCIA: Causando 100% ds mortalidad, y presenta

como caracterfstica la predominancia ds trlpoﬁnthqtu éo;i kq:fu-

auy anchas L frotis sanguinaos . Prssanta un periodo pnpotont_ov-
gy corto dls-lz dfas , la nyoru ds los lniuln’moron entre

los 30-30 dlu. existe una alta ponlttnu de 23 X 10° /ll‘

o (cnrnllro ot. 01.. 1991; Brsner, 1905).'

l) \mm.-cn Il)n t No causa lortnudnd Yy prodonlnln los
trlpoluthotol do torlu anchas. ll perfodo pnp.nntl o do 8-
10 dfas, ss pressnta parasiteaia alu‘ (6 X'10* / ml) tuo dltocuda‘

a los 23 -29 dfas de infeccién con animales qus lobnvivloron 1a

fass aguda (Carneiro et al., 1991; Bransr, 1985).

. .'.13”___



C) BAJA VIRULENCIA: No causan mortalidad, las formas
sanguineas no son dascritas debido a qus ss muy baja la parasitemia
(10* pardeitos/ml). Induce infacciones con un largo perfodo
prapatente (11 a 30 dias) la parasitemia sa prassnta entre 21 y 40
dias ds infeccién (Carneiro et al., 1991; Brenar, 1983).

Existe una relacién entre la virulencia de la oceps de

Trypancsoss crusi en la lntoccun aguda y la morbilidad en la fase
crénica. La pressncia de pardsitos tisulares en la fase crénica se

sncuentra relacionada directaments con la virulencia (lrmr,'
1988). '

En ratones inoculados con pardsitos de cultivos difdsicos, ln_
virulencia de la ceps varfa segin el tiespo de cultivo, C

Los cambios sn la virulencia mostraron diferenciss marcadas
entre perfodos de alta y baja virulencia (Deneris & Narshall,
1902).

ll-tojidé cardiaco destrufdo de anisales un mes despuds de la

infeccién mostré wiocarditis = supurativa aguda con numeroscs
histiocitos y muchos amastigotes  identificables,  sabas
caracterssticas de una infeccidn temprana. £l tejido 1nt.it1hni de
estos animalss mostraron solamente hiperplasia linfoide '(Dohqxll 3
Marshall, 1982). e
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El tejido cardiaco destrufdo, dos meses después de la
infeccidén fué tipico de un infeccién aguda, mostrando desorden
miofibrilar difundido asociado con depésitos de células inflamadas
(Deneris & Marshall, 1982).

Los patrones de infectividad, patogenicidad y virulencia

pueden variar considerablemente entre cepas de Trypancsoma crusi

aisladas de animales y del hombre, estas diferencias pueden ser

eNplicadas como la adaptacién de una cepa particular para estos
huespedes. Estos patrones determinan la habilidad de la cepa para
ser transmitids y por eso es importante para el ‘conocl.l.ntd de la
epideniologia de 1a tripanosomiasis americana en una drea
particular (Deneris & Marshall, 1902). |

Estos “t“i“ incluysn ouporlunto-‘ d‘ulgmdo.; 'plri

deterninar la infectividad y virulencia de una nueva ceps, el

nimero ds tripomastigotes metaciclicos en el cultivo es :luy
importante (Deneris & Marshall, 1992).

TROPISND : k1 tropismo tﬁuluvu uno de los aspectos nds

‘importantes para la distincion de varias cepas de Trypanososa

crusi (Andrade, 1983).

Se revisan cortes histolégicos de varios érganos R ‘cerebro,

coinzdn.‘ bn,o{hlqndo y misculo esquelético. El ,‘nivol do;' :



infiltracién inflamatoria y localizacién preferencial de
amastigotes en dichos érganos determina el organotropismo

(Ccarneiro et al., 1991),

El parasitismo neuronal ( neurotropismo ) en ganglios
nerviosos periféricos es otro aspecto peculiar de algunas cepas

{(Andrade, 198%).,

NORPOLOGIA: la evaluacién del porcentsje de formas sanguineas
anchas 'y delgadas de trlpou-tidotu eh ssngre porl“ric'l de
ratones ln‘ncndoa pudo mostrar la diferencia de cepas quo pumn
ser caracterizadas por esta morfologia .

(Andrade, 1983).

Las ,‘!onu delgadas predominan en una virulencia slta y en
cepas udrongotréptcu y las formas anchas prodolinl_nf en baja

virulencia y en cepas -1otr6plcll (Andrade, 1903).

Las tormas delgadas son “l -ulcoptlbldl | las dotoniii
lniunoléglcu cuando se . inyectan intravenossaente a ratones
lnlhnol, [ ln‘vltro, las formas delgadas son susceptibles a lisis

- por sueros inaunes homélogos 'y heterdlogos (Andrade, 1903).

- Esto es un ejemplo, de uns posible cornlncién optn ‘una

.lulttpuclc“n tclprina 'y rdpida, con o1 prodonintd_do';f!br-:n'l

“delgadas y nc;o!aqbtroptno. Al contrario, la nult,lplil_clg‘“n”b.'j.'f s
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Yy progresiva ohdgervada en las mismas cepas coincide con el

predominio de formas anchas y miotropismo (Andrade, 1985),

2.4.3 TIPIFICACION DR CRPAS DR Trypanososa crusi

Los pardmstroa tomados en cuenta para estos estudios iom 1a
evolucién de la infeccién, el perfodo prepatente, las curvui’dn
‘pnuit:nh, 1a morfologia del pardsito en sangre pori‘“'rlén,.o‘l
tropiamo tisular, las lssiones hhtopatolégicn y lony rangos do
mortalidad en relacion con la 1ntocélon del ratén (Andrade, 1985).

Las copin de Trypanososa crusi pueden ser divididas en tres
tipos de acuerdo & una descripcion eatandar basada en la lorf_oloq1§ -

del pardsito en sangre periférica, en la vltuio_nch y

~ patogenicidad, reflejando los intervelos de mnum 'y lesiones
tisulares (Andrade, 1983), : '

Los tui tipos pueden ser establecidos de la .niquhnvt'o forma:

~ PIPO I: Cepas con un rango de multiplicacién répido con ﬁna :
. parasitemia méxima y mortalided ds 7 & 12 dfas de infeccicn,

prido.tnlndo las formas dslgadas y sl macrofagotropismo en la fase - -

temprana de la infeccién (Andrade, 1985).

17



TIPO II: Cepas con una multiplicacién relativamente vbaja con
picos de parasitemia irreqular de 12 - 20 dias de infeccién con
. intervalo; de mortalidad miéximos, predominio de formas nﬁcha’s con
un bajo porcentaje de formas delgadas en la fase inicial de la
inteccioén, miotropismo con desarrollo predominante de miocardio

(Andrads, 1985).

TIPO III: Baja -ulilblicucidn, con picos de ‘pnruitnh -

tardfos altos (20 a 30 dfas después de la 1ntocc16n). lntlrvalol

bajos de mortalidad dssde el quinto dia de la 1nf¢ccién, prcdonlnio -
de formas unchu a través del curso de'la inuccmn Y llotropluo'

~ con conpnclcionu del misculo esquelético pro_d_onnlnto_unto,‘.

(Andrade, 1983).

18

Y



CAPITULO m




3.1 DIAGRAMA DB PLUJO

PARTE BAPERIMENTAL

mm“im

l

{wnumu]’

l

VI s

J




3.2 WATRRIAL, RRACTIVOS Y EQUIPO
3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Las cepas utilizadas fueron aisladas en el estado de Nayarit -
do'ditorontns fuentes:
' CRPA CONPOSTELA: aislada de triatoma
CEPA V2R: aislada de reservorio silvestre
CIPA PARRA (MA): aislada de trhtoyu
CEPA PR: aislada de reservorio doméstico

- Ratones albinos de 20 - 22 g de peso (Mus musculus) de la cepa

NIH, , v :

3.2.2 NATERIAL DE LABORATORIO )

Y

‘Pipeta de Thoma para cuanta da‘016bu1§|vbllncdl.”'

Camara de Neubauer. ,
Tuberia de hula con boquilla,

,Plpiial Pastaur..

~‘l¢chqr9 da aﬁnlon.

- Asa bacterioldgica.

|  ? cxntn'inltljo. N

- Espdtula de acaro inoxidable.
- Algodén. | |
if Guantas de latex.

_ -‘Cubrobocl.

_lzbinﬁ,:



3.2.3 REACTIVOS:

cloruro de sodio ( PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY, S.A. ).

Fenol ( J . T. BAKER S.A. DE C.V. ),

Etanol absoluto ( MERCK ).
Agua destilada.

. = Solucién madre de Gismsa.

3.2.4 BQUIPO;

Autoclave !ndultrinl stoolo Prolto uodolo 21 L

l.lanln qunntlrln ouAus ‘
- Balanza snalitica SARTORIUS'

Microscopio binoculer CARL ZEISS. WEST GERNANY

Rotrlqorndor CABHERS
uicrotolo marca Alorlcln Optlcnl -odolo 820.

3.3 NETODOLOGIA

/3.3.1 CURVA DE PARASITEMIA

© . un loto de 1 ratones se inocullron por via 1ntrlp¢r1tonoa1f”
con 5 x xo° tripoinstiqoton snnguinoos prov-nlontcl de’ rntonggjf‘i};:“

intactadoq on los quo se -lnti;no la cepa. Los ratones se revisaron
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cada tercer dia , obteniéndose una gota de sangre por medio de un
pequeiio .corte en la vena caudal y evaluando la parasitemia por
cuenta en Cdmara de Neubauer. (Perlowagora, 1978).

3.3.2 CURNTA DR PARASITOS

Cuenta en cdsara de Neubauer

Al quinto dia después de la inochlacién se empezd con la

revision hemética de los ratonee. Una ves que aparecié la

parasitemia se realizé esta operacién cada tercer dfa de la

siguiente manera:

1) Se prnctico un pequefio corto.on la vena caudnl del rit6n. -
) Se tomé sangre directamente con la plpotl do Thonn para la
: cuontl do glébulos blancol hasta la llrcl do 0.5. .

3) Se aforé con cloruro de nodlo al 0.05 $ hasta la marca do 11,

4) s. depositd la nuestra homogeneizada on la cll.tl de Neubauer, .

5)_COn;iliobjotovdo deterainar la cantidad de tripomastigotes
: lnnqulnoou por nilimetro cibico, se contaron cuatro cuadros qrandoi
utilinldol para la cuenta de loucocltol de la cémara y nnltlpxicnr

. o) nuloro de purllitol contndol por 50 (!lctor de dilucidn).

Para la dolintocclbh del material se uiilizo tgnoz'nl 58,

2



3.3.3 ORGANOTROPISNO

Después de extrafdos los é6rganos se lavaron perfsctamente en
agua destilada aproximadamente durante tres minutos, se fijaron en
foruoi al 10% , despuéds se lavaron en agua corriente durante diesz
minutos y se les dié el siguiente tratamiento: ‘
1.~ Deshidratacién de los érganos.
2.~ ‘Inclusién en parafina.
3.~ Desparafinacién de los érganos.

4.~ Coloracién por la técnica de Hilntoxllinl-ponina;

Todos los pauouil seguir en esta técnica fueron realizados en

o Departasento de Morfologia de la Escuela Nacional de é;.nclii

| Bicldgicas I.P.N. (Burck, 1969).

Los cortes se roillznton con un grosor de seis licrnl_y se

revisaron al microscopio.
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RRSULTADOS Y  CONCLUSIONES
4.1 RESULTADOS
4.1,1 CEPA PR

La parasitemia de ut‘a cepa mostré baja patogenicidad ya que

el 90% de los animales evolucionaron a la fase crénica ‘do 1-

lntocc,hm (Tabla 1).

Se obasrvé la presencia de parésitos al cuarto dfa de inoculacién '
alcanzando el pico mdximo al vigésimo quinto dfa cuya dunclén fut

de 50 dfas. Se observaron predominantes formas sanguineas delgadas

largas,
4.1.2 CEPA PARRA (CLOWA 1)

Los ‘niveles parasitémicos de esta cepa se prount”uon: al

quinto dfa‘ de inoculacién ob..l\‘v‘l\d@l.v el pico méximo al vigésimo

sexto dfa de lntoccidn. Se observé baja patogenicidad ya que el 908
‘de 108 ratones evolucions a la fase crénica (Tabla 2).Las formas.

v : 'pfidgi,lnnn£o| fueron anchas largas y con una duracién de 49 afas.

4.1.3 CEPA V2R

~_Esta cepa presenté baja patogenicidad debido a que ol iq} de
- los ratones evolucionaron a la cronicidad. La parasitemia p“f; :

‘presenté al sexto dfa con un pico miximo en los nlvoli_i

s L i s e e T i e 2



parasitémicos al trigésimo cuarto dfa (Tabla 3), El curso de la
infeccién tuvo una duracién de 50 dias observdndose la presencia de

formas anchas largas.

4.1.,4 CEPN COMPOSTELA

El curso de la infeccién de esta cepa fue de 49 dtil’caulando]

una mortalidad del 70% en los ratones por lo cual se considera de

alta patogenicidad.,  El perfodo prepatents fue de 5 digi

observédndose un pico méximo de la parasitemia al viq‘-ilo sexto dfa

(Tabla 4).

Ss observé pardlisis de lionbron inferiores en un 60% de los '

aninales. Las for-al sanguineas observadas fueron tripollstiqotol .

anchos larqou Y dolqado- larqol.

4.1.5. ORGANOTROPISMO

_ ‘Las cepas PR, PARRA (CLONA 1) Y V2R mostraron c-'rdiotrépuio,
\\nlontrnl que la copa COMPOSTELA mostré miotropismo de li.lbrol

interiores.

iOThz rl piol.dio de las parasitemias de lai‘tablnl'L,i,a y § se

obtuvo dividiendo la suma de los datos entre el numero de animales

vivos.
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GRAFICA 4
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4.2 DISCUSION

La caracterizacién bioldgica estd basada en el comportamiento
que presenten cepas y/o clonas en ratones inoculados y medios de
cultivo, por lo que es un aspecto fundamental dentro del estudio de

"la enfermedad de Chagas. Para cohocor aspectos importantes del
comportamiento biolégico de las cepas sstudiadas ( PR, PARRA (CLONA
1), V2R, COMPOSTELA) es necesario realizar una caracterizacién
bioldgica. |

Dicha caracterizacion se realisé enpleando ratones qlbinoi q.f

la cepa NIH los cuales fueron inoculados por via 1ntrnp.r1t6n||1"

con un indculo de 50 000 tripomastigotes,

El seguimiento del curso de la infeccién se realisé tosando

muestras de sangre por puncién de la vena caudal del ratédn clql

tsrcer dia realizando sl conteo de tripomastigotes utllllgndo‘ld”

cl-iri de Nsubauer (cuadricula de gldbulos blancol)‘pnrl obtener
rasultados mds precisos (Porlouqqorn.lDl?).

Las tablas 1,2, y 4 luo-trnnblllklocturol del numero de
o p.xln;ton contados y el nimero de dfas en que se llovaronfa‘cnbo
" dichas lecturas de cada una ds las cepas.

Rl periodo prepatente !ul‘vnrildo‘on‘ol'clio de 1a cepa PR tuvo una

‘durecion de 4 dias mientras que el caso de las copnanAlnA (CLONA -

1) y‘COIPOST!LA fue de S dfas y en la cepn‘vén se ob-ervo.hiltp el

gsextc dia de inoculacion.

Rl



Es importante mencionar que existen varioskfactores que pueden
influir en la aparicién de los primeros pardsitos en la sangre. Uno
de ellos es la via de inoculacién aunque no haya una total
aceptacién entre los autores pues mientras unos dicen (Galliard,
1930 y 1952) que la via subcutdnea debe preferirse porque los
tripomastigotes aparecen répidamente y en numero mayor, otros
consideran que la peritoneal produce infecciones més elevadas y
mortales, mientras que la via oral tiende a producir el mayor
nimero de localizaciones viscsrales (Aviles y Rios, 1950; Chagas,

1909).

Adends son de tomarse sn cuenta la capacidad inmunolégica do;

huésped, 1la virulencia y patogenicidad de la cepa y el numero de. -

pardsitos inoculados ya que ésto es de gran importancia para la

intensidad de la intodclén que se desea lograr, asi como también el e

tlnano del indculo ya que se pusde inyectar un numero nlnllo do
plrllitol para producir una nayor mortalidad (Goblo, 1951).

La evaluacién de formas llnthnoll anchas Y dolqldll, cortll
y largas de triponnnthotol en sangre periférica -de  ratones
1ntoctudon pudo nostrar la dltoronciu de cepas que puod.n ser

,cnrac:orilndnn por esta nortolpqla.

Se obcorviron diferencias entre las cepas, en el caso de la
cepa compostela se observé poli-orflsio'obtonltnGOlo formas anchas

largas as{ como también delgadas largas. la cepa PR‘uhlcpnon;e -
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mostré delgadas largas, mientras que en las cepas V2R y PARRA

(CLONA 1) las formas predominantes fueron anchas largas,

Las diferencias morfolégicas que presentan las cepas de T,
cruzi pueden deberse principalmente a la amplia dlltribuciép
gaogréfica que tiene el pardsito, as{ como a la gran variedad de
huéspedes y vectores con los que se le asocia pornit‘:h’ndo la
seleccién de cepas, hablando morfoldgicamente, que puede \'nrhi .
tanto para animales de experimentacién como para el honbﬁ, (lrpnqt,
1977). .

Una diferencia importante orit;ro cepas sudamericanas . yln

‘aisladas en México es que en estas ultimas luchlld- oiln

_ presentan Unicamente un tipo de tripou-tiqotu en ol cuuo do todl L

la infeccién (Cervantes, 19!1) .

Las cepas que presentan predoninio de ronu-lirqni do’ldd’ la .

- fase intchl de la infeccién q-nonlunto oxhlbon un. patrdn unico, ‘
" de.curva de punitnh con nconlo lento y qndull, plool uxiloo :
entre 20 Yy 30 din ( COMPOSTELA y m seguido de una dtnlnuctdn
lenta del _m.iuro ‘de tripomastigotes Yy con.uorta;ldad v.riaplo.'
 Estos datos establecen 1a existencia de 1a relacion ontn' .rl_"u“ o
‘ mrtoldqico--volutlvo de los parllltol y el curso de 1. lnucciOn'

oxporiuntnl. Lo cull coincide con .lo obnrvado por Mdudo m'_

1905. 3
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Diversos modelos morfolégicos de las formas sanguineas de 7.
cruai, se puederi relacionar con las curvas de parasitemia
observadas asi como también con el organotropismo en huéspedes

infectados.

Las griéficas 1,2,3 y 4 muestran las cu'rvn‘ de parasitemia

obtenidas a partir de las cepas estudiadas de T. crusi.

En el caso de la cepa PR (Grafica 1) se observa un 1ncr_¢l_.n€o

varisble hasta alcanaar un pico méximo al vigésimo quinto d‘:.‘..,

posteriorments un descenso. gradual en la concentracién dn

tripomastigotes con un perfodo de infeccion de 50 dfas.

' La cepa PARRA (CLOWA 1) (Grdfica 2) mostré un incremento -

i : uniforme con un pequeiio descenso y posterioraente un ‘incremento con -

un plcc}‘ uxim al vigésimo sexto dia y | partir de éste un.

’ .decremento hasta el final de la infeccidn.

En 1- oopa VIR (Grtﬂcﬂ 3) el conportnionto tuo luy variable

" yn quo hasta el au 3 se obnrvnron incrementos y descensos por- lo

qua ho se obnrva una curva auy definida. El plco un-o tuo s

" largo hasta el dfa 34 mtnndo po-torlornnto un dnconno gradual -

hasta el dfa 50 que durd la lntoccion. .

.



La curva de parasitemia obsiyavala @m la cepa COMPOSTELA
(Grafica 4) tuvo un incremento graduyl « cbteniendo un pico méximo el
dfa 26 y después de un descenso parcsl (3, e el dfa 33 se incrementd
nuevamente, y a partir de aqui se cheseryl una declinacién marcada

hasta el dfa 49 que finalizé la infucocidn

La evaluacioén de la patogenicidd . pnieid lnclu‘h' a las cepas
PR, PARRA (CLONA 1), V2R en baja patyeyanicidad ya que el 80-90% de
los animales infectados pasaron a li{mas cxrdnica, llonfrll'qu. la

cepa CONPOSTELA observé una alta pitogagenici dad debido a Que tuvo

una alta mortalidad en los animalesitJtiililactos (708) y se observé .

dafio en miembros inferiores, es decirciain pardlieis en la mayoria -

de los ratonees.

El curso de la lnf-cclqh' en e} hunuitpes vortobudd-puodo_ur .
evaluado - por - un ' perfodo prepatepe,a,. tirwva de piuiiio-ia y'
.mortalidad que puede proporcionar dviﬂoxnnoll wobre 1a virulencia del
pardsito.

I'Dc acbordo a esto la cepa QOKPOSTE'IM‘ tuwo una alta virulencia“
. debido s e rlpld’l’ iulttpliclcion e ¢:e] inimmal de experimentacién
mientrae qucb las cepas PR, PARRA (clc.\.onl ) Y V2R mostraron una
virulencia media debido a que los wimmalus wobrepasarcn l 1a tase

aguda.
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Es importante mencionar la variacién de la virulenciap qu
puede estar influenciada por varios factores,mientras que alguanos
autores opinan que pases a través de animales sensibles ateniinmn 13
virulencia de una cepa y la readquiere cuando se inocula i oOtry
especie animal (Chagas, 1909‘J Dlaz', 1934) otros autores sefaln  qu¢
cepas muy viejas qua han mantenido en el laboratorio en a‘nml-&lv

cultivo muestran extrema patogenicidad para ratas jévenes. .

De acuerdo a trabajos experimentales la connorvccldl‘\‘ o An
cepas es un punto muy importante a trntnf,' ya gue las c'o_pi’u §ua L ]
tienen en cultivo van perdiendo - patoganicidad pbr “lo qu. m
recomienda hacer pasas da ratdn a trh;ou .para -vmi cambls &
cuanto a la virulancia y patoganicidad da la cepa nltﬁdii;.di_
(Monteiro, 1971). ‘

El tropismo tisular es uno da los n.poctoi' nds imporinttes
para la dlltlnqlon'do varias cepas de P. crusi (Andrade, 190|. . '

\ »in asta c.uo sa revisaron cortas histoldgicos da dlvi:..ol
: tajidos da ratonas da cada una de las capas astudiadas ﬁtrlmo
nidos de nnthbtn en miocardio los ratones corrnpondhnt"ou ]
las capas PR, PARRA (cwn 1)y V2R, nlontrn qua en al caso T
capa COMPOSTELA se oburvnron an lulculo da llnbrol lnuriortu
pudlnndo uto rnlnclomr la parllllil que: prountlron dunnh l‘a.-

‘ inteccion .-
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Andrade (1985) menciona que las formas delgadas predominan en
una virulencia alta y en cepas macrofagotrdpicas y las formas

anchas predominan en baja virulencia y en cepas miotrdpicas.

Esto permite determinar que las cepas estudiadas presentan
similitudes con lo antes mencionado ya que la Cepa COMPOSTELA
mostrd una virulencia alta, con polimorfismo que afectd tejido
muscular de miembros inferiores, mientras que en las "cop‘n PR}‘
PARRA (CLONA 1) y V2R , la morfologia que se observé (anchas)

: coirupondo a 1«1011« pressntadas en tojidd cardfaco.

Esto es un ejemplo de una posible corrolicioh ontro. una
multiplicacién temprana y rlpld. con el prodqllnio de fOI:lll '
delgadas y macrofagotropismo. Al contrario, la lultipllchc#dn baja
y ptodrg-iva observada en las mismas cepas coincide con ‘a1

-~ predominio de formas anchas y miotropismo (Andr._do, 1983).

,Do acuerdo a un. clnulclcldn hecha por Andrade en 1985
basada en la wmorfologfa del pculu:o en sangre periférica, en 1.

' vlrulqncu y patogenicidad, reflejando.los rangos de -omua.c y -

» vluionvu tisulares fueron establecidos 3 tipos caracterizados doaqx

TIPO It cipn con una rango de multiplicacién rdp;do con una
parasitemia méxima y wortalidad ds 7 a 12 dfas de. inteccion,
predominando las formas dnlqndu y el ucrouqotropino en la un -

tonpaum do la infeccién,
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TIPO II: Cepas con una multiplicacién relativamente baja con
picos de parasitemia irregular de 12 a 20 dfas de infeccién con
intervalos de mortalidad maximos, predominio de formas anchas con
un bajo porcentaje de formas delgadas en la fase inicial de la

infeccion, miotropismo con desarrollo predominante de miocardio.

TIPO III: Baja multiplicacién, con picos de parasitemia tardia
lltoq ( 20 a 30 dias después de la infsccién ), intorvalon'bqjoido o
' mortalidad desde el quinto dfa de la infecciodn, ptodollnlo_di L

formas anchas a través del curso de la infeccidn y llotroplilo _c_oh _' .

complicaciones del musculo esquelético pr‘odollnnritvlun,u.v

’ Towando en - cuenta utl clasiticacion 1la copn OOIIPOSTBLA' '
corrupondo al TIPO I, mientras que las cepas PR, vmu (cum 1)
Yy ViR correspondieron al TIPO III por los picos do pnrultnh B
| ”puunndol de 20 a 34 dfas, una baja nortnud.d y un pntronv

“lortoloqlco constante en el cuuo do la infeccion.

canpunndo lou ruultadol obtenidos en al estudio oxporlnntn' :

‘ rnuudo en 1995 por Aguilar con 1a cop. PARRA y con los: obtonlm

en ol puuntc trabajo con 1- cepa PARRA (cl.on 1), se oburvnon’-' v

' dltouncln on cuanto al tlnpo en lu ‘curvas de pnrnltnh.

En la cepa PARRA 1a duracidn del bor(od,d prepatente fué hasta’

el décimo dia observdndose una curva bien ‘dquni‘da. con un pico T
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méximo al trigésimo séptimo dia y con una duracién de la infeccién
‘de 55 dias,

‘Mientras que en la CLONA 1 de dicha cepa los niveles:

plrnlmlcol se presentaron al quinto dfa de lnoauucién

observéndose el pico méximo al vigésimo sexto du de. lnuccion y‘ o ‘

con una duracién de 49 dul.

La morfologia obsarvada en -la cepa PARRA tuorén"ahol_ni, y e

cortn mientras que en la CLONA 1 fueron lnchu urqn.

Asbas capas mostraron bajs P'Wl'ﬂicld-d ya que el ao-m de m"— SR

‘ratones cvoluclonlron ala un crénica.

2



CAMTULO V




CONCLUSIONES

-Se provoco parasitemia en ratones con cuatro cepas aisladas de

diferentes fuentes.
— La duracién de dicha parasitemia fue entre 49 y 50 dias,

_. ‘Para lnq cepas PR, PARRA (CLONA 1), V2R Y ‘co»oulu; no se
presentaron cambios morfolégicos durante el curso ‘de  la

parasitenia.

-~ Bn las 4 cepas estudiadas se presentd diferente pdtroh-
‘lortoloqtco. Bn las cepas PARRA (CLOWA 1) Y ViR se obul'varoﬁ
formas lnchu largas, en PR delgadas largas , lhntru que la cepa
COMPOSTELA presents polimortismo consistiendo en tormas snchas Y
delgadas urqu, on todo el curso de la infeccién. N

--u lortologu no e mntmnu para cluulcn a las copu

e 'ummcm.

- Las cmj:in,, PARRA (CLOWA 1) ¥ V2R fueron cardiotropicas,
mientras que la cepa eoupon'm prasento tropisso pars '-tgnn | .

mllculo uquoutico. ‘



- En las cepas o.-tudiudu no existe relacién entre virulencia y

mortalidad en los animales utilizados.

- De qquordd a las comparaciones anteriores, podemos suponer que
cada lil‘ll‘llem‘:o estd constituido en realidad por una mezcla de
pobllctonu, por 1o que se sugiere obtener mis clonas y nbunr los

estudios al respecto.
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