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1. INTRODUCCION.

La enfermedad de Chagas es una parasitosis causada por €l protozoario Trypanosoma
cruzi, que afecta al hombre y a animales de sangre caliente; fa infeccion ocurre
principalmente al nivel del miocardio, eséfago y colon. E! mecanismo mas frecuente de
transmision del parasito al hombre es a través de las materias fecales de los triatéminos
infectados con el T. cruzi, lo cual se debe a la capacidad de estos insectos hematdfagos

para coelonizar la vivienda humana.

La enfermedad de Chagas, exclusiva del continente americano, conslituye un grave
problema de Salud Piblica en Latinoamérica. En la Repiblica Mexicana se considera como
area endémica del padecimiento a las dos ferceras partes del territorio nacional, debido al

hallazgo de triatéminos infectados por T. cruzi en diversas zonas del pais.

Existe una gran variedad de triatéminos en México distribuidos ampliamente en todo ef
pais, de los cuales, el género Triatoma es el mas abundante con 25 especies. Las espeéies
Triatoma barberi y Triatoma dimidiala son consideradas como las mejores transmisoras de
Trypanosoma cruzi , debido a su marcada antropofiia y a sus habitos peridomésticos y
domesticos. El Trialoma pallidipennis es una especie cuyo potencial de transmisién de T,
cruzi al hombre no est4 determinado con precisidn, a pesar de que se conoce su alta
susceptibilidad a la infeccidn con T. cruzi y de que habita en casi todos los estados del
centro del pais, en donde se le ha encontrado en ambientes domésticos y peridomésticos,

incluyendo viviendas y hoteles de zonas urbanas.



Uno de los principales problemas que se presentan para el diagnostico y tratamiento de
esta enfermedad, es que puede manifestarse en distintas formas, desde una infeccién
aguda y fulminante, hasta una inaparente, crénica y asintomatica. Estas diferencias en Ia
patogenicidad del parasito en el huésped vertebrado estan determinada por una gran
cantidad de factores, entre los que destacan su heterogeneidad genética, la interaccion del
protozoario con el propio huésped y el microambiente en el que se ha desarrollado ef

T.cruzi previamente a la infeccion,

El presente estudio evalla la virulencia en ratones de distintas cepas mexicanas de
Trypanosoma cruzi después de pasar por una especie de transmisor (Triatoma
pallidipennis), para determinar si la patogenicidad de estas cepas se ve modificada por su
desarrolio en el insecto.



2. GENERALIDADES.

2.1. EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS.

La enfermedad de Chagas deriva su nombre del investigador brasilefio, el Dr. Carlos Ribairo
Justiniano Das Chagas, quien describié por primera vez al agente causal en 1909"; conocida
lambién como trypanosomosis americana por ser una enfermedad exclusiva de este

continente, es una parasitosis causada por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi.

La infeccién con Trypanosoma cruzi es comin entre los pequefios mamiferos y marsupiales
nidificadores de América, los cuales actuan come reservorios del pardsito. A menudo, los
riidos de dichos animales estan infestados con especies selvaticas de insectos de la familia
Reduviidae, que son fos triatominos, llamados también chinches hociconas, y cuya principal
caracteristica es su hematofagia obligada. Al ingerir sangre de un mamifero infectado, la
chinche contrae al parésilo, el cual se establece en su intestino, permaneciendo la infeccion
durante toda la vida del insecto’. De este modo, fos triatominos se convierten en los

transmisores de Trvnangsoma cruzi,

Trypanosoma cruzi se transmite al hombre de diversas maneras, pero principalmente a
través de las materias fecales de los triatdéminos infectados. Cuando un triatdmino se

alimenta sobre su huésped mamifero, la sangre ingerida puede provocar [a defecacion def



insecto; los tripanosomas presentes en el excremento penetran entonces en cualquier
herida, abrasion de la piel, o a través del crificio que deja Ja picadura del insecto. Esta forma

de transmisién es la mas frecuente en la naturaleza’ (tabla 1).

Otros medios de transmision son: la transfusion sanguinea, el trasplante de 6rganos de
donadores infectados, la transmision congénita por via transplacenlaria desde madres
infectadas, la ingestion de animales silvestres mal cocidos y las infecciones accidentales en

el laboratoria”.

Via de transmisién . Porcentaje
Transmisién por veclores . >B0%
Transmisidn por transfusion de sangre 16%
Transmisién congénita 2%

Otras vias (oral, trasplante de organos, accidente de <1%
laboratorio)

Tabla 1. Estimacion de las tasas de transmision de Trypanosoma cruzi at hombre, expresadas en
porcentajes de fa incidencia total ©.

A a penetracion de T. cruzi en el organismo, sigue un periodo de incubacion que suele durar
entre 4 y 10 dias’, para después preséntarse la fase aguda de la enfermedad de Chagas,
Que tiene una duracion de 2 a 4 meses, durante la cual pueden observarse los siguientes
sinlomas: fiebre elevada intermitente, miocarditis, hepatoesplenomagalia y crecimiento de
los ganglios linfaticos'. Si la transmisién del pardsito se llevd a cabo por tiatéminos, en

ocasiones aparece una inflamacion localizada en el sitio de entrada, denominada chagoma



de inoculacion, cuyos signos y sintomas son diferentes segin sea el lugar de penetracion;
cuando dicho punto esta cerca del ojo, se produce una celulitis perioftalmica rojiza, indolora,
acompanada de un edema bipaipebral unilateral caracteristico, al que se le conoce como
signo de Romaia-Mazza’. Sin embargo, en"ocasiones la fase aguda de la enfermedad
cursa de manera asintomatica’. Durante esta etapa, ocurre un 10-15% de mortalidad entre

los individuos afectados, sobre todo entre la poblacion infantil®.

Al término de la fase aguda, desaparece la sintomatologia durante un periodo que dura
entre 10y 20 afios, al que se le conoce como fase de latencia o fase indeterminada’. Se
ha eslimado que de todos los individuos que padecen !a fase de latencia de la enfermedad,

aproximadamente un 30-40% de los mismos desarroliaran fa forma cronica’,

La fase crénica de la enfermedad de Chagas es la forma que la hace trascendente, ya que
incapacita al individuo y puede ocasionarle fa muerte’. Durante esta etapa, los parasitos
penetran y se multiplican en el interior de las células de los 6rganos, mostrando una
predileccion por el tejido muscular, ya sea fiso o estriado, asi como también por el tejido
nervioso {neuroectodermo), causéndoles daiios ireversibles que impiden su funcionamiento
adecuado’. Las entidades clinicas més frecuentes son las miocardiopatias, provocadas por
la destruccion de las células nerviosas ganglionares del corazén, que conduce a la
presentacion de anitmias cardiacas™. Ademas, cuando los parasitos invaden los organos del
sistema digestivo, pueden presentarse las megavisceras (megaeséfago, megacolon) como
resullado de la desnervacion que se produce por la destruccion del plexo
mioentérico,causando dificultades para deglutir y un transito deficiente de ias heces®. Los
sintomas més comunes de la fase cronica son pal_pitaciones, mareos y disnea, y la muerte

stibita puede ocurir ya sea por insuficiencia cardiaca o por distorsion intestinal’.
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La enfermedad de Chagas constituye uno de los problemas mas serios de Safud Publica en
América®. Trypanosoma cruzi y sus transmisores estan distribuidos en todo el continente
americano y alqunas islas del caribe, aproximadamente entre las latitudes 42N y 46S, zona
que comprende desde el sur de EUA hasta la provincia de Rio Negro en el sur de Argentina’.

Sin embargo, la gran mayoria de los casos de infeccidn se reportan en los paises de
Latinoamérica’ {mapa 1).

v

Guatemnala
€l Salvaaor ¥ N
Micaragua”
Catta Riea ™
Panamad

Peru

Mapa 1. Distribucion de la enfermedad de Chagas en América®,



La enfermedad de Chagas afecta particularmente a individuos que habitan viviendas
inadecuadas en zonas rurales y suburbanas de Latinoamérica™*: sin embargo, debido a que
la hemotransfusion constituye el sequndo mecanismo mas frecuente de adquisicidn de la
enfermedad, también puede presentarse en los grandes centros urbanos® Al igual que todas
las parasitosis, la enfermedad de Chagas esta ligada a la pobreza y desde 1970 fue
declarada por la OPS (Organizacion Panamericana de fa Salud) como enfermedad social,

debido a sus profundas implicaciones socioeconomicas’.

Estimaciones recientes de la OMS indican que existen de 16 a 20 millones de personas
infectadas con T. cruzi, y aproximadamente ofras 100 millones expuestas al riesgo de
infectarse’. Asimismo, el impacto social y econbmico que tiene la enfermedad de Chagas a
nivel global se puede apreciar en estimaciones del Banco Mundial (1993), en donde se sitila
en tercer lugar en el mundo, dentro de las enfermedades parasitarias que provocan
discapacidad’. En Latinoamérica, se encuentra en cuarto lugar de importancia por

discapacidad, solo después de enfermedades respiratorias, diarreas y SIDA”,

En México, la enfermedad de Chagas esta ampliamente distribuida en forma multifocal en
todo ¢l pais; el hallazgo de tiatéminos infectados con T. cruzi desde 0 a 2400 m shm,
sugiere que las dos terceras parles del territorio nacional pueden considerarse como zona
endémica del padecimiento”  (mapa 2).



Mapa 2. Numero de colectas de trialominos efectuadas en cada estado de la Repiblica Mexicana hasta
1981”, @=Triatominos infectades con T.cruzi. D=Triatbminos no infectados.

La diversidad de triatdminos que existen en México (siete géneros y 26 especies), junto con
la presencia de animales infectados naturalmente con T.cruzi como el perro {Ganis
famitiaris), el tlacuache (Dydeiphis marsupialis) y ef ratén (Mus musculus), que son los
reservarios del parasito encontrados con mayor frecuencia, asi como las condiciones de las
viviendas que se ubican en las zonas rurales, canstituyen los factores que delerminan la alta

prevalencia de la enfermedad de Chagas en nuestro pais™.
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Hasta 1930, se han reportado en nuestro pais 320 casos agudos sintométicos, alrededor de
300 casos cronicos con miccardiopatia dilatada y unos 20 casos de megavisceras
digestivas, todos ellos diagnosticados mediante técnicas parasitoscopicas como son:
examen directo, cultivo en animales de laboratorio, xenodiagndstico y estudios de biopsias y
necropsias”. Los estados de Ja Republica Mexicana en donde se ha encontrado el mayor
nimero de los casos anteriores son los de Chiapas y Jalisco con 44 casos cada uno, asi

como Yucatan con 33 y Zacatecas con 12" (tabla 2).

Con respecto a la magnitud de a infeccion, se realizé una encuesta seroepidemioldgica
nacional en 1989, en donde fueron utilizadas las técnicas de HAI e IFI, con titulo de corte
1:32 para la dilucion sérica. La encuesta incluyé muestras de 70,000 individuos de ambos
sexos y todas las edades, en poblacién rural y urbana de todo el pais; los resultados
indicaron una seroprevalencia del 0.6%, 1o que sugiere que apraximadamente 540,000

individuos estan infectados con T. cruzi’' (tabla 3).

Encuestas centinelas realizadas en bancos de sangre de 11 estados de la Republica
revelaron un 1.5 % de hemodonantes infectados’. Debido a que en México se realizan
850,000 transfusiones al afio en promedic, se calcula que, de no aplicarse un tamizaje
adecuado de las muestras, unos 1,300 individuos se infectaran con T. cruzi por este

mecanismo, de los cuales 500 podrian desarroliar miocardiopatia chagasica con el tiempo"
{tabla 3).



No. De casos

187 casos

Localidad Investigador(es) Afo

2 Tejormuleo, Oaxaca Mazzotti 1940
2 Mérida, Yucatén Palomo 1947
1 Tutuapan, Edo. De México Biagi y Tay 1958

1 Guaymas, Sonora Palencia y Montafio 1859

1 Aloyac de Alvarez, Guerrero Rodriguez y cols. 1961

1 Mixteca Baja, Oaxaca Tay y cois. 1961

1 Tetitlan, Guerrero Biagi y Tay 1964

1 Compostela, Nayarit Pérez Reyes y cols. 1964

1 Tierra Blanca, Veracruz Fernandez y cols. 1965

1 E! Limén, Oaxaca Biagi y cols. 1965

1 Tututepec, Oaxaca Biagi y cols. 1965

1 Tuxpan, Michoacan Tay y Navarrete 1966

5 Tepechitltan y Jalpa, Zacatecas; Chimatlan, Sta Cuartero y cols. 1967

Maria de los Angeles, Jalisco y Acatlan Jalisco,

2 Tonala,Jalisco Velasco y Tellaeche 1967

) Acatlan de Judrez, Jalisco Velasco y cols 1970

1 Chita, Qaxaca Goldsmith y cols, 1971

1 Tepechitlan, Zacatecas Martinez-Marafién 1972

1 Jojutla, Morelos Gonzalez y cols. 1972

1 Hunuema, Yucatan Zavata y cols. 1973

3 Atotonilco, Jalisco Velascoy Tay 1974
2 Atotonilco, Jalisco CNEP y Tellaeche 1974
8 Muna, Ttzincab, Yucatan Quinta!l y Zavala 1975
74 Varias localidades CNEP 1976
8 Ledn Brindis, Palenque, Chiapas Ortega y cols. 1876
3 Agua Azul, Chilén, Chiapas Ortega y cols. 1976

2 Atotonileo, Jalisco CNEP y Tellaeche 1976

1 Ameca, Jalisco CNEP y Tellaeche 1976

1 Colotlan, Jalisco CNEP y Tellaeche 1976

1 Bolanos, Jalisco CNEP y Teliaeche 1976

1 Guadalajara, Jalisco CNEP y Tellaeche 1976

1 Acotlan, Jalisco CNEP y Tellaeche 1976

1 Magdalena, Jalisco Velasco y cols, 1976

18 Yucatan Zavala y cols. 1977
8 Zacoalco de Torres, Jalisco Tay y Salazar 1979
1 San Juan Colorado, Qaxaca Salazar y cols. 1979

2 Arandas, Jalisco Velasco y cols. 1982

3 Atoyac, Jalisco Velasco y cols. 1983

1 Tomaliepec, Oaxaca Salazar y cols. 1984

4 Miahuatian, Jalisce Tayy cols. 1985

5 Santiago Yosotiche, Daxaca Cortéz y cols. 1985

10 Tuxcueca, Jalisco Velasco y cols. 1986
] Cocuta, Jalisco Depto.SalPibl.Jalisco 1986

2 Sayula, Jalisco Oepto.Sal.Publ.jalisco 1986
1 Tareta, Michoacan Guliérrez y Tay 1987

1 Culiacan, Sinaloa Candil 1990

Tabla 2. Relacion por localidades de casos humanos de tryparosomesis americana

comprobados en México hasta 1991".



Prevalencia en Poblacién General Prevalencia en Hemodonantes

(Enero, 1987) {INDRE 1893-85)
Porcentaje de seropositivos Porcentaje de hemodonantes
Infectados
HAI HAI-IFI

n 1.8 1:32 n %
Hidalgo 2005 3.2 1.5 1388 324
Jalisco 3630 01 0.1 592 3.20
Qaxaca 1418 46 0.9 2088 2.15
Yucatan 1812 15 0.0 2052 1.60
Veracruz 2213 3.0 0.4 996 1.10
D.F. 2598 0.8 0.2 2300 0.94
Tabasco 3942 2.3 0.1 727 0.82
Nuevo Ledn 3747 2.1 0.2 431 0.48
Guerrero 1519 1.7 0.1 630 0.47
Chihuahua 2159 06 0.1 1192 0.16

Chiapas 1714 5.0 3.0 186 0.0
Tolalipromedio 26 757 248 0.6 12582 1.49

Tabla 3. Resultades comparativos en la deteccién de anticuerpes anti Trypanosoma cnizi en poblacion
general y hemodonantes en México, mediante las técnicas de hemaglutinacidn e inmunofluorescencia
indirecta en 11 estades en donde se realizd lamizaje anti T, cruzi en hemodonadores”.

n=Poblacién muestral.

HAI 1:8= Prueba filtro. Se considera infectado a todo individuo positivo con este titulo.

HAI-IF| 1:32= Prueba canfirmatoria. La asociacidn HAI-IF| con este titulo de corte es precisa en un 99%.

%= Porcentaje de hemodonantes infectadas.



2.2. El Trypanosoma cruzi.

2.2.1. Ubicacion taxondmica.

La familia Trypanosomatidae, a la cual pertenece Trypanosoma cruzi, se encuentra dentro
del orden Kinetoplastida, compuesto por organismos flagelados que poseen un organelo
denominado cinetoplasto, estructura constituida por una red fibrosa de DNA localizada en la

mitocondria de la célufa. La ubicacion taxondmica de T. cruzi es la siguiente™:

REINO: Protozoa
PHYLUM: Sarcomastigophora
SUBPHYLUM: Mastigophora
CLASE: Zoomastigophora
ORDEN: Kinetoplastida
FAMILIA: Trypanosomatidae

GENEROC: Trypanosoma

ESPECIE: T. cruzi

2.2.2, Fases morfoldgicas.

Dependiendo del ambiente en el que se encuentre, T. cruzi se presenta en la naturaleza
principalmente en tres estadios morfolégicos:tripomastigote, epimastigote y amastigote™;
otras formas transicionales de las anteriores pueden encontrarse en el tracto digestivo y en

las deyecciones de los insectos transmisores'

10



Tripomastigote: es una forma no replicativa de aspecto fusiforme, que mide
aproximadamente 20 um de largo y 2 um de ancho, con el nucleo situado en la parte central
de la célula”; en el polo posterior de ia misma se localiza el cinetoplasto, de donde surge un
flagelo que se extiende a todo lo largo del organismo, formando una membrana ondulante™
(fig 1).

En fos mamiteros infectados, se encuentra extracelularmente en la circulacion sanguinea,
principalmente durante la fase aguda, presentando forma de “Ur, “C” 6 *S”, que se conoce
como tripomastigote sanguineo’.

En los triatéminos infectados, los tripomastigotes se localizan extracelularmente en la luz del
intestino posterior, y poseen una forma mas delgada y recta, denominada tripomastigote
metaciclico™. Esta fase es depositada junto con fas heces cuando el insecto defeca, y

constituye la forma infectante para el huésped vertebrado™".

Epimastigote: es una forma alargada, que mide de 20-40 um de longitud, cuyo cinetoplasto
se encuentra situado cercano al ndcleo;también posee una membrana ondulante y un flagelo
que queda libre hacia el extremo de fa célula® {fig 2).

Los epimastigotes se localizan en el lumen del intestino medio de los triatéminos, en donde
se dividen activamente por fisién binaria, manteniendo perenne la infeccién en dichos

insectos”. A estas formas también se les puede encontrar en los medios de cultivo

axénicos™.

Amastigote: es una celula de forma esférica u ovoide, de 2-7 um de didmetro, que tiene un

flageo libre muy corto” (fig 3).
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Los amastigotes constituyen la fase intracelular de T. cruzi en el huésped vertebrado, se
dividen por fisién binaria en un tiempo aproximado de 12 h, formando grupos de 4 a 60

parasitos denominados “nidos” en los tejidos de fos mamiferos infectados™.

Figura 1. Representacion esquematica de un tripomastigote: A=nicleo, B=cinetoplasto, C=flagelo.

Figura 2. Representacion esquematica de un epimastigote: A=nticleo, B=cinetoplasto, C=llagelo.

12



Figura 3. Representacién esquemética de un amastigote: A=niicleo, B=cinetoplasto, C=flagelo.

2.2.3. Ciclo Bioldgico.

Et ciclo biologico de T. cruzi inicia cuando un triatdmino se alimenta con sangre de un
mamilero infectado que presenta parasitemia; los fripomastigotes sanguineos ingeridos
pasan a la luz del intestino medio del insecto y se transforman en epimastigotes, que se

multiplican activamente por fisién binaria longitudinal.

Algunos epimastigotes llegan al intestino posterior del triatémino, fijandose a la pared rectal
en donde, ademas de dividirse, sufren cambios estructurales que dan origen a los
tripomastigotes metaciclicos.

Si un triatémino ingiere sangre de un mamifero hasta la replecion, puede defecar al mismo
tiempo, expulsando junto con las heces a los tripomastigotes metaciclicos, que son capaces

de penetrar a través de la piel por el sitio de la picadura, o bien penetrar por las mucosas.

Ya en el mamifero, los tripomastigotes metaciclicos invaden las células (cualguier célula
nucleada es susceptible de invasién), transtorméandose en amastigotes, que son capaces de
dividirse por fisién binaria en el citoplasma de la célula huésped. En el interior de la célula
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puede ocurrir que debido a la multiplicacion sostenida de los amastigotes, ta célula se rompa
y los libere, para transformarse en tripomastigotes en el exterior, o bien que los amastigotes
se transformen alli mismo, dentro de la célula, en tripomastigotes™: cualquiera que sea la
forma en que suceda, los tripomastigotes originados salen de la célula infectada para
penetrar a las células adyacentes, o pueden diseminarse por todo el organismo a lravés de

13,14

fa circulacion sanguinea™".

El ciclo biclogico se completa cuando un triatoming libre de infeccién se alimenta de un
mamifero infeclado con T. cruzi, succionando a los tripomastigotes sanguineos presentes en

la circutacion™*" (fig 4).

El protozoo Trypanosoma cruzi esta constituido por un conjunto de poblaciones que circulan
entre seres humanos, anropodos transmisores y reservorios animales; se utiliza el término
cepa para designar a una poblacion especffica que ha sido aislada de un huésped

cualquiera y caracterizada en el laboratorio, sin imporiar la metodologia utilizada®.

Existe una gran variabilidad en el comportamiento de las cepas de T.cruzi tanto in vivo como
in vitro™”. Una de las caracteristicas principales que varian entre las cepas es el grado de
patogenicidad que presentan en un huésped determinado®; en el hombre, por ejemplo, la
enfermedad de Chagas puede manifestarse en distintas formas”. Este fenémeno se debe a
que los individuos que integran a las distintas poblaciones del parasito son genéticamente
heterogénecs, lo cual da lugar a una diversidad fenotipica que repercute en la vinulencia de

las cepas™"™”.
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Figura 4. Ciclo biclogico de Trypanosoma cruz!”.

Cuando el insecto transmisor se alimenta con la sangre de un mamitero infectado ingiere tripomastigotes
sanguineos {flecha, arriba a la izquierda), los cuales en la luz del intestino del insecto se transforman en
epimastigotes, que son formas replicativas no infectivas. Los epimastigotes se diferencian a tripomastigotes
metaciclicos, que son expulsados junto con las heces del insecto y entran ai huésped vertebrado a través
del orificio de 1a picadura {flecha, 2miba a la derecha). Los tripemastigotes metaciclicos invaden las célufas
del hugsped (paso 1); escapan de la vacuola formada y se fransforman en amastigotes (paso 2J; se replican
en el citoplasma (paso 3) y se diferencian a tripomastigotes sanguinecs (paso 4), que son liberados por la
ruptura de la celula huésped (paso 5). Un subciclo altemativo puede ocurri en el huésped vertebrado
cuando los amastigotes, ya sean aquellos derivados de fa ruplura prematura de la célula huésped (pasos 4a,
5a) o los que se dilerenciaron extraceiularmente en tripomastigotes (pase 1a), son ingeridos por macrotagos,
en donde los parasitos pueden sobrevivir y completar &l ciclo intracelular.
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2.3. TRANSMISORES DE Trypanosoma cruzi.

2.3.1. Taxonomia

Los insectos que usualmente se conocen como chinches se ubican dentro del orden
Hemiptera, cuyos miembros se caracterizan por poseer piezas bucales largas y delgadas,
adaptadas para succionar liquidos nutritivos de diverso origen”. E! orden Hemiptera se

divide en dos subérdenes, que son Homoptera y Heteroptera®.

La mayoria de los hemipteros son fitotagos o depredadores de invertebrados; sin embargo,
dentro de! suborden Heteroptera existen cuatro familias que incluyen especies hematéfagas
obligadas: la familia Cimicidae, a las que pertenecen las chinches de cama (Cimex
lectularius y Cimex hemipterus) que se alimentan del hombre; la familia Polyctenidae, cuyas
formas se alimentan exclusivamente de murciélagos; la familia Lygaidae y la familia
Reduviidae, compuesta en su mayoria por especies depredadoras de otros invertebrados®.
Dentro de la familia Reduviidae se encuentra una subfamilia cuyos representantes son
hematdfagos obligades en su totalidad (115 especies), especializados -en la succién de

sangre de aves y mamiferos: la sublamilia Triatominae™.

La subtamilia Triatominae se divide en cinco tibus®;

1. Bolboderini, que agrupa a tres géneros:
Bolbodera (una especie)
Belminus (tres especies)
Parabelminus (una especie)
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2. Cavernicolini, posee un género y una especie:
Cavernicofa pilosa

3. Rhodniini, con dos géneros:
Psamnolestes (tres especies)
Rhodnius {diez esepcies)

4. Atberproseniini, un género y una especie
Alberprosenia goyovargasi

5. Triatorniini, con siete géneros:
Panstrongylus {doce especies)
Dipetalogaster {una especie)
Paratriatoma (una especie)
Neotrialoma {una especie)
Nesotriatoma (una especie)
Linchosteus (una especie)

Triatoma (114 especies)

Sin embargo, aln no existe consenso entre los taxonomistas acerca del nimero exacto de
tribus, géneros y especies, que oscila entre 5-7, 14-15 y 109-115, respectivamente™.

En el continente americano se localizan 13 géneros y 105 especies de triatéminos, de los
cuales mas de la mitad de las especies se han encontrado infectadas naturalmente con T.

cruzf.

2.3.2. Caracteristicas generales de los triatdminos.

Los triatominos son insectos cuyo cuerpo esta segmentado en cabeza, torax y abdomen, fo
que les da una forma caracteristica (fig 5). Su tamafio es variable, ya que va desde 5 mm de
largo de Afberprosenia goyovargasi de Venezuela en la fase adulta, hasta 45 mm de largo

de Dipetalogaster maxima de México en dicha fase’.
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Generalmente su cuerpo es de color marron © negro, aunque muchas especies poseen
bandas de cotores como el amarillo, rojo, naranja o rosa en el conexive, nombre con el que
se designan a las porciones laterales de los segmentos abdominales. Su caracteristica
principal es la proboscis de tres segementos {fig 6}, de donde los triatéminos toman su
nombre: tri=tres, tomos=partes; dicha estructura es recta y delgada, adaptada para perforar
el integumento blando de los verebrados, a diferencia de la proboscis que poseen ios
demas miembros de la familia Reduviidae, dividida en cuatro segmentos, rigida y curva,

porque esta adaptada para perforar el duro integumento de otros artropodos’.

Como consecuencia de su hematofagia obligada, los triatéminos habitan en las cercanias de
sus huéspedes vertebrados: nidos de aves, madrigueras de zarigleyas, montones de rocas,
arboles huecos, nidos de pequefios roedores , cuevas con murciélagos y en general,
cualquier lugar que los proteja de! clima y asegure su acceso a una fuente permenente de
alimento’. Algunas especies también invaden y colonizan ambientes peridomésticos 1ales
como gallineros y corrales para el ganado, y algunas otras han realizado la transicion para
colonizar las viviendas humanas™,

La mayoria de las especies de triatominos se alimentan de noche, cuando sus huéspedes

vertebrados estin dormidos®,

2.3.3. Fases de desarrolio.

Los triatominos llevan & cabo un ciclo vital exopterigoto, es decir que su desamollo
postembrionario se realiza en forma gradual, iniciando con el huevo para luego dar lugar a
cinco estadios ninfales, hasta finalmente alcanzar 1a talla adulta (fig 7) junto con la madurez

del aparato reproductor que permite la diferenciacion entre machos y hembras’.
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Figura 6. Vistas laterales de las cabezas de hemipteros fitofagos, predatorios y hematofagos, mostrando jos
aparatos bucales adaplados de diferentes maneras’.
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Figura 7. Ciclo vital da un triatomino (Panstrongylusy’.

Huevo.

Los huevos de los triatéminas son de forma ovoide y estan operculados, son de un coior
blanco o rosado, que se toma mas obscuro a medida que el embrién se desarroila.
Eclosionan al cabo de 10-40 dias después de su oviposicion,tiempo que depende de ia
especie que se trate, asi como de la temperatura ambiental’. Su estructura superficial es

compleja, y se utiliza como criterio para la clasificacion taxondmica de los triatominos’.
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Estadios ninfales.

Las ninfas de primer estadio recién eclosionadas del huevo son blandas, de color rosado, y
son capaces de alimentarse de sangre a los 2-3 dfas post-eclosion, cuando su cuticula ya se
ha endurecido; pueden sobrevivir por varias semanas sin alimento.Los estadios ninfales
sucesivos ya presentan el cuerpo pigmentado como el de los adultos, y se diferencian entre
si Unicamente por pequefios detalles morfologicos, como son el ancho de las patas, la forma
del torax o el tamaiio y posicion que ocupan las alas conforme van apareciendo.

Todos los estadios ninfales ocupan el mismo habitat que los adultos, asi como también
utilizan los mismos recursos alimenticios; la frecuencia en a alimentacion y la cantidad de
sangre ingerida, son factores que determinan el momento de fa muda hacia el siguiente
estadio’.

Adultos.

Los triatéminos adultos se distinguen de las ninfas debido a que sus drganos genitalés estan
bien desarrollados, al iguaf que las alas, que presentan un tamaiio mayor, y por la presencia
de ocelos, estructuras similares a los ojos, situadas en fa region anterocular de la cabeza.
Por lo general, Ja hembra es mas grande que el macho, y posee 6rganos genitales visibles e
inequivocos’.

Las hembras oviponen generalmente a los 10 & 20 dias después de la primera copula
exitosa, y cada hembra puede depositar de 100 a 600 huevos durante toda su vida adulta,
que liene una duracién de 2-12 meses, dependiendo de la especie y de la cantidad de

sangre que ingiera’,
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2.3.4. Capacidad transmisora.

Los triatdminos son insectos hematdfagos que se alimentan de una amplia variedad de
especies de mamiferos, aves y reptiles; para asegurar su acceso permanente a una fuente
de sangre de vertebrado, estos artrépodos colonizan os nidos y madrigueras que habitaﬁ
dichos animales. El hecho de que los triatominos succionen sangre nicamente en un
ecotopo silvestre determinado, permite que se establezca una estrecha asociacion natural

entre T. cruzi, el artrpodo transmisor y el huésped vertebrado, considerada como una

20000sis”.

Debido a que el hembre invadi6 y degradé los ecosistemas naturales, algunas especies de
triatominos ocuparon ambientes peridomésticos y domicitiarios, involucrando a humanos y
animales domesticos en el ciclo de transmision de T. cruzi, conviliendo a la asociacion

triatomino-protozoo-huésped vertebrado en una antropozoonosis®.

De acuerdo con estas condiciones, los trialominos realizan tres diferentes ciclos de

transmision de T. cruzi, que estan en relacion directa con su antropofilia™

1.- Ciclo silvestre o enzo6tico.
Triatominos que viven en ambientes selvalicos y que solo ocasionalmente se alimentan del

hombre, ejemplos: T. protracta, T. sanguisuga, T. rubida, T. fecticulatus, T. platensis, T.

rubrovariay R. neglectus.

2.- Ciclo peridoméstico, intermedio o zooantropético.
Lo llevan a cabo aquellos que habitan en las cercanias de la vivienda humana (gallineros,

pocilgas, establos, efc.) y que han iniciado la cofonizacion de esta, ejemplos: T. dimidiata, T
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phyllosoma, T. sordida, T. maculata, T. paliidipennis, T. picturata, T. longipennis,
Panstrongylus megistus, Rhodnius pallescens.

3.- Ciclo doméstico, domiciliario ¢ antropoético.
Triatéminos que tienen como principat fuente de alimento al hombre, aunque no desdefan
animales domésticos o silvestres (murciélagos, tlacuaches, ciertos roedores) que viven en la

habitacién humana o penetran a ella, ejemplos: Triatoma infestans y Rhodnius profixus.

A pesar de que en aproximadamente 60 especies de triatdminos se ha sefalado infeccion
natural o experimental con Trypanosoma cruzi, y debido a que entre ellas su comportamiento
y fisiologia son similares, se considera susceptible de infeccion a la totalidad de fas especies,
pero solamente algunas de ellas tienen importancia en la transmision del parasito al
hombre™. Los factores principales que determinan el potencial de los triatéminos como
transmisores son: la adaptacién a la vivienda humana, un alto grado de antropofitia y su
capacidad para defecar durante o inmediatamente después de la alimentacién®.

Ademds, factores tales como el consumo de sangre por el insecto y la temperatura
ambiental, pueden influir en una transmision efectiva, ya que el desarrollo del parasito en el
insecto estd estrechamente ligado a ellos™.

2.3.5. Distribucidn geografica en México.

En México existe una gran variedad de triatéminos, distribuidos ampliamente en todo el
teritorio nacional; en total suman 32 especies pertenecientes a siete géneros, de los cuales,
el género Triatoma es el mas abundante con 25 especies®, Se han encontrado triatéminos de
diversas especies en todos los estados de la repiblica (tabla 4), la mayoria naturalmente

infectados con T. cruzi; sin embargo, muchas de las especies habitan Unicamente en
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ambientes selvaticos, por o que se presume que su papel como tfransmisores del parasito al

hombre no es tan importante™,

Especies Estado

Dipetalogaster maxima Baj

Eratyrus cuspidatus Chi, Ver

Panstrongylus Cam, Chi, Ver

rufotuberculaius

Rhodnius prolixus QOax, Chi

Triatomna barberi Col, Gua, Gue, Hid, Jal, Mex, Mic, Mor, Qax, Pue, Tla
Triatoma dimidiata Cam, Chi, Jal, Oax, Pue, Qui, SLP, Tab, Ver, Yuc
Triatoma gerstaeckeri Chi, Coa, Nue, SLP, Tam

Triatoma hegneri Qui

Triatoma lecticularia Nue

Triatoma longipennis Agu, Chi, Col Jal, Nay, Sin, Zac

Triatoma mazzotti Dur, Gue, Mic, Nay, Oax

Triatoma pallidipennis Col, Gue, Jal, Mic, Mor, Nay, Pue

Triatoma peninsularis Baj

Triatoma phylosoma Oax

Triatoma recurva Chi, Nay, Sin, Son

Triatoma proiracta Baj, Coa, Chi, Dur, Nue, SLP, Sin, Son, Tam, Zac

Tabla 4 Especies de triatéminos encontrados en México infectados naturalmente con T.cruzi ™.

Estados: Agu-Aguascalientes; Baj-Baja Cafifornia; Cam-Campeche; Chi-Chiapas; Coa-Coahuila:
Cot-Colima; Dur-Durango; Gua-Guanajuato; Gue-Guerrero; Hid-Hidalgo; Jal-Jalisco; Mic-
Michoacan; Mex-México (D.F. incluido); Mor-Morelos; Nay-Nayarit; Nue-Nuevo Ledn; Oax-Oaxaca;
Pue-Pugbla; Qui-Quintana Roo; SLP-San Luis Potosi; Sin-Sinaloa; Son-Sonora; Tab-Tabasco:
Tam-Tamaulipas; Tla-Tlaxcala; Ver-Veracruz; Yuc-Yucatan; Zac-Zacatecas.

En nuestro pais, las especies de triatdminos que son consideradas como las mejores

transmisores de la enfermedad de Chagas son Triatoma barberiy Trialoma dimidiald”™.
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Triatoma barberi.

Esta especie autdctona es quizas el mejor transmisor de T. cruzi en México, debido a su
marcada antropofilia y a sus habitos exclusivamente domeésticos y peridomésticos **. Se
distribuye en las regiones central y sur del pais, en los estados de Oaxaca, Jalisco, Morelos

y Guerrero, entre otros *,

Triatoma dimidata.

Es una especie de tamafio grande, que se distingue por su colorido; esta reconocida como el
transmisor principal de la enfermedad de Chagas en Centroamérica ®. £n México, es el
triatdmino que ocupa el territorio mas extenso, ya que su distribucién abarca todos los
estados del sureste y la peninsula de Yucatan, asi como algunos estados del centro (San
Luis Potosi, Puebla) *. Ha sido capturada en casas, establos y gallineros, y es capaz de

penetrar en las habitaciones volando, atraida por la luz™.

Ademas de estas especies, existen en nuestro pais dos especies de triatéminos, Rhodnius
prolixus y Tratoma pallidipennis, cuyo potencial de transmision no se ha determinado
claramente por falta de estudios al  respecto™; de R. profixus se sabe que habita en los
estados de Oaxaca y Chiapas, y que probablemente llegd a México transportado por aves
migratorias del norte de Venezuela. Por su parte, T. pallidipennis se encuentra ampliamente
distribuido en los estados del cenlro del pais, en donde ademas de habitar en ambientes

selvaticos, puede localizarse también en el inlerior y los alrrededores de las casas habitacion

W47
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2.3.6. Triatoma pa!iidibennis (Stal, 1872).

Es una especie mexicana de gran tamario, ya que el adulto macho mide entre 31 y 34 mm
de longitud y la hembra mide de 32 a 35 mm; su cuerpo es bastante anchg, sobre todo en la
region abdominal, en donde ef macho mide de 12 a 13 mm y la hembra de 13 a 16 mm”.
Tiene un color que va del pardo obscuro al negro, con marcas caracteristicas de color rjo-
nararja en el conexivo, que en esta especie es inusuaimente ancho; posee un par de alas de

celor blanco amarillento refativamente angostas, que no cubren la totafidad del conexivo. Su

cabeza y sus patas son de color negro” (fig 8).

Figura 8. Triatoma pallidipennis {Stal, 1872).

Se distribuye en los estados de Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, México, Morelos y
Nayarit, en donde ha sido encontrado infectade naturalmente con T cruzf*. Habita en
ambientes selvaticos , asociada sobre todo a la rata de campo (Neotoma aflen)) v al

armadillo {Dasypus novemcinctus), ubicandose en sus nidos y madrigueras™; no cbstante, se
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ha encontrado también en ambientes domésticos y peridomésticos, incluyendo viviendas y

hoteles de zonas urbanas en la ciudad de Cuemavaca, Morelos™?',

El potencial de esta especie como transmisor de la enfermedad de Chagas no esti
determinado con precision, ya que por una parte se sefiala como un triatémino con patrones
de defecacion prolongados, por lo que podria considerarse como un mal transmisor®. Por
otro lado, se conoce su alta susceptibilidad a la infeccién con 7. cruzi y su adaptacion a
ambientes domésticos y peridomesticos, inclusive en zonas urbanas “, ademés de que la
defecacion posprandial tardia puede ser compensada por una relacion mas prolongada entre
el insecto y el huésped *.

2.4. VIRULENCIA DE Typanosoma cruzi,

La virulencia puede definirse como el grado de patogenicidad de un microorganismo, ya sea
un serotipo, una cepa o una clona de este, en un huésped particular’. Se ha relacionado a la
virulencia con la capacidad del parasito para multiplicarse, la cual puede ser atenuada ¢

exaltada dependiendo de 'a magnitud de la respuesta inmune del huésped™.
Para evaluar la virulencia de las cepas de T. cruzi, se realiza una caracterizacion biologica in
vivo; esle estudio consiste en la infeccion de animales de experimentacion para determinar

las diferencias que presenta cada cepa en su desanrollo dentro def huésped vertebrado °.
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La alla susceptibilidad del ratdn a ta infeccion con T. cruzi ha ocasionado su extensa
utifizacion en los estudios de caracterizacion biolégica de las cepas, ademas de que pueden
distinguirse claramente todas las etapas de la infeccion en un tiempo conveniente para los
investigadores, 1o que no ocurre con otros animales ™. Se han empleado diversas cepas de
ratones, como son: CD-1, BALB-C, C57, CBA, CFW, C3H, entre otras, seleccionandose en

base a sus caracteristicas genéticas y a las necesidades de la investigacion™

Los pardmetros ulilizados para evaluar la virulencia de las cepas de T. cruzi en los ratones
se basan en la capacidad de! parasito para multiplicarse y para producir lesiones tisulares;
por este molivo, en los estudios se determinan datos tales como: la intensidad de la
parasitemia durante el curso de la infeccion, la cantidad y distribucion de los amastigotes en
los diferentes tejidos y organos, la afinidad del parasito para invadir ciertos 6rganos

{histotropismo), y finalmente, los porcentajes de mortalidad acumulada durante el periodo de

estudio™.

2.5. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA VIRULENCIA DE T.cruzi,

Las cepas de T. cruzi son genélicamente heterogéneas entre si, y como consecuencia
presentan una gran variabilidad en caracteristicas tales como: morfologia, patrones
antigénicos, isoenzimas, DNA del cinetoplasto, infectividad para los transmisores y virulencia

en los huéspedes veriebrados, entre otras **,
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Adicionalmente a sus caracteristicas genéticas, la virulencia de T. cruzi puede modificarse
cuando el parasito se desarolla en el insecto transmisor®. Para ciertas cepas de esle
protozoo se ha sugerido que la interaccion de los tripanosomas con factores humorales del
tipo de las lectinas, que se encuentran en el intestino def insecto, aumenta la virulencia de)
parasito *. Por otra parte, la infeccion de los triatominos puede ocurrir debido a una
"seieccion’ de subpoblaciones pertenecienies a una poblacién heterogénea natural;
generalmente , se seleccionan las subpoblaciones mas resislenies al ambiente
potencialmente hostil de! intestino de! insecto, lo cual puede influir en la virulencia def T.
cruzf”. Esta seleccion clonal puede ocurrir también en medios de cultivo acelulares, dando

como resultado subpoblaciones con un comportamiento virulento diferente al de la pobiacion

original®.

Finalmente, se ha reporiado una atenuacidn en {a virulencia de las cepas cuando estas son
mantenidas en medios de cultivo acelulares; la virulencia de ias cepas disminuye en forma

inversamente proporcional al tiempo durante el cual se mantienen en cultivo ®.
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3. HIPOTESIS.

El Trypanosoma.cruzi es un microorganismo constituido por un conjunto de poblaciones
genéticamente heterogéneas, que lleva a cabo su ciclo biclégico en dos huéspedes
diferentes, uno vertebrado y el otro invertebrado; el comportamiento y las caracteristicas

de estas poblaciones estan en funcion de la informacion genélica que poseen.

Sin embargo, las caracteristicas de las poblaciones de T.cruzi en ef huésped vertebrado
son distintas a las que presentan en el huésped invertebrado; estas diferencias se deben
principalmente a la informacion genética del microroganismo, pero ademas a la

interaccion del parasito con el microambiente del huésped.

Con base en estos hechos, se plante6 la siguiente hipétesis:

Si se tienen diversas cepas de T.cruzi con diferente grado de patogenicidad, que se han
mantenido en ratones y se hace un pase de estas cepas por el transmisor Triatoma
paflidipennis, 1a interaccion del pardsito con el huésped invertebrado modificara sus

caracleristicas, y en particular su virulencia en el huésped verlebrado.
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4. OBJETIVOS.

Para corroborar la hipétesis planteada, se establecieron los siguientes objetivos:

* Establecer la infeccion en ninfas de cuarto estadio de Triatoma palfidipennis con cepas

de Trypanosoma cruzi aisladas de diversas especies de triatdminos.

e Evaluar el comportamiento y metaciclogénesis de las cepas de 7. cruzi en los

triatominos infectados experimentalmente.

* Delerminar si la virulencia de las cepas de T. cruzi en ratones se modifica después de

su pase por Triatoma paliidipennis.
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5. DISENO EXPERIMENTAL.

Para alcanzar los objetivos, se disefo el siguiente esquema de trabajo:

Ratones infectados con
diferentes cepas de
Trypanosoma cruzi.

Infeccién de ninfas de 4to. Evaluacion del

estadio de Triatoma comportamiento de las

pallidipennis con ’ cepas de T.cruzien los
tripomastigotes sanguineos. triatdminos.
v
Infeccion de ratones con Infeccidn de ratones con
extracto intestinal de los tripomastigotes sanguineos.
triatdminos infectados.

}

Evaluacion de la virulencia de las
cepas de T.cruz en los ratones
infectados.
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6. MATERIAL Y METODOS.

6.1. CEPAS DE Trypanosoma cruzi.
Se emplearon cinco cepas de T. cruzi que fueron aisladas de diversas especies de
triatominos infectados naturaimente; fos tratominos fueron colectados por personal del

laboratorio en diterentes localidades de la Reptiblica Mexicana (tabla 1).

Nombre de fa cepa Especie de triatémino  Localidad donde fue aislada Ano de
aislamiento

Querétaro Triatoma barberi La Cueva, Querétaro 1986

Purisima Triatoma barberi Purisima de la Cueva, Querétaro 1996

Tequesquitengo  Triatoma pallidipennis Tequesquitengo, Morelos 1992

Oaxtepec Triatoma pallidipennis Oaxtepec, Morelos 1996

T5 Triatoma dimidiata Xuchiles, Veracruz 1996

Tabla 1. Cepas de Trypanosoma cruzi ulilizadas en el experimente.

Estas cepas fueron aisladas en el laboratorio, inoculando ratones de la cepa CD-1 con heces
de los triatominos infectados, por via intraperitoneal; a partir de la fecha de su aislamiento se

han mantenido en el laboratorio mediante pases sucesivos en ratones y en medios de

cultivo.

6.2. INFECCION DE TRIATOMINOS CON LAS DIFERENTES CEPAS DE
T. cruzi,

Los triatbminos utilizados para la infeccion con las distintas cepas de T. cruzi fueron de la

especie Tratoma pallidipennis, eclosionados en el laboratorio y tibres de infeccion con el
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parasito. Para el experimento se seleccionaron ninfas de cuarto estadio, con el objeto de
impedir que alcanzaran la fase adulta durante el periodo de estudio, evitando asi la

consideracion del sexo como una vanable adicional.

Las ninfas de T. pallidipennis se distribuyeron en lotes de ocho ejemplares cada uno, en un
total de cinco lotes, correspondientes al nimero de cepas de T. cruzi utilizadas durante el
experimento. Los cinco lotes de triatdminos se colocaron en frascos de vidrio de boca
ancha®, acondicionados con papel doblado en forma de acordedn para brindarles soporte a
los insectos; la boca de los frascos se cubrié con trozos de tela (organza) sujetados por figas

de hule.

Se emplearon ¢inco ratones cepa CD-1, de los cuales cada uno fué infectado con las
diferentes cepas de T. cruzi indicadas en la tabla 1 de esta seccién. Cuando los ratones
presentaron parasitemia se utilizaron para infectar los triatominos, sujetandolos sobre una
plancha de unicel para manteneros inméviles y en posicion ventral.

La infeccion de los triatéminos se llevd a cabo colocando la boca del frasco sobre el
abdomen del ratén inmdvil para permitir que las ninfas se acercaran a alimentarse; el frasco
se cubrié con una tela para protegerio de fa fuz, y se dejd alimentar a los triatéminos durante

30 minutos, repitiendo €l mismo procedimiento para todas las otras cepas de T. cruzi.
Todas las ninfas fueron pesadas antes y después de la alimentacion para calcular el

volumen de sangre y 1a cantidad de tripomastigotes sanguineos ingeridos por cada inseclo
{tabla 2).
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No. De tripomastigotes sanguineos ingeridos por cada insecto
TRIATOMINO #

Cepa 1 2 3 . a 5 6 7 8
Querétaro 7.25¢10° B.25x10° 8.42x10° 58x10° 6.78x10° 0668x10° 2.98x10° 16.6x10°
Purisima 0.09x10° 0.09x10° 0.03x10° + 0.08x10°  0.18x10°  0.11x10°  0.08x10°
Tequesquitengo  1.36x10° 1.9x10°  1.3gx10° + 2.15:10°  0.45x10° 2.3x10° 047010
Caxtepec 0.45x10° 0.24x30° + + 0.008x10°  0.03x10° + 0.19x10°
15 12x10°  31.8x10° 18.1x10° 158010°  18x10° 18x10°  13.1x10° +

Tabla 2. Dosis de infeccién para los triatéminos con las diferentes cepas de T. cruzi Las dosis fueron
calculadas a partir de la diferencia en peso registrada para cada triatémino después de alimentarse; esta
diferencia en peso fué dividida entre el valor de la densidad correspondiente a la sangre de raton ( p=1.120
g/mL ), con lo cual se obtuvo el volumen de sangre ingerido por cada inseclo para finalmente calcular el
namero de parasitos ingeridos partiendo de la parasitemia presentada por cada ratén al momento de la
infeccién.

+ Triatéminos que no se alimentaron sobre el raton infectado.

6.3. DENSIDAD PARASITARIA DE LAS CEPAS DE T. cruzi EN LAS HECES DE
LOS TRIATOMINOS.

El témino densidad parasitaria se emplea para indicar la cantidad de tripanosomas
presentes en las deyecciones de los triatéminos; esta se determiné contando los flagelados
presentes en las deyecciones de las ninfas infectadas cada 3 6 4 dias posinfeccién durante

un periodo de 90 dias, mediante el procedimiento siguiente:

« Obtencién de heces de triatdminos.
Para provocar la defecacidn de las ninfas de T. paflidipennis infectadas, estas fueron
estimuladas presionando ligeramente su abdomen. Las deyecciones fueron depositadas

sobre portaobjetos y estos fueron colocados en cajas de Petri con algodones humedecidos

con agua para evitar [a deshidratacién de las heces.
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» Confirmacién de la infeccion con T. cruzi.

De cada una de las muestras de heces obtenidas, se tomé un volumen de 2 pl el cual se
vertié sobre un portaobjetos; mezctandolo con dos-tres gotas de DPBS con la finalidad de
aclarar las muestras y facilitar la visualizacion de los parasitos. Sobre la preparacion se

colocd un cubreobietos y se observo al microscopio a 10X y 40X para detectar la presencia o

ausencia de pardsitos.

» Densidad parasitaria en las heces.

La cuenta se llevd a cabo unicamente en las muestras donde la presencia de flagelados de
T. cruzi fue confirmada. De cada una de estas muestras se tomaron 5 ul de heces y se
diluyeren :10 con DPBS; ias heces que por su color obscuro dificultaban Ia observacion,
fueron diluidas 1:100 con el mismo diluyente. Empleando una camara de Neubauer, se conté
€l nimero de parasitos presentes en 10 pL de heces diluidas, expresando los resultados en

numero de parasitos / ml. de heces.

6.4. DETERMINACION DE LA METACICLOGENESIS DE LAS CEPASDE T,
. cruziEN LOS TRIATOMINOS.

Después de la evaluacion de fa densidad parasitaria de las cepas de T. cruzien las heces de
los triatominos, se realiz6 un conteo de los tripomastigotes metaciclicos, epimastigotes,
esleromastigotes y otras formas parasitarias encontradas en las deyecciones de las ninfas;
este conteo permitid determinar para cada cepa de T. cruzi ef grado de metaciclogénesis,
que es el proceso que ocurre en el intestino del insecto mediante el cual los parasitos se
fransforman en tripomastigotes melaciclicos. Con las heces restantes de las muestras

utitizadas para la determinacién de la densidad parasitaria, se realizaron frotes, los cuales se
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fijaron con metanol absoluto durante un minuto y se tifieron con Giemsa durante 15 minutos.
Las preparaciones tefiidas se observaron al microscopio a 100X, contando el total de
parasitos en cada una e identificandolos de acuerdo con su morfologia y la posicién del

cinetoplasto (ver inciso 1.2.2).

6.5. ALIMENTACION DE LOS TRIATOMINOS.

Los triatominos infectados se mantuvieron en el laboratorio alimentandotos cada 15 dias
durante el tiempo de duracién del experimento, util{zando la sangre de una paloma como
fuente de alimento, ya que se recomienda Ia utilizacion de aves para alimentar a los insectos
por ser refractarias a la infeccion con T. cruzi. Cada frasco con ninfas fué colocado sobre la

paloma durante 20 minutos para permitir a los friatominos la ingestion de sangre.

6.6. INFECCION DE RATONES CON DIFERENTES CEPAS DE T, cruzi.

Una vez que se determin la densidad parasitfria en_ las heces de los triatéminos vy la
metaciclogénesis de las cepas de T .cruzi empleadas en el estudio, se procedic a evaluar su
virulencia; para este propdsito se infectaron ratones, los cuales fueron divididos en dos
grupos: el primer grupo fue inoculado con el extracto intestinal de los triatéminos infectados
experimentalmente con las cepas del parasito, mientras que el segundo se infectd con
tripomastigotes sanguineos provenientes de las mismas cepas mantenidas en ratones, sin
haber pasado por los triatéminos. Posteriormente, en ambos grupos de ratones infectados se
determinaron los siguientes pardmetros: las cinéticas de la parasitemia, los porcentajes de
mortalidad, el histotropismo de las cepas a tres Grganos: pulmén,bazo y corazén y los

porcentajes de ratones infectados con nidos de amastigotes.
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» Ratones.

Para esta fase del experimento, se utilizaron ratones de la cepa CD-1, hembras, de 6-8

semanas de edad.

» Infeccidn de ratones con extracto intestinal de triatéminos.

Al cumplir 90 dias posinfeccién, se efeclué una diseccion de todas las ninfas infectadas
sobrevivientes, depositando su contenido intestinal en trascos viales. Ulilizando una camara
de Neubauer, se determind la cantidad de parasitos por mL de extracto intestinal en cada
uno de los viales. Para llevar a cabo la infeccion, se distribuyeron cincuenta ratones en lotes
de 10, uno por cada cepa de parésitos; cada ratdn se inoculd por via intraperitoneal con 200
L. de extraclo intestinal. Las dosis de infeccién fueron variables para cada cepa de T. cruzi
{tabta 2}, debido a que la cantidad de parasitos presentes en el contenido intestinal de los

triatéminos fué distinta para cada cepa.

« Infeccion de ratones con tripomastigotes sanguineos.

Otro grupo de 50 ratones distribuidos por lotes de la misma forma que en el inciso anterior,
se infectd con tripomastigotes sanguineos provenientes de la sangre, obtenida por puncion
cardiaca, dé ratones infectados con las diferentes cepas de T. 'cruzi. Cada ratén fué
inoculado por via intraperitoneal con la misma dosis de parasitos que los ratones inoculados

con extracto intestinal y contenida en un volumen de 200 pl. de sangre (tabla 2).
» Lote Control.

Un fote de 10 ratones fué inoculado por via intraperitoneal con 200 pb de DPBS a cada

ratdn, utilizindolo como control negativo de infeccion.
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Cepa de T.cruzi Dosis de infeccidn
(# parisitos inoculados/ratén)

Extracto intestinal Tripomastigotes
de triatéminos sanguineos
Querétaro 1.2 X 10° 1.2X10°
Purisima 12X 1¢° 12X 10°
Qaxtepec 6 X 10* 6X104
Tequesquitengo 1% 10* 1X10*
T5 1X10* 1X10*

Tabla 2. Dosis de infeccion inoculadas a los ratones.

6.7. DETERMINACION DE CURVAS DE PARASITEMIA.

La intensidad de la parasitemia se determiné en los ratones cada tres y cuatro dias
posinfeccién, durante un periodo de 50, extrayendo 10 ul de sangre de la cola de cada
raton y diluyéndolo 1:10 con NH,CI al 0.87% para hsar los eritrocitos y facilitar la
observacion®. El conteo de los tripomastigotes sanguineos se efectud utilizando una camara

de Neubauer, expresando el resuitado en nimero de tripomastigotes/mL de sangre.

6.8. HISTOTROPISMO DE LAS CEPAS DE T. cruzi EN RATONES.

Se llevd a cabo una bisqueda de nidos de amastigotes en el corazén, los puimones y el
bazo de los ratones infectados con T .cruzi para determinar si el tropismo de las distintas
cepas del parasito hacia estos drganos se ve modificado después de la interaccion de los
kipanosomas con el insecto transmisor. La eleccién def corazén para esta parte experimental
se realizé con base a los reportes que indican afinidad de ciertas cepas de T. cruzi por este

organo, en tanto que el bazo y los pulmones fueron elegidos por poseer una irrigacion
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sanguinea abundante, fa cual favorece el paso de los tripomastigotes sanguineos a través

de estos 6rganos y aumenta la probabilidad de invasion del parasito.

La blisqueda de nidos de amastigotes se efectud en corles histopatologicos preparados en el

laboratorio de la manera siguiente:

« Extraccion y conservacién de 6rganos.
De todos los ratones sobrevivientes al dia 50 posinfeccion fueron extraidos el corazén, los
pulmones y el bazo, lavandolos con DPBS y envolviendo cada drgano en un trozo de gasa;

los érganos se mantuvieron en una solucion de formof buffer durante 72 horas.

» Deshidratacién.
Los érganos fueron enjuagados dejandolos bajo un chorro fino de agua durante 12 horas
para eliminar los residuos de formol. La deshidratacion se efectud utilizando etano! af 30, 40,

50, 60, 70, 80, 96 y 100%, embebiendo los érganos en cada una de estas soluciones
durante 24 h

¢ Inclusion.
Los drganos fueron sumergidos sucesivamente en cuatro recipientes con parafina fundida,
durante un tiempo de 4 h en los primeros tres, y de 12 h en el cuarto recipiente, para

después colocarlos sobre moldes que fueron llenados con parafina fundida.

« Cortes.
Una vez solidificada la parafina se desmoldaron los bloques con los 6rganos incluidos y se
utilizé el microtomo para hacerles cortes longitudinales de 4 . de espesor , tomando una

muestra del tejido cada 10 cortes realizados hasta completar un total de 100 cortes por
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organo. Los tejidos se colocaron en un bao de flotacion con agua a 50°C para desprender
la parafina circundante a la muestra, recogiéndolos después con ayuda de un pincel y
colocandotos sobre un portaobjetos. Las preparaciones con las muestras de los tejidos se

introdujeron en una estufa a 60°C durante 12 horas para eliminar los residuos de parafina.

«» Tincién.
Los cortes histopatoldgicos se tifieron con Eosina-Hematoxilina para poner de manifiesto a

los amastigotes, ya que fa hematoxilina tifie los nicleos de las células de color azul ¥ la

eosina tifie de color rosa el citoplasma.

« Montaje.
Las preparaciones tefiidas se cubrieron con balsamo de Canada y s& colocd un cubreobjeios

sobre cada una de ellas, dejando secar a Ia resina antes de observarias.

+ Busqueda de nidos de amastigotes.

Se observaron af microscopio, a 100X (inmersion) las preparaciones montadas con los
cortes histologicos ya tefiidos para buscar la presencia o ausencia de nidos de amastigotes;
cada seccion de tejido en la preparacion fué examinada completamente cubriendo todos los

campos microscopicos, registrando la localizacién de los nidos de amastigoles encontrados.
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7. RESULTADOS.

Para cumplir los objetivos de este experimento, se evalud el comportamiento de varias cepas
mexicanas de Trypanosoma cruzi en ef insecto transmisor, especificamente en Triatoma
pallidipennis y posteriormente se determind la virulencia de las mismas cepas en ratones.
Para realizar la evaluacion del comportamiento de las cepas del parasito en los triatominos,
se registro su densidad parasitaria en las deyecciones, el grado de metaciclogénesis que
presentaron y los porcentajes de las diferentes formas parasitarias observadas en las heces
de los friatdéminos a lo largo de! periodo de estudio.

En la determinacion de la virulencia de las cepas de T.cruzi en los ratones, se tomaron en
cuenta los parAmetros siguientes: el porcentaje de mortalidad en cada lote de ratones, l2
intensidad de la parasitemia durante el curso de la infeccion y el histotropismo a pulmones,

bazo y corazon.

L}

7.1. DENSIDAD PARASITARIA:

En este experimento se determind la densidad parasitaria de las cepas de T. cruzi en las
deyecciones de los triatéminos infectados durante un periodo de 90 dias; los resultados de

esta determinacién se muestran en la figura 9.

Como puede observarse en la figura 9, los resultados de la determinacion de la densidad
parasitaria en las heces de Triatoma paflidipennis fueron diferentes entre las distintas cepas

de T. cruzi. En primer lugar, el tiempo que transcurmio a partir de la infeccion de los
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triatominos hasta la deteccion inicial de los parasitos en sus deyecciones fue distinto para
cada cepa; en la cepa Querétaro, dicho tiempo fue de 7 dias y de 14 dias en la cepa
Purisima, ambas aisladas de Trialoma barber: en los triatéminos infectados con las cepas
aisladas en el estado de Morelos y de la misma especie transmisora T. palfidipennis, fos
flagefados de la cepa Oaxtepec se detectaron a los 11 dias posinfeccion y a los 21 dias
posinfeccion los de la cepa Tequesquitengo, mientras que en aquellos insectos infectados
con fa cepa veracruzana T, aislada de Triatoma dimidiata, los flagelados se detectaron en

las heces hasta el dia 21,

15T

25T

# parasitos/mL de heces (x105)

4 T M 14 1B N 2% 2B 32 39 42 4 53 B0 62 69 76 B2 90

dia posinfeccion

Figura 9. Cinética de la densidad parasitaria de las diferentes cepas de T.cruzi en heces de ninfas de cuarto
estadio de Traloma pallidipennis Promedio de 8 insactos por cepa.

Triatominos infectados con T.cruzi cepas:Querétaro (), Purfsima (M),

Oaxtepec {A),.Tequesquitengo (X) y T5 (%).
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Con respecto a la magnitud de la densidad parasitaria, la mayor cantidad de flagelados en
las heces se encontro en los insectos infectados con las cepas del estado de Querétaro, ya
que tal como se observa en la figura, se contd un méximo de 3.1x10° parasitos/mL de heces
en la cepa Queretaro al dia 11 p.i., en tanto que en la cepa Purisima el conteo mas alto fue
" de 2.5x10° parasitos/mL. Por el contrario, las cepas del estado de Morelos fueron fas que
presentaron una menor densidad parasitaria, ya que en las ninfas infectadas con la cepa
Oaxtepec la mayor cantidad promedio detectada en las muestras fue de 4x10° parésitos/mlL
de heces y en la cepa Tequesquitengo,la cantidad de parasitos mas grande encontrada en
fas heces fue de 6x10° parasitos/mL. Otra cepa que presentd una densidad parasitaria muy

baja fue T5 en la cual el nimero promedic maximo de flagelados fue de 4.2x10°
parasitos/mL de heces,

Otro aspecto notable que se puede observar en fa figura, es que la densidad parasitaria no
se mantuvo constante en ninguna cepa de T.cruzia lo largo del estudio, sino que la cantidad
de parasitos en las deyecciones de los insectos presenté variaciones considerables; esto
puede apreciarse de manera mas notoria en la cepa Querétaro, en donde no se encontrd
ningun parésito tan solo cuatro dias después de contar millones de parasitos en las,
muestras; la densidad parasitaria en fa cepa Purisima también presentd gran variabilidad, ya
que los primeros 69 dias se contd un maximo de 5x10° parasites/mL de heces, pero tan solo
unos dias desples, es decir, al dia 76 p.i., se llegd a encontrar un promedio de 2x10°
flagelados por cada mL de heces.

En las cepas restantes, estas variaciones en la densidad parasitaria no fueron tan grandes

como en los casos descritos.
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7.2 METACICLOGENESIS DE LAS CEPAS DE T.cruzi EN LOS TRIATOMINOS.

Para la determinacion de la metaciclogénesis de las diferentes cepas de T.cruzi en los
insectos infeclados, se llevd a cabo un conteo de las distintas formas parasitarias
encontradas en las heces de ios triatéminos, con la finalidad de reportar el grado de

aclividad en el proceso de transformacién del parasito a tripomastigote metaciclico; los

resultados obtenidos se encuentran en las figuras 10-14.

g s 8
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formas parasitarias (%)
& 8
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dia posinteccién
Figura 10. Cinética de metaciclogénesis para la cepa Querétaro. Porcentaje de las distintas fases de T.eruzi

observadas en las heces de triaiominos infectados:
Tripomastigotes (4),Epimastigotes (M), Otras formas (A).
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Figura 11, Cinética de metaciclogénesis para la cepa Purisima. Porcentaje de las distintas fases de T.cruzi

cbservadas en las heces de los triatéminos infectados:
Tripomastigotes {#},Epimastigotes (M),Otras formas (A),
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Figura 12. Cinética de metaciclogénesis de la cepa Oaxtepec. Porcentaje de las diferentes fases de T.oruzi

cbservadas en las heces de triatéminos infectados:
Tripomastigotes (4}, Epimastigotes (M}, Otras formas (A).
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Figura 13. Cinética de metaciclogénesis para la cepa Tequesquitengo. Porcentaje de las distintas fases de
T.cruzi observadas en las heces de triatéminos infectados:

Tripomastigotes (#}, Epimastigotes (W), Otras formas (A},
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Figura 14. Cinética de metaciclogénesis para la cepa TS. Porcentaje de las distintas fases de T.cruzi

observadas en las heces de triatdminos infectados:
Tripomastigotes (#), Epimastigotes (W), Otras formas (4 ).
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Las fases del parasito encontradas en las heces de los triatéminos infectados con las
diferentes cepas de T. cruzi fueron el fripomastigote, epimastigote y formas transicionales de
morfologia vaniable (esféricas, piriformes y alargadas), buyos porcentajes se encuentran
representados en las graficas (figuras 10-14) como "Otras formas”, con excepcion de la cepa”

Qaxtepec (figura 4) en la que no se encontraron estas formas transicionales.

En las figuras 10-14 puede observarse que el proceso de transformacion del parasito fue
diferente en cada cepa, el predominio de las diferentes formas fue alternandose a lo largo
del estudio. En la cepa Querétaro (fig. 10) se presentd un equilibrio entre tripomastigotes y
epimastigotes hasta el dia 39 p..; posteriormente hubo un aumento en la cantidad de
tripomastigotes, alcanzando el 100% en ias muestras del dia 53 p.i. aunque después hay un

aumento en la cantidad de epimastigotes.

La cepa Purisima (fig. 11) presentd un comportamiento semejante al de la cepa Querétaro,
con cantidades similares de epimastigotes y tripomastigotes durante los primeros 80 dias
posinfeccion. De modo general, el aumento de tripomastigotes se observa desde el dia 39
en adelante, con algunos puntos de equilibrio con epimastigotes (dia 62 al 69) y predominio

de estos dltimos (dia 53). Casi no se observaron formas transicionales de esta cepa.

Para la cepa Oaxtepec (fig. 12), los parasitos se detectaron e idenlificaron en las muestras a
partir del dia 60 posinteccion con predominancia de tripomastigetes, aunque este porcentaje
disminuyo at llegar el dia 82, en el cual se incrementaron ios epimastigotes; hacia el final del

estudio (dia 90}, los tripomastigotes aumentaren nuevamente.
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El predominio de las diferentes formas parasitarias de T.cruzi en las heces de los insectos
infectados con la cepa Tequesquitengo fue distinto al de las otras cepas estudiadas, ya que
tal y como se observa en la figura 13, el epimastigote fue la fase méas abundante en las

heces durante todo el estudio.

El comportamiento de fa cepa T5 también fue muy diferente (fig. 14), ya que en las heces de
los triatominos infectados con esta cepa se encontré el porcentaje mas elevado de formas
transicionales entre todas las cepas. alcanzando el 100% al dia 23 posinfeccion; en dias
posteriores y hasta la finalizacion de! estudio, el nimero de estas formas transicionales

disminuyd, observandose tripomastigotes y epimastigotes en cantidades semejantes.

7.3. PORCENTAJE DE MORTALDAD.

Para evaluar el comportamiento de las cepas de T. cruzi en ratones, antes y después de
pasar a través del transmisor de la especie T. paflidipennis, se determind el porcentaje de
mortalidad en los ratones infectados con las diferentes cepas, cuantificando el nimero de
ratones muertos hasta el dia 50 posinfeccién. Los resuitados de esta determinacion se

encuentran en las figuras 15-19.

Los resultados obtenidos muestran un comportamiento diferente de cada cepa del parasito
en el huésped vertebrado, y se puede observar que solamente los ratones infectados con la
cepa Purisima (fig. 16) y los que se inocutaron con DPBS (resultados no mostrados)
sobrevivieron en su totalidad; en los ratones infectados con las cepas restantes la morlalidad
fue variable tanto en los animales inoculados con tripomastigotes sanguineos como en los

que fueron inoculados con extracto intestinal de triatdminos.
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La mortalidad ocurrida entre los animales infectados con la cepa Querétaro (fig. 15) fué del
50% en los ratones que se inocularon con tripomastigotes sanguineos y del 40% en aguellos

inocutados con tripanosomas del tracto digestivo de los triatéminos.

En los ratones infectados con la cepa Oaxtepec {fig 17}, Unicamente murié el 10% de los

ralones inoculados con tripomastigotes sanguineos.

Se observa que [a cepa que provocd una mayor mortalidad en los ratones fue la T5 (fig 19),
ya gue murid el 90% de los animales inaculados con extraclo intestinal de triatominos y el

60% de los inocuiados con tripomastigotes sanguingos.

E! resultado mas significativo fue obtenido de los ratones infectados con la cepa
- Tequesquitengo, ya que como se observa en la figura 18, todos los ratones inoculados con
tripomastigotes sanguineos sobrevivieron, en tanto que de aquellos que fueron inoculados

con los tripanosomas provenientes del traclo digestivo de los insectos, murio un 60%.
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mortalidad (%)

dia posinfeccion

Figura 15. Mortalidad en ratones infectados con T.cruzicepa Querétaro antes y después de pasar a través
del tracto digestivo de T. paflidipennis: ratones inoculados con extracto intestinal de triatominas infectados
(#), ratones inocutados con tripomastigotes sanguineos obtenidos a partir de un ratén con parasitemia ().

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

mortalidad (%)

4 7 12 14 18 21 25 29 32 35 4D 42 46 52

dia posinfeccién

Figura 16. Moralidad en ratones infectados con T.cruzi cepa Purisima antes y después de pasar a través
del tracto digestivo de T. pallidipennis: ratones inoculados con extracto intestinal de tnatdminos infectados
(#), ratones inoculados con tripomastigotes sanguineos obtenidos a partir de un ratén con parasiternia ().
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Figura 17. Morialidad en ratones infectados con T.cruzi cepa Oaxtepec antes y después de pasar a través
de! tracto digestivo de T. paffidipennis: ratones inoculados con extraclo intestinal de tridteminos infectados
(#), ratones inoculados con Iripomastigotes sanguineos oblenides a partis de un ratdn con parasiternia ().
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Figura 18. Monalidad en ratones infectados con T cruzi cepa Tequesquitengo antes y después de pasar a
través del tracte digestivo de T. pallidipennis: ratones inoculados con extracto intestinal de triatéminos

infectados (#), ratones inoculados con iripomastigotes sanguineos obtenidos a partir de un ratdn con
parasitemia (H).

52



100

g

80+
07T
60+
m.l
w0+
20+
20+
101

mortalidad (%)

5 12 15 20 23 27 7 L3 51
dla posmfeccmn

Figura 19. Mortalidad en ratones infectados con T.cruzi cepa T5 antes y después de pasar a través de T,
pallidipennis. ratones inoculados con extracto intestinal de triatéminos infectados (4}, ratones inoculados
con tripomastigotes sanguineos obtenidos a partir de un ratdn con parasiternia (H).

7.4. DETERMINACION DE CURVAS DE PARASITEMIA.

Debido a que 1a intensidad de la prasitemia durante el curse de la infeccion es otro de los
parametros empleados para determinar la virulencia de 7. cruzi en los huéspedes
vertebrados, se construyeron curvas de parasitemia con los resultados de su determinacion

en los ralones infectados con las distintas cepas; las curvas resultantes corresponden a las
figuras 20-24.
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Figura 20. Curvas de parasitemia en ratones infectados con T.eruzi cepa Querétaro. Promedio de 10
ratones: ratones inoculados con extracto intestinal de triatéminos infectados (#), ratones inoculades can
tripomastigotes sanguineos cbtenidos a partir de un ratdn con parasitemia (M)
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Figura 21. Curvas de parasitemia en ratones infectados con T.cruzi cepa Purisima. Promedio de 10
ratones: ratones inoculados con extracte intestinal de triatbminos infectados (@), ratones inoculados con
tripomastigotes sanguineos chtenidos a partir de un raton con parasitemia (H).
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Figura 22. Curvas de parasilemia en ratones infectados con 7.cruzi cepa Oaxtepec. Promedio de 10
ratones: ratones inoculados con exiracto intestinal de trialominos infectados {#), ratones inoculados con
iripomastigotes sanguineos obtenidos a partir de un ratén con parasitemia {H).
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Figura 23. Cutvas de parasitemia en ratones infectados con T.cruzi cepa Tequesquitengo. Promedio de 10

ratones: ratones inoculados con exiracto intestinal de triatominos infectados (¢), ratones inoculados con
tripomastigotes sanguineos obtenidos a partir de un ratén con parasitemia (M).
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Figura 24. Curvas de parasitemia en ratones infectados con T.cruzicepa T5. Promedio de 10 ratones:
tatones inoculados con extracio intestinal de triatéminos infectados (#), ratones inoculados con
tripomastigotes sanguinecs obtenidos a partir de un ratdn con parasitemia ().

Al igual que ocurrié con la mortalidad en los ratones, la cantidad de flagelados en la sangre

también presenté variabilidad entre las distintas cepas de T. cruzi

Como puede observarse en la figura 20, los animales inoculados con tripomastigotes
sanguineos de la cepa Querétaro presentaron un promedio maximo de 6x10°
tripomastigotes/mL de sangre, mientras que la parasitemia en los ratores incculados con
extracto intestinal de triatominos infectados con esta misma cepa fue un poco mas baja, pero
con un comporiamiento similar, ya que ambas curvas de parasitemia presentan aumentos y

disminucion en la cantidad de parasitos en los mismos dias.
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En los ratones infectados con la cepa Purisima (fig. 21), se observé una cantidad mayor de
flagelados en sangre en aquellos ratones inoculados con extracto intestinal de triatéminos,
alcanzando un promedio méaximo de casi 5x10° parasitos/mL de sangre, aunque fas curvas
de parasitemia de ambos grupos de ratones presentan semejanzas en cuanto al tiempo en

que se preseniaron los incrementos y disminucion de los flagelados.

Un comportamiento diferente se observa en los ratones infectados con la cepa Oaxtepec (fig
22), ya que en fa sangre de los ratones inoculados con extracto intestinal de trialéminos no
se detectaron parasitos durante todo el periodo de estudio, en tanto que en los ratones
inoculados con tripomastigotes sanguineos las cantidades de flagelados encontradas en la

sangre fueron muy bajas, con un méaximo de 0.08x10° parésitos/mL de sangre (ligeramente

observable).

Del mismo modo, pueden observarse diferencias entre las dos curvas de parasitemia de fa
figura 23, que corresponden a los ratones infectados con la cepa Tequesquitengo, ya que la
cantidad de flagelados en la sangre de los ratones inoculados con extracto intestinal de
triatominos alcanzé un promedio méaximo de 6.1x10° parasitos/mL de sangre, mientras que el

valor promedio més alto de la parasitemia en los ratones inoculados con tripomastigotes
[
sanguineos fue de casi 1x10".

Los ratones inoculados con tripomastigotes sanguineos de la cepa T5 (figura 24) fueron los
que presentaron las parasitemias més altas en todo el estudio, sobrepasando los 9x10°
parasitos/mL de sangre en su punto maximo. Observando la misma figura puede apreciarse
que en los ratones inoculados con extracto intestinal de trialéminos, las parasitemias

encontradas fueron mucho mas bajas.
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7.4. DETERMINACION DEL HISTOTROPISMO DE LAS CEPAS DE T.cruzi,

La evaluacién de la virulencia de las cepas de T.cruzi en los ratones se completd
delerminando la capacidad del parasito para invadir los tejidos, para lo cual se calculd el
porcentaje de animales con nidos de amastigotes en bazo, corazén y pulmones, empleando
los resultados obtenidos de la busqueda de amastigotes en los cortes histopatolgicos. Los

porcentajes resuftantes se encuentran en fas figuras 25-28.
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Figura 25. Porcentaje de ratones con nidos de amastigotes que fueron infectados con la cepa Purisima de
T.cruzi ratones inoculados con extracto intestinal de triatéminos infectados ( ). ralones inocutados con
tripomastigotes sanguineos (. }
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Figura 26. Porcentaje de ratones con nidos de amastigotes que tueron infectatios con ta cepa Qaxtepec de
T.cruzi. ratones inoculados con extracto intestinal de triatéminos infectados ) ratones inoculades con
tripomastigotes sanguineos ( JJj )
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Figura 27. Parcentaje de ratones con nidos de amastigoles que fueron infectados con la cepa
Tequesquitengo de T.cruzi rafones inoculados con extraclo intestinal de triatdminas infectados (El )
ratones inoculados con tripomastigotes sanguineos ( . ).
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Figura 28. Porcentaje de ratones con nidos de amastigotes que fueron infectag dos con fa cepa T5 de T.cruzi.
ratones inoculados con extracto intestinal de tratdminos infectados ), ratones inoculados con
tripomastigotes sanguineos ( [ | ).

Como puede observarse en las figuras 25-28, se presentaron diferencias entre los ratones
infectados con las distintas cepas de T.cruzi en cuanto a los porcentajes de animales con

nidos de amastigotes resultantes.

En primer fugar, en los ratones infectados con la cepa Querétaro, no se encontraron nidos de

amastigotes en ninguno de los 6rganos analizados (resultados no mostrados).

La figura 25 muestra los resultados de los animales infectados con la cepa Purisima y en ella

puede observarse que en un 10% de los ratones inoculados con el contenido intestinal de los
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triatdminos infectados con esta cepa, se encontraron nidos de amastigotes, mientras que en
los ratones inoculados con tripomastigotes sanguineos, este porcentaje fue del 20%;
tambien puede observarse en la misma figura que de los tres érganos analizados, el corazon

fue el inico donde se encontraron pardsitos intracelulares de esta cepa.

Al igual que en los ratones infectados con la cepa Purisima, solamente se encontraron
amastigotes en el corazén de los ratones infectados con la cepa Oaxtebec, en la cual, un
10% de los ratones inoculados con extracto intestinal de triatdminos presentaron nidos de
amastigotes, en tanto que el porcentaje de ratones con nidos de amastigotes fue de 11.11%

para los ratones inoculados con tripomastigotes sanguineos (fig. 26).

Los ratones infectados con la cepa Tequesquitengo (fig. 27) presentaron porcentajes mas
elevados de animales con nidos de amastigotes con respecto a los inoculados con las cepas
descritas anteriormente: 75% de los ratones inoculados con extracto intestinal presentaron
nidos de amastigotes en el corazdn, mientras que en un 20% de los animales inoculados con
tripomastigotes sanguineos se observaron nidos de amastigotes en el corazén y en otro 20%

de ellos se localizaron nidos de amastigotes en los pulmones.

Los porcentajes mas altos de animales con nidos de amastigotes se encontraron en la cepa
T5 {fig. 28), en la cual todos los ratones inoculados con extracto intestinal de triatéminos
infectados con dicha cepa presentaron al parasito infracelulamente en el corazon y lo mismo

ocurrié con la mitad de los ratones inoculados con tripomastigoles sanguineos.

En cuanto al histotropismo de las diferentes cepas, los resultados de las figuras 25-28
muestran una predileccion del parésito por invadir ei corazon, por lo que puede decirse que

estas cepas son cardiotropicas.
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7. DISCUSION.

Los resultados obtenidos muestran que la infeccién de las ninfas de Trialoma pallidipennis
con T. cruzi logrd eslablecerse con todas las cepas del parasito, no solamente con aquellas
cepas provenientes de localidades donde se ubica esta especie de transmisor, de la cual
fueron aisladas {Oaxtepec, Tequesquitengo) sino que ademas, con cepas que fueron
aisladas de otras especies de triatdminos, como son Triatoma barberi y Triatoma dimidiata,
que habitan en las regiones donde se Hevé a cabo el aislamiento de dichas cepas (cepas
Querétaro, Purisima y T5). La infeccion de T. pallidipennis con todas las cepas de T. cruzi
estudiadas, concuerda con los resultados de tos estudios de Alejandre-Aguilar y cols. (1993},
en donde se indica que esta especie de lransmisor posee una gran susceptibilidad a la

infeccion por T. cruzi. .

Con respecto a la densidad parasitaria en las heces de los triatéminos, puede observarse
que resultd distinta en cada cepa de T. cruzi. Eslos resultados permiten suponer que el
riesgo de infeccion de los huéspedes vertebrados esté en funcién de la cepa del parasito, ya
que dicho riesgo aumenta cuando un si la densidad parasitaria en las heces de los
triatémincs es alta. Este fue el caso de las cepas Querétaro y Purisima, de las cuales
llegarcn a encontrarse millones de flagelados en cada mL de heces, a diterencia de las cepas
resiantes {Oaxtepec, Tequesquitengo y T5), en donde se encontraron cantidades menores.
Los resultados también muestran que el niimero de parasitos en las deyecciones no se
mantuvo constante a través del tiempo, y en determinados periodos del estudio, como fue el
comprendido entre los dias 36 y 42, todas las cepas presentaron una densidad parasitaria

semejante, lo que permite suponer que en este periodo, el riesqo de transmisidn de T. cruzia
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un vertebrado es equivalente entre todas las cepas. A pesar de que el trabajo de Nogueda-
Torres y cols.(1993) demostré que T. palfidipennis posee patrones de defecacion sobre su
huesped que pueden considerarse como prolongados cuando se comparan con los de ofras
especies, esta variabilidad en la cantidad de flagelados expulsados junto con las heces que
se presenta en esta especie de triatémino, como resultado de las caracteristicas Gnicas de
cada cepa de 7. cruzi, podria considerarse como un factor adicional al estudiar la capacidad

de transmision de estos artropodos.

El conteo de las diferentes fases del parésito encontradas en las heces de los triatdminos
infectados con las distinlas cepas de T. cruzi, permitio determinar en cuales de eslas fue mas
activo el proceso de metaciclogénesis. Es un hecho que el desarrollo morfoldgico de los
tipanosomas a través del tracto digestivo de los triatominos, estd en funcion de las
caracteristicas genéticas de cada cepa, como lo demuestra el estudio de Schaub (1989); la
forma en que cada cepa lleva a cabo este proceso dentro de! insecto repercute finalmente en

la cantidad de tripomastigotes metaciclicos infectantes expdlsados.

Se esperaba que el tripomastigote metaciclico fuera la forma parasitaria mas abundante en
fas heces de los triatominos, debido a que esta fase permanece fija a fa pared rectal del
insecto y es amastrada por las heces al momento de la defecacion. Sin embargo, en
ocasiones llegaron a encontrarse en todas las cepas, grandes cantidades de epimastigotes y
formas transicionales; esto ocurrid posiblemente debido a que la fase que mantiene la
infeccion en el insecto es precisamente el epimastigole, para lo cual debe dividirse
activamente y en forma constante en la luz del intestino medio, mientras que el
tripomastigote metaciclico es una forma no replicativa. La replicacién sostenida de los
epimastigotes necesaria para mantener perenne la infeccion en los triatominos, pudo

ocasionar que en determinado momento estas formas aumentaran en gran cantidad y fueran
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expulsadas junto con las heces al momento de la defecacidn, en tanto que las formas

transicionales no completaron la metaciclogénesis. .

Un comin denominador fue [a predominancia de T. cruzi en fase de tripomastigote después
del dia 40 posinfeccion para las cepas estudiadas, con excepcién de la cepa Tequesquitengo

y en menor grado T5.

Las muestras de heces con proporciones mas altas de tripomastigotes metaciclicos, fueron
las pertenecientes a los triatominos infectados con las cepas Querétaro y Purisima, y

conlinuando en orden decreciente, las de las ninfas infectadas con Oaxtepec, T5 y

Tequesquitengo.

Estos resultados permiten sugerir que las cepas Querétaro y Purisima son potencialmente
mejor transmisibles por T. paflidipennis, ya que en las heces presentaron las mayores
cantidades de tripomastigotes metaciclicos, que constituyen la forma infectante para el
huésped vertebrado, ademds de que también fueron las cepas que presentaron la densidad

parasitaria mas alta.

Es dificil determinar con precision, de acuerdo a los resultados obtenidos, el resgo de
infeccién con la cepa Oaxtepec, ya que por una parte, se encontrdé predominancia de
tripomastigotes metaciclicos entre las fases de T.cruzi halladas en las heces, pero también

se encontraron bajas densidades parasitarias en las mismas,

La posibilidad de que un huésped vertebrado se infecte al ser picado por T.paltidipennis
infectado con las cepas de T. cruzi Tequesquitengo y T5 puede considerarse como baja,
debido a que los valores de densidad parasitaria y de tripomastigotes metaciclicos que

presentaron en las heces fueron menores en relacién con las demas cepas.
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Acerca de la evaluacién de la virulencia de las cepas de T. cruzi en los ratones ydela
influencia que ejerce en ella fa interaccion del paréasito con el transmisor, Se encontraron
diferencias entre las cepas en los tres parametros determinados: mortalidad, parasitemia &

histatropismo.

Una de las cepas que puede ser considerada como virulenta de fas cinco que fueron
caraclerizadas es la cepa Querétaro, ya que los tripanosomas de esta cepa mantenidos en
ratones mataron a la mitad de los animales que se inocularon con estos parésitos, en tanto
que los flagelados de esta cepa provenientes del tracto digestivo de los triatominos
provocaron la muerte del 40% de los ratones. Ademas, la parasitemia en los ratones
inoculados con esta cepa fue de las mas altas, encontrandose picos de mas de 5x10°
parésitos/mL de sangre en los ratones inoculados con tripomastigoles sanguineos y mas de
4x10° parasitosfmL de sangre en los animales inoculados con extracto intestinal de
triatominos. Las grandes cantidades de tripomastigotes sanguineos corresponden a una
intensa multiplicacion def parasito en fase intracelular, sin embargo, no se encontraron nidos
de amastigotes en ninguno de los tres drganos estudiados, lo cual se debié posiblemente a
Que esta cepa posee afinidad por tejidos diferentes a los analizados, o quizas tiene
preferencia por permanecer en sangre. La semejanza en los resultados abtenidos en los tres
parametros entre ambos grupos de ratones, permiten afimmar que no existio ninguna

influencia del microambiente del insecto en la virulencia de esta cepa.

A pesar de que la cepa Purisima fue una de las que presentaron los valores mas aftos de
parasitemia en los ratones, con promedios méaximos de 5x10° parasitos/mL de sangre en los
ratones inoculados con extracto intestinal de triatéminos y de 2x10° en ratones inocufados
con tripomastigotes sanquineos, se considera que es una cepa poco virulenta, ya que no
murié ninguno de los ratones que fueron infectados con ella. Por otra parte, el porcentaje de

ratones con nidos de amastigotes en los érganos analizados fue bajo; 10% en los animales
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inoculados con parasitos provenientes del intestino del insecto y 20% en los ratones
inoculados con tripomastigotes sanguineos, estos porcentajes bajos de animales con formas
intracelulares contrastan con las parasitemias altas, de manera semejante a lo ocumido con
la cepa Querétaro, por lo que probablemente el tropismo de la cepa Purisima esta dirigido a
tejidos que no estudiamos en este experimento. Finalmente, tampoco en esta cepa se

aprecia una influencia de su pase a través del insecto en los parametros determinados.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la cepa de T. cruzi Oaxtepec también puede ser
considerada como poco virulenta, puesto que solamente murid un 10% de los ratones
inoculados con triporastigotes sanguineos, ademas de que la parasitemia en eslos mismos
ratones fue la mas baja entre todas las cepas. En los ratones inoculados con extracto
intestinal de triatdminos no se detectaron parasitos en la sangre: la posibilidad de que en
este caso la infeccidn no se hubiera establecido, 1o cual hubiera impedido la determinacion
de la influencia del insecto en la virulencia de esta cepa, queda descartada por el hecho de
que se encontraron formas intracelulares en el coraz()n‘dei 10% de estos ratones. Al igual
que en las cepas del estado de Querétaro, la interaccion de fa cepa Oaxtepec con T.
pallidipennis no modificé significativamente la capacidad del parasito para mulliplicarse e

invadir tejidos.

ta moralidad del 70% de los ratones inoculados con extracto intestinal de triatémines
infectados con T. cruzi cepa Tequesquitengo, el pico de parasitemia de 6x10°
tripomastigotes/mL de sangre y un 75% de ratones con nidos de amastigotes en el corazdn,
hecen de esta cepa una de las mas virulentas de las cinco estudiadas; ademas, estos
resultados contrastan con los obtenidos de los ratones inoculados con tripomastigotes
sanguineos, en donde no murid ningdn raton, el pico de parasitemia fue de 1x10° y el 40% de
los animales presentd nidos de amastigotes, un 20% de ellos en el corazon y otro 20% en los

pulmcres. Estos resultados sugieren que el desarrolo de esta cepa en T. paliidipennis
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conduce a una alteracién de su comportamiento dentro det huésped vertebrado, inclusive el

histotropismo, ya que ‘os parasitos provenientes del insecto no invaden pulmones.

La cepa T5 fue sin duda la mas virulenta de todas si se considera la mortalidad que provocd
en los animales: 80% en los inoculados con extracto intestinal de triatominos y 60% en los
inoculados con tripomastigotes sanguineos. La parasitemia de los ratones inoculados con
tripomastigotes sanguineos de esta cepa fue la mas alta: mas de 9x10° parasitos/mL de
sangre, mientras que la de los ratones inoculados con extracto intestinat de triatéminos fue
de 25x10° tripomastigotes en su punto maximo. En cuanto a la determinacién del
histotropismo, esta cepa también resulto ser cardiotropica, v la totalidad de los ratones
inoculados con extracto intestinal de triatéminos presentd nidos de amastigotes, en lanto que
de los ratones inoculados con tripomastigotes sanguineos, se encontraren formas
intracelulares en el 50%. Las diferencias encontradas entre los parametros resultantes de los
ratones inoculados con fa cepa manlenida en ratones y la misma cepa desamollada en el
insecto, no son tan significativas como para afirmar que e} microambiente del insecto influyé

en la virulencia de esta cepa.

Es de hacer notar que las fases de T. cruzi que se encontraron en mayor cantidad para las
cepas que produjeron mayor muerte en ratones fue de epimasligote (Tequesquitengo y T5).
También resalta que los parésitos oblenidos de! extraclo intestinal de triatéminos infectados
con la cepa Tequesqguitengo produjeron una mayor mortalidad y parasitemia en los ratones
mientras que la mortalidad en ios ratones inoculados con la cepa T5 también fue mayor
después del pase de esta cepa a través de T. paliidipennis, aungue en el caso de la
parasitemia no ocurrié lo mismo, ya que fue mas baja que la provocada por la cepa
mantenida en ratones; este resultado en particular difiere con los hallazgos de Zeledon y
cols. (1970), en los cuales las cepas que presentaron tas parasitemias mas aftas fueron

también las mas invasivas Otra observacion importante es que se produjo una mayor
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infectividad en los tejidos de los ratones inoculados con extracto intestinal de triatéminos
infectados con las cepas Tequesquitengo y T5, congruente con la virulencia observada al

determinar la monalidad que ocasionaron a los ratones.

La virulencia de fa cepa Tequesquitengo de Trypanosoma cruzi definitivamente se vio
influenciada por ef pase a través de Triatorma paflidipennis, lo cual fue confirmado con los tres
parametros que permitieron evaluar su poder patogénico: moralidad, parasitemia e
histotropismo. No existe informacin precisa acerca de las causas de esta influencia def
microambiente del insecto en la virulencia del T.cruzi, aungue una posible explicacion seria la
regulacién genética de mayor expresion de molécutas del parasito que tienen que ver con su
virulencia, 1a cual definitivamente esta en funcion del huésped en que se encuentra y que da
como resultado la capacidad del flagelado para unirse a células del huésped, la posterior
penetracidn intracelular y quizas también un aumento en la velocidad de reproduccion, de
aqui el porqué del incremento en la parasitemia. Pero ofra explicacion probable es la
selectividad clonal de T. cruzi, en la que al pasar por el insecto se seleccionan las clonas
mas virulentas y las de menor patogenicidad se eliminan y no logran adaptarse, tal como
sucedio en e| estudio de Lima y cols. {1990} en el que la cepa CL, altamente infectiva, estaba

compuesta entre otras, por una clona que resulté avirulenta.

Para el caso de T5 podriamos decir que el microambiente del intestino también influyé en fa
virulencia de la cepa, sin embargo, el resultado de [a determinacion de la parasitemia resultd
contrario a lo esperado; quizas este parametro no sea de significancia para demostrar que si

influyd el pase a través del transmisor, pero si 1o sean la mortalidad y el histotropismo.
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9. CONCLUSIONES.

De acuerdo con los resuftados obtenidos, puede concluirse lo siguiente:

o Triatoma paliidipennis demostrd ser una especie transmisora de Trypanosoma cruzi
susceplible a la transmisidon con cepas del parasito provenientes de diferentes

localidades del pais y aisladas de diversas especies de triatdminos mexicanos.

+ Existe una variabilidad entre las cepas de T. cruzi en cuanto a la cantidad de
flagelados expulsados junto con las heces por los triatdminos infectados, la cual
repercute en el mecanismo natural de transmisién del parasilo a os huéspedes
vertebrados; asimismo, la transmision del T. cruzi a dichos huéspedes por conducto de
las deyecciones de los insectos no es muy efectiva en los primeros dias posinfeccion,
ya que durante este perfodo, la fase del parésito mas abundante en las heces es el
epimastigote, mientras que el tripomastigote metaciclico, forma infectante para los
vertebrados, predomina en las deyecciones aproximadamente después de 40 dias de
la infeccion del insecto, aumentando fa probabilidad del establecimiento de la

infeccion.

« La cepa Tequesquitengo de T. cruzi aumentd significativamente su virulencia en
ratones después de pasar por el tracto digestivo de Triatoma palfidipennis. E pase de
la cepa de T. cruzi TS por el mismo transmisor también aumento, de manera parcial,

su virulencia en ratones. 2
o S
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10. APENDICE.

» DPBS (Dulbecco’s PBS)

NaCl 8g 138mM
Kel 02g 27mM
Na,HPO, 1.15g 8.1mM
KH,PO4 02g 12mM
H,C mega pura 1000mL

Filtrar por una membrana de 0.22 um y esterilizar en autoclave. Se conserva

indefinidamente a temperatura ambiente.

» Solucion de cloruro de amonio para lisar erilrocitos.

NH,CI 0.87g
H,0 destitada 100.0mL

Filtrar por una membrana de 0.22 um y esterlizar en autoclave. Se conserva

indefinidamente a temperatura ambiente.
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+ Tincidn de Giemsa.

Se utiliza para parasitos tisulares y flagelados intestinales.

-Solucién madre de Giemsa:
(Giemsa en polvo 3.8g
Glicerol 250.0mL

Metanol libre de acetona 250.0mL

En un mortero se coloca un poco de Giemsa en polvo y unos 3mb de glicercl,; con el
pistilo del mortero se mezcla mientras se va agregando poco a poco el resto del
colorante y el glicercl, hasta obtener una suspensién homogénea; en sequida se
adciciona el metanol y se guarda en frasco &mbar, dejandose madurar durante dos
meses. Pasado esta tiempo se filtra la solucion y se ensayan diferentes tiempos de

tincion hasta encontrar el dptimo.

» Tincién de eosina-hematoxilina (Cowdry, 1948).¢

Esta técnica se utiliza para protozoarios intestinales y de cavidades.

-Solucidn de hematoxilina de Harris:

Hematoxilina g

Sulfato dobte de aluminio

y potasio 20g

Oxido merctrico 0.59
Etanol absoluto 10.0mL
H,0 destilada 200.0mL
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-Solucién acuosa de eosina:
Eosina 0.2g9
H,0O destilada 100.0mL

-Solucion acuosa de hiposullito de sodio al 5%

-Solucion acuosa saturada de carbonato de litio.

Se disuelve la hematoxilina en 10mL de efanol absoluto; por otro lado se disuelve el
sulfato doble de aluminio y potasio en 200mL de agua destilada, con ayuda de calor. Se
mezclan ambas soluciones y se colocan répidamente a hervir y se adiciona en seguida
el dxido mercurico; en este paso la solucién se toma purpura. Se enfria rapidamente en

bafio de agua *ria y se guarda en frasco con tapén esmerilado. Puede adicionarse un
5% de &cido acético.

Método:

1. Portaobjetos con cortes histopatoldgicos de 5um de espesor.
. Alcohol yodado 1 a 2 minutos.

. Lavar en agua destitada.

. Solucién acuosa de hiposulfito de sodio durante 3 minutos.

. Lavar en agua destilada.

. Solucion de hematoxitina de 12 a 15 minutos.

et U = > R+ o B — S < B

. Lavar con agua destilada adicionada de unas gotas de carbonato de litio durante 5 a
10 minutos.

8. Solucidn acuosa de eosina durante un minuto.

9. Lavar en agua destilada.

10.Deshidratar en alcoholes en concentraciones crecientes desde 50% hasta absoluto
durante 5 minutos en cada uno.

11.Dos pasos de xilol de un minuto cada uno. Montar con resina o balsamo de Canada.

78



