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"CHAGOMA EXPERIME.!'ITAL EN MODELO MURINO" 

1. OBJETIVOS: 

1 .1 OBJEJIVOS GENERALES• 

Describir la cinética de lnflam1cl6n durante la etapa primaria o fase aguda postlnfecclón del 

Cl\llgoma experimental en mod~o murino. 

1 2 OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Aoallzar la curva de parasltomla de un lote de ralonn 1u1cepllble1 {BALB/c) Infectados con 

trlpomasUgotn metack:licos da trlatomaa. 

• COtTelack>nar loa datos de la curva de paraaltemla con los estudios anatomo e hlslopatológlcos de distintos 

órgano9 (ganglio linféUco regional, piel, hfgado, bazo, múaculo estriado y corazón) a diferentes tiempos 

postinoculación. 

• Revlsar cortes de tejido tañidos con H y E y tratados por el mdtodo de lnmunohlstoqufmlca (IHO) a Microscopia 

óptica, para detoctar al Paráslo y/o anllgeno. 

• Comparar los resultados obtenkioa en la técnica de IHC cuando se emplea un anticuerpo monoclonal antJ. 

amastlgota y un pollclonal antl-epimastlgote. 

• Evidenciar los posibles mecanismos de patogenia durante la fase aguda d_e la enfermedad. 
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2. INTRODUCCION 

2 1 ENfERMEDAQ DE CHAGAS 

La enfermedad de Chagas llena un gran impacto sobre la aalud públlca latinoamericana debido a su amplla 

distribución geogn\l\ca, elevada preva.loneta, disminución da la esperanza de vida y parUcularmente sobre la 

calidad de ésta, ya que ea una enferm«tdad lnvalldante lo que a su vez repercute sobre la aconomla de los 

pueblo. qua I• sufren. 

DEFINICION; La enfermedad de Chagaa·Mazza (conockla también como enfermedad deChagas·Mazza·Aomaña, 

tripanosomlasll americana o trlpanosomtasls cruzl), es una protozoosls cuyo agente atlológk:o es Trypanosoma 

cnal pariislto h..,..oftagelado Intracelular del sistema mononuclear fagocltlco que ataca particularmente el 

miocardio, la musculatura lisa y el SNC. {Pub Tác del INDAE). 

2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DE T. cruz/· 

Pwrtan&C9 al: 

Phylum: Protozot1. 

Subphylum: Sarcomastlgophora 

Superclase: MISStigophora 

Clase: Zoomastlgophora 

Orden: Klnelopf&Stida 

Suborden: Trypanosomatina 

Género: Tiypanosoma 

Sección: Slercoral/a 

Especkl: cruz/ (Valasco C., et al, 1990). 

2.3 MECANISMOS DE INFECC!ON: 

En el hombre la lnfacclón puede ser congénita o adquirida. Los principales mecanismos de transmisión do la 

p.irasltosls comprenden: 
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2.3.1 Las deyecciones del artrópodo sobre la plel no Indemne, donde el artrópodo al picar en zonas descublortas 

de la ple! dol hombre y loa mamffaros durante el sueño, eUmlna sus heces con loa trlpomasUgotes melaclclicos 

quv penetran por el sitio de la picadura, a través da la plol escoriada o por Jas mucosas. 

2.3.2. Las transfusiones sangulneas, ya que r cruz/ se mantiene vivo aún en refrigeración hasta por dos meses, 

2.3.3. La lngestlón y manipulación de camea semlcrudaa o crudas de anlmales Infectados. 

2.3.4. /n utero o via transplacentarla, que determina la infección congénita. Una madre Infectada puede transmitir 

los tripomastlgotas sangulnaos al producto durante el segundo trlmntre de la gestación por un aumenlo en la 

permeabilidad da la placenta. 

2.3.S. La lecha materna. 

2.3.B. La falta de cuidado en el laboratorio. 

2.3.7. El lransplanta de órganos (Costa R., et al, 1991). 

2.4 VECTOR TRANSMISOR· 

El delo b~lco da T. eruzl está Involucrado con vertebrados que fungen como Hospederos y reservarlos y con 

un artrópodo wctor, al trlatomlno llamado "'vlnchuca y chfpo• an los pafses dal cono sur; mlentras que en México 

se le conoce como •Plck" (en Jangua Maya), "Chinche da Compostela, talaJe, chinche hocicona, besucona, 

voladora•, etc. 

Los triatomlnos son lnsecta. pertenecientes al: 

Orden: 

Famllla: 

Subfamllla: 

Hemfptera 

Redwildae 

Trlatamlnae 

repartidos en seis góneros y ciento catorce especies. 

Se distribuyen en el con!lnente americano desde los 43° de latltud norte a los 49º de latitud sur. 

Estos lnsectos miden entre 1.oy e.s cm de longitud. Poseen un cuerpo segmentado en cabeza, tórax y abdomen, 

y tras pares da patas qua nacen del tórax. Casi lodos loa triatomlnos adultos tienen un par de alas membranosas. 

Son animales de actividad nocturna; durante el dla reposan en sus criaderos naturales o en las hendiduras de 

paredes, techos, etc., de la habitación humana. Durante la noche se acercan a las camas de las 
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personas dormidas, son hematófagos y succionan cantidades variables de sangre para su nlimontación, las 

cuales nuctúan entra 0.5 y 6.0 mi {Pub Téc INDRE). 

De acuerdo a la distribución geográfica en la RopUbllca Mexicana, se presentan diversa.a- especies de lrialomlnos 

(Velasco C., al al, 1986), asl pues existen: 

25 especies del género Triatoma 

1 especie del género Rhodnfus (R. prolixus) 

1 especie del género Panstrongylus (P. vetoluberculatus) 

1 espacie del gdnero Belmlnus (B. CO$tam·cencls) 

2 espacio del gtinero Eratyrus (E. cuspldatus y E. mucrona/us) 

2 especie del género Paratrlatoma (P. hirsuta) 

1 especie del género Dfpetlllogmter (D. maxfmus) 

Por su mayor distribución geognUlca y domesticidad, las npecles mexicanas de mayor Importancia son: R. 

profixus, r barberl, r dimidiara, r phyf/osoma, T. longlpennls y T. plcrurata. 

(Mapa No. 1). 

2.4.1. CICLO DE TRANSMISION DE r cruz/ POR LOS TAIATOMINOS: 

Realizan tres diferent~s ciclos, en relación directa con su antropofilla: 

2.4.1.1. Ciclo sil11es1ro o enzoótlco: 1rtatomlnos 11lveslre1 que sólo ocasionalmente pican al hombre. 

2.4.1.2.Ciclo perldomóstlco, inlermedio o zooanlropótlco: aquellos que habitan en las cercantas de la vivienda 

humana y que han iniciado la colontzaclón de ésta. 

2.4.1.3. Ciclo doméstico, domlcíliario o antropólico: son trlatomlnos que tienen como principal fuente de alimento 

al hombre y en menor grado anlmales domésllcos o silvestres (murciélagos, tlacuaches, ciertos roedores, etc.) 

que viven en la habltac'6n humana o penetran en ella. De ah( que el hombre con malas condiciones de vida en 

zonas endémicas sea fácilmente Infectado pDf la picadura de los trlatomlnos (Ag. 1). (Carcavallo R., 1975). 
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FIGURA 1. LOS TRIATOMJNOS V SUS CICLOS EN LA NATURALEZA 
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2.5 RESERVORIOS NATlJRALES DEL PARASITO; 

La Infección os ptlnclpalmonta una enzootia, por lo que las anlmales silvestres perldom6sllcos actúan como 

reset"Vorios, entre otros se han reportado a: 

2.8 EPIDEMIOLDGIA: 

Ratus noverg/cus 

Neotommasp 

Perom/scus sp 

Dacypus novencfnctus 

Dldetphls marsupial/a 

Canls famlllaris 

(rata) 

(rata de campa) 

(ratones da campo) 

(annadUlo} 

(tlacuache) 

(perro) 

La tripanosomiasls americana es una enfermedad oriunda y exclusiva de esta continente. Su distribución 

geográfica comprende desda el aur de los E1tado1 Unidas de América, donde se han registrado casos 

autóctonos, hasta la provincia da Ria Negro, an el sur de Argentina. 

En Brasil u condlsera a la anfermedsd da Chagas como un problema serio, siendo las partes del Sur, Esta y 

Noroeste dal pals laa mAa afectadas (Mapa No. 2), 

los estados de la República Mexicana comprometidos prlnclpalmento son: Oaxaea, Chiapas, Jalisco, Nayarit, 

Mlchoacá.n, Guerrero, Zacatecas, Yucat.lin, Voracruz. Estado da M,xico, Sonora, y en menor grado: 

Aguaacallentea, Mor.ros, Colima, Campeche, Ourango, Guanajuato, Quanitaro, Quintana Roo, San Luis Potosi 

y Sinaloe ((Pub Téc INORE., Vetasco C., et al, 1990; Valasco C., atal, 19M) Mapa No. 3) 

2 7 MORFOLQGIA y CICLO DE YIQA DEL PARASITO: 

Ttypan09oma cruz/•• presenta en la naturaleza en tres estadk>s motfológleol prlnclpales que son: trlpomastlgote, 

apimaallgota y amaatlgote. La fonna de epimastlgote, obslffVlda en el triatomfno, mkte da 15 • 20 p de rongltud, 

al clnetopa.slo migra desde la porci6n anterior dal cuerpo, hasta la posición posterior al núcleo (po1~n 

anteronuclear), paro todavla no ae ntablec:e en su alllo llnal, el ftagelotorma una paquei\a membrana ondulante. 

Este nt.dlo morf°'6glco ae multiplica en el lnlesUno de los triatominos, para dar lugar a los trfpomastlgolea 
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metacícllcos. La fase de trlpomasUgole melaclclfco, contenida on la malerla fecal del lrfalomlno Infecta al 

Hospedero vertebrado penelrando por Ja solución do continuidad causada por la pica.dura del inseclo, por laa 

mucosas y probablemente por la piel Indemne. Dentro del Hospedero penetra a células no fagoehlcas y 

macrófagos CMt#I•): en 81101 úlllmos si logra 1obrovMr, se redondea y se convierte en amasllgote, que mide de 

2-7 p de diámetro, sin ftagelo libre, presenta un nUcleo granda y excéntrlco y un clnetoplasto en terma de 

bastón Incurvado a partir del cual se orfglna el flagelo en las dfvaraa1 formas evolutivas, se reproduce 

rápidamente por blpartldón en el cJtoplasma, rompe la célUla y penetra a otraa (Tay J., el al, 1980). 

Eato nladlo poco después H transforma en trlpomasUgote aangufneo, que es llagelado, de cuerpo alargado, 

que mide unas 20 • 25 p de longilud y generalmenlo esta Incurvado en forma de e, U o S. Presenla un gran 

núcJoo da centro vesiculoso y clnetoplastoaubtannlnaf, del cual nace una membrana ondulante que se convierte 

en ftagalo. El citoplasma n poco granuloso y cuando ••Uñe al panlslto con Glemsa o Wrfgth, se vo azul pálido, 

el nUcleo color carmln y Rf clnatoplasto morado (Tay J., el al, 1980). 

En esta fata el parásito se encuentra en la sangre de los mamfferos y en el lnlesl!no posterior de los lrlalomlnoa. 

Según Aomal\a y citos autoras en el venebrado paraellado ocurra de manera slmultánoa un e/ele vltal do 

progresión fusiforme. que termina en lripomastlgote delgado y otro de progresión ofblcular que origina 

tripomHHgotu gruesos (Aomar'\I C., 1983; Silva L., 1959; Brener z., 1975). 

Br9ner propone que ambas formas son simplemente resultado del polimorfismo def género Trypllt103oma, y que 

dihr9n en su capacidad de penetrar a las células del vertebrado, en la resistencia • fa inmunidad del 

Hospedero y especialmente en la eficiencia para Infectar al insecto lransmlsor, Asl, IH forma• delgadas penetran 

con ,.pldez en las c81ulas del Hospedero, son fácUmente deslrufdas por el sistema lnmunológlco y es dificil que 

paraalten •I Invertebrado cuando este las ingiere. Sucede todo lo contrario con los trfpoma1tlgotes gruesos, que 

al parecer son los únicos capaces de lnfeclar a lostrlü.tomlnos (Siiva L., 1959; BrenerZ., 1963; BrenerZ., 1975), 

2.8 CICLO B/OLOGtCO OEL T. cngl EN EL HOMBRE 
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T1latomlno no 
Infectado. 

1 
Salida de 11mastlgotes 
que se tt11nslorman 
répldamentea tripo
mastlgotes sangulneos. 

¡ 
Usls celular. 

l 

CICLO BlbLOGICO CE T. cruz/ 

Pleodura a mamflero El parl!.sllo llega al Pasa el inteslino del 
Infectado (trlpomas- _. tubo dlgestiVo del -----+ 1ransmlsor en forma de 
llgotes sangulneos). trletomlno en lorma de tripomastlgote metadclico 

eplmasllgo1e (forma infectante). 

j 
Picadura del t1lalomlno inlectado al vertebrado; lngeslión de 
sangre y deyección sobre la piel o mucosas del Individuo. 
depositando jumo con 13 crina y el excremento a los t1i· 
mastigOtes metaclcllccs lnfectantes. ¡ 
Penetración de les Ulpomastlgotes metaclchcos por 111 piel 
o mucosas escoriados 

l 
Multiplicación Evolución a su lorma Introducción del parásito e les cillulas 

del tejido cercano al sitio de 
penetración. 

por división binaria t---- de emastlgotes. 
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2 9 PATOGENIA· 

El Pa"'•llo agrede al Hospedero de varia• maneras, siendo una de las primeras fonnaa, la destrucción do las 

c41ulaa para11lada, entre alias la• dol al1loma mononucloar fagocltlco y de otros lejldoa, por otra parte las 

células de respu"ta lnftamatoria causan tambWn un dafto Ulular considerable. En la cronicidad de la 

enfermedad, se observan lnk>nes causadas probablemente por fanómltf1os de autolnmunldad, asl como 

reacciones de Hlpenenslbllktad tipo 11, la cual sa presenta en algunos Individuos qua des1mollan dichos 

procesos •utolnmun .. e HlpersenalbUkfad tipo 111 causada por loa productos de desintegración de los parásitos 

y los tejidos dafladoa, que se depositan como complejos Inmunes sobra estructuras tisulares tales como loa 

glom4ruloa del rli\ón, activando el complemento vfa cWslca, (Btener Z., 1975). 

los parásitos Invaden gran cantidad da tejidos y órganos, tal et como: corazón, cerebro, hfgado, bazo, ganglloa 

llnliitlcoa, músculos, etc., produciendo le&lones y slnlomatologfaa diversas. 

2.10 CUADRO CUNICO· 

A la penetración da T. cruz./ en el organismo, sigue un periodo de Incubación qua suele durar entre 4 a 14 dfas, 

tiempo en al que los panlsltos sufren las transformaciones molf'ológicas mencionadas y 18 inlroducen a las 

cjlulas. 

las manifestaciones cllnlcas que sufre el Hospedero vertebrado, particularmente el humano se pueden resumir 

de la siguiente manera: 

ENFERMEDAD DE CHAGAS: 

2.10.1 AQQUIRIOA 

2.10.1.1. FASE AGUDA: • CHAGOMA DE INOCULAC/ON 

• COMPROMISO VISCERAL 

2.10.1.2. FASE INDETERMINADA 

2.10.1.3. FASE CAONICA: CAROIOPATIA CHAGASICACRONICA 

2.10.1.4. OTRAS FORMAS CUNICAS 

2.10.2. CONGENITA 
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2.10.1 ADQUIRIDA (Pub Téc INORE) 

2.10.1.1. FASE AGUDA: 

Existo un período de Incubación que generalmente n aslntomliUco y oscHa de 4 a 14 dtas. Algunas veces 

cuando la transmisión fue por lrlatomlnos aparecen las manifestaciones de puerta da entrada con o! signo de 

Romaña (complejo ottalmogangllonar) que consiste en una blefaritis lndofora, blpalpebral, un!laloral, 

erttoma..papulosa con edema elástico, reacción conjunllval y ganglJonarsatéllla o bien chagoma1 de Inoculación 

en otras part" del cuerpo, los que se pueden definir como nodulack>nes dUtat, erttemo-papulosa1 que pueden 

pmentar pequeftaa vesículas. Estas '"Iones no supuran y evolucionan lentamente (2 a 4 &emanas). 

El crecimiento de los ganglios linfáticos satélltn e1 otro signo Importante. En ol caso del complejo 

oftalmo¡11ngUonar son palpables los ganglios pariauricularn y los de las cadenas cervlcales, cuando la puerta 

de entrada ocurrió en otra parte del cuerpo, los gangUos voclnos son los que reaccionan. La adonopalla puede 

persistir durante meses. 

La ftebra n el signo m&1 Importante en esta etapa, oba1t1Vándosa en al G5% de los casos agudos. La 

temperalura se eleva oscilando entra 37" y 38ºC, con un perfil Intermitente e Irregular, generalmente con picos 

vespertinos. A veces puede Hr continua y elevada, relacionándose su Intensidad con la gravedad da la 

lnfeccidn. Generalmente Ja ftebra se acompaña da cefal•, a1tanla, mal81tar gen8f81, mlalgla1, artralglat a 

hlporexa. Los niños frecuentemente se muestran lnitable1, observándose postración en ros casos más graves. 

La duración del perfodo febril guarda relación con la paraaltemla, persistiendo de 2 a 4 semanas dnpué1 de 

detectado• los trlpomastlgotes en sangre. La calda da la curva térmica generalmente ocumt por lisis calulat 

El edema subcutáneo se observa on más de la mitad de los casos agudos clínicos, presen"ndose Inicialmente 

en la cara y progresando hacia el tronco·y extremldadn. Et callante, elAstlco •indoloro, generalmente discreto 

o moderado. Según Raasl y Neto se debe al Incremento de la perrneab!Udad capHar P9ffMrica, 

La Hepatoesplenom¡¡galia se presenta en ai 30-40% de los calOI con repercusk>nes cllnk:as y ocurre en fonna 

precoz pero dlscretai. El Hlgado suele aumentar rápida a intensamente de volumen 11 n lnslala una lnsuftcilncia 

cardiaca agud.s. 
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La menlngoencefalitls as rara y de pronósllco sombrfo. se presenta principalmente en lactantos. En os tos casos 

son comunH los fenómenos convulsivos generalizados, con crisis frecuentes o espaciadas, vómitos y 

afecciones sensoriales. En casos monos gravos al compromiso del SNC sa limita a una Irritación menlngea 

fugaz manifestándose como contracturas o parállsls locallz.adas (Pub T'c INDRE) 

El encéfalo puede presentar parasitismo de laa células gllaln y muy nara vez de las neuronas (Brener Z., 1D75). 

La cardlopat.11. en la enfermedad de Cha.gas aguda parece ser la leskSn anatomopatológlca más constante. en 

packtnln que en vida presentan signos m!nlmos de compromiso cardiaco. En e1 pericardio se observa un 

aumento de l~uldo como consecuencia de una pericardltls l\brosa (Brener z., 1D75). 

Los casos grav81 de mlocardlopatla chagáslca aguda pueden evolucionar hacia la lnsuftdencla card.11.ca 

congestiva, a veces, de lnstalac'6n súbita y curso violento que conduce a la muerte en cuestión de horas odias, 

El ECG suele ser normal en más de la mhad de los casos agudos, presentando apenas taquicardia slnusal. 

El pronóstico en la faH aguda genlitf'Blmente es bueno y el cuadro remite espontjneamenle entre los 30 y 90 

dta.1 posteriores a su Instalación. 

2.10.1.2. FASE INDETERMINADA: 

Durante la fase Indeterminada desaparece la slntomalologla y al lndMduo se conskfera curado. Sin embargo, 

la 1erologta n positiva y con frecuencia se les encuentran datos electro y ecocardbg"'ficos que sugieren 

miocarditis, Según Laranja y col. so trata de la fonna al más frecuente e Importante dosde el punto de vista 

epldemlo16gk:o. Se caracteriza por laposllMdadserológlca on un Individuo aslnloml.tlco con eloctrocardlograma 

(ECG) y radlograftas normales para corazón, esófago y colon. Un porcentaje elevado de este tipo de casos 

evolucionan • las lormaa cardiacas o digestivas después de este estadio, aunque un número apro1dmado del 

70% permanece Indefinidamente en la •etapa Indeterminada". 

2.10.1.3, FASE CRONICA: 

Esta fase H manlftesta en personas de 20 a so años. Puede ocurrir que en las fases Iniciales el indMduo sea 

hipo o asintomático, e lnclushfe el examen llsico no revele ninguna anormalldad o apenas una cardlomegalla 

discreta. 
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En esta fase el parasitismo y la parasltemla sufren un considerable descenso, y se hace dift'cll el hallazgo del 

agente elloJóglco en la sangre y en los !ejidos (Brener Z., 1975). 

El compromiso se centra fundamentalmente en el miocardio y en al lu_bo digestivo, En estos casos, se 

desanollan enormes catdlomegallas por dllatadón e hlpertron. del mlocardlo, con zonas de adelgazamiento 

de la pared ventricular que pueden ocasionar un aneurisma, sobre todo en la punta del corazón (Brener z., 

1975). 

t.. mlocardlopaU. cha9'11lca crónica (CCC) avanza insldloumante hacia la lnsuftckmcla cardiaca, pero aunque 

en la• 'rea• endémica• frecuentemente se ve lnterrumpkia por ta muerte súbita debido a la fibrilación 

ventrleular, alrededor del 40% de loa casos muestran una evofuclón benigna pennillendo una sobrevlda del 

enf&rmo hasta de 60 o tMs aflOI de edad. 

El daño comienza siempre en un periodo subclrnlco, con alteraciones del ECG. el cual generalmente Indica un 

bloqueo completo de la rama derecha del Haz de Hla. (Brener z .. 1975). SI el paciente se hace sintomático 

entonces el cuadro clfnico varia considerablemente de acuerdo al grado de Insuficiencia cardiaca o al Upo de 

alteración del ritmo. los slntomas más comunes son las palprtaclones y la disnea, precordalglaa y slnlomaa 

origln1dca por ésta1l1 visceral, partlculannente hepática. 

En las fases finales do la insuficiencia cardiaca es común que Junio con los signos de congestión general 

derecha, se Instalen también manifestaciones de ln1uf.clencil lzqulerda. 

2.10.1.4. OTRAS FORMAS CUNICAS: 

Las megavfsceraa (megaesófago y megacolon) son frecuentes en algunas reglones de Brasil, se deben a la 

disfunción molora de los segmentos del esófago y colon debido a la denervaclón paraalmp4.tlca lntramural. En 

Mé1dco ae han dncrito ya varfot casos de cada una de estas entidades clínicas, en loa estados de Chiapas, 

Oaxaca, Guerrero, Jal!sco y Tabasco. 

En la CCC existen otras alteraciones viscerales debidas a la acción directa dDI pa"slto, a la denervaclón, a la 

éslasis sanguínea, a los fenómenos Inmunes y autolnmunea. Los órganos as! afectados pueden ser estómago, 

intestino delgado (duodeno), higa do, vlaa bUiarea extrahepátlcas, pjncreas (que por ser una glándula además 

da endócrina, axócrlna se ve afectado directamente cuando hay daflo dDI SNC), bronquios, pulmón, tracio 

18 



urin•rlo y adem41 produce alteraclones secretoras a nlvel de glándulas snlfvales y sudorfparas ya que éstas 

dependen directamente del SNC. U\ slaloadenopatla, es una hipertrofia bllateral de las patólldas que se 

manlftelta cl/nlclimenle por slalortea, y es causada POI' la denervaclón parasimpática de la glándula. 

2.10.2. CONGENITA: 

El paso de T. cruz/ al feto, durante la gestación determina un cwidro cllnlco airacterizado por el naclmlento 

prematuro, hepaloesplanomegalla y compromiso variable del SNC y def miocardio. 

La enfermedad de Chagas congénita produce una elovada mortalidad, especialmente en aquellos niños que 

presentan la sfnlomatologla al nacer. En otros, la causa Inmediata del deceso suele ser una enfermedad 

concomltanle sobre todo la bronconeumonla, dado que en la mayoria, se desarrolla una distrofia grave, con 

profundas alteraclones del sistema Inmune, 

2.11 DIAGNOSTICO'. 

La observación y aislamlento def parásito en muestras orgánicas del paciente, confirman el dlagnós!lco. Esto 

es fácil rin la etapa aguda, pero muy di1rcil en la crónica. Por ello, durante esta etapa se consideran buenas 

alternativas para el diagnóstico las pruebas serológlca1 asociadas al ECG, al ecocatdlograma, etc. Desde luego, 

en el diagnóslico son importantes los especies clínicos y epidemiológicos junto con los estudios de gabinete 

y de laboratorio. 

2.11.1 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL: 

La enfermedad aguda puede ser confundida con varias enfermedades febriles, princlpalmenle paludismo y 

kala-azar. Sugieren el diagnóstico las manifestaciones de puerta de entrada, la fiebre elevada continua con 

exacerbación vespertina de aproximadamente un mos de duración que suele tener doa picos on el dla y 

acompai\ada de taquicardia Independiente de la temperatura; coexisten edemas duros e Incluso, anasarca que 

aparee. fTKuentemante. 

2.11.2. ASPECTOS EPICEMIOLOGICOS: 

Los an1ecedente1 del caso, el estudio de campo y la vivienda orientan y fundamentan el diagnóstico. En 

habitantes de las reglones endémicas debe pensarse en LI posibilidad de tripanosomlasls cf6nlca al Identificar 

mlocardi1is, insuficiencia cardiaca y vtscercmegalias. 

19 



2. 11.3. ESTUDIOS DE LABORATORIO: 

En el potfodo agudo de la enfermedad gane~lmente hay leucocltosls moderada con predominio da 

mononucleatGs (monocltos y llntocitos). La llnfocltosls pueda ser muy elevada, partlcularmente en nfi\os. Los 

eritrocitos y la hemogloblna descienden a veces en forma Importante, aunque por lo común sólo se aprec'8 

anemia moderada. Ocurre además hlpergammaglobullnemla. 

El dlagnósllco parasllológlco etta basado en las pruebas: directas, que demuestran la existencia de T. cruz/, 

y en las Indirectas, que consisten en reacciones 1arol6glcas. 

2.11.3.1. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DIRECTO: 

2,11.3.1.1. Examen microscópico directo da sangre fresca: se usa en la tase aguda, es el método empleado 

para el dlagnósUco "pido de laa fonnas congénitas. 

2.11.3.1.2. la gota gruesa: es un método para buscar parásitos sangulneos, que requiere de hemoUzar los 

eritrocitos, para qua su acumullción no Impida la observación de los parlisltos. 

2.11.3.1.3. El método de centrifugación de la sangre frnca o técnica de Stroul: en donde se utiliza sangre 

venosa total o el suero. Se usa principalmente para la fas• final de la etapa aguda cuando los panisltot ya no 

son tan abundantes en r. sangre. 

2.11.3. t .4, El xenodlagnóttlco: basado en r. multlpllC1clón activa de T. cruz.I en el tubo digestivo de los 

trilltomlnos. El Xenodlagnó1tlco sirva para el dlagnó1Uco de la Infección en la fase aguda y crónica. 

2.11.3.1.5. Hernocultlvo. 

2.11.3. t.e. Inoculación en animales de labolatorio. 

2.11.3.2. DIAGNOSTICO PARASITOLDGICO INDIRECTO (SEAOLOGIA): es el dlagnósllco Inmunológico que 

evidencia Jos anticuerpos (Aes) en el probable Infectado chag41lco. Los métodos serológlcos más utllilados 

son: HAI (Hemaglutlnaclón Indirecta), RFC (Reacción de Fijación de Complemento), IA (lnmunonuorescencla 

Indirecta), AD (Aglut/naclón Directa) y las tócnlca1 inmunoenzlm8tlca1. La AFC debido a sus dificultadas técnicas 

y la tardanu de los resultados ha caldo en doauso. 
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El antlgeno utilizado en HAI, RFC y en algunas varlanles de EUSA es el Usado da eplmastlgolos do T. cnal 

prO\lonlenle• de cultivo. En cambio, en la IFI, AD y en algunas de las Técnicas lnmunoenzlmátleas se ulillzan 

eplmastlgoln de mec1Jo de cultivo (Brener Z., 1975). 
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3. ANTECEDENTES: 

3.1 INTEAACCION CELULA HOSPEDERA-PARA§ITO 

Acerca da los fQctoret quo Involucran la rnlatencla o susceptibilidad de la célula hospedera durante la Infección 

por T. cnal aún sa sabo poco, por ello un an4111sls m'• detallado de la• lnleraccionn de la célula 

hoapecfeq¡.panlislto podría proveer los fUndamenlot para determinar los mecanismos do patogenia duranle la 

lnf9Cdón. 

Muchot lnvatJgedorn Hludlarcn los macanllmos de penetración, desarrollo Intracelular y destino del parásito 

en una gran variedad de células hosped1H111 tamo fagoc/tlca1 como no tagochlcas, empleando técnica• de 

mlcnxcopla óptica y electrónica, obteniendo en algunH oc:11slonn resultados contradictorios. 

Se sabe que T. cruz/ requiere d& una locallzaclón lnlnlce/ular para evoluclonar a su fonna de amastlgote, 

necesaria para. la mutllpllcaclón del parásito en las célul81 del hospedero mamffero. Asl la Interacción de las 

formH Invasivas (trlpomastlgotes) y IH células dol hospodero, asume particular Importancia para el 

establecimiento y diseminación de la lnf9Cclón, 

En 1973 Dvorak y Hyde, realizaron uno de los primeros "ludios al respecto, en el que lnvasUgan la relación 

de la célula hospedera de mamfferos vertebrados con el pa"'•lto en su estadio do trlpomastlgote sanguíneo, 

para ello emplearon cultivos celulares socundarios da múaculo esquelético de embrión bovino y la lfnea celular 

Heta, donde observaron que loa eventos durante la Interacción In l/ftro da T. cruz/ con las células del hospedero 

se podían claslfk:ar en cinco fases, laa cuales lacllltarian la Investigación de numerosos parámetros ftslohSglcos, 

siendo '•tas: 

1) Penetrack5n de Jos trJpomasUgolos a la célula hospeder11. 

2) Tr11nsform•ck5n da los trlpomasllgotes a amast/gotes. 

3) Reproducck5n de los amasllgotas. 

4) Offerenciaclón de los amastigotes a tripom1.1tlgoles sangufn909, 

SJ Muerte de la célula hospedera y liberación de los tripomastlgotes (Dvorak J., et al, 1973; Hyda T., et al, 1973). 

1) FASE DE PENETAAC/ON: 
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Los trlpomastlgotH aangurneos se adhieren al gllcocáltx da la célula hospedera, penetrando actlvamonte y 

formando un surco en el plasmalema, poaterlonnente se dirigen hacta el citoplasma con movimientos rápidos 

del nagelo; aparentemente no existe una relad6n directa entra la locomoción de los trlpomastlgotes y la 

capacidad da lnlectar las células hospltderH. Estas células pueden sufrir mullinfecclones con un número 

promedio de 9-10 panllsitos, lo que Indica que la penetración de un parásito en la célula hospedera na Impide 

la de otros, Por otro lado, el número y locallzaclón tisular de loa parásitos varia en función de la cepa empleada, 

mientras que la variación en la capacidad de los trlpamastlgoles para penetrar diferentes tipos de células del 

vllftabrado, es1' rltlaclonada con 11u tropismo tisular (Ovorak J., et al, 1973; Hyde T., et al, 1973). 

2) FASE DE TRANSFOAMACION DE LOS TRIPOMASTJGOTES EN AMASTJGOTES: 

Esta fase requiere aproximadamente de 3 h para que H llave a cabo y comprende una transición morfológlca 

de los tripomastlgotes a amastlgotes, en donde el primer cambio es un adelgazamlento gradual de la parte 

posleriOf del parásito, la cual H ve acompaflada por un movimiento nagelar, en donde éste se dispone 

ffecuenlemente alrededor de su cuerpo, que migra a la reglón perlnucloar de la célula hospedera; durante este 

proceso, la motilldad disminuye lmportantemente (Dvorak J., et al, 1973; Hyde T., et al, 1973). 

3) REPRODUCCION DE LOS AMASTJGOTES: 

Previo a Ja reproducción de los amastigotes, se observa que éstos persisten en forma latente en fase lag dentro 

del citoplasma de la célula hospedera por un periodo de tiempo de 26 a 44 h aproximadamente, durante el cual 

se presenta un Incremento gradual en el tamaño del parásito. El núcleo del amastlgolll aa tá.cllmente observado 

cuando no se encuentra en división, sin embargo, cuando el parásito entra en división, el núcleo se hace 

Indistinguible del citoplasma. El proceso se continúa por fisión binaria del clneloplasto en un tiempo aproximado 

de 25 h; las divisiones subsecuentes ocurren aslncrónlcamonte en la población y el número do generaciones 

producidas en promedio es de 9, 

El número de par'1los presentes en la célula hospedera se encuenlra regulado por su ciclo mltóllco; las células 

con una carga baja de parásitos en au citoplasma pueden presentar una cario y una citoclnes!s normal, en la 

que a. distribución de los parásitos en las célula• hijas es al azar. La carga moderada de parásitos inhibe la 

citoclnnll aunque no la carlocinesls de la célula hosped8f'8, lo que genera células con una mitosis atrplca. Una 
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carga alta de parásitos Inhibe tanto la cario como.'~ cltoclnasls, lo cual quizá so deba a una obstrucdón en la 

función normal del aparato mltótlco, Por otra parto, el número da parásitos producidos es directamente 

prcporclonal al número de parásitos qua penetraron en la célula (Ovorak J., et al, 1973; Hyde T., et al, 1973). 

4) DIFERENCIACION DE LOS AMASTIGOTES A TAIPOMASTIGOTES: 

Esta fasa se Inicia anlre el 5Q. y 82, dla po1l·lnfacck5n, la población de parásitos no aa diferencia 

slnctónlcamanle, por ello puedan ser enconlmdas todas las formas lmnslclonales exlS!enles entre los 

amastlgoles y los tripomasllgotn an una sola célula. 

La dlferenclackSn del parásito Involucra una elongación gradual del cuerpo y del flagelo lo cual se denomina, 

progres56n ruslformo (Ovomk J., et al, 1973). En las fa•n translclonales tempranas, se observa un estadio 

similar al de promastlgota, en donde al clnetoplatto mJg:ra a la posición posterior del cuerpo y la membrana 

ondulante comienza a formarse; los resultados da la maduración generan la aparición de los tripomasllgoles 

anchos, los cuales poco a poco darán origen a los delgados, duranle asta taso el parásito llega a ser 

progresivamente más activo (Dvorak J., et al, 1973; Hyda T., et al, 1973). 

5) FASE DE UBEAACION DE LOS TAIPOMASTIGOTES: 

Aproximadamente a los 7 dlas po•l·lnfacd6n, al citoplasma da la célula hospedera sa encuentra lleno de 

tripomasUgotes, sa observa una daganer.clón del núcleo qua presenta grandes agregados de crcmallna y 

aparecen finos ftlamentos on el citoplasma los cuales .. prcyectain hacia la periterilt de la cálula limitando con 

la membrana celular. la salida del pa"-sito de la Olilula hospedara muerta ocurre de manera axtramad•menta 

réplda (en manos da 1 mln), •In embargo, no todo. IOI parjsftos logmn salir del citoplasma. SI I• c61ula 

lnfeetact. está en contaclo con otra célula, la solida da los trlpomastrgotes puede resultar en una Infección 

Inmediata de laa c4lula1 adyacentes, 

Contkluando con la misma llnea do Investigación, en 1976 Noguelra y col•., attudlaron la Interacción da Jos M411 

y otros cultivos de células no fagoclticas tales como la linea celular Hala, curlfvos secundarios da 

ambriofibroblastos y células L. con los attadlos de trfpoma1trgotn y eplmastlgotes, donde observaron tanto a 

microscopl'.a óptica como electrónica, que los aplm•1Ugot81 .. adherlan por el cuerpo • la 1uper1'k:le colular, 

Iniciándose asr el proceso de Ingestión que tenla un tiempo de duración de 1 h, al tlnal de este proceso se 
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fonnaba la vacuola parasllófora donde se observaba aún con molllldad al parásito, minutos después éste 

quedaba inmóvil y al cabo de 24 h ya no era pcs!ble hallar detalle motfológlco alguno del eplmastlgolo 

(Nogualra N., et •I, 1976). 

Con los tripomastlgotes se observó un proceso de adhesión, Ingestión e inlemallzaclón similar al anterior, pero 

diforla en que los tripomasllgotn eran capaces de sobrevivir a la lnleracción con la wcuola fagocltlca de los 

Ml/l• y da mulllplicarH en el citoplasma. 

En los cutllvol de c61ulaa L, de embrlofibroblastos y células Hola, 18 enconltd que los aplmastlgotes se 

adhirieron a la superficie de la membrana celular, sin embargo su penetración al ctloplasma no se llr.'6• cabo 

debido a que ésflls son formas no lnfectantes; en cambio las formas do tripomastlgoto• penetran activamente 

al citoplasma de estas c41ulas. 

Do esto modo, se observó qua la penetración do eplmasligotes y trlpoma1Ugolos a IU células del hospedero 

mamlfero ocurría. por fagoctlosls, cuando se trata de una cólula fagocfllca tal como el Mt¡6 yu sea Ubre o fijo y 

por la entrada o penetración de los tripomasUgotes a las células no fagocftlcas. 

Esludlos posteriores realizados por Kierszenbaum y Wirth, aportaron datos a nivel molecular acerca de la 

Interacción de los Mrlls perlloneales de ratón (MrllPR) con el paiíalto y determinaron que los Ml/)a •lntellzaban 

y liberaban ftbronect!na (FN), para la que existia receptor de auperiftce de membrana especfftco en ambos: estos 

rec•plorn gllcoprotelcoa enin capaces de modular la adherencia e fnlemallzaclón dol parásito (Wlrth J., el al, 

1984). La FN se encuenlra presente no solo como una gllcoprolelna de malriz extracolular y como malerial 

cemenlanle en el !ejido conjuntivo, sino también en los ll'uldos corporales tales como el plasma sanguíneo 

~(participando en un número consldOl&ble de inleraccionn de la superficie celular con el mlcroamblente 

extnu:alular local). De esta forma, se ha observado que la FN del plasma humano (250 µg FN/ml de medio de 

cultivo) asociada a los lripomasllgotea sangu!neos o a los Mt#IPR durante una prelncubación de 1 h a 37"C, 

aumentaba significativamente la unión de la c61ula hospedera·paráslto y con ello su lntemallzaclón; este efecto 

Involucra un Incremento en el porconlaje de MrllPR asoclados con .i parásito y en e1 número de parásllos/Mt#IPR 

(Wirth J., et al, 1984). 
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En 1988 Quasst y cols., lnterfietieron la Invasión In vivo da ftbtoblaslos murtnos da la capa BALB/c (3T3) por 

ltlpomastlgotes, empleando póptidos sintéticos simllares a FN, pero modlftcados en el sitio de reconocimiento 

cuya secuencia de unión se encuentra formada por los aminoácidos Arg-Asp-Ser: El p4ptldo sintético más 

efectivo, poseia la socuoncla Arg·Gll-Asp..Ser que se unla a los receptores do los trlpomasUgolas, evttando la 

adhesión d8' parásito • la cólula hospedera, lo que se comprobó realizando un seguimiento de la parasltemla 

de los anlmales previamente Inmunizados con el pt§pUdo sintético (Ouassl M., el al, 1980). 

En 1974, Luban y Dvorak detennlnaron que el pH, la tempen1tura, la presión, el pase y mantenimiento del 

parásito en medios de cu/Uvo In vltro, asl como las alteraciones en el curo o de la Infección de cultivos de tejidos 

(como resultado de la manlpulaclón de la temperatura) son condicionas blológlcaa qua alteran la Invasión de 

la célula hoapodera por ol parásito (Luban N., et al, 1974). 

Por otro lado, se ha observado qua los ttipomasUgolas metaclcllcos delgados llenen una motllldad progresiva, 

sin embargo ósta no Influye positivamente en su capacidad lnfoctlva ya que estas formas no han completado 

su evolución Intracelular y por lo tanto presentan una disminución tn su capacidad para penetrar y reproducirse 

en un cultlvo celular: 

Además, se ha observado que algunas prole/nas sintetizadas por el parásito Incrementan fa lnloracdón célula 

hospedera-parásito y con ello I• lnfectivldad, por ejemplo, los trlpomnstlgotes y amasUgotos, poro no los 

epimaatlgotes (pues no es un estadio fnfectlvo), sintetizan una prololna de suporficlo denominada Potenclador 

de la lnfectlvldad de los M~s (TcMIP), la cual se adiciona a la lista do proteínas sinletlzadas por el parásito, tales 

como: TcTOX, Penetrfn•, Trans-alalklasa, Neuraminkfasa, etc. 

LA trans-sialldasa participa en la gene111clón de una molticula requerida para la Invasión a fa célula hospedera, 

asta enzima es una variación de las slaliltransferaaaa de las células eucariótlcas y transfiere el áckfo slá.llco da 

los conjugados sial. T. cruzl no sintetiza 'cldo slállco, sin embargo conUene la enzima que lo transfiere de los 

gtlcoconjugados de la célula hosped&fa al panfialto. El .tf.cldo slálfco es un hidrato de carbono cargado 

negaUvamtnte que se une a las gllcoprotefnaa y gllcollpldoa y au presencia participa en el reccmoclmlento de 

las células. El .tf.cido slállco ha sido asociado a numerosas Interacciones ligando receptor; la e11preslón de la 

lrans·slalidasa y la adc¡ulslck5n del ácido slállco por T. cruzl n relevante en fa Interacción del pa"'slto con 8' 
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hospedero, lo que modifica la patobJologla de la enfermedad. Se han Jdontiflcado tanto Jos genes que codifican 

para la enzima como a la enzima en la superficie de los trlpomasllgoles aangu[neos y eplmasllgolos. Los genes 

comtsponden a una lamllia que codifica para múltlplet coplas, numerosos miembros de esta familia gónlca son 

expresados de manera simultánea y Unlcamente pocos llenan actividad de trans0 slalldasa. Todos ellos poseen 

soc:uencla1 consenso similares a la• neuramlnidasas bacterianas. 

La trans·slal!dasa es una enzima especifica, remueve preferenclalmenle el 0·2,3·ácldo slál/co unido a 

gllcoprotefna1,glicolípldos y oUgosacáridos,además de transferirlo a residuos de D·Galactosa.t.a lranslalldasa 

et una enzima única que parece jugar numerosos papeles en la supervivencia del parásito, tales como, Invasión, 

escape de la vacuola fagol/sosomal, resistencia a la lisis mediada por complemento, etc, 

El mecanismo probable da &11 acción da T. cruz/ durante su penetración a las ailulas del hospedero mamffero 

es al siguiente (Schenkman S., et al, 1993 (ftgura 2)): 

Por otra parte, la proteína TcTOX os una toxina derivada da T. cruzl que homollza los glóbulos rojos formando 

un poro de membrana a pH 6, además participa en el escape del parásito de la vacuola fagollsosomal y su 

acción se facilita en presencia de la tran1·1lalldasa (Schenkman S., ot al, 1993). 

Además, se conoce que T. cnal Invado a las células del mamllero después de migrar de la matriz extracolular, 

estas actividades están modladas por una protarna de 60 KOa expuesta en la superficie del parásito. Esta 

protelna promueve la adhesión selectiva de los trlpomasl/gotet a tres componentes do la matriz extracelular: 

la heparlna, el sulfato de hoparán y la colágena, de manera que la proteína purificada se une a fibroblastos y 

cuando H adsorbe en plástico so promueve la adhesión y disemínaclón de esta• células (Ortega·Barria E., et 

al, 1991), 

Libby Y col., describieron tanlo In vivo como In vitro la aciMdad de la enzima neuramlnldasa asociada a la 

supe111cla de los tripomastlgotes, la cual en relación al grado de parasltemla remueve el ácido slállco de loa 

glóbulos rojos de humano, de la supetflcie de las células mloc4rdJcas y del endoletio vascular. Las 

macromoléculas que contienen ácido slál!co son funcionalmente Importantes y consideradas como sustralos 

potenciales para esta enzima. La neuramlnldasa asociada a los trlpomastlgotes puede modificar pordeslalilaclón 

la superficie de las células Intactas, de manera que la pérdida de los slaUlconjugados de la superficie celular 
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Figura 2 

Modelo de acción de la Trans·slalldasa durante la ponotraclón de T. cruzl a laa células del hospedero mamifera. 

loa pasos del 1-4 Indican la penetración do los lripomasllgol&1 a las Cl61ulas no fagocíticas, 
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participa en la flsJopatologla del hotpodero. la deslalltaclón de las células del hospedero mamffero puede 

activar el complemento vla alterna y provocar la destrucción tisular. Los residuos de ácido slálico en la superficie 

luminal del endotelio vascular pueden Influenciar las Interacciones de los glóbulos roJos con la pared de los 

vasos sangulneos, lo que a su voz promuove la agregación plaquetaria y la adhoslvidad de los gmnulocHos al 

endote1Jo; por ello, la desld'IUaclón de la superficie endolellal contribuye a la trombos la en las arterias coronarias 

que se acompaña de una fibrosls cardiaca en el ratón Infectado experimentalmente. Además, los residuos del 

S. cid o siállco pueden generar la adhesión selectiva de los Unfocilos cireulanles a células endote11a1os vonulares. 

Por su parte, los lrlpomasllgotos vivos son capaces de liberar el 'cldo slálJco do las célulaD mlocárdlcas 

lnlactas, esta deslalllaclón es aelecliva puesto que lat formas de amattlgotes no presentan la actMdad 

enzimática. Asl que este mecanismo probablemente es precursor en el desarrollo de la enfermedad cardiaca 

tardt. (Ubby P., et al, 1986). 
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3.2 RESPUESTA INMUNE CONTRA T. cruzl 

Algunoa de los aspectos máa fascinantes e lnlegratfvos do las enfermedades parasitarias son los diversos 

mecanismos que prosonta la respuesta Inmune para ellmlnar al panlslto de la célula hospedera ya que 4sta la 

sirve como medio de supervivencia y multlpllcaclón. 

Durante la respuesta Inmune en la Infección por T. cruz/, dos aspectos Interrelacionados han skfo molfvo do 

esludlo: uno es la naturaleza protectora de la respunt. Inmune del hospedero contra ol paríslto y el otro es 

el anl.llsls de la lnmunosupreslón que se pnisenla durante la fase aguda y crónica do la lnfecdcSn murfna 

experimental. Además, este último 8lil ha asociado con la función defectuosa de c41ulas T y Mcf>s. 

De tal forma, los polimorlonucloantS (PMNs) ooslnónlos (Eos) y neuttófilos (Nos), asl como los Mcf>s (células de 

Langerhans, de Kupft'er, mlcrogUales, mesanglales glomerulares, ele.) constituyen ol sistema mononuclear 

fagocltico e Intervienen directamente en la respuesta Inmune lnespocffica y en la específica (fase efectora} que 

se monta contra el PA"•lto r•llzando principalmente tres funciones: 

1) Tanto Mcf>t, como PMNs Nos (mlcrofagocitos), son capaces de lagocilar el material antlg4nlco que penetra 

en el hospedero y oxkiatfo por acción de sus enzimas llsosomales. 

2) Los Mili•. célulaa 8, dendritk:as, gllales, de Langerhans, lnterdlgltantn, etc., pueden participaren la inducc'6n 

de la respuesta Inmune cuando actúan como células prasantador.1 da antígeno (APC), asociando P'plldo1 del 

antfgrino (Ag) a molóculas clase 11 del complejo principal de hlstocompatlbUldad (MHC 11), qua Interactúa con 

el receptor del linfocito T o TcR (subpoblaclones da Linfocitos Th1 y Th2). La lntomcción MHC 11.Ag-TcR se 

encuentra estabíllzada por las molKulas C03, C04 y por las adhesinas a lntogtfnas prenentes tanto en el Mcf> 

(ICAM·1 y LFA·3) como en el llnfocftoT (LFA·1, C02). 

Los llnfocltos T se clasifican en función del palIÓn de síntesis de cilocinas siendo los linfocitos Th1 los que 

liberan la IL-2 e INF·y que activan y hacen proltfomr a los Th2 que a su vez liberan ll-4, ·5, .e, ·6 y -10 y 

3) Las células mononucleares (CMNs) que participan en la tase lnespeclfica y efectora do la respuesta Inmune, 

A partir de estos conocimientos, surge la necesidad de determinar como so presentan estas Interacciones 

celulares qua son capaces de montar una rnpuesta Inmune contra /os diferentes estadios del parásito 

(trlpomasUgotos sanguíneoe, eplmastfgotas y amastlgotes). 
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Los primeros utudloa In vitro que se realizaron al respecto fueron a mleroscopta ópllca y electrónica en M4is 

periloneeln de hámster, ratón y rata, para obs&Mlr cómo era ta Interacción celular con los diferentes estadios 

de T. crozl durante el proceso de Infección (Milder A., et al, 1973; Mllder A., et al, 1980; Tebcelra de Plnho A., 

et al, 1981; S.nderton C., et al, 1979). 

Investigaciones subsecuentes tomaron en cuenta los procesos bloqufmlcos y flalológlcos de los Motis durante 

Ja infección (que conforman una de tas prlnclpales estirpes celulares qua participan en el proceso lnnamatorfo, 

debkto a que liberan algunas de las clloclnas pro.Inflamatorias), encontrándose que son capacea de: 

Interaccionar membrana-membrana a intemallzar al panislto ya qua poseen receptoret especlflcos para 

tripomastlgotn a.angulnaos y amastlgotes (MacCabe, R., et al., 1984), de procesarlo u oxidarlo, asociando 

algunos péptldos anllgénicos con moléculas del MHC 11 y presentarlo a los llnloellos Th. También se encontró 

que los M4'• normales o inacllvados eran menos eflclentes que los activados por tlogllcolato, BCG o 

endotoJdnas (LPS) en la eliminación In vftto de T. cruz/ en sus distintos estadios; por otra parte, se determinó 

que los Me#>• activadO!J eran partlcularmente eficientes en la ellmlnaclón de eplmasllgotes y amastlgotes y menos 

eficientes contra loa tripomastigotes sanguln801. Los Me#>• actúan por medio de sus enzimas llsosomales que 

se vktrten en la \lacuola parasltóforli y cuyo principal contenido es el H20, (que afecta al parásito ya que n 

dericktnte de ta enzima catatasa), NO (Muftoz-Femández M., el al, 1992) y en menor proporción superóxidos, 

Iones oxhldrilo y oxigeno molecular (Noguelra N., el al, 1977). 

ACCION DE LOS Ml#ls SOBRE CADA UNO DE LOS ESTADIOS DEL PARASITO. 

Los tripomastigotn sangulneos pueden infectar al Moti unléndosea su N-acetn glucosamlna para posteriormente 

sertagocllados (Snary D .. et al, 1985). Los panisilos permanecen poco tiempo dentro de la vacuola parasltófora 

ya que son capacos de ncapar de ésta hacia el cltoplasma de ta célula, sitio donde se diferencian a su estadio 

de amastlgoles y se lleva a cabo su multiplicación, proceso que refteja una adaptación del paré.silo a los 

mecanismos de la respuesta inmune del hospedero. 

L111 presencia tisular de los amastlgoles asl como da los dem41 estadios, Inducen una respuesla inflamatoria 

cuya se\leridad esta en función de la cepa de T. cruz! y del astado de competencia del sistema Inmune. 
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En ol caso da 101 amastigotes la adh&11ón a los Mit>• (aproxlmadamenla 5 mln después del contacto) 1uglore 

la presencia de receptores de membrana que pe~l1en la lntemallzaclón del parásito por fagocitosis (8 mln 

después de la lnleracclón del Mit>PA con la superftcie de los amasllgotes) aderM1 de la penetración activa del 

panhl1o. La murllpllcaclón de fes amasllgoles es Inhibida en los Mit>s activados lnespaclflcamonle ya que oiddan 

al pa"slto en un Uempo aproximado da 4 h y disminuyan la lnfacclón de los M~s 12 h después: un proceso 

s/mllar se observa en 101 monocltos (Mos). 

Por otra parte, McCabe y ~s., afirman qua los amastlgotes llberados de células Infectadas son capaces de 

relnfectar otras c41ulas tagoclUcc!s asf como no fagocillcas y de mull/plicarH lnlracltopLbmlcamenle, con lo que 

mantienen y amplifican la lnfaccldn y Ja destrucción de c41ulaa tanto In vltro (McCabe A., et al, 1984) como In 

vivo (Vlllalta F., et al, 1984), 

Los Ml#ls de animales activados con endotoxinas o Ags relacionados, muestran una acc56n trlpanosomk:lda qua 

presenta una cinética de aumento progresivo en el periodo da postlnmunlzacldn, mientras que Jos activados 

con BCG presentan una actMdlld trfpanostátlca más qua trip.lnosomlcida (Noguefra N., et al, 1977). 

Además se ha observado qua los M~a activados In vltro, slntlllzan y secretan grandes cantidades da INF-y y 

actfvador de plasmfnógeno, cU)'llfunclcSn •activar a las proteínas C1 y C3 del complemento. La liberación de 

actfvlldor de plasmlnógeno sa asocia a la presencia da una elevada actividad ftbrlnolfllca (Incrementada hasta 

20 vec" de su valor basal). lo que Indica que esta proteasa neutra fue liberada al medio extracelular. por ello 

los M~s actfvados con INF-y que Interactúan con al parásito cubierto con lgG son m4s eflcienlas en 1a 

eliminación del mismo Y• qua al opsonlzado y al INF-y Inducen una acción cltot6xJca sln4rglca por parte del 

tagocllo (Plata F., 1984). 

Así la acumutac56n da linfoeltos y MI#!• en al tejido infectado del hospedero es común, lo que Indica que la 

inmunidad medillda por células Juega un papel Importante en la resistencia al panfisflo (Snary O., 1985). 

PAPEL DE LOS LEUCOCITOS PMNs IN VITRO EN LA RESPUESTA INMUNE CONTRA T. cruz/. 

Se ha observado que tanto los Eos como los Nos (aún a concentrackxl" muy bajas) pueden causar Ja lisis de 

altas concentraciones de eplmastlgoles. Estos PMNs praHntan una actMdad cttot6xlca similar, sin embargo 
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dlneren en que los Eos muestran un ofocto dependiente de Aes, mientras que 109 Nos no, aunque su toxicidad 

se lncramonta aproximadamente 8 veces por la prosencla do las lnmunoglobullnaa (Lópoz A .. ot al, 1978), 

La cinética de activación de los Eos humanos so inicia durante la Interacción con los amastlgolos; asf 

Investigaciones a nivel bloqulmlco, demostraron la presencia de gránulos con una matriz positiva cuyo contenido 

u principalmente de poroxldau y un núcleo cristaloide formado por la protefna básica mayor, además de una 

Pf°'alna catiónlca eoslnofDica y una prctalnaX, ambas secretadas cuando losEos son estimulados.La protelna 

bAsicm 1N1yor dostruye a IOI trlpomasllgotea sangufnaos, asl como a tos amastlgotes a través del mecanismo 

da cltOloxicklad celular dapandlenle da Aes (CCOA). Durante este proceso Intervienen adarrula, la prolefna 

catlónlca y la X, al Igual que la peroxldasa eoslnoffilca, las cuales aparecen aproximadamente 4 h después de 

la Interacción del Eo con el parásito. Los gránulos de secreción del Eo son componentes Importantes da su 

estado de activación ya que pueden deteriorar y/o destrufr a loa parásitos fagocitados, además do cau&ar la 

muerta o el daño celular y/otbular en loa sitios da Inflamación (Sandarson C., et al, 1U79; Kierszenbaum F., 

atal, 1g&e). 

Por lo que toca a la acdón de los Nos durante la lntecclón, los de humano poseen receptoras de superficie para 

lot amasllgolea que Interaccionan con la c41ula hospedera por más da so mtn, de tal forma qua al parásito es 

fagocitado, lntemallzado en ta vacuola fagocftlca y flnalmenlo, ellminado por la mloloperoxldasa y el H,02 do 

los lisosom .. : los receptores son reexpresados hasta que finaliza el periodo da digestión enzimática. 

Los Janes Oi1
, OH1 y el 0 2, denominados como Intermediarios reactivos do la molécula de oxígeno, no juegan 

un papel lmportanla en la ellmlnaclón del parásito por los Nos ya qua éstos se acumulan en el sitio de 

Inoculación y alrededor del tejido Infectado; en algunos casos actúan como células efectoras en Ja CCDA en 

humanoa y ratonas, destruyendo a los tripomastlgotea sangulnaos en presencia de Aes (Vlllalta F., et al, 1983). 

Con base en lo anterior, se puedo conclulr qua la Interacción del parásllo.fagocllo se encuentra en función de 

la cepa y estadio del parásllo, del estado de competencia del slslama Inmune del hospedero y del tipo do 

fagocito al cual se enfrenta. 

Asl pues, para que H monte una respuesta Inmune celular y humoral adecuada, se requiere da la Interacción 

del MHC 11 da la APC asociada a un péptldo antlgtinlco y de la presencia y funcionalidad da los receptores del 
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Unfoclto Th o bien de la Interacción directa del Ag con la /g de superficie de los llnfocltos B y de estas células 

con las lnlerleuc/nas (lls) liberadas por los llnfocltos T. además de las monoc/nas de la APC (Ramos C., et al, 

1978), 

PARTICIPACION DE LOS LINFOCITOS DURANTE LA INFECCION. 

Muchos estudios repor1an un lmpor1anto menoscabo transitorio de la respuesta Inmune durante la fase aguda 

dela Infección, fenómeno observado tanto en cepas de ratones resistentes (C57B1/8) como en las susceptiblin 

(C3H) Infectadas con ellas y aún bajas concentraciones de diferentes copas del parásito. El control del lnlonso 

parasitismo en la fase aguda de la Infección dopando del buen establoclmlenlo de la respuesta Inmune de lao 

células T. lo cual paradójlcamenle se debe desarrollar al Inicio do la Infección (Curotto M., el al, 1990). 

Asl, Krerszenbaum y cols., determinaron que esta lnmunosuproslón se debe prlnclpalmente a la disminución 

en el número de los linfocilos T duranfe el nivel de máxima paraaltemla, mostrando además una baja respuesta 

hnloproliferativa ante mitógonos (Con Ay PHA), /o que quizá se deba a la preeencla de un factortrlpanosómlco 

lnmunosupresor (F/T) secretado al medio do cultivo, que Inhibe la expresión del receptor para IL-2 con un efecto 

importante entre las 4a y 72 h post·lnlecclón. Tal efecto es reversible ya que cuando se deja de agregar a las 

células mononucloares aisladas de sangre perlfórica (PBMNCs) el sl)brenadante del cultivo del parásito, éslas 

recuperan la capacidad proliferallva. El tratamlGnto dol FIT con proteasas disminuye su actividad, por lo que so 

Infiere que se !rata de una protelna; su PM oscila enlre los 30 y 100 kDa. Además se conoce quo ol FIT afecta 

directamente la expresión de los receptores de alta y baja afinidad para la IL·2 sin modificar la produeckSn de 

IL-2, IL·1 o INF-y. Esta lnmunosupreslón es aún más significativa cuando exisle la Interacción de la célula 

hospedera con el parásito (Klerazenbaum F., et al, 1990). 

RecientGmenle Szteln y cols.,demostraron que ademj,s de una disminución en la expresión del receptor de IL·2 

de las poblaciones de linfocitos Th y Te, también hay una Importante dismlnu~lón en la expresión de Ja molécula 

C03 (que participa en la formación del complejo TCA-CD3), CD4 y CDS de /os linfocitos Th y Te (que partlcfpan 

en la lnletacción y adhesión de los linfocitos al MHC 11-Ag y MHC 1-Ag da la APC respectlvamenle; en la 

activación da las células T a travós de la Interacción con el complejo TcA·CD3 y en la modulación de la 
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activación), tal efecto solo tue obsGrvado cuando las células se Gncontraban en presencia de mllógenos (Szteln 

M., et al, 1990), 

Por su par1e, la Inhibición de la expresión de las moléculas C03, C04 y coa fn vitro se ob10fVÓ a las 1B h 

post-Infección, lo cual ocurre concomttantamente con una importante disminución en la proltferaclón celular 

tanto de 1011 llnfocltoa humanos como de animales de laboratorio. 

Por otro lado, los llnfocl1os B del bazo de ratones Infectados se Incrementan en nUmero hasta alcanzar sus 

niveles máximos durante la fase aguda, lo que correlaciona con el cuadro do esplenomogalla, aunque se 

presenta una disminución en el número de células productoras de Aes (hasta un 60%) con respeclo a grupos 

control (Hayos M., et al, 1987). 

Posteriormente, Curotto y cols. determinaron que la respuesta llnfoprollferallva especffica contra los Ags de T. 

cruz/ se lleva a cabo en los nódulos l!nfátlcos desde el principio de la Infección y durante la fase aguda, aún 

cuando tas células del bazo no respondan al Ag ni a la estlmulaclón con lecllnas o LPS. La pennanoncla de 

la respuesta especifica en nódulos linfoides demostró que la lnmunosupreslón no es general y que la respuesta 

linfoprofiferativa se relaciona con la carga local del parásito (Curotto M. A., et al, 1990). 

Las células del bazo siempre se fnmunosuprlmen durante esta fase, sin mostrar una correlación entre el lnóculo 

y la vl'.a de Inoculación (se ha observado que la esplenectomla no altera el curso de la Infección), mientras que 

la baja respuesta llnfoprollferatlva de los nódulos Unfoldw.:., se observa únlcamenl& en ratones que se Inoculan 

por la cola con una concentración elevada de parásitos ya que cuando la vla de Inoculación es subcutánea y 

el lnóculo grande, enlences loa nódulos lnmunosuprlmldos son únlcamenle los más cercanos a la vla da 

lnocuJac'6n, 

La concenlnlc'6n elevada de Ag y la acdvac5ón policlonal de los linfocitos e provocan la pérdida de la 

afectividad en la respuesta Inmune humoral, lo que posiblemente participa en la etlologla de la disminución en 

la respuesta de las células del bazo contra el parásito. El bazo es considerado como un órgano de tamizado 

para los parásitos circulantes y como una fuente de células da respuesta inmune, la activación pollclonal se 

deba a un contacto lnfclal da loa llnfocilos B con el parásito y a uno posterior donde hay una activación 
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pollclonal potencial debido a que el parásito aumenta en númoro, encontrándose tanto en el tejido como libra 

en la sangra (Ortlz-Ortlz L., et al, 1980). 

Se debe hacer notar que si los parásitos invaden a los Mili• del hospedero y se mulllp1ican lntracelularmente 

el conlrcl del parasitismo podria quedar ei.:cluldo únicamente a 101 llnfocttos que migran de compartimentos 

Inmunes no esplénicos, talet como los nódulos llntátlcos (Curotto M .. el al, 1990). 

Asl pues para conclulr los principales efectos de la Infección por T. crozl en modelo murino, sobro la respuesta 

Inmune son: 

a} Aumento en la actividad fagochJca de las CMNs. 

b) Disminución de la respuesta do llnlocitos T y B a la esllmulaclón con mitógenos. 

c) Dlsmlnuclón da la respuesta llnfopro1ifaratlva de células T causada por el decremento en la ei.:preslón del 

receptor J)9.ra 11...2. 

d) Aespueslll lnmuna humoral y celular Inadecuada (Ag dependiente a lndependlente de linfoclto T). 

e) Disminución da la toxicidad de los Milis. 

f) Activación pollclonal do linfocitos B. 

g) Alteración da los llotlpos de inmunoglobullnas producidas ya que el parásito es capaz de Inducir a la 

formación da Aes no lhlcos (lgGJ y aunque el complemento se encuentre presente, el parásito es capaz da 

sobrevivir en la sangra debido a qua se recubra con este isollpo de lg no Inmune a la cual se une fUertemonte 

a través de una protalnf' especifica de 52 kDa, por su fracción Fab (Clcara\11 A. et al, 1989), 

h) Los par4sltos ltlpomastlgotH metaclctlcos y de cultivo son capaces de liberar una protelna similar al factor 

acelerador del decaimiento de la C3 convertaaa del complemento o OAF (Aimo1di M. T. el al, 1988). 

Los efectos anteriores puedan deberse a los mecanlsm.4'.'s do evasión de la respuesta Inmune por el parásito 

tales como: 

a) Liberación de Ag1 solubles. 

b) Liberación de enzimas proteoliticas • 

e) Inducción de la activación potlclonal. 
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d) Presencia da protelnas de choque térmico, 

e) Inducción de la afntesl• de Aes con tiempo do vkfa media baja. 

1) Inhibición de la activación de los M4ts debido a la producción de IL-10 por las c4tulas Th2, la cual inhibe la 

slnlosls y utilización del INF-y durante la fase aguda do la Infección (Silva J., et al., 1992). Se conoce que los 

M</ls activados con INF-y y TNM, son capaces de eliminar o Inhibir in vltro el crecimiento de las formas 

Intracelulares de manera eficiente, incrementando la producción da los metabolitos reactivos del nitrógeno. La 

toxicidad de lot óxidos del nitrógeno y del NO en particular. actúan lnactlvanda la• enzimas criticas para la 

replicación del ONA y tas del ciclo de Krabs da la respiración mltoeondrial, debido a la nltroaUación de los 

grupos prostéticos Fe-S del sitio activo de la enzima blanco (figura 3). Estudios recientes Indican que al control 

de la infección Intracelular can este protczoarla por M</ls activados, puede ser regulado negativamente por las 

clfoclnas IL-4, ·10 y TGF-D, qua Inhiben de forma dosis dependiente la afntosfa de INF-y (Gazzlnelll R., et al., 

1gg2). Por aira lado, u ha sugerido qua el TGF·B y la IL-10 tienen efectos reguladores negativos sobre la 

reslslencla a la Infección en sistemas in vivo. Asl, ol TGF-0 administrada durante la infección disminuyo la 

resistencia, observllndose un Incrementa en la parasltemla y mortalidad de loa ratones Infectados (Sher A., et 

al., 1992). Efectos similares fueron reportados en un estudio de la Infección da ratonas suaceplibles (86) y 

reslstenles (BGD2) con T. cruz/, donde se observó que la cepa resistente se eonvertla en susceptible cuando 

se trataba con Aes anti INF-y. Ademá.a, se determinó que las células del bazo de lot ralones 88 Infectados 

produclan IL-10 In vltro, mientras que las células del bazo de los ratones 8602 no. Ademáa se observaron 

e11:preslonea reciprocas en la producción de la IL-10 e INF·y, on ratonas de la cepa CBA/N lnfecladot con T. 

cruzi. Por otra parte, ratones hembra fueron susceptible• a Ja Infección y moslrarcn un Incremento en la 

producción de IL-10 y una disminución en la de INF·y, mientras que los machos quo poseen c.I gen XID fulNon 

resistentes a la Infección y expresaron grandes canlidades da INF-y y bajas de IL·10, Asl pues, fa IL-10 también 

suprime la capacidad del INF-y para activar a los M</ls y con ello inhibe la replicación Intracelular del parásito 

(Siiva J., et al., 1992). 

En función de lo antes mencionado, podemos conclufr que los prlnclpales mecanismos de elimlnación del 

parllsito por el sistema inmune del hospedero son: 
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FIGURA3 

MECANISMO DE ACCION DE LA /l-10 EN RATONES SUSCEPTIBLES INFECTADOS CON T. cruz/ 

lnhlblcldn de la ac1M:tad h.Jrnoticlda y antlmlcroblana de los ~a: 
11) lndlrectamen1e, a lravós de la Inhibición de la producción de INF-y por iaa células Tht, lo que Impide la eclivacldn del M4'. 
b) Directamente a travis de la de!lllCtlvaclón da los M41s en ptesencla dct INF-y y en ausencia del TNF-a (acción atJfócrlna). 

MECANISMO DE INHJBICION DE LA SINTESIS DE OXIDO NITRICO POR EL M<f¡ A TRAVES DE LA IL-10 

t_.il.l.ltltn•

IH 
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a) Fagocftoala prafnlonal, 

b) CCDA. 

e) Osaortlzacl6n del parj,1fto y t.gocftosll. 

d) Usll dependiente d• Aes y fijación de complemento. 

e} D•trucclón de ra1 célut111 para11tada1 por el sistema mononudoar fagodtlco (aumenta durante ra fase 

aguda), 

f) Onlruccl6n p« los linfocitos Te y NK de células parasltadaa {Kuhn R., et al, 1977). 
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3.3 MECANISMOS DE PATOGENIA 

Les mecanismos de patogenia en la enfermedad de Chagas, se presentan come un cuadre complicado y 

diverso tanto en el hombre como en 1011 animales de experimentación. Se ha observado que 1010 algunos de 

los Individues Infectados son susceptibles para desarrollar la enfermedad aguda que los conlleve a la muerte 

por una abrumadora parasltosls en los estadios lnlcillles de la lnfeeclón, mientras muchos otros sobreviven a 

la Infección Inicial desarrollando las manifestaciones crónicas de la enfermedad meses o afias despuós y otros 

m•s permanecen cllnlcamente aslnlomi.Ucos desda el principio hasta el fin de •sta, 

En años recientes, se han Incrementado las evidencias de que los mecanismos Inmunes conbibuyen 

slgnibtlvamente a la palologla observada en la CCC y puede también estar lmpllcada en las leslcnas de 

den&M1ci6n mloentérica observada ocasionalmente en '9 bma crónica de la enfermedad. 

La reacción cruzada de determinantes antJgénlcos que comparte el agente allológlco y el músallo eslriado, las 

neuronas y algunos componentes da la membrana basal, se Mn descrito recientemente y su papel 

lnmunopatog,nlco ya se ha esclarecido. La capacidad de T. cruzl para adquirir reversiblemente eompcnentea 

de la superfickl celular del hospedero tambWn se ha repcxbldo. 

Las principales teorfas que .. maneian actualmente para explicar la patogeria da la enfermedad de cha.gas son 

lasslgulent•: 

1l DESIRUCCION QIRECTA pEL JEJ!OO PQR EL PARAS!TO ytO LOS INFILTRADOS INEt.AMATORlOS. 

Las lesk>nas tfsularn halladas en la fOrma crónica de la enfennedad de chagas son debidas a IOI efectos de 

la parasltoslt, fundamenlalmente a la ruptura del pseudoqulste que produce una reacción lnftamatoria que se 

resuelve con la restitución del tejido normal por tejido flbf'Olo. La complelll remltk5n de la Infección no esla 

absolutamente comprobada, por eUo algun09 lnc!Mduos albergan al parásito durante toda su vida, tenlond? 

episodios repetidos de lnfect:lón tlsular-ruptura del pseudoqulst•lnftamaclón·tlbrcsls. Después de muchos al'los 

de este proceso continuo se presentan las manlftestaclones ftalopatológlcas de la fonna crónica d• la 

onfennedad de Chagas. 

Esla leerla presupone la presencia conllnua de T. cruz/ en la c61ula del hospedero mamlfeto y la conslatenle 

p1r111itosl1 del corazón. 
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Por otra parta, según Morales y col1, al lnfoctar 41 ralone1 Swlss de 3 mases de edad, vla lntraperitonoal, con 

dosis entre 10 y 10' tripomastlgotes de la cepa Tulahuen y al roinocular 1 mes desputSs con una dosis quo 

flucluaba enlre 101 y 10' parásitos, determinaron dfforontes alteracJones mlocirdlca1, desde Infiltrados 

liofocltarios leves y focales en el lnterstlcfo hasta el reemplazo de mlocltos por tejido conjuntivo, mientras que 

en el músculo osquol,tlco so presentaron distintos grados de loslón hlltológlca, desde la levo hasta extensos 

Infiltrados llnfoplasmocltarlos con presencia de fibras necrótlcas y en ambos casos, de Ag tisular (Morales M., 

etal, 1987). 

Las observack>nes hechas por Morales y col•., fueron apoyadlis con un estudfo poslerior reallzado en 1G88 por 

Younes, en el cual ae el<tlmlnaron hlstotóglca e lnmunohlstológlcamentetejldos ta/ea como músculo esquelético, 

COfaZÓn, higa.do, bazo, cerebro y nervio sl!Uco provenientes de ratones Infectados en fase aguda y crónica de 

la infecdón. Durante la fase aguda, los par,sltos fueron observados en eslos tejidos, mientras que durante la 

crónica, los nldot de amastlgote1 se hallaron con una trecuoncla menor al 1% en la• secciones de tejido 

analizadas por el ITMtodo hlstológlco, en tanto que por el mélodo de IHO se evldenclcS an un 11% la presencia 

de Ag parasitario en los lnftlbadoti lnnamalori09 que aumentaban progreaiv.mente con el Uempo. Estot 

hallazgos sugieren que la estlmulación antlg4'nk:a persiste a traWs de la faH crónlal aunque los peri.sitos no 

sean morlológlcamente detectables {Younes-Chennoutl A., et al, 1988). 

En lo referenle a la lesión tisular causada por los lnflllrados loucocltarios lnftamatorios, M°'lna y Klerazenbeum 

evidencilron por medio de la técnica de IHO los depó1llos da los produdot derivados dol Eo on cortos do 

miocardios que hablan sufrido Infarto, endocardllls y mJocardttls chlg"lca, encontrando qua en las dos 

primeras palologla1 no se presentaban Infiltrados Jeucocltarlos do Upo eoslnoftlk:o ni productos derivados de 

estas células, mientras que en la miocarditis chag41lca, se observ6 el lnmunopreclpllado que ovklenclaba la 

pres911cla de lo• productos del Eo, concluyendo con base a los rosullados oblenldoa que loa Eoa aa encuentran 

directamente Implicados en el agravamiento de la necrosis doganeralfva del mJocardlo de pacientes con la 

enfermedad de Chag111 ya que ol grado de Infiltración y Ja presencia de depósitos de sus productos de 

ucreckSn fueron Importantes {.Melina H., et al, 1988). 
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Posterior a esla publicación, Malina y K/ors:z:enbaum realizaron una /nvostlgaclón acoren de la activación do los 

Eos on lesiones mlocárdlcas agudas y crónicas pa~ establecer si existla una correlación del agravamlenlo de 

la lesión con las proporciones de Eos y la liberación de productos de los gránulos. Encontraron que los Eos 

se presentaban en una proporción del 42·78% en áreas del músculo cardiaco con un patrón de células 

inftamalolias e Infiltrados intersticiales asociado a la degeneración necrótlca de las mlofibras, on comparación 

con /as cifras obtenidas para el cas.:J de una miocarditis leve con mlofibras conseivadas en /as cuales las cifras 

oblonldas fueron comparallvamenle Inferiores (<28%), fo cual se determinó por el lnmunopreclpltado do fa 

prolofna básica mayor y callónlca ooslnofil/ca en las mlofibras con lesiones chagáslcas nectóUcas. De hll forma 

se concluyó que son los gránulos tóxicos de los Eos los que dañan a tas células del mamífero además de los 

lrJpomastigoles aangufneos y amastlgoles (MolJna H., et al, 1989). 

2\ OESTRUCCION DE LA INERVAC!ON AUTONOMA DEL CORAZON 

La acalasla del esófago y/o colón ocaslonalmente ocurre en conjunción con la enfermedad crónica, donde la 

lesión caracterfstlca es una destrucción parcial o letal de los plexos mlentéricos paraslmpállcos (plexos de 

Melssner y Auorbach presenles en los órganos huecos) asf como la reducción de un número consfderabfo de 

neuronas. 

Por otro lado, la destrucción de las células do los ganglios del corazón es un proceso que se resuelve por 

l1brosls, la cual se desarrolla tanto en presencia como en ausencia de células Inflamatorias. 

3\ CAROIOMIOPATIA AUTOINMUNE INDUCIDA POR r cruz/ 

3, 1 RESPUESTA INMUNE ANTl·COAAZON EN HUMANOS Y EN LA ENFERMEDAD EXPERIMENTAL DE 

CHAGAS. 

Una de las paradojas fundamentales de la enfonnedad de Chagas es la destrucción grave de los órganos 

blanco en la ausencia do las formas fnlra o extracelulares del parásito, sin embargo en su lugar son hallados 

extensos Infiltrados lnnamalorios y el tejido propio del órgano se encuentra reemplazado por tejido libros o. Eslas 

obseivaclones sugieren 1a presencia de Aes anll-cora:z:ón, los cuales pcdrlan jugar un papel lmpo~anle on la 

patogenia de la enfennedad crónica de Chagas. 

42 



3, 1.1) AEACCION INMUNE HUMORAL ANTl·CORAZON 

En 1974, Cosslo y cols. reportaron la presencia de Aes en el suero de pacientes Infectados con r cruzf que 

fueron detennlnados por IFI y reaccionaban con el Intersticio, estructuras vasculares y endotellales (EVI) del 

corazón, mientras que en el músculo esquelétlco solo se encontraba una reacción positiva en el Intersticio y 

estructuras vasculares. La reactlvldad del Ac EVI so encontró positiva por IFl en un '15% de los sueros de 

pacientes con cardlomlopatla chagáslca y on un 45% de los Individuos asintomáticos en la fase Indeterminada 

de la enfermedad. Sin embargo, el suoro de un gran número do Individuos provenientes de áreas no endémicas 

y los do pacientes con otras enfermedades parasitarias con excepción de los de lelshmanlasls vlsceml, no 

presentaban actividad del Ac EVI. Observaciones realizadas durante este estudio sugirieron que la patogenia 

de la miocarditis aguda Involucraba la Invasión del miocardio por el parásito, sin embargo la palogenla de la 

CCC aparaco muchos años después, por lo que se cree se Involucra un mecanismo Inmunológico: la presencia 

de una y-globullna reactiva con Ira el endocardio y estructuras vasculares. Esta Investigación reveló la existencia 

de una reacción cruzada entro el factor EVI y dotormlnantes antlgónlcos en T. cruz/ ya que la adsorción del 

suero con eplmasligolos el!mlnó los Aes EVI, por lo qua se concluye que la infección crónica y/o libGtación 

con!Jnua do los Ags propios de los tejidos dañados puedo sor el ostlmulo para la perpetuación do la respuesta 

autoinmuno (Cosslo P., et al, 1974). 

Estudios posteriores do IF y microscopia electrónica demuestran la presencia de Aes autólogos en biopsias do 

las mlofibra1 del músculo cardíaco y esquolótlco de paclontos con la Infección. La proporción variable del daño 

lfsular; era acorde a la aparento deposición In vivo de la lnmunoglobul!na, lo que sugirió una relación 

causa-efecto. Este autoantlcuerpo os capaz do fijar el complemento, os por ello que el efecto observado sobre 

las mlofibras fue de tal magnitud. 

McCormlck y cols., proponen que la prlnclpal causa del daño tisular on el músculo cardiaco fue unn reacción 

aulolnmune inducida durante la fase aguda de la Infección. Tanto la respuesta Inmune humoml como la 

respuesta autolnmuno celular, so han n1portado como los mecanismos Implicados en Ja patogenia de la 

enfermedad (McCormick T., et al, 1989). 
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3.1.2) REACCION INMUNE ANTl·CORAZON MEDIADA POR CELULAS 

Gusmao y cols., sugieren la participación de un fenómeno autolnmuna como la oliopatogenla del daño difuso 

al miocardio en la CCC ya que el músculo cardiaco se observa Invadido por Infiltrados de CM Ns (principalmente 

por M41s y IJnfocltos) asociados a una destrucción masiva de lat fibras, proceso que se resolvla por fibrosls todo 

lo cual ocurria en ausencia del parásito. Telxelra demostró que la destrucción de fibras del miocardio era por 

los IJnfocilos T, lo que sugirió que la respuesta aulolnmuno de estas células te disparaba por la participación 

de un Ag común entre T. cruz/ y las células del hospedero. Se determinó que la reacción mbcla de linfocitos 

autótogos (AMLR) de las pacientes con CCC manifiesta, posela las prophldades clásicas de los mecanismo• 

de la respuesta Inmune tales como memoria y especificidad, observándose incrementados los valores deAMLR 

con respecto a los sujetos control da la misma área endémica (Barral A., et al, 1984). 

Younos-Chennoufl y colo., contribuyeron con más evidencias al respecto ya que encontraron que las leslones 

lnnamatorias ocurrfan durante la fase aguda de la infección y /os Infiltrados de granu/ocltos h.11ados en la tase 

crónica se atribulan a un mecanismo de DTH debido la persistencia del Ag en el tejido quizá como 

consecuencia de la IJsls de las células Infectadas o a la cltculaclón de Aes que llenen la capacidad de 

reaccionar con la membrana plaamátlca del músculo esquelético, células endotellales, neuronas o células de 

Schwamm del hospedero (Youne.Channoun A., et al, 1988). 

3.2) TEORIAS DEL MECANISMO DE INDUCCION DE LA RESPUESTA AUTOJNMUNE EN CORAZDN: 

3.2.1) AUTOINMUNIDAD PRODUCIDA POR LA ADSORCION DE LOS ANTIGENOS DE r cruz/ SOBRE 

LA SUPERFICIE CE LAS CELULAS HOSPEDERAS CON LA SUBSECUENTE UBERACION DE 

LOS ANTIGENOS PROPIOS, 

Ribelro dos Santos y Hudson, demostraron con un estudio In vltro que la ruptura del pseudoquiste y la 

liberación de los amastlgoles provocaba que los Ags de este estadio fueran adsorbidos sobre la superficie de 

las cillulas hospederas vecinas no Infectadas. También encontraron que la adsorción de los Ags de 

epimastlgoles o amastlgolos en células de humano y ralón, las hacia vulnerabln a la deslrucclón con suero 

hiporinmune de conejo antl-T. cruz/ (SHIC) suplementado con complemento y a la !Jsls por un mecanismo de 

CODA cuando las células con el Ag adsorbido eran en~entadas a células da bazo de ratón (BALB/c) o bien a 
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esplenocitos Infectados con T. cruz/ no adherentes a la lana-nylon. Bas,ndoH en ••loa resultados Rlbelro dos 

Sanlos y Hudson poslularon la slguienle teoria para tratar de expllcar la patogenia de la CCC: •1a ruptura de 

los pseudoqulstes de los amasllgoles en las tases tempranas de la Infección liberan a los Ags de T. cruz!, los 

cuales se adsorben sobre la superficie de las células hospederas vecinas no Infectadas, por lo que son 

modificadas por el parásito y poslorlormente destruidas por la respueala Inmune humoral anU-T. cruz/, 

liberándose asl 101 Aga propios que provocan una reacción autolnmune que contribuye a las lesiones 

palológlcas halladas en la fase crónica de la enfermedad•. 

3.2.2) AUTOJNMUNIDAD PRODUCIDA POR UNA REACCION CRUZADA ENTRE LOS ANTIGENOS DE T. 

cruz/ Y LA CELULA HOSPEDERA 

Las reacciones anl~contzón por células de humano y animales de experimentación contra el parásito, HI como 

la observación de CMNs qua reaccionaron posttlvamenle a la prueba de factor de Inhibición de la migración 

de linfocitos con Ags de corazón, genera la hipótesi• de que el músculo esquelético y el card[aco poseen un 

Ag en común con T. cruz/, lo cual pod'Óll ser causa de la patogenia do las leslonas cardiacas obse1Vadas en 

laCCC. 

Acosla y Sanloa·Buch, demostraron que la reacción cruzada se relacionaba con la enzima adenoslntrlfosfatasa 

del retk:ulo aarcoplilsmlco dependiente de calcio (SRA), presente en el músculo esquelético, e11rdlaco y en el 

Interior de los ftagelados. La SRA es una protofna do amplia distribución filogenéllca ya qua se presenta en e1 

müsculo de anlmales representativos de la escala evolutiva con Intervalos que abarcan desde los primales hasta 

los pec91. Además se ha enconlrado en 9 cepas da T. cruz/ Incluyendo algunas a Isla das de •nimalas 1llvntres 

de norteamérica. 

41 OTROS ANTIGENOS DE AEACC!ON CRUZADA PRESENTES EN LA CELUlA HOSPEDERA Y EN T. cruz/ 

OUE INDUCEN LA PRODUCCION DE AUTOANTICUERPOS 

4. 1) LAMININA 

La lamlnlna es una gllcoprotelna de membrana basal que funciona como material de adh•!Nón da las células 

epitellatn y endoleliales a la colágena tipo IV. Esla proteína contiene dos cadenas pO{lpeptrdlcas, una ligera 

denominada e cuyo PM es de 220 kDa y una pesada o Ad~ 440 kOa e hidratos da carbono en una proporción 
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del 13%. Rcx:lentemenlo se ha demostrado que, en el suero de humanos con enfermedad de Chagas lanto 

aguda como crónica y en el de monos rhesus lnfoclados exporfmentalmente con el pani11to, existen Aes del 

tipo lgM e lgG capaces de roacclonar con la lamlnlna, poro no con otros purtl'leados da tejido conjuntfvo la les 

como colágena tipo 1, 111. IV y V, FN, sulfato da hepatitu1 (8M·1), otrot proteoglleanos o condronectlna. Sin 

embargo, s.o ha reportado la presencia de una(•) protelna(a) •lmJ/ar(es) •la lamlnlna en la• membranH de las 

diferentes familia• TrypanosomaUckla. Además, lnmunocltoqufmlcamente se ha demostrado qua una prolelna 

sfm/lar a la lamfnlna se encuen!ra localizada en ciertas •rea• espeelftcaa de la membrana plasmAiUca del género 

Trypanosoma spp, esta proteína es esladlo-especffica y H presenta únicamente en ttfpomastlgotes y 

amasl/gotes con una función celular definida, por lo que es posible que ésta actúe en los trlpomasligoles 

facilltando la lnteraccJón y movilfzacJón con la célula hospedera alrav.51 de los pequeños vasos sangu!neos 

(8retafta A., et al, 1986). 

4.2) TUSUUNA 

Lot mlcrotúbulos del clloesqueleto de la o61ula hospoder9 en culUvo, observados duranle la lnf&eclón con 

lrfpomas!lgoles presentan una redistribución del cltoesqueleto y una dntrucclón de las redes mlcrotubulares 

en respuesta a la infecdón J>t!taslfaria en un perlodode5 días, durante el cual loa panlslto• penetran a la célula 

y se localizan en la reglón perfnucloar, en donde H multlptlcan y el número y dlstribuckSn de los mlcrotúbulos 

en la célula hospedera so modifican. Se crae que los panisltos pueden !JGCretar enzimas que lnlcisin la 

despol'lmertzaclón y/o modifican /os microtúbu/os da la región perfnuclear; por lo que la distribución radial 

normal que se extiende desde el centro de la célula hllclll la pertterta " destruida enconlnlndose que los 

mlcrotúbu/os permanecen rodeando la zona de prollferación del parásito hasta su liberación como 

ttfpomastlgole, observándose la deslrucclón lotal del cltoeaquelela de la célula hospedera. Adem.'8, exisl• un 

ampl/o espRCtro de reacción cruzada entro 14s tubullnaa (a y DJ en los vertebrados, levaduras y proUalas, en 

donde las lsoformaa de las tubulinas ya han sido ldanlificadas. Por otro lado, únicamente en los tripanosomas 

han sido encontrados mlcrolúbulos de localización endomembranal que lo cruzan a lo largo y el número de 

mlcrolúbulos parece sor especie especifica; estos mlcrotúbulos subpellcu/are11on complementados POf lot del 

axonema flagolar. Los microlúbulos de Jos Mof's J·774, ftbroblaatos SSC-1 de rJMn de mono verde y células 
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Vero, mostraron una reacck5n cruzada con los mJcrotúbulos de T. en.al, lo cual no sucede con T. rhodosfonse 

y T. bruce/ cuando ae emplea un Ac monoclonal antJ.a o D tubulina (Paulin J., ot al, 1988), 

4.3) MIOSINA 

Ralones de la copa BALB/c y CBA/J Infectados con T. cruzl, desarrollan la enfermedad crónica con la 

partlclpack5n de llnfocHos CD4 • que responden contra la mloslna, lo cual puede deberse a: 

a) una reacción cruzada entre los Ags de T. en.a./ y la mloslna; o 

b) un fenómeno aU1oJnmune que depende únicamente de la oposición provla de loa Ags por el daño de la• 

célulaa m~rdk:as. 

Los aU1oantlcuerpos pueden aparecer en laa fases aguda y crónk:ll de la enfermedad experimental y humana: 

durante la fase aguda asociados a la activación poUclonal de células T y B que podrill persistir hasla la fllsa 

crónica a consecuencia de un defecto generalizado en los mecanismos da tolerancia, por lo tanto, la 

autoantlgenlcldad de la mloslna podrla expllcar la patogenia de la CCC (Alzzo L., flt al, 1980). 

4.4) SULFATIDOS 

El 20% del peso seco de T. cruz/ corresponde a mol4culas llpfdlcas; loa folfollpldos como componenhts 

naturales de las membrana. bk>lóglcas pueden tener un papel Importante en la relaclón c41ula 

hospedera0 panblto, 

La composk:ión llpfdlca de los eplmastlgotos en fase logatftmlca de crecimiento (dla 7 y B de cutttvo) es la 

slguklnte: 

Origina 
Usoktcltlna 
Esftngomlelina 
Fosflltldilcollna 
Fostalidinnosllol 
F01f11UdUetan°'8mlna 
Acldo fosfatkflco 
CardioUplnas 
No Identificados 

1.9 :t 0.6% 
0.7 :t 0.2% 
3.8 :t 0.9% 
44.2 ± 1.5% 
12.3± 1.0% 
21.a :t o.n 
4.2 % 0.9% 
2.1 :t 1.1% 
2.9 ±1.2%(01fvelraM.,etal,19n). 
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Hakomorl y cola., han aislado Ags da reaccJón cru.~da del parásito con el SNC (mlellna) y mucosa del tracto 

dlgeslfvo de mamfferos, dichos Ags pertenecen a la familia de los sulfolípldoa o llpldos sulfatados, los cuales 

contienen hidratos de carbono y se claalfican en tres llpos: /as sulfoga/aclosU coramldaa {ll'S0/{1LacCer), las 

su/foganglloltfosllceramldas (11 3SO,H1Gg3Cor) y los sulfogalactos/ldlglicorldos (semfnolfpldos). Las reacciones 

qulmlcas Indican que el grupo sulfato da estos aulfolípldoa os un componente &1enclal del ep/topo roconocldo 

por el Ac monoclonal VESP 6.2; los lfpldos y gf/colfpldoa nonnalment11 actW.n como haplenoa, lo qua haca 

posible que los panlsitos probablemente eJerzan un efecio negaUvo en la regulación del slslemt Inmune ya que 

generan la expansión de clonas de linfocitos autorreactlvo6. All, aa ha propuesto que la autolnmunkfad en la 

Infección crón~ podr'8 aer resultado da una dearegulaclón del 1fatama supresor de la1 c41ulaa T autólogaa, 

o bien deberse a la presencia de Ags de reacción cruzada presanles tanto on el pará11to como en la célula 

hosp.tera (Petry K., et al, 1988). 

51 AUTOINMUNIOAQ POR ACTIVACION POUCLONAL DE LOS LINFOCITOS 8 

Librado Ortlz Ortlz, afirma que en la lnfecdón por T. cruz/ se obseN& una activación pollclonal d• lfnfocifos e 

a Ags no npocificol, tales como glóbulot roJoa, hllplenoa, Aga protélcos solubles, ele., lo que sugiere que la 

raapu .. ta Inmune par n puede Jugar un papol lmpotúlnl• en Jot procesos autolnmunes que se pruentan en 

esta enfermedad. Durante el proceso autolnmune, se observa ia presencia de Ac9 hetorófilos anti-glóbulos roJos 

de borrego, chivo, equino, burro y ratón; Ats anU.prolelnlls solubles (lgG humana) y antJ..haptenos (TNPJ: todos 

ellos son Aes d• clase lgG..._ e lgG,e, de baja afinldad para /01 Ags de tejida. propios, pero que por sor tan 

persistentes pueden propiciar 8' des.arrollo de,. patologla (Ortlz-Ortlz. L., et al, 1980). 

6) INMUNOSUPRESION !NOUC!OA POR EL PARA§ITO 

Como ae hllbC. mencionado en 8' capitulo nderenle a la respuesta inmune conlra T. cruzl, ••late un factor 

lnhlbldor ttfp.-nosómlco (FIT) el cual ae encarga de Inhibir la expresión del receptor para IL·2. C03, 004 y CDS, 

ademia de Inducir a las células Th2 a la producc6ón de un factor lnhlbkfor de la sfntesis da citoclnaa (CSIF o 

IL-10) tales como: ll-1, IL·2, IL.-4, IL·S, IL-6, etc.; por otra P1rt•, ••ha obterv11do una lnducei6n de Aes no //tlcos 

del tipo lgG~, asf como una unión d• '81 lnmunoglobullna1 humanas a receptores es~os (Fe) en la 

superficie del lripanosoma (Kierszenbaum F., et al, 1990). 
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Aodrlguez do Cuna y cols .. encontraron quo el Ac monoclonal (lgG 1) especffico paru un epltopo de superficie 

de membrana del parásito. favorece la lnv8s16n do las allulaa hospederas In vltro, esto se debe a quo T. cruz/ 

en su estadio de tripomastlgolo sanguíneo posee un receptor para Fe de fa lgG, on su supor1iclo, que capacita 

al paráaito pa,. Incrementar au infectivldad siendo máxima cuando se emplean altas concenlracJones de la 

lnmunoglobullna. Además, se observó que la saturación del receptor para Fe de T. cruz/ se presentaba a o~c 

pero no a 37"C, por lo que H cree que: 

a) El parásito regula la expresión de los receptores para el Fe. 

b) La endocilotls d~ Fe-receptor se Incrementa a 37"C. 

e) O bien, existe una combinación de los mecanismos a y b (Aodrfguez de Cuna C., et al, 1991). 

Gorelik y cols., determinaron la presencia de un Ac (lgG) en pacientes chagáslcos, el cual reacciona 

espec/ficamenlo con les receptores 02·adren0rglcos de los llnfocltos, que pertenece a los S..gonlstas e 

Incrementa la producción do AMPc endógeno lo que genera lnmunosupresión, sin embargo esta Interacción 

depende de las poblaciones y subpoblaclones da linfocitos. Por su parte, Ja aclhnlción da los receptores 

collnérgicos muscarfnlcos y B-adrenérglcos del linfocito T y B, se presenta por la unión de una lgG o el 

correspondiente F(ab')2 proveniente de suero chag,slco a una concentración Igual a 5-8 X 10-1 M, lo que no 

se observa con el empleo de lgG y el fragmento F{ab'), provenientes de un suero normal. Esta unión del Ac 

a los receptores cof!nérglcos y adreMrglcos ocurre en un sitio partkular libre do Interacciones coopomdoras 

o alosléricaa. los resultados de esta interacción ae evidencian por al disparo en la célula da una ª'"'ªl de 

lranaducclón, el Incremento de AMPc. Con al F(ab'), da suero cha~alco en una pob'-ición de Unfocitos T 

enriquecidos so observó un efecto bifásico, manifestado primero por una disminución en ta producción da AMPc 

apro11lmadamente en 5 mln y alcanzando poslotlormenla valores mayores a los del control. Sin embargo, en 

subpoblaclones de linfocitos Th se produce un Incremento gradual en los nivel" de AMPc, mientras que se 

observa una disminución en loa valores basales en poblack>nes de llnfocltos Te; adtlfMs, con el empleo del 

F(ab')i del suero de ratones chagáslcos, se Incrementan los niveles da GMPc en las células Te. 

la• células B no muaatran alteraclón de Jos niveles da AMPc cuando se aplica el fragmento F(ab'), ya que 

presentan receptores O·adranórglcos, pero no colinérglcomuscarinlcos en loa que Ja adenilato ciclasa es menos 
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activa. Por aira parte, cuando sa agregó el F(ab')1 chagásico a una poblaclón de llntocllos Th y Te, los nlveles 

do GMPc so incrementaron on Jos primeros 10-15 mln, sin embargo on las células B no hubo alteraclones. 

Además, la activación de los receptores para los neurotransmisoras modifica la actividad de la fostollpasa que 

acllva el metabollsmo dol ácido araquldónlco (AA): debido a ello la Interacción de los receptOfes B-adrenérglcos 

con la lgG de sueros chagáalcoa se avktencló por la llbenlci6n de prostanoldn. Los prostanokt" (PG~ yTxBJ 

son liberados como consecuencia de la activación de los receptores por los neurotransmisores e.n diferentes 

tejidos: son sintetizados a partir del 'cldo araquldónlco. 

Cuando a poblaciones de linfocitos T se les agrega F(ab')2 se observa que grandes cantidades de PGE, y TxB2 

son Uberadas, 181 células Te solo producen PGE,, mientras que las Th sólo TxB2• La llberaclón de PGE2 esta 

relacionada con la acción oatlmuladora del Ac en el receptor collnórgicomuscarinfco, mientras que en la 

llberación de TxB, Interviene el receptor B,·adrenérglco. La liberación de los Txs produce vasoconstricción y 

agregación plaquetaria, a diferencia de las prostacicllnas (PGl2) que son potentes lnhlbldores del agregado 

plaquetatlo, por lo tanto Txs y PGa llenen una acción antagónica. Existen evidencias que sugieren que los 

linfocitos sintetizan y liberan la PGE;z y TxB, en concentraciones hasta dos veces mayores de su valor basal, 

cuando son tratados con el F(ab), proveniente de suero chagáslco y si son enfrentados después a células 

atrlales, In vltro se observa una disminución on la contracción de los atrios de un corazón murino normal, 

disparándose un efecto lnotróplco negalfvo, por un Incremento en la concentraclón de PG~ lo que no so 

observa con los linfocitos Th, los B y las células cardiacas murinas tratadas con el suero chagásico. Se cree 

que la PGE, actúa como una sustancia lnmunorreguladora, inhibiendo la linfoprolifem.ción y funciones 

secretorias por un aumento en la concentración da AMPc relacionado con la lnmunosupreslón en la enfermedad 

de chagas agudll, Por ello se afirma que la Interacción de la lgG de suoro chagáslco con los rocoptores para 

los neurotransmisores da los IJnfocllos alteran su función normal, por lo tanto la respuesta Inmune asl como la 

función cardiaca podrlan estar modificadas por los linfocitos (GOf81!k G., et al, 1990). 
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3,4 DETECCION DEL PARASITO Y/O ANTIQENO TISULAR POR EL METODO DE IHQ 

De los primeros Intentos realizados para diagnosticar la enfermedad, se trató de Implementar un m4todo de 

diagnóstico tan sensible y especlftco como la IFI, el cual se pudiera reallzar aún en los pequeños labomtorlos 

de rutina y bancos de ungre de Brasll, que adem.6s tuera capaz de proporcionar datos sobre la seroprovalencla 

y estudios estmdlstlcos de la soroepldemlologla del pals. En 1975 ae empleó la t4cnlca de IHQ para detectar 

la presencia del par'slo en los pacientes, sin embargo no fue tan espeelnca como GO hubiese deseado ya que 

mostró reacción cruzada con los sueros de lndMduos con esqulstosomlasls, malaria, lelshman1a11s 

mucocutánea e hlstoplasmosls, razón por la cual no to le tomó la Importancia debida como método d1agnóstlco 

(Ferre!ra A .. et al, 1975). 

No fue sino hasta 1983, cuando Cracker y Kuhn retomaron el emploo de esta t4cnlca en ta detección del 

parásito y/o Ag a nlvel Usutar y en lastones Inflamatorias secundarias en secciones de tejido Incluidos en 

parafina, de ratones Infectados en fase aguda, realizando un estudio comparativo entre la t4cnlca de la 

inmunoporoxldasa y el complejo de la avidiria·blolina-peroxldasa, siendo ésta última aproxlm.damente 5 veces 

más sensible que la primera ya que presentaba una reactividad positiva aún a grandes diluciones del suero 

hiperlnmuno contra r cruz/. Esta técnica evidenciaba claramente las formas Intracelulares del par411to aún en 

ausenci3 de procesos lnnamalorios, a 40 y 100 aumentos, además de Identificar también In presencia de un 

1nmunoprecipltado en las lesiones lnnamatorias, lo cual no era evidente en los cortas teñidos con H y E. Por 

ello, esta técnica se sugirió de gran valor en la lnveatrgaclón axporimontal y en el diagnóstico clfnlco, en donde 

se trataron de identificar pocos parásitos o bien fragmentos de éstos (Cracker B., et al, 1G83). 

En 1985 Barbosa Identificó los amastlgotes en cortes de tejido da ratón Infectado en fase aguda y en tejidos 

de humano (primer trabajo realizado con material humano) tales como placenta y corazón durante la fase 

crónica do la Infección, argumentando que en la fase aguda, la localización de los parásitos ora relativamente 

sencilla debido a au gran número en el lejldo, mientras que en la fase Indeterminada y crónica la localización 

se hacia relatr.iamente dlficll y poco frecuente, sin embargo con la técnica de peroxldasa antfperoxldasa (PAP) 

se encontró en todos los casos reactivldad positiva (Ba.rbosa A., el al, 1985). 
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El slgulenle trabajo fue realizado por Barbosa y ~~Is. on el año 1986, en ol cual se llevó a cabo un estudio 

comparallvo entre el mélodo convencional de tinclón con H y E y el de IHC de PAP para la lnvosllgaclón del 

parasitismo tisular en la CCC de humano•, encontrando muy superior el método de IHQ en la detección tanto 

de nidos y amasllgoles aislados como del Ag adsorbido en la fase crónica de la lnfocclón. Esle procldlmlento 

vatldó la Importancia del método para su Introducción • nivel da '81 pruebas diagnósticas postmortern en el 

laboratorio (Barbosa A., et al, 196'1). 

El estudio anterior causó gran Impresión en los clrculos de klvesUgaclón de la enfermedad de Cha gas en Brasll, 

en donde 18 consideraba a esta enfermedad como una de las ellolog[aa mlia frecuentes de miocarditis crónica, 

por lo que se realizó una Investigación con el fin de comparar la senalbllldad y especificidad de las técnicas 

empleadas en su diagnóstico tales como: ECG, hlatofogla, IFD, IA y la técnica de IHQ practicada en biopsias 

de corazón, llagando a la concfuslón de que ninguna de ellas era don por ciento sensible, ni cien por ciento 

especifica, sin embargo la combinación de la ECG y la IHO resultaron ser cien por ciento sensibles para el 

diagnóstico de dicha patologia (Morales M., et al, 1987). 

Por ello, se considera de gran utilidad aplicar nta t6cnk:a ya que durante la fase aguda de la enfwmldad de 

Cha gas u pueden encontrar grandes agregados de pa" .. os que podÁln ser evidentes cuando los tetkk>I: son 

teñidos por la técnica de H y E o bien soto encontrarH focos lnllamatorios en donde el parásito no se logra 

Mear evidente. Para ello se empleó on el laboratorio la técnk:a de IHQ, en la cual 18 toman en cuenta tanto 

parámetros morfoJóglcoa como anllgénlcos lo que hace de esta melodologla UM técnica sensible para la 

delecclón tanto de parásitos como do material anllgénlco. 
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4. MATERIAL Y METODOS: 

4 1 1 CULTIVO IN VtTRO DE Twanosoma cruzl CEPA NINOA· 

MEDIOS DE CULTIVO PARA T. cruzJ: 

1) MEDIO LIT: 

NaCI 4.0 g 

KCI 0.4 g 

Na2HPO. 6.0 g 

Glucosa 2.0 g 

Triptosa (dlfco u 01mld) 5.0 g 

Infusión de Hlgado 5.0 g 

Suero lelal bovino (SFB) 100.0 mi 

Hemina (disolver en trielanolamlna o NaOH, para obtener una concentración 

de 50 mgtml) 

Agua bldestllada cbp 

Preparación: 

25.0 mg 

1000.0 mi 

Disolver los componentes del medio da cultivo en agua bldestilada. Ajustar el pH a 7.2 con HCI concentrado. 

Realizar un11 ftltración a través de un papel filtro Wathman, posteriormente prefiltrar el medio de cultivo a trav6s 

de membraruis de 0.45 µ de diámetro de poro en EKS-Seitz, bajo preakSn negativa o a través de filtros Milllpore 

desechables bajo presión positiva. Finalmente esterilizar al medio de cultivo por filtración a través de una 

membrana de 0.45 µ, en condiciones de esterilidad en una campana de ftujo lamlnar. 

4.1.2 MEDIO NAKAMURA JOIALIZAOO>: 

EK1racto da hígado o de cama 10.0 g 

NaCI 4.0 g 
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N1tiHPO. 

Agua desllladri 

Sangre Humal'll. tipo O 

Prep11,.ci6n: 

5.0 g 

500.0 mi 

soo.o mi 

Olsolver las sales con el agua destilada. 

Calentar un poco la solución. 

Agregar 9i extracto de hlgado y mezclar hasta solublllzarfo moviendo constantemente. 

Ya sin calentar agregar la sangre poco a poco, manlener en agitación constante. 

Colocar la mezcla en membranas do d"llsis midiendo el volumen del contenido (aproxlmadamenle 20 

mi/membrana), 

Colocar de 2 a 3 m9mbrana1 de dlállsls en un matraz Erlenmeyer de 500 mi y agregar el doble da volumen del 

contenido en lais membranas, de SSI, 

Esterilizar el medio en autoclave. 

Una vez esterilizado el medio, someter a prueba de asterilldad, lncub4ndolo durante 24 h a 37°C. 

OBTENCION DE LAMINILLAS CON EPIMASTIGOTES 

1. A partir del medio de cultivo Nakamur11, obtentr los eplmastlgotes. 

2. En un tubo de ensaye Pyre1< con tapón de rosca de 13 X 100 mm, vertlr aproximadamente unos !5 mi del 

medio de cultivo. 

3. Centrifugar• 3000 rpm durante 10 mln (Beckman Modal J 2·21 centrtfuge). 

4. Lavar 3 veces el paquete celular con PBS 0.01 M, pH 7.2. 

5. ReconsUluír en PBS el paquete celular en una can!ldad equivalente a 10 veces el volumen del botón. 

e. Observar en el mlcroscóplo de contraste de tasa con el objetivo de 25X y veriftcar que hayan 

aproximadamente de 10 a 25 parásitos/campo, de no ser asl, ajustar la concenlraclón. 
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7, Colocar una gota da la suspensión de pantsltos sobre un portaobjetos esmerilado (dentro de una zona 

delimitada previamente con un lápiz con punta de dio.manta). 

s. Da}ar secar •I aire. 

;, Conservar en refrigeración a -2o•c, 

4.1.3 MEDIO M·16 !MEDIO QE CULTIVO PARA INDUCIR A LA METACICLOGENESISI• 

NaCI 0,40 % 

KCI 0.04"' 

Na,HPO, O.BO % 

Glucosa 0.20 % 

Triplona 0.12 % 

Suero Bovino inactlvado 2.50 % 

Hemoglobina 2.00 % 

Preparación: 

Disolver todas las salea y la hemoglobina en agua dnlllada, 

Ajustar el pH de la suspens'6n a 6.7 con HCI coricentrado o Na OH 1 M, empleando un pOlenciómelro (Beckman 

Zeromatlc 11). 

Filtrar la suspensión con papel filtro Wathman, 

Fillrar la solución por presión posHiva a través de un prefi/tro colocado dentro de una unidad de fillración. 

Fillrar 2 veces por una membrwna de 0.45 µ, 

FH!nu @n condiciones de esterilidad (on CD.mpana de nujo laminar), a través de un prefittro seguido de un filtro 

de 0.45 µ de diámetro de poro, i:ontonldos en una unidad de tllttación prevlament• esterilfzada y recibir el 

filtrado on rrascos oslérilos. 

El medio de cultivo se somete a prueba do esleriUdad, Incubándolo durante 24 h a 3'79C. 
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OBTENCION DE MEJACICUCOS IN VITRO; 

Partir de un lnóculo de 2 X 107 epimastlgotes del medio BHI, que se transfieren a modio LIT. 

Incubar a 29ºC y cada 48 h, realizar pues hasta alcanzar una concentración de 6 X 10' células/mi. 

Una vez obtenida esta concentración, centrifugar la suspensión de parásitos a 5000 g (centrifuga RT 6000 B), 

durante 10 min. 

Ellmlnarel sobrenadante y lavar o/ botón con medio M·16. 

Resuspender el paquete celular on M·1B a una concentración flnal de 2 X 107 células/mi. 

Incubar la suspensión duranle 5 dlas a 29ºC. 

Revisar el cultivo al quinto dla y verificar que existan de un 70 a un 90% de tripomastlgoles metaclclicos. 

De ser asr centrifugar a 5000 g durante 10 mln. 

Rosuspender el paquele celular en un volumen Igual de suero humano fresco. 

Incubar la suspensión a 29ºC durante 1 h, proceso durante el cual los eplmasUgotes susceptibles al 

complemento H Usan. 

Transcurrida 11 lncubadón centrifugar a 800 rpm, 3 minutos. 

Repour al centrifugado durante 30 mln, tiempo durante el cual Jos metaclcllcos viables, comenzarán a 

d•plazaru hactai el sobranadante, quedando on el fondo del tubo los detritus celulares y en ol aobrenadanle 

'°' pa~tltoe vivos. 

Tomar el aobrenadanta y trabajar con éste. 

SI se desea obtener amastlgoles, centrifugar nuevamente el aobrenadante y resuspender el paquete celular en 

el mismo valumen de medio LIT. 

Incubar durante 5 dlas a 29'C. 

Obtener loa amasligotes centrifugando a 2000 g durante 1 minuto. 
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4.2 CULTIVO DE LINEAS CELULARES; 

LAVAQO DEL MATERIAL DE VIDRIO· 

a) SI el material es nuevo o tiene residuos de material seco, se debe coloeair en una 1oluclón de exttán del 2-5% 

a ebullición duranle 30 mln. Enjuagar con abundante agua de la llave, SI el material no nt4 muy sucio, 

continuar con .. 1lgulente pa10. 

b) Remojaren '°'uclón comercia! de cloro (cloralax} 1:to (solución preparada con agua de la llave) durante loda 

la noche. 

e) Enjuagar con agua coni4mle y remojar en HCI t:60 (solución preprarada con agua de la llave) durante toda 

la noche. 

d) Enjuagar abundanlltmenta con agua corrfante y 11 n naceaarto taUarcon un escobillón da uso exclusivo para 

nte material (nunca usarlo para detergente). 

e) Enjuag11r de 3 • 4 VGC99 con agua destilada. 

f) Secar en el horno y esterilizar. 

MEDIO DE RPMl-1640 PARA CULTIVO DE CELULAS· 

RPMl-1940 tOX 

NaHCOI al 7.5% 

Hep8S 1 M, pH 7.2·7,3 

Suero fetal bovino inactivado 

Agua dHUlada estéril cbp 

Preparación: 

APMJ·1840 10X: 

to.o mi 

f.S mi 

2.5 mi 

to.o mi 

too.o mi 

Pesar 1.04 g del medio en polvo y dlsolvef'lo en aa.5 mi de agua destllada. 

Fllttar con un p.pef ftltro Wathman. 
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Eslerlllzar por fillraclón pasando el APMI, a través do una membrana con diámetro de poro de 0.45 µ. 

Hopos 1 M: 

Pesar 11.B g de Hepes y dlsolverloen 50 mi de agua destilada. 

AJustar el pH con HCI concentrado o con NaOH 1 Na 7.2•7.3. 

E1terillzar en auloelave. 

NaHC02 al 7.5%: 

Pesar 7 .5 g de NaHCO, y disolver en agua deslllada. 

Estarillzar por ftlt111ckSn, con filtros mHUpore desechables de diámetro de poro de 0.45 µ. 

Nota: si el RPMI en polvo no se encuentra suplementado con L·Gln, entonces a 99.0 mi del medio de cultivo 

preparado agregar 1 mi de L·Gln 1oox. 

CULTIVO DE LA LINEA CELULAR P.388 <Mdls HUMANOS» 

a) Sacar d• la cámara de nitrógeno Uquido las allcuotas de la lfnea celular. 

b) Oescong9'11rla• células cdocando el vial en un baño maria a 37'"C moviénd<Ma constantemente (se deben 

descongelar lo m'• rápkfamento posible). 

c) Centrifugar la suspensión celular a 1000 g, durante B mln (centrifuga RT 8000 B). 

d) Eliminar el sobrenadanto en condiciones de esterilidad. 

e) l.iivar C.1 células con 5 mi de medio da cultivo RPMl·1640. 

f) Centrifugar a 1000 g, durante e mln. 

g) Agr.gar• medio de cuttivo RPMl-1640. 

h) Rnuspender la• células. 

ij T111n1ferir a una botella de cultivo Nunclon de 25 cm' (50 mi). 

j) Colocar la1 botellas horizontalmente y con el tapón bien cerrado en una Incubadora a 3rc 11 el medio 

conliene Hopes; o bien con el tapón flojo en una atmósfera con el 5-8% de C02 y el IH-05% da aire estéril si 

no contiene Hepn. 
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k) Cambiar el medio cada vez que éste se acidifique y adquiera un color amarillo (aproximadamente cada lercor 

·~). 

1) Observar al mlcroscóplo Invertido el cultlvo (Zelss Wesl Germany), si la monocapa ya esta formada tripslnlzar 

pllr. hacer el pase celular a otra botellll. 

PASE CELULAR• 

a) Decantar el mecUo de cultivo acldmcado y agregar de 1 a 2 mi de una solución de lripslna.verseno al 0,05% 

estéril (IN VITAO). Dejar quo la lrlpslna baft• a la células durante 30-45 seg rotando la botella lentamente. 

b) Decantar la lripsln. y repetir el pas~ anterior. Colocar la botella en la Incubadora y observar e.da 2 ó 3 mln 

hasta que las células so desprendan da la superficie (dar ligeros golpes a la botella}. 

e) Agregar 10 mi da medio da cultivo y acabar de disgregar las células abaort>lendo y expeliendo con un11 

pipeta de 5 ó 10 mi. Colocar 2.5 mi de la 1u1pen11ón de eólulaa en otra bo!eUa para cultivo y agregar 7,5 mi 

más de medio de culllvo: preparar 2 boeellas de cultivo Nunclon da SO mi. El pase roalizado es da 1:4 lo cual 

significa que de una bolella se diluyeron las células lo suftclente para tener 4 cultivos nuevos, o bien emplear 

solo 1 frasco de cultivo celular Nunclon de 75 cml (260 mi). 

d) Colocar las botellas horizontalmente e Incubar. 

o) Revisar los cultivos diariamente en el mlcroscóplo Invertido. 

CONSERVACION QE !.A LINEA CELULAR <CONGELAMIENTO!· 

t. Centrifugar una concentración aproximada de 5 X 10ª o61ula8/ml en tubos Falcan de 15 mi estéril a 4°C y a 

3000 rpm, depositar el tubo con et paquete celular en hlelo, eliminar el medio de cultivo y agregar 1 mi del 

medio pata congelar (suero fetal bovino Inactiva do con 10% de OMS), enfriado previamente a 4°0. Aeallzartodo 

en condlclonn de esterllk:lad dentro de un11 campana de flujo !aminar. 

2. Resuspander las c8iulas y transferirlas a una ampotleta de plástico estéril con tapón de rosca (Bli>Freeze) 

para su congelack5n. Cerrar la ampolleta tratando da no mojar la parte superior para evitar la contaminación. 
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3. Depositar las ampolletas en una gradilla e Introducir ésta an una caja de polJestlreno con tapa, do paredes 

de 14 mm de grosor aproximadamente. 

4. Depositar la caja a -7DºC duranto 1 dla y después transferir las ampolletas a una cámara de nitrógeno lfquido. 

OB!ENCION QE Mdls INFECJADOS CON TRIPOMASTIGO!ES MEJACICLICOS EN CUB~EOBJETOS 

a} Esterilizar los cubreobjotos de 13 mm de diámetro con óxido nitroso, 

b} Colocar los cubreobjetos ya eatérlln en cajas mutlfpozos {Mutlldlsch 24 Wells, Nunclon Delta SI}. 

c) Realizar el pase celular de los M~s P-388 de humano de la botella, a loa cubreobjetos. 

d) Agregar medio de cultivo RPMl-1640 e Incubar a 37"C, con una atmósfera del 5% de CO~ y 95% de aire 

estérJI. 

e) Cambiar el medio de cultivo diariamente. 

f) Cuando se oblenga la confluencia adecuada, proceder a la lnfecc'6n da los M~s con tripomaatlgotas 

metaclcUcos del medio de culUvo M-HS, en una proporción paráslto:Mlfl de 1:1. 

g) Incubar los MI/Is Infectados a 37"0 durante 2 horas, tiempo durante el cual el Ml/i fagocita a los parásitos que 

se han adherido a su membrana. 

h) En condlclcnn de esterilidad lav.r los pozot de la plaCll 3 vecn con RPMI 1640. 

Q Incubar las eaJas multlpozos durante un Uempo aproximado de 120 h (5 días) en las condiciones antes 

referidas, ya que después da esta tiempo el clclo de vida del parásito es completado y se libera en fof'ma de 

tripomastJgote. 

J) Elimlnarel medio de cultivo de las cajas multlpozos, lav.r3 veces con PBS 0.01 M. pH 7.2 y finalmente fijar 

los Mlf¡s con metanol absoluto. 

k) Los cubreobjetos con Mlf¡s Infectados se conservan en refrigeración a -20ºC. 
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4.3 TECNICA DE IHO PARA EL ANTICUERPO MONOCLONAL y EL POUCLONAL: 

4.3 1 Antlcutrp0 poflclonal· 

a) BloquDar la peroxldasa endógena con una solución do Metanol·H10 1 (9 mi de metanol absoluto + 1 mi de 

H10 1 al 30%). 

b) Lavar IH laminillas 3 veces en una solución amortiguadora do PBS 0.01 M, pH 7.2 (3 mln cada lavado). 

c) Eliminar el eKceso de soluclón amortiguadora con una gasa. 

d) Bloquear lo• sitios que pudieran generar un pegado lnespecffico de los Aes, con una solución de albúmina 

sérica bovina (ASB) al 1% en PBS 0.01 M, pH 7.2. 

e) Lavar las lamlnlllas una vez con soluckSn amortJguadora de PBS. 

f) Secar las lamlnHlas con una gasa. 

g) Agregar el Ac primario dlluído en soluckSn de ASB al 1% (Suero hlperlnmune de conejo anll-eplmas11gotn 

de r en.al). 

h) Incubar las lamlnfllas durante 1 h o a temperatura ambiente en una c4mara húmeda. 

ij Lavar la. lamlnillas trn vec:n con PBS. 

j) Secarlas con una gasa. 

k) Agregar el Ac ucundario diluido en ASB al 1% (Ac blollnilado, antl-lgG de conejo, preparado en chivo). 

I) Incubar las lamlnUlas durante 1 h a temperatura ambiento en una cámara húmeda. 

m) Lavarlas tres veces con PBS. 

n) Secarlas con una gasa. 

o) Agregar el sistema avkflna poroxldasa. 

p) Incubar durante 1 h a TeffiReratura amblenle en una cámara húmeda. 

q) Lavarlas 3 veces, 

r) Sacarias con una gasa. 

s) Agntgtir •I slslema revelador DAS (3,3-0lclorofenll dlamlnobencldlna) que conllene: 6 mg de OAB: 1 O ml de 

solución amortiguadora Tris 0.05 M, pH 7.6 y 10 µId• H,02 al 30%. 
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t) Incubar durante 10 mln. 

u) Parar la reacción sumergiendo las lamln\llas en PBS. 

v) Contratañlr los t&ildos con hematoxlllna de Harrl1, duranl• 10 mln. 

w) Lavar las laminilla• con agua d• la llave, elimlnaindo el Heno de colorante. 

x} Montar con una nninll • ban de gl\cerol y pollvinUo. 

4.3.2 AnUcutrp0 monoclonal blotlnllado; 

a) Bloquear la poroxidasa endógena con una 1olucl6n de Metanol.H10, (g mi de metano! absoluto + 1 mi do 

H10 1 al 30%}. 

b) Lavar las lamlnlllas 3 veces en una solución amortiguadora de PBS 0.01 M pH 7.2, durante 3 min cada 

lavado. 

e) EUmlnar el exceso de 1otudón amortiguadora con una gaaa. 

d) Bloqu•r loe sitios de pegado lnespeclftco de los Aes, con una 1olucl6n de albúmina sérica bovina {ASB) al 

1% en PBS 0.01 M pH 7.2, durante 30 mln a temperatura amb'-nt•. 

e) Lavar la1 lamlnllla1 una vez can solución amortfguadcn. de PBS. 

1) Secar Las lamlnUla1 con una g .. a. 

g) Agregar et Ac primario dUuldo en solución de ASB al 1% (Ac monoclonal bk>tlnílado antl-amastlgOln T. cruzl 

o 2C2). 

h) lncu~r lu lamlnUlu durante 1 h o a templlfalura ambJente en una cámara húmeda. 

t) Lavar &aa lamlnlllaa trn veces can PBS. 

j) S.C.rlaa con una gasa. 

k) Agregar .t afltema avldina peroxldasa. 

l) lncu~r durante 1 h a temperatura ambienta en una cámara húmeda. 

m) Lavarlas 3 V8C81. 

n) Secarta1 con una gasa. 
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o) Agregar al sistema revelador OAB (3,3-0lclorafonll dlamlnobenckllna) quo contiene: 6 mg de OAB; 10 mi de 

solución amortlgU11don1 Tris o.os M pH 7.e y 10 µ1 de HaO, al 30%. 

p) Incubar dur11nt• 10 mln, 

q) Parar la .... cclón sumarglendo las laminlllaa en PBS. 

r) Contrateftlr loa tafldos con Mmaloxnlna d• Harrit. durante 10 mln. 

•) lav11r la1 lamlnillat con agUll de la llav•, ellmlnando el exceso de cotorante. 

t) Montar con reslna a base de glicerol y poUvinllo. 

NOTA: EN NINGUN MOMENTO DEBE PERMITIRSE QUE EL TEJIDO SE SEQUE, YA CUE ENTONCES SE 

PRODUCE UN PEGADO INESPECIFlCC QUE GENERA UNA REACCION FALSA POSITIVA. 

4.4 ESTANOARIZACION DE LA TECNICA QE IHQ· 

Para .... lizar ia ntandarimciún dü l.n ;;u,;r.::;¡;, ¡;.¡; ;'1qu\QrGn lolmlnL'L:i~ do opl~11golcs omplo.:id:ll:I cerno 

controln positivos y cubreobjetos con Mctis Infectados con amasllgctes, utnlzados como controtn positivos del 

tejido. 

OOOOílO 
eco 

SHIC 

C(·) 

SHIC 

1:50 

SHIC 

1:100 
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0000 
SNC 

eco C(-) 

SHIC 

1:50 

SHIC 

1~100 

00 
SHIC 

1:200 

SHIC 

1!400 

_ El blanco consiste en eliminar el Ac prlmatlo o suero hlperlnmune de conejo antl·eplmasllgote do r cruz/ 

(SHIC) y en su lugar Incubar las laminlllas con PBS 0.01 M, pH 7.2. 

• a) Para •I Ac pollc/onal: 

El contrcl nog.;i.Uvo (C(·)J, consl1te en ellmlnar el Ac primario (SHlC) y en au lugar Incubar las lamlnlllas de Mt;tls 

Infectados y eplmasllgolos con Suero normal de conejo (SNC). (Figura 5). 

• b) Para el Ac monoclonal blotlnllado: 

El C(-} conslst• en emplear M~s no lnfaclados Incubados con el Ac monoclonal antl-amastlgotes. 

• En las lamfn!llas problema se ensayan diferentH diluciones del SHIC y del Ac monoclonal bfotlnllado, las 

cuales comprenden un Intervalo de dilución de 1:50 a 1:400, (Figura 6). 

• Pllra d.tennlnar 91 resultado d• Ca estandarización: 

Se Aliga la múlma dilución del Ac a fa cual todavla se ob1erva nftldo el lnmunoprec:Jpltado color sepia. 

4 5 INFECCION DE RATONES DE LA CEPA BALS!c. 

Se Inocularon 20 ratones de la cepa BALB/c vla lnlradérmlca con 10' tripoma11lgotes metaclcllcos, en ambos 

cojinetes plantarn de i.1 extremidades posterfofes. 

Los trfpomasUgotu metacícllclo• fueron obtenklo1 da la orina de trlatomas Infectados con el pa"'slto. Esta 

suspensión celular, se lllvótrn veces en PBS0,01 M, pH 7.2 y el paquete celular fue resuspendklo en PBS a 

la concenlracl6n deseada. 
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Fotogtafla qua muastra el blanco de reactivos en la técnica de IHQ P = Parásitos de culllvo (400 aumentos) 
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0 .. 
Fotograrta que muestra la reacción positiva con el SHIC a dilución 1 :100. P = Parásitos de cultivo que presentan un 
lnmunoprecipllado color sepia sobre la membrana y el clnetoplasto (400 aumentos), 
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4.8 CURVA DE PARASlfEMIA. 

Sedelennlnaron 101 niveles da parasitemla de trn ralones Infectados cada tercer dla durante BO d, seccionando 

una porción de I• cola del animal y lomando con una mlcroplpeta s "de sangre qua era colocada entre porta 

y cubreobjetos. En el mlcroscóplo óptico (Lortz} se cuanltflcaba el número de parátltos hallados on lodos los 

campos• 18X y poslerlormonte so obtenta el número total da pará111os/ml, realizando la slgulenle op8f"llclón: 

11 P/ml .. # P cuantificados en 5 111 • 1000 pi S:Jngre 

5 pi de sangro 

Donde: 

11 P/ml • número de p11rá1ltos por e1da mi de sangre d8' animal 

11 P cuanllflcados en S pi = número de parásitos lotalea cU1inUficados en /015111. 

Flnalmenle se ntalizó el promedio d• los 3 resultados obtenidos y '•loa 1a graficaron conlra el tiempo da 

Inoculación, 

4.7 OBTENCION DE LOS ORGANOS DE LOS RATONES DE LOS GRUPOS CONTROL E INFECTADOS 

Material blológlco: 

Se emplearon ratones jóvenes adultos de la cepa BALB/c infectados y no lnfectlldot, en los diferentes petfodos 

de tiempo estableckfos para el modelo. 

M9fodologla: 
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Se obtuvieron los órganos de los ratones lnfeclados, por modio de una evlsceraclón /n situ a diferentes tiempos 

posUnoculaclón {P.I .) , como se muestra en la Tabla 1: 

TABLA 1 

No. DE RATONES 

NO INFECTADOS INFECTADOS TIEMPO P.1, 

tp .. PIEL 

ME•MUSCULO 

ESQUELETICO 

1 h 

4 h 

24 h 

48 h 

06h 

7 d 

15 d 

30 d 

G•GANGUO 

H•HIGAOO 

a) Forrar una tabla de unlsel con papel da estrasa. 

b) Aseptlzar el Instrumental nameándolo. 

ORGANOS 

tp ME G H B C 

Be BAZO 

c .. coRAZON 

e) Prepararse para la disección del an/mal, colocándose 101 len1es da seguridad, guantes y cubtebocas. 

d) Descerebrar al ralón. 

e) Fljat las patas del animal sobre la tabla da unlse/ con alfileres. 
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f) Humedecer la piel dol ralón con un algodón Impregnado de agua para evliar que los órganos se contaminen 

con los pelos del •nlmal, 

g) Estirar la plel del abdomen empleando las pinza& con dientes y estirarla pata realizar una pequeña Incisión 

en forma de ojal con laa tijeras curvas. 

h) Tomar con los dedos fndlce y pulgar de la mano derecha, la parte proxfmal alrededor de{ ojal y con la mano 

Izquierda la parte dlstal alrededor del ojal y tirar con fuerza en direcciones opuestás para desprender la plel del 

anlmal de manerai rápida y sencilla. 

~ Una vez desprendida la plel realizar una Incisión en al peritoneo para obtener el hlgado y el bazo. 

J) Posterlonnente H abre Ja caja Coráxlca de donde se obtiene el corazón. 

k) La muestra de piel se obtiene de las zonas de Inoculación (cojinete plantar de ambas extremidades 

posteriores), 

I) El ganglio se obtiene da la reglón del popllleo. 

m) La muestra del músculo estriado se obtiene de la pata trasera. 

n) los órganos se l!Jan en formol al 10% o en solución de Bouln se Incluyen en parafina y se cortan en el 

mlcrotómo de rotación (Mlnot). Parte de los cortes son teñidos con H y E para mlcroscop(a óptica, y la otra 

parte se emplea p.arai realizar la técnica de IHQ. 

o) Aseptlzar el área de trabajo con lodo. luogo con solución de anlibenzal dejando que actúe durante unos 

minutos. Finalmente llmplu la zona. 

p) lnclnerair los restos de los talones. 

4 8 TECNICA HISTOLOGICA DE RUTINA 

a) los fragmentos de los órganos obtenidos deben tenor aproxfmadamonle 1 cm3 do volumen. 

b) Fijar los tejidos en una solución de formol al 10% o de Bouln. 

c) lavarlos en agua corriente y se colocarlos en las rejillas. 

d) Oesh~raitarlos con alcohole• del 70, 80, 90, 96, QB, 100 y 100%, 

e) Aclararlos con 1dlol. 
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f) Infiltrar los tejidos en parafina lfqulda. 

g) Incluirlos en los cassettes, · 

h) RebaJar ~ bloque y obtener los cortes en el mtcrotomo de rotack5n Mfnot. 

ij Reallzar Ja tlnc5ón del tejido por Ja tfcnlca de H y E: 

1.1 Oesparaflnar 109 cortes de tejido en xllol, duranle 10 mln. 

1.2 Oe1paraflnar los cortes de tejido en xllol, durante 10 min. 

1.3 Hld111tar los tejidos con •lcohol-xHol, durante 2 mln. 

1.4 Hidratar de los tejidos con alcohol al 100 % durante 2 mln, al 100% por 2 mln, al 96% por 2 mln y al 96% 

por2 mln. 

1.5 lavar los tejidos en agua conienle. 

1.8 Teñirlos con hemaloxlllna de Harria, durante 3 a 5 mln, 

1.7 Lavarlos en agua corriente. 

1.8 Sum•glrlos en una solución de a!cohol -'cldo ni 1%, dur:into un par do segundos. 

l.S Lavarlos en agua corriente. 

1.10 Sumerglrlot en carbonato de llllo, durante 30-50 seg. 

1.11 Lavarlos en agua coniente. 

1.12 Teñirlos con eoslna amarilla, durante 2 a 4 mln. 

1.13 Deshidratar los lejldos ya teli/dos en alcoholes del 96, 96, 100 y 100%, durante 2 minen cada uno. 

1.14 Sumergirlos en Alcohol.X:ilol, durante 2 mln. 

1.15 Sumergirlos en Xllol, durante 3 mln. 

1.18 Sumergirlos en Xllol, duranle 3 mln. 

1.17 Montarlos con bálsamo de Canadá. 

NOTA: antes de emplear la hematoxillna de Hartls, debe ser filtrada. 

69 



Resultados: 

Núcleos: azul oscuro. 

Ribosoma1: azul oscuro. 

Citoplasma: rosa claro. 

Músculo: rou claro. 

4.9 OBTENCION V PROCESAM1ENIO ce LOS CORTES HIS!OLOGICOS PARA LA TECN1CA DE IHQ 

a) Aoallzar cortas de S ~ da los bloques de tejldo lnclu!dos en parafina. 

b} Onparaflnar los tejldos en una estufa a 54ºC, durante 30 mln. 

c} Sumergir IH 1.1.mlnUla• en los 2 recipientes de xllol del tren de tlnclón para H y E, duranle 2 mln. 

d) Sumergir las laminillas en etanol absoluto durante 2 mln, ·daspuós de lo cual quedan listas para su empleo 

en la técnlc8 d• IHO. 

4.10 TECNICA pe 1Ho EN coms pe PARAFINA 

Una vez que se estandartz6 la tócnlca para eplmastlgotes y Mt/J• Infectados con amasllgotes, se emplean las 

misma• dHuclonn en los teJldos embebktos en parafina, de acUCH'dO con la t6c:nica de IHO: 

1) Realizar la dnparaftnaci6n •hidratación del tejido cor.10 se Indica en el punto 4,9. 

2) Realizar la técnlcm de IHO como se Indica en el punto 4.3. 

Los órganos•• procesaron ·de la 1Jgulente manera (Tablas 2 y 3): 
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TABLA 2 

a) Con el Ac pollclonal (SHIC): 

TIEMPO P.l.H1 

eco CM 24 48 .. 

TABLA3 

b) Con el Ac monoclonal blollnllado: 

TIEMPOP.l.H1 OIAS 

eco 1 24 48 .. 

OIAS 

15 

15 30 
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Se tomaron como resultados positivos, todos aquellos fragmentos de tejido · quo prosentaban un 

lnmunopreclpltado color sepia y la morfologla caracterf1llca del pa1'slto en el estadio Intracelular de 

reproducción (amastlgote o nidos da amastlgotes) y/o la proscmcla de un lnmunopreclpitado que denote la 

llbaracl6n de material antlg4nlco. 

De cada uno de los órganos que presentaron una roactlvk:lad positiva, se procesaron un promedio do 10 cortos 

para realizar un ntudk> sem\cuantllallvo. 
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5. RESULTADOS 

5 1 CURVA DE PARASITI;MIA: 

Se lnvHtlgó la presencia dl>I parásito en la sangre del anlmal desde el prfmor dla de Inoculación y a 

Intervalos de tiempo aproximados de 72 h durante ea dias, tiempo en el cual ya no se obtervaron 

panlaltos. Los datos obtenidos fueron los siguientes ('nlbla 4): 

Tabla 4 

DIAPI' PAOGRESION FUSIFORME 
P11.1i;;1..~v.:11ml 

24 H 
4BH 
40 
70 

. 100 
150 
23 O 
250 
200 
010 
-u 
seo 
seo 
41 O 
400 
45 o 
480 
030 
000 
570 
000 
040 
070 
700 
73 o 
780 
780 
eo o 

PI' • POST.INOCULACION 
P2 = PARASITOS 

o 
o 
o 
o 
1 000 
2000 
2100 
2000 
0200 
200 
o 
400 
400 
200 
200 
400 
000 
o 
200 
000 
800 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

P unui;;.:1v.:11ml 

o 
o 
o 
o 
3""" 
1 000 
:13400 
00000 
130 733 
"8000 
"11000 
11 200 
4 000 
5 400 
2000 
• 000 
2 000 
800 
200 
000 
1 400 
o 
1 000 
000 
400 
200 
o 
o 
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P' TOTALES/mlSANGRE 

o 
o 
o 
o . """ 
3 000 
05500 
62CCO 
1:13800 
07000 ··-11 500 
4400 
• 500 
3000 
3400 
2000 
000 
400 
1400 
2000 
o 
1 000 
000 
400 
200 
o 
o 



Que proporcionaron la siguiente gráfica (Figura 4): 

FIGURA4 

CURVA DE PARASITEMIA 
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DIAS 

Donde et pico de parasltemla sa registró el dla 30 p.I. con 133 933 parásitos/mi da sangre del anima!, 
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Ouranle los días previos al 10 p.1, no se encontraron parll1tlos, sin embargo, a partir de esle d[a 10 

deloctaron 4 500, predominando la1 formas gniOsas. El nfvel máximo do parastlemla so presentó en el 

dla 29 con 133 933 panl1ftos/ml de sangre. Después del dla 60 p.I. no se detectaron formas delgadas, 

sin embargo, los gruesos parslsUeron; la parastlomla remitió en el día 78 p.I. (Tabla 4, Figura 4), 

La gráfica muestra la tendencla de fa parasUomla y no describa semi o cuanlftat.lvamenle este parámetro. 

5.2 OBSERVACIONES ANATOMOPATOLOGICAS DE LOS RATONES INOCULADOS CON 

TRIPOMASTIGOTES METACICUCOS· 

Tablas 

OIAPI PARASITEMIA HAUAZGOS ANATOMOPATOLOGICO~ 
ti P/ml SANGRE 
OEL.GADOS GRUESOS 

1H o o NINGUNO. 

4H o o NINGUNO. 

24H o o NINGUNO. 

48H o o NINGUNO. 

goH o o NINGUNO. 

70 o o ES~OMEGALIA E INFARTO 

GANGLIONAR. 

15 o 2 300 1000 UNFADENOPATIA (3mm DE 

OIAMETROJ 

HEPATOESPLENOMEGAUA. 

300 3 200 133 733 UNFAOENOPATIA (3 mm DE 

OIAMETROJ 

HEPATOESPLENOMEGAUA. 
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En lo que respecta a los hallazgos anatomopatotóglcos, a partir del dia 7 p.I. se detectó una llgera 

esplenomegaUa ~demás de Infarto ganglionar aunque el parásita aún na se detectaba en sangre 

(poslblemente debida a la baja sen1lbllldad del método). Entre 101 dfas 15 y 30 p.I. se presenló una 

Importante hepatoesplenomegalla y llnfadenopalla {gangllo lfnfátlco regional) la cual correlaclonaba con 

el Inicia de la pamsHemla y las altas concenlraclones del parásHa, respectivamente (Tabla 5). 

5.3 OBSERVACIONES DEL TIPO QE INFILTRADO E HISTOPAIOLOGIA EN LOS TEJIDOS TEÑIDOS CON 

HEMATOXILINA y EOSINA• 

Tabla e 

ORGANO TIEMPO PI HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS 

MUSCULO 24H SIN ALTERACIONES. 

ESQUELETICO 48H SIN ALTERACIONES. 

""H SIN ALTERACIONES. 

70 MIOSITIS LEVE. 

150 MIOSITIS MODERADA. NEURITIS, INFILTRADOS 
INFLAMATORIOS INTERSTICIALES Y 
PERIVASCULARES DE CMNa, PRESENCIA DE NIDOS 
DE AMASTIGOTES. 

300 MIOSITIS GRAVE, PERINEURITIS, INFILTRADOS 
INFLAMATORIOS INTERSTICIALES y 
PERIVASCULARESDE TIPO CRONICO, FIBRAS 
NECROTICAS CON Y SIN PARASITO, NIDOS DE 
AMASTIGOTES SIN INFILTRADO. 
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.. 
CORAZON 24 H SIN ALTERACIONES. 

48 H SIN ALTERACIONES, 

06H SIN ALTERACIONES. 

7D INFlAMACION PEAIVASCUL.AA DE TIPO CRONICO, 

15D INFILTRADOS EXTENSOS INTERSTICIALES DE 
TIPO MIXTO, PAl::SENCIA EN AMBOS VENTRICULO$ 
DE NIDOS CE AMASTIGOTES. 

30D MIOCARDITIS SEVERA SUBEPICARDICA. 
INFILTRADOS INFLAMATORIOS PERIVASCULARES 
E INTERSTICIALES DE TIPO CRONICO, 
PERIVASCUUTIS, NIDOS DE AMASTIGDTES EN LA 
REGION APICAL Y VENTRICULAR MEDIA. 

HIGAOO 24 H SIN ALTERACIONES. 

48H SIN ALTERACIONES. 

06H SIN ALTERACIONES, 

7D SIN ALTERACIONES. 

15 D HEPATITIS REACTIVA, INFILTRADOS 
PERIVENULAAES EXTENSOS, 

30D INFILTRADOS INFLAMATORIOS PEAIVASCULARES 
CRONICOS. 

BAZO 24H SIN ALTERACIONES. 

48H SIN ALTERACIONES. --
06H SIN ALTERACIONES. 

7D SIN ALTERACIONES. 

15D HIPERPLASIA FOLICULAR. 

30D ESPLENITIS REACTIVA E HIPEAPLASIA 
FOLICULAR. 
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GANGLIO 24 H SIN ALTERACIONES. 

48H SIN ALTERACIONES. 

96H SIN ALTERACIONES. 

70 HIPEAPLASIA FOLICULAR. 

150 HIPERPLASIA FOLICULAR. 

30 o ARTERITIS LINFOCITICA E HIPERPLASJA 
FOLICULAR. 

PIEL 1 H CUADRO HEMOARAGICO, TEJIDO TEGUMENTARIO 
LESIONADO, INFILTRADOS INFLAMATORIOS 
LEUCOCITARIOS DE TIPO AGUDO. 

4H EXTENSOS INFILTRADOS INFLAMATORIOS 
LEUCOCITARIOS, DE TIPO AGUDO. 
GRANDES CONCENTRACIONES DE M~s. 

24 H INALTRADOS SUBCUTANEOS DE PMNs (Nos). 

48H INFILTRADOS INFLAMATORIOS MIXTOS EN EL 
TEJIDO SUBCUTANEO, QUE SE EXTIENDEN HASTA 
EL MUSCULO. 

96H INFILTRADOS MIXTOS, 

70 INFILTRADOS INFLAMATORIOS DE TIPO CAONICO. 

150 INFILTRADOS INFLAMATORIOS PEAIVASCULARES 
CAONICOS EN LA DERMIS. 

30 o INFILTRADOS INFLAMATORIOS CAONICOS 
PERIVASCULARES V PEAINEUAAL.ES, NEURITIS. 

Con base en los resultados de 1a labia 6, so refiere •I dla 7 como el tiempo post-Inoculación a partlr del 

cual se observan patologfas detectables, las cuales en su mayotfa 18 manttlestan como loslonas 

lnnamatorias; sin embargo, no as sino hasta el dla 15 p.I. cuando 18 logran detectar nidos de amaslfgote3 

únicamente en el tepdo muscular esquelético y cardiaco ya que tanto en hlgado como en bazo, ganglio 

y piel no pudieron ser observados. Cabe señalar qua en piel los Infiltrados lnftamatorioa agudos se 

presentaron duranle las primeras horas, evolucionando hacia el dfa 7 en tipo mixto para dar origen a 

lnfillrados de Upo crónico a partir del dta 15 y hasta el dla 30 p.I. 
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5.4 ESTANDARIZACION DE LOS SUEROS V DEL COMPLEJO AVI01NA-B10TINA EMPLEADOS EN LA 

TECN1CA DE IHO· 

A} ESTANDARIZACION DEL ANTICUERPO POUCLONAL (SHIC ANTl-T. cruz/): 

Se empleó el SHIC #84, el cual presentó un tftulo de 1:32 por la tácnk:a de 100, 

A partir de este suero so realizaron diluciones de 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400 con albúmina "rica bovina 

al 1% en PBS 0.01MypH7.2, Jas cuales se probaron en las laminillas control da eplmastlgot&1y en los 

cubreobjetos con Melis de la llnae P-388 de humano, Infectados con trlpomastlgotes metaclcllcos 

obtenidos In vltro del cultivo M-16. 

Se obtuvó al siguiente resultlldo: 

a.1) Dilución 1:50. Se observó la presencia del inmunopreclpitado color sepia sobra la membrana y el 

clneloplasto de los eplmastlgotea y amasligotos en el cltoplasma de los Mt#I•· 

a.2) Dilución 1 :1 OO. Se observó La presencia del lnmunopreclpllado en los eplmastlgotes y amasllgotes. 

a.3) Diiución 1 :200. El inmunopreclpitado se observó muy tenue en ambo9 casos. 

a.4) Dilución 1 :400. Casi no •• ob•trVó el inmunopntelpltado. 

El Ac •ecundario blotlnllado al Igual que el complejo avidlna·peroxldasa H emplearon a una dUuclón de 

1:1000. 

Se ttiigló La dilución 1:100, ya quo fuó la máxima dllución del Ac a la 

cu•l todlivla n observaba claramente el lnmunopreclpltlldo. 

b) ESTANOARIZACION DEL ANTICUERPD SECUNDARIO O ANTI·lgG DE CONEJO PREPARADO EN 

CHIVO, BIOTINILADO {ANTl·RABBIT lgG (WHOLE 

MOLECULE) BIOT!N CONJUGATE ANTIBOOY DEVELOPEO IN GOAT. SIGMA 

8-9642. LOT 69F 8845}. 

El lnstrucllvo del equipo comercial sugiere, se utilice el Ac secundarlo.biotlnilado en una dilución de 

1:5000, por ello se ensayaron dlluclones de 1:1 000, 1:2 000, 1:4 000, 1:5 000, 1:7 000 y 1:10 000, 
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utilizándose ol SHIC a dHuclón constante de 1:100, y el sistema avtdlna-poroxldasa a concentración 

constante do 1:1000 1e encontró adecuada la dilución de 1:1 000 del Ac blollnllado, 

e) ESTANDARIZACION DEL SISTEMA AVIOINA·PEROXIDASA. 

Se empleó el SHIC a dilución constanle de 1:100 y el Ac blotlnllado a dlluclón do 1:1 000, En el equipo 

comercia! se sugiera la utilización del slslema avldlna-peroxkfasa a una dilución do 1:5000, por eUo se 

probaron '8.s slgulenles diluciones: 1:1 000, 1:2 000, t:4 ooo, 1:5 ooo, 1:1000 y 1:10 ooo; enconlrándose 

adOCUAda la dilución de 1:5000. 

d) ESTANDARIZACION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTl·AMASTIGOTES DE T. cruz/. 

So ensayaron diluciones del Ac con un lnteivalo de 1:50 a 1:400 (1:50, 1:100, 1:200 y 1:400), 

diroclamonle sobro los tejidos en donde previamente se evidenciaron los nktos de amasllgotaa en 

laminillas teñidas con H y E (corazón de 15 dlas pij ompl8'ndose el complejo avldlna-bloUna·peroxldasa 

a las concentraciones opllmas, mencionadas anteriormente, Se encontró adecuada la concentración de 

1:100 para el Ac monoclonal. 

La técnica de IHQ quedó est.Bndarlzada para los oplmasllgote1 y los amastlgotes de los Mf/>s, a las 

siguientes diluclonos: 

Suero hlperlnmune de conejo = 1:100 

Anticuerpo monoclonal = 1:100 

Anlicuerpoblotinllado .. 1:1000 

Slsloma avldlna·peroxidasa = 1 :5000 
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5.5 PRESENCIA QEL PARASITO VIO ANTIGENO EN CORTES PE TEJIDO SOMPIOOS AL ME;IOOO QE IHQ 

CON EL ANTICUERPO POLICLONAL 

Tabla 7 (Figuras 7·17) 

P.I. 
MUSCULO' CORAZON HIGADQ2 

···--•UC oou ++ +++ 
AMASTIGOTES 
SIN INFILTRADO 300 ++++ ++ 

AMASTIGDTES 15 o + + 
AISLADOS SIN 
INFILTRADO 300 + + 

ANTIGENO LIBE· 150 
RADOSININ-
ALTRAOO 300 

NIDOS DE 150 + 
AMASTIGOTES 
CON INFILTRADO 300 + + 

AMASTIGOTES 15 o + + 
AISLADOS SIN 
INFILTRADO 300 + + 

ANTIGENO LIBE· 150 
RAOOCONIN-
FILTRADO 300 

PMN OCMN 1 H 
CON REACTIVI· 4H 
DAD POSITIVA• 24 H 

48H 
96H 

• AEACTIVIDAD POSITIVA•PAESENCIA DEL INMUNOPRECITPITADO. 
1 AEACTIVIOAO POSITIVA INESPECIACA EN EL TEJIDO ADIPOSO, EN TODOS LOS 

TIEMPOS. 
2 AEACTIVIOAO POSITIVA INESPECIACA EN LOS CANAUCULOS BILIARES, EN 

TODOS LOS TIEMPOS. 
3 AEACTIVIDAO POSITIVA INESPECIACA EN LAS VACUOLAS DE LAS GLANOULAS 

SEBACEAS, EN TODOS LOS TIEMPOS. 
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Fotografla del músculo cardiaco de ratón BALB/c, 15 dJas p.I. Se observa que la r1bras cardiacas se encuentran invadidas por 
infiltrados lnflama!orios que lnteraclúan con los nidos de amastlgotes. N = Nido de amas!lgole con reaclividad positiva: 1 = 
Infiltrado Inflamatorio (400 aumentos). 

Fotografta del músculo esquelético de ratón BAL8fc, 30 p./. Se observa un nido de amnstlgoles rodeado por Infiltrados 
inrramatorlos. 
N = Nido de amaslígote con reactlvidad poartrva; 1 = Infiltrado Inflamatorio (100 aumentos). 
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Fotografía del músculo esquelético de ratón BALB/c, 30 dlas p.I. S.:t observa un nido de amasllgotes sin lnldtrados 
Inflamatorios en la periletla. N "" Nido de nmastlgote con reactlvldad positiva (400 aumentos). 

"· ,,~ ... "'-::, 
1. ' ..•• ._,. 

. ""· .. -.. 
.. 

.: "' 11 

·. 

Músculo esquelético de ratón BAL8/c, 30 dlas p.I. N = nidos de amast1gotes con renctiviclad positiva; 1 =- Infiltrados 
inflamatorios (160 aumentos). 
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Fotografla del músculo esquelético de ratón BALB/c, 30 dlas p.I. Se observa un nido de amastigotes Infiltrado por células 
Inflamatorias. N = Nido de amasllgote; 1 = Infiltrado Inflamatorio (400 aumentos). 

.... 1 • .. • ~ • 

t 

l " 
" 

Fotografla del hígado de ratón BALB/c, 15 dlas p.I. Se observa qOJ<:! •os C"anAtic1Jlos y/o sinusoides presentan una reactividad 
positiva lnespeclfica. es = Csnalfculo billar o sinusoide con reactividad positiva (160 aumentos) 
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Fotogtalla del bazo de ralón BALB/c, 15 dlas p.i. No se encontró reactivldad positiva (160 aumentos). 

Fotografla del ganglio de la reglón del poplitoo, 46 Hs p.I. No se encontró reactlvidad positiva (too aumentos). 
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Fotografla de la piel del cojinete plantar (sitio de Inoculación), 30 dlas p.I. Se encontraron eldensos Infiltrados Inflamatorios 
de tipo crónico, sin embargo no se observó recttvldad posrttva. 1 =Infiltrados Inflamatorios (100 aumentos). 

Fologratla de la piel del cojinete plantar, 15 dlas p.I. Se observa la presencia de glándulas sebáceas, foli:ulo piloso y pelo 
con reactlvldad positiva lnespecffica. GSR = Glándula Sebácea con reactividad positiva: FPR = Fotlculo Piloso con reectlvidad 
positiva y P =Pelo con una llgera reactividad positiva (100 aumentos). 
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Fotogralla de la piel del coJlnete plantar. 2 hs p.1. No se encontró reactlvidad, •ln embargo se observaron abundantes 
Infiltrados inflamatorios de tipo agudo y una gran cantidad de g1Andu1as sebAceas (en proporciones mayores con respecto 
de los ratones no Infectados). GS =Glándula Seb!cea (100 aumentos). 
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Como se Indica en la labia 7 y en las figuras anlerfores, fue entro el dla 15 y 30 p.I. cuando se detectaron nidos 

de amasllgotos en el músculo esquelético predominantemente durante el dla 30, observándose de la mlsma 

manera en el músculo cardiaco durante el dla 15 p.I. Es sorprendente ol hecho de que la mayorfa de los nidos 

so onconlraban sin lnftHmdos lnnamalotfos sobre éstos o en la periferia y quo sus células no presentaban Ag 

en el lnlorlDf' o bien adsorbido sobre las fibras. Como dato curioso so observa una reacción positiva 

'lnespvc:ílica• en el tejido adiposo dal músculo esquelético, en los canarículos billaros y en las vacuolas da las 

gtandulas 1~ceas da la piel. 

5.6 ESTUDIO SEMICUANTITATIVO DE IDENTIF!CACION DEL PARASITO EN TEJIDOS TEÑIDOS CON 

HEMATOXILINA Y EOSINA Y SOMETIDOS A LA TECNICA DE IHQ CON EL ANTICUERPO POUCLONAL: 

No se detectó anllgono tisular en n~guno de los Mfl tejidos procasados, (ganglio llnflUlco regbnaf, plel, bazo, 

h¡g1do, musculo esquelétlco y corazón) con el SHIC empleado a una dilución de 1:100; mlantras que solo se 

Identificó al parásito en su forma lnlracelular en el tejido muacular esquelético y en la víscera cardYlca, porción 

medlm y apical, en ambos casos a los tiempos de 15 y 30 dlH p.I. 

Para la realización de este estudio semlcuantltatlvo, M emplNron 10 cortos de cada uno de loa órganos y de 

cada uno de los diferenles tiempos p.I., la observación se reallzó en el Mlcroscópk> óptico (Leltz), con el objetivo 

de 16X (160 aumenlos), obtenWndose los •lguktnl8' resultados (Tabla e y 9): 
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Tabla 8 

loRGANO MUSCULO ESQUELETICI 
1 IO~M•V 15U•A> 

# TOTAL DE NIDOS/# CAMPOS' 5/29 

# DE NIDOS SIN INFILTRADO 4/29 
LEUCOCITARIO/# CAMPOS' 

# DE NIDOS CON INFILTRADO 1/29 
LEUCOCITAAIO/# CAMPOS• 

# DE INFILTRAOOS 33/29 
LEUCOCITARIOS/# CAMPOS 

# DE INFILTRADOS LEUCOCI- 2129 
TARIOS CON REACTIVIDAD/ 
#CAMPOS' 

# DE INFILTRADOS LEUCOCI- 31/29 
TARIOS SIN REACTIVIDAO/ 
#CAMPOS' 

REACTIVIDAD EN LOS 0/29 
CONTROLES 

1 LOS VALORES OBTENIDOS CORRESPONDEN AL PROMEDIO DE 10 SECCIONES DE 
TEJIDO ANALIZADAS. 

2 OBSERVACION A 190 AUMENTOS. 
3 Rgu,. o 
4f1gu,.11 
s Figura 't 
6 Figura 15 
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08/38 

28/38 

8/38 

189/38 

10/38 

179/38 
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Tabla 9 

J ORGANO CORAZON 
l •1 ... mo..,1""1 15uo~o 30 uo~o 

11 TOTAL DE NIDOS/# CAMPOS 11/16 4/15 

11 DE NIDOS SlN INALTRADO 10/16 2/15 
LEUCOCITARIO/# CAMPOS 

• CE NIDOS CON INFILTRADO 1/16 2/15 
LEUCOCITAAIO/# CAMPOS 

il DE INFILTRADOS 30/16 57/15 
LEUCOCITAAJOS/# CAMPOS 

# DE INFILTRADOS LEUCOCI- 5/HS 4/15 
TARIOS CON REACTIVIDAO/ 
•CAMPOS 

• CE INFILTIWlOS LEUCOCI· 25/16 53/15 
TAAIOS SIN REACTIVIOAO/ 
#CAMPOS 

Las tablas a y 9 llenen como principal fin el destacar como mecanismos de daflo tisular a la presencia de 

grandH nidos de amastlgotes, da los cuales ta mayorfa se encuentran libra de Infiltrados lnnamatorios por lo 

que se reproducen y liberan destruyendo asl laa fibra a, Por otra parte, se observa que las cinéticas de apatfelón 

de los lnfittrados Inflamatorios generan curvas cuyo Inicio se reglatra en el dla 7 p.I., se Incrementa hacia el dla 

1 s y alcanza su nWdma axpretlón en al 30; aln embargo, pocos de estos lnftllrados son los que poseen c41ulas 

con material anllgénlco intraeftopl,smlco, por lo que se puede Inferir que los Infiltrados lejos de abatir la 

infección, causan un daflo a su periferia. 
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5.7 ESTUDIO COMPARATIVO DEL METOOO DE IHO EMPLEANDO EL ANTICUERPO POUCLONAL Y EL 

MONOCLONAL. 

Se emplearon tres cortos de músculo esquelóllco y Iros de la vfscera cardiaca (segmento apical) de loa tiempos 

do 15 y 30 dla.s p.I., los cuales se sometieron a la técnica de IHO, u!Hlzando la dilucl6n de 1:100 tanto del 

anticuerpo pollclonal como del monoclonal. 

Los resollados fueron observados al microscóplo óptico a 160 aumentos (Tabla 10 y 11). 

Tabla 10 

#TOTAL DE NIDOS/# CAMPOS 

11 NIDOS SIN INFILTRADO 
LEUCOCITAR\0/# CAMPOS 

11 NIDOS CON INALTRAOO 
LEUCOCITAAI0/11 CAMPOS 

11 DE INALTRADOS 
LEUCOCITARIOS/# CAMPOS 

ti INFILTRADOS LEUCOCI-
TARIOS CON REACTIVIDAD/ 
#CAMPOS 

# INFILTRADOS LEUCDCI· 
TAAIOS SIN AEACTIVlDAO/ 
11 CAMPOS 

1 .,. Anticuerpo po11clonal 
2 .,. AnUcu.rpo monoclonal 
a • 26 nidos aparecen francamente marcados 

3 nidos •parwteen 1emlmarcados 
3 nidos aparecen sin reactlvldad 

O AGANO MUSCULO ESCUELETICO 
rl 15 o 30 o 

WvO""'" vv .... IENIE 
PC' MC' PC MC PC MC PC MC 

6/33 1/33 .18 .03 32/43 32/48• .74 ,87 

5/33 1/33 .15 .03 25/43 26/48 .58 .54 

1/33 0/33 .03 ,00 7/43 6/48 .18 .13 

23/33 23/33 .70 .70 171/43 128/48 4.00 2.67 

3/33 2/33 .09 ,06 11/43 0/43 ·"" ·ºº 

20/33 21/33 .61 .64 160/43 128/48 3.72 2.67 
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Tabla 11 

#TOTAL NIDOS/# CAMPOS 

# NIDOS SIN INFILTRADO 
LEUCOCITARIO/# CAMPOS 

11 NIDOS CON INFILTRADO 
LEUCOCITARIO/# CAMPOS 

# DE INFILTRADOS 
LEUCOCITARIOS/# CAMPOS 

I INFILTRADOS LEUCOCI-
TAAIOS CON AEACTIVIOAO/ 
I CAMPOS 

# INFILTRADOS lEUCOCI-
TAAIOS SIN AEACTIVIDAO/ 
#CAMPOS 

b "' 6 nidos aparecen franeamonlo marcados 
1 nido •parece Hm/marcado 
1 nido aparece no marcado 

e .. 3 nidos aparecen tracamente marcados 
1 nido aparece semlmarcado 

O AGANO 
'PI 

PC MC 

9/17 8/16b 

7/17 8/16 

2117 0/16 

38/17 51/16 

9/17 0/16 

27/17 51/16 
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CORAZON 
15 D 30 o 

vv IENTE 
pe MC PC MC PC MC 

.53 .50 4/16 4/1'r ,25 .24 

.41 .50 3/16 4/17 .19 .24 

.12 .00 1/16 0/17 .06 .00 

2,24 3.19 68/16 51/17 4.3 3.00 

.53 .00 4/16 2/17 .25 .12 

1.59 3.19 64/16 49/17 4,0 2.68 



En cuanto al estudio comparativo entre el Ac policlonal y el monoclonal (Tablas 10y·11) podria pensarse que el 

empleo do un Ac monoclonal anlJ..amasllgoto deblora proporcionar una. liicnlca altamente sensible en el 

roconoclmlento de este estadio; sin ambargo, dabemos considerar que esto Ac tue slnlolll.ado contra ta 

gllcoprolelna denominada Ssp 4 estadio específica y que quizá por ello no reaccionó con laa formas translclona\es 

de los amastlgotes, o bien que tue sintetizado contra una cepa braslleña M la cual podria tener una distinta 

dlslribuc!ón antlgénlca, encontrándose el Ag en el aislado mexicano como crlptlco. Estas aseveraciones se apoyan 

en el resultado del cociente da los parámetros determinados por al total da ca.mpos. 
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8. ANAUSIS DE RESULTADOS 

En la curva de parasf1emla durante los dlas previos al 10 p.I. no se detoctaron parásllos, debido quizá a la baja 

sensibilidad del método: a partlrdol dla 10 p.I. so doloctaron 4 500 parásitos, [1 000 delgados y 3 500 gruesos 

(Tabla 4, Figura 4)), El má1dmo nivel de parasltemla so registró en el dla 29 p.I. con 133 933 parásHos totales/mi 

de sangre del animal, siendo on su mayoría gruesos (130 733) y una pequeñísima cantidad de éstos. delgados 

(3 200), lo que se fundamenta en el principio de progresión fusiforme del parásito (Dvorak J.A. et al, 1973), 

fenómeno que Involucra un efecto on su capackfad lnlectlva. Oespuós del dla 60 p.I. no se detectaron parásitos 

delgados mientras que los gruesos persistieron, aunque en bajas concentraciones hasta GI dla 76 p.I: tinalmenle 

la parasltemla remitió despuós de este Uompo, Los datos manifestaron que los parásitos gruesos son 

predominantes a lo largo de lodo el curso de la parasf1omla (Tabla 4, Figura 4). 

La curva de parasitemla (Figura 4) describe pequorlos picos debido a errores aleatorios del método da 

cuanUficaclón. La gráfica tiene como único fin el mostrar una tendencia en los niveles do parasltemla del ratón 

de la copa BALB/c y no una descripción semi o cuantitativa ya que para ello se requieren de delermlnaclones 

en al menos un lelo de diez ratones en cada uno do los Uempos p,I. y para el presente trabajo sólo se 

emplearon tres. 

Por aira parte, se realizó la caracterización de la cepa ninoa de T. cruz!, para lo cual so deben observar 

parámetros talas como: a) la lnfectlvidad de las formas do cultivo, b) la curva de parasilemla, c) la morfologla 

de los lripomastigoles sangulneos, d) la mortalidad. a) la patogenlcldad, f) el tropismo tisular y g) el lipa de 

lesklnes histológicas. 

En lo que toca a la !nfeclivldad de las formas do cultivo, se comprobó a través de la parasitemla de loa animales 

inoculados con tripomasligotea melaclcllcos del cultivo M·16. En Jo referente a la curva de parasilemla (Figura 

4), se evidencia la aparickln de parásitos alrededor del dla 10, el pfco de parasitemla en el dla 29 y su 

desaparicíón alrndodor del dia 78 p.l. la morfologla de los tripomastlgotos se determinó en frotls sangu/noos 

loñldos con Wrlght, en los que so observaron ambas formas de parásitos: las delgadas y predomlnanlemente 

las gruesas; la somicuantificación so realizó en 5 µI do sangre. En cuanto a la mortalldad, ninguno de los 

animales murió dentro del lapso de tiempo en que se realizó la curva de parasllemla. 
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Corrolaclonando los datos de la curva da parasite~la con el tipo de lesiones anatomo o hlstológfcas (tabla 4, 

5 y 6), se encontró quo T. cruz/ cepa nfnoa (alslado mexicano) al parecer se comportaba como una copa 

mlotróplca, solectlvn para fibras de Upo 1 del músculo esqualótk:o que aa caracterizan por ser estructuras donde 

la contracción es lenta y la tensión sostenida por lo qua tambll\n son denominadas tlbras lentas, son fácl/menle 

es!Jmuladas poro llenen una velocldad do conducción lenta (50-80 m/s) y están lnorvadas por axones pequOOos, 

son ricas on mloglobJna, por lo cual so los denomina fibras rojas y se encuentran altamente Irrigadas (Fawcett 

O. W., 11a Edición). Estas fibras se presentan en más del 50% dol teJldo cardíaco y músculo esquelético que 

fueron las estructuras más dañadas durante ra lnfocdón, debido al 1roplsmo selecllvo del parásito por estas 

fibras (aproximadamenle cinco veces mayor que por las fibras del Upo 11), que son destruidas progresivamente 

durante la faso crónica de la infección, tales aseveraciones son apoyadas por Cabeza & Laguons (Cabeza M. 

P., el al, 1968). 

Con baso en las caraclorlstlcas anteriores, T. cruz/ cepa ninoa corresponde al blodemo 111 de acuerdo a la 

clas/ficación de Andrade, que describe como cepas do lenta mullfpllcaclón, do tardlo pero allo pico de 

parasltemla (20·30 dlas p.I.) y de baja mortalfdad después del dla SO p.I., con predominio do fonnas gruesas 

a lravés del curso de la Infección y mlotroplsmo el cual Implica principalmente al músculo eaquelélfco. Los 

prolotlpoa son las cepas colombianas (Mem Jnst 01waldo Cruz, 1986). 

ANAUSIS ANATOMO E HISTOPATOLOGICO pE LOS ORGANOS 

En función del conocimiento del tropismo de la copa y de su blodemo, se observó que las analomo e 

hlslopatologlas correlacionaban con los dalos de clasificación de la cepa y con la aparición, máximo nivel y 

desaparición de los parásitos en sangre. 

HIGADO (Tabla 6) 

En Hlgado (órgano que pertenece al sistema mononuclear fagoclllco) a los tiempos de 1, 4, 24, 48, 96 h y 7 

días p.I. no se encontró ninguna anomalla a nfvel anatómico e histológico, 1ln embargo a partir del dla 15 p.I. 

se observó hepalomegalia que al analizarse hlslológlcamente presentaba un cuadro da Infiltrados perlvenulares 

extensos, milosls atípicas y hepatitis reactiva. Debido a que el hlgado es un órgano muy vasculartzado quo cada 

minulo recibo aproximadamente 400 mi de sangre de la vena porta y 100 mi de la arteria hepálica en los 
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humanos que nuye por los sinusoides quedando expuesta a unas 1.2X107 células do Kuppfor por cada gramo 

de tejido, este órgano se conoce como tamlzador de la sangre. Se cree que duranle la Infección en el anlmal, 

so presenta la hepalomegalla como una palfa secundarla a la Insuficiencia cardiaca aguda (no de!ermlnada 

experimentalmente), que quizá so deba a que en esta faso se presentan el mayor número do nidos de 

amastlgotes, que destruyen y necrosan las fibras cardiacas durante su proceso do reproducción y llboraclón 

además de la participación del Infiltrado lnftamatorlo, Dicha Insuficiencia cardiaca puede aumentar la presión 

en las venas que drenan al hfgado y entonces los 1lnusoldes quedan dilatados y producen un aumento del 

volumen hepático, aunado a una migración do Mttis libres y a la activación do las células de Kuppfor para la 

elimlnaclón del parásito; por otra parte, la presencia y participación do Infiltrados lnftamalorios en la destrucción 

del tejido hepállco cl)n células Infectadas y no Infectadas tambkSn se ha reportada en trabajos previos realizados 

con cepas mexicanas (Cárdenas R. L., el al, 1975) e lntemaclonales (Koberle F., 1961). Para el dfa 30 p.I. en 

el que se presentó el pico de parasitemia (133 933 pari§sitos/ml do sangre). se encontró una franca 

hepalomegalla, donde la lmágen histológica correspondía a un tejido en cuyo parénquima se observaban 

Vllcuolas llpldlcas abundantes, hepalocttos con mitosis atfpk;..a1 e lnflltrados lnftamatorios pertvasculares de tipo 

crónico, debido a la gr.n afluencia de sangre que tiene este órgano y porque en dk:ho nuldo se encontraban 

los trlpomaaligotes o material anllgénlco que se deposkan sobre la superficie de las células del endotello 

vascular o del parénquima hepAtíco provocando una reacción lnftamaloria. En ninguno de los tiempos p.I. 

analizados, se encontró evidencia alguna del parásito o antígeno (Cárdenas R. L.,el al, 1975; Koberlef., 1981), 

fenómeno también observado por Cárdenas y cola. en su estudio con sois cepas mexicanas de T. cruz/. 

§gQ (Tabla6) 

Es la masa de tejido llnfállco más grande del cuerpo, ol parénquima consiste de dos llpos de !ejidos: /a pulpa 

blanca que básicamente es tejido llnfolde (llnfocitos que forman nódulos llnfállcos denominados nóduloslíenalos 

o corpúsculos do Malplghij y la pulpa roja (formada por sanos venosos y cordones Henales o do Billroth los 

cuales consisten en glóbulos rojos, Mttis, linfocttos, células plasmáticas y grenutocitos). 

En Jos tiempos de 24, 48 y 96 h p.I. no se observaron alteraciones anatomohlslológicas, lo cual coincide con 

la ausencia del p•"'•lto on sangre, sin embargo a los 7 dlas p.I. se presentó un cuadro de esplenomogalla, 
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quizá por la presencia da bajas concanlraclones de lrlpomastlgotes sangufneos, los cuales fueron 

probablemente deleelados por la población de Mitis residentes en los cordones esplénicos, aunque 

hlstoló9lcamente no se obseNÓ ninguna anomalla. La esplenomegalia persistió durante los dlas 15 y 30 p.I.; 

en el análisis histológico a los 15 días p.f. se observó hlperplasla follcular y a los 30 dfas esplenitls reactiva 

asociada a hJperplasla follcularque correlaciona con los elevados niveles de parasitemla, este fenómeno según 

Fawcott parece deberse a que después do la introducción cin el torrente clrculalorlo del paro\sito o anlfgono 

aparecen Unfoblastos proliferantes qua aumentan en número durante uno o dos días y so van concentrando en 

la periferia de la vaina. En Jos di.s cuarto a sexto aparece un número creciente de células plasmáticas 

Inmaduras. Al final de la primera semana comienza a dlsmlnufr el nümltfo de llnfoblastos y da células 

plasmáticas Inmaduras Incrementándose al níimero de las maduras mientras el proceso se continua hasta la 

segunda semana, en la qua se observa esplenomegalla (Fawcett D. W., 11a. edición). 

Por otra parte Librado Ortlz Ortlz y cola., afirman que el bazo es un órgsno de tamizado para los parásitos 

circulantes y que además es una fuente de células da la respuesta Inmune, por lo que la concentración alta de 

antfgeno y la activación poUclonal de loa /lnfoc:ito1 8 correlaciona con la asplenomegalla observada (Ort~·Ortlz 

L, et el, 1980), en contraposición con lo encontrado en el trabaJo realizado por Salaz.ar y cols., donde se 

Informan otros hallazgos tales como tepdo/JnfáUco extr-.eapautar. desorganización de la pulpa blanca, necrosis, 

disminución de megacarfoeflos, hlpoptasta de pulpa blanca, hemorragias y congestión; manifestaciones no 

encontradas en las muestras observadas. 

Finalmente, l<oberle reporta la presencia de un 'bazo aumentado• qua presenta el aspeclo de estar Infectado, 

sin embargo, en ninguno de los Uempos se logró evidenciar al parásito y/o material anUgénlco. 

GANGLIO LINFATICO REGIONAL {Tabla 6) 

Durante los tiempos de 24, 48 y 96 h p.I. no aa observó alteración morfo o histológica alguna, sin embargo a 

partir del dla 7 y hasta el 30 p.I. se presentó lfnfadonopati., en donde los gangllos aumentaban de tamaño hasta 

alcanza~una longitud de aproxlmadamonlo 3 mm, que correspondla a una lmágen hislológlca a los 7 y 15 dlas 

p.I. de hlperplasla folicular y a los 30 dlas de arteritis /lnfocitlca asociada a hlperplasla folicular, semejante a Jo 

encontrado y descrito por Koberfe (Koberfe F., 1981). Esta patla, se encuentra íntimamente relaclonada con /a 
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apañclón del par;lslto en sangra y llnfa además del incremento en la concenlraclón de células plasmálfcas y 

linfocilos hallados durante el día 30 p.I. Estas hlslopatologlas no correlaclonan con las encontradas por 

Cárdenas y cols. (Cárdenas R. L., et al, 1975} ya que no se logró ldontHlcar al parásito, materia/ anllgénico l!bro, 

fagocitado o adsorbido, ni se observó necrosis; sin embargo reporta únicamente p3ra la cepa El Capulfn un 

Incremento en el tamaiío del ganglio. 

MUSCULO ESOUELETICO (Tabla 6) 

Partiendo del conocimiento de que sa trataba de una cepa m/olróplca, se presuponía aún antes de conocer los 

resultados del estudio, que tanto el músculo esquelético como el cardiaco, eran loa órganos principalmente 

afectados, lo que resultó positivo al analizar hfstológlcamonle una sección del músculo esquelético regional. 

En los tiempos de 24, 48 y 96 h p.I., no se presentó alteración alguna, sin embargo a loa 7 d/u p.I. se observó 

una mlositls levo, quizá por que el parásito so encontraba en la sangre a concentraciones no detectables por 

la metodologla empleada y en la fase Inicia/ de la cofonlzaclón de las células hospederas del mamffero. Durante 

el dla 15 p.I. se observó mlosiUa moderada, neuritis, inl'lllrados lnnamatorios lnlersUclales y perivllsculares 

constituidos ptlnclpalmente de PMNs y M~s asl como nidos de amasllgotes, cuadro hi!l!Opatológk:o que 

correlaciona con la detección de las formas sangulneas y Usuraras del parásito. Los lnnttrados de PMNs y Ml#la 

pueden causarla lisis sustancial de los amasl/gotea, asl como deteriorar y/o causar la muerte o el daño celular 

y/o tlsular en los sitios de innamaclón (Sanderaon C. J., et al, 1979; Klerszenbaum F., et al, 1966; López A.F., 

et al, 1978), situación también descrita por Kietszenbaum y cola., de la cual se concluye que los PMNs se 

encuentran directamenle Implicados en el agravamiento de la necrosis degenerativa de /as fibras musculares 

y que el grado de Infiltración y el depósito de sus produclos de secreción son Importantes, por lo que se genera 

un cuadro de mlosllfs grave (Mollna H. A., el al, 1988}. Posteriormente los lnfillrados de PMNs se transformaron 

en crónicos, (compuoslos básicamente de CMNs) aumentando en número, efecto observado también porMollna 

y cots., donde refieren la presencia en el tejido de focos necrótlcos aislados y difusos, Infiltrados lntlamalorloa 

con y sin fibras necróllcas aderMs de tejido pres8fVado con infiltrados lnftllmalorfoa no algnlflcalivos y nidos 

de amas!lgotes, cuadro también hallado durante el análisis de los tejidos en los tiempos de 15 y 30 dlas p.l. 

Todos loa parámetros antes analizados proporcionan una clnótica del tiempo Involucrado en el desarrollo de 
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la gravedad de las leslones, presencia de Infiltrados lnftamatorlos, aparición del parásito en el tepdo y su 

liberación de la célula hospedera Infectada Iniciando así un nuevo proceso de reclutamlento da c61ulas 

inflamatorias (Mol/na H.A., et al, 1988). 

En ol dla 30 p.1, so observó mlosltls grave, pcrlnourltJs, Infiltrados lnflamalorios lntcrstfclalea y pertvasculares de 

tipo crónico, fibras necrótlcas con y sin parásito, adami• de un mayor número de nidos de amastlgotn sin 

lnfillrado leucocltario, donde la gravedad del daño Usurar 18 debla principalmente a la presencia del Importa ni a 

número de nidos e lnfillrados. 

La aparición de CMNs y su aumento en número asta estf9Chamenta relacionado a la gravedad de la 1Hi6n 

(mJosltJs grave, dnlrucclón de las fibras y necrosis). POf otra parta se sugiera que, además de la destrucción 

del tejido por la presencia del parásito y los Infiltrados lnftamalorios, olro mocanlsmo de patogenia podrCa 

desarrollarse durante esta fase: una respuesla autoinmune de CM Ns deposltadas sobre las fibras no Infectadas 

e Infectadas y alrededor da los pseudoqulltet m.b no sobre éstos (Barral A. P., et al, 1984). 

Ademlis exfltan evidencias fehacientes de que T. cnul presenta cierto tropismo para fibras del Upo 1 presentes 

en el músculo esquelético, del que i;ontlltuyen casi su lotalldad por fo que el parásito es hallado ampliamente 

distribuido en este tejido (Cabeza M. P., et al, 1988). 

Analmente, Salazary col s. describieron alteraclonos hlstológleas slmílaresa la~ mencionadas anteriormente con 

las cepas Tetltlán y La Higuera, ambas mexicanas (Clirdenas A. L., et al, 1975). 

CORAZON (Tabla 9) 

Durante loa tiempos d• 24, 48 y ge h p.I. no•• obs«vó ninguna alteración histológica, sin embargo en el día 

7 p.I. se encontraron lnfiflrados 1nnama1ot1os perivaacularn de Upo crónico, que correlacionaban con el Inicio 

de la para1ltemia y siendo el corazón una masa de tejido muscular qua se contrae rftmlcamonlo, donde fas 

venH cava superior a Inferior traen la sangre venosa desde el cuerpo a la aurícula derecha, pasando al 

ventriculo derecho, de donde es lmpulsada a través de los pulmones reallúndose el Intercambio gas&OSo, para 

d"pués sar llevada da nuevo a la aurícula Izquierda y al ventriculo Izquierdo para distribuirse por el cuerpo a 

trav8s de todas sus ramas arteriales, podria pensarse qua al parásito quiza libere algún antfgeno o bien M ttat• 

da un producto de su degradación o metabolismo, qua 18 deposita en al endotelio, endocardio y/o miocardio 
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provocando la presencia de lnfillrndos perlvasculares o que simplemente sea esto un reflojo de un proceso de 

dlapedesls. 

Por aira parte la cepa nlnoa al parecer 01 mlottóplca, especffica para fibras de Upo 1 por lo que no seria de 

sorprender la presencia de nidos de amastlgotea en esle órgano, los cuales se observaron a partir del d!a 15 

en un número mayor que al dfa 30 p.I. En el dla 1s p.I. también se encontraron Infiltrados lnflamatotfos difusos, 

lntersUclales mixtos con una llgera destrucción de las fibras resultado de las lesiones causadas por la 

reproducción y llberackSn del panlslto (Younes-Chennoun A. B., et al, 1986) y particularmente por la persistencia 

da extensos Infiltrados lnftamatotios (Morales M.C., et al, 1987; Vounes-Chennoufi A. B., et al, 1988) cuya 

clnólica da aparición inlcla en el dla 7 p.I. y aumenta progresivamente con el tiempo, eslos hallazgos sugieren 

que la esllmulllclón antlgénlca persfsle a trnVISs do Ja fase crónica aunque los panlsltos no ... n 

morlo16glcamenle delectables (Younas-Chennouft A. B., et al, 1U88). Por otra parto, no se observó deslrucclón 

de fibras nerviosas (Malina H. A., et al, 1988). 

Finalmente, en el dfa 30 p.1, se observó una miocarditis grave que fundamonta/monte se debe a la destrucción 

de las fibras por los lnfillrados lnftamalorfos pertvascularcs e lntersl!clales de tipo crónico y a la presencia de 

nidos de amasllgotes en los ventrfculos, que correlaciona con los nfveles máximos de parasitemla. Dichos 

hallazgos tuoron también encontrados en los trabajos de Koborfe (1961), en los de Molina (1988) y en los do 

Cárdenas y cols. (1975) con /as cepas Estanzuela, Jo¡utla y el Capulfn, todas provenientes de aislados 

mexicanos, en donde observaran focos necrótlcos, lnfillrados lnf!amatorfos con y sin fibras nocróUcas, tejido 

preservado y nidos do amasUgotes en proporciones semejantes a ias obs&Mldas en el presente trabaJo. 

Un número retatlvamente alto de CMN1, Nos y nidos de amastlgotes fueron obs9Mldos entre los dlas 15 y 30 

p.I. Como" sabido las CMNs son las responsables de montar una respuesta inmune contra T. cruz/, mklnlras 

qu& los PMNs par11clpan en la elimlnaclón del parásito aderná:s de conlribufr al agravamiento da la l015ón. 

Por otra parte,las /es Iones c.udfacas ptinteen desarrolll1'18 con una cierta ptedlsposldón durante la fase crónica 

de la Infección con cepas del blodemo tipo IU, como ha sldo observado con las cepas colombianas (Andrade 

· S. G., 1990), donde T. cruz/ muestra una capacidad peculiar para generar una mlocardlopaUa crónica en el ratón 
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sin ombargo, el estableclmlenlo de la Infección c~nlca Involucra factores tales como la cepa del parásito, la 

rospuesla Inmune del hospedero y la predlaposlclón genética. 

f!.S.!:. (Tabla 6) 

La Interacción lnlclal do las formas lnfecUvas de T. cruz/ y la ~lulo. hospedara en el silla de Inoculación 

partfculatmenle ha sido poco estudiada debido a Ja rápida desaparlckSn del paráslto del sitio de Inoculación. 

la lnleracckSn del parásilo con la célula hospedera, la lnfecllvldad, murtlpllcaclón Intracelular y el destino de Jea 

parásitos ha sido ampllamenle estudiada In vitre (Ovorak J. A., el al, 1973; Hydo T. P., et al, 1973: Luban N.A., 

el al, 1974: Noguelra N., el al, 1'176; Wlrth J. J., et al, 1984; Ouassl M. A., et al, 1980) aunque por otro lado 

prácllcamente no eidsten referencias concernientes de la fnleracclón lnlclal y los eventos locales posllnoculaclón 

en el mamffero In vivo (Younes-Chennoufi A. e., et al, 1988). En el presente trabajo tampoco fue posible 

esclarecer dicha lnleraccJón, debido a que no se detectó al parásito y únk:amenlo so observaron infiltrados 

lnllam.mtorlos abundantes (Tabla 6). 

El no haber locallzado ar paráslto In s/lu pudiera deberse: 

a} A la elección del sltlo de Inoculación. 

b) A qUe al Inocular al anlmal se lesionó el tejido por fa Introducción de la aguja , lo que permite una migración 

más niplcS.; de! pallisilo a través del lejldo dañado. 

e) A la vefocldad que desarrolla el pa1'sllo por el movimiento de su tlagolo,lncrementada slgnlficalfvamonte por 

la Imprimida durante el aumento de Ja preskSn sobre el émbofo de la Jorlnga y el pequefto orl1k:lo do salfda do 

la aguja. 

d) A que algunos trlpomasllgotes escapan del slt/o de Inoculación a través de Jos vasos llnfállcos como prlnclpal 

vfa y olros lo hacen hacia vasos sangufnooa, evento que aumenta su probabllldad debido a que 

apro1dmadamenle a las 3 ó 4 h de producida la lesión mecánica. se veriftca un proceso de anglogénos!s con 

capilares ya eslruclurados, a lravés de los cuales el parásflo podrla migrar fácilmenle. 

e) A que quizá no hay reproducción local del parásito. 

d) A que algunos tripomasllgotes son destruidos por los granulocltos y/o Mifis contonldos en el Infiltrado 

inftamalorlo. 
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En los tiempos de 1 y 4 h se observaron Infiltrados inftamalorios leucocltarfos de PMNs y hemorragia, pero no 

se evidenció al parásito ni material antlgénlco, ol predominio de ostas células en la roacción Inflamatorio. persiste 

hasta las 48 h. 

A las 24 h se observaron Infiltrados lnftamalorlos subcutáneos de PMNs, a las 48 y 96 h se presentaron 

Infiltrados Inflamatorios mixtos que .. eldendlan hasta el músculo; a los 7 dlas so observaron Infiltrados 

Inflamatorios crónlcOI; en el dla 15 se presentaron Infiltrados Inflamatorios perlvaaculares y crónicos en la dermis 

y en el día 30 p.I. se observaron lnflltrados lnflamalorlos crónicos perivasculares asl como neuritis. Se piensa 

que los lnl\lt111dos Inflamatorios de CMN• en el dla 30 p.I. pudieran doberso a una respuesta autolnmune c&lular 

contra algún antlgeno persistente o de reacción cruzada del músculo del tejido tegumentario ya que estos 

infiltrados son en su mayorla perivasculares y se exüenden hasta la epidermis. 

En un trabajo previo realizado por Milder y Bljovsky (Bljovsky A. T., et al, 1988), se encontraron resultados 

slmllares con respecto a la clase de los Infiltrados lnftamatoliot ya que a los tiempos de 1, 4, 24 y 48 h p.I. eran 

predominantemente de laucocltos PMNs, mientras qua a Jos tiempos de 96 h y 7 dlaa p.1. se observaron 

Infiltrados inllamatorlos mixtos con un Incremento de CMNs maduras y finalmente a los 15 y 28 dlas p.J. 1e 

encontró una d91trucclón grave de las i»lulaa hospederas en donde el Infiltrado lnftamalorlo conslstla 

ba1ieamente de CM Ns (plasmocitos y MI/>•). Detectaron al pani.alto a las e h p.I. en la periferia· de los PMNs, 

a las 24 h en el cil:oplasma de los Nos, a las 48 h multipllc&lindose, a las 98 h ya habla tripomastigotes libres, 

• los 7 dlas se observaron nidos de ama1tlgoles en las llbras del músculo liso de los vasos sangulnoos, 

daspues d91 dla 21 casi no observaron parásitos y a partir del dla 28 éstos ya no ae presentaron, situación que 

difiere con la presente Investigación, quizá debido al inóculo o al sitio de Inoculación elegldo por MHder y 

Bijovsky (carrillo de hámster) ya que carece de vasos llnfállcos por los cuales el par4slto pudiese migrar, 

mientras que el sitio de Inoculación en nuostro caso fue el cojinete plantar, donde si existen vasos linfáticos y 

abundantes vasos sanguíneos. 

En lo que respecta a la hicnica de la inmunoperoxldasa complejo avldina·blotlna, se sabe que es mucho más 

senslble qua los mótodos de lnmunofluorescencla y las técnicas dlractas e indirectas de la lnmunoperoxldasa, 

ya que el complejo avldlna·blotlna ampllftca la señal, Esta técnica ofrece la ventaja de que las muestras con el 
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lnmunoproclpitado pueden ser montadas y almacenadas permanontomente ya que el lnmunoprecfpltado no 

.desaparece ni se deteriora con el tiempo y lo~ .tejldot pueden sor contrat~ldos lo cual provee de una 

Información morfológlca correlativa •dlclonal (Currenl Protocola In lmmunology, 1991), 

Esta técnica fue eloglda debido a que durante la fase aguda de la enrennedad do Chagas se pueden encontrar 

grandes agregados de panbltos que son ovfdontes por medio de la Unción do H y E por que se diferencian 

morfológica ytlntorialmente de la estructura normal del tejido, sin embargo pueden existir muchas otras leslones 

donde los ~nlsltos se encuentran preaentes y no se logran evidenciar por las tócnlcas de rutina. Por medio 

de la técnica do IHQ un pequer'io número de parjsltos o bien organismos Individuales pueden ser Identificados 

empleando los objetivos do 4 y 10X, lo que hace do la observación mlcro1cópfca un proceso rápido y sencUlo. 

El aumenlo en la capackfad de la ldenllflcaclón de los panisllos por medio de la IHQ so debe a que se toman 

on cuenta panlmetros tanto morfológicos como anllgénlcos. Algunas de las lesiones lnnamatorias pueden ser 

observadas con un contenido da material antlgénlco positivo, el cual no se avktenclaria por medio de la tlncldn 

de H y E, contribuyendo asf en situaciones clfnlc111 a la ldent111caclón de pocos p.anlslloa o fragmentos de éste. 

En cuanto a la determinación del panisllo y/o antigeno en cortes de tejido sometidos al mlitodo de IHQ con el 

Ac polk:lonal, a dthtrencla del trabajo de Younes·Chonnouft acerca da la persistencia da los antígenos de T. cruzl 

cepa Y (blodemo tipo I} en las lesiones lnftatnalofia• de ratones Infectados on faso crónica (Younes-Chennoufi 

A. B., et al, 1888), en esta Investigación no se delectó la presencia de anllgenos adsorbidos en ninguno do los 

1opdo1 ni de los tiempos analizados a pesar de haber empleado una malodologla más senslble (complejo 

a vid/na blollna} que la roallzada por Younn, en donde solo ampleó el sistema de anti-Fab peroxldasa, aunque 

quizá la diferencia en la libetaclón de anlfgenoa se deba •I blodcmo do la cepa emploada on cada caso (Tabla 

7). Por los resullados anteriores se descartó la penlstenclll de antfgenos en el tejido hospedero como uno de 

loa mecanismos de patogenia del ftnal de la fase aguda y de la fase crónica. 

Los órganos que prosenlaron una reactlvidad posltlv• (lnmunopreclpltado color Hpla) fueron únlcamenle el 

músculo esquelético (ME) y el cardiaco (MC} y sólo en los tiempos de 15 y 30 dlas p.I. (Tabla 7). En el ME en 

el dla 15 p.I. se observaron nidos de amastlgotes sin lntillrados Inflamatorios, que aumentaron slgnlficallvamente 

en numero hacia el dia 30, lo que renoja una clnél/ca típica para la capas mlolróplcas (Mol/na H. A., ol al, 1988), 
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participando en la doslrucclón tlsutar la reproducción y llboraclón del parásito como el prlnc:lpal mecanismo de 

lashlstopatologlas. 

TambkSn se observaron amaallgotes aislados sin Infiltrados lnnamalorlos en ambos tiempos p.I., aunque en 

proporciones casi lnslgnlftcantas, dichos organismos Individuales pueden propiciar el daño tisular por 

toproduclrse y generar un nuevo nido. ResultO sorprendente el hallar muy poco• nidos de amastlgoles y 

amastlgotea alslados con Infiltrados lnftamatorios ya que normalmonte estos Infiltrados eran porlvasculares o 

lntersllclales y se encontraban lejos de cualquier Interacción con los nidos y amasllgolos aislados, esto llevó 

a pensar en qua el segundo mecanismo de daño tisular Involucrado en el agravamiento da la lesión qua 

provocaba una degeneración de los mlocltos eran los lnflltrados Inflamatorios qua vertlan sus contenidos 

onzlmállcos destruyendo las fibras musculares. 

En ninguno de los !lampos anletlores al día 15 p.I. ae observó la presencia de CMNs o PMNs cuyo citoplasma 

pres&ntase una reacción positiva. 

En el MC se observó prácticamente el mismo patrón del ME sin embargo, los nidos de amastlgotes sin 

infiltrados lnftarmlorlos aunque predominantes sobre los qua presentaron inllltrados, se observaron en número 

mayor en el dia 15 y disminuyeron slgnifica!lvamonle hacia el dla 30 p.I. Los amastlgotes alslados sin Infiltrado 

perm•necieron aparenlamente constantes y en número muy bajo en ambos tiempos. 

El daflo más Importante al tejido muscular cardiaco fue debido a la destrucción do las fibras por el parásito 

y principalmente a la destrucción y menoscabo da la viseara por los Infiltrados innamalorlos, que tienen una 

cinética de aparición hacia el dla 7 p.I. y aumentan gradualmente conforme al tiempo. 

Por medio da esta técnica tampoco fue posible detectar al parásito o material anligénlco adsorbido en el sitio 

de Inoculación (plel dol cojinolo plantar) (Tabla 7], las razones sugeridas anlerlormenle podrían expUcar esta 

curioso fenómeno. No so puede pensar en que la técnica no fuese suficientemente sensible ya que logra 

delectar organismos Individuales o fragmentos da éste, además de amplificar 4 6 5 veces la señal. 

Tampoco fue detectado parásilo y/o antlgeno tisular en ganglfo linfático regional, bazo e hlgado, lo que 

probablemente se deba al tropismo de la cepa empleada v a la vla de inoculación del parásito. 
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En los cana11culos y/o sinusoides del hlgado se observó una rooclivldad poalUva lnespecffica, al Igual que en 

el tejido adiposo del ME y en las vacuolns de la glándula sebácea, lo que quizá so doba a la presencia de Aes 

do reacción cruzada en el SHIC (lonómeno autolnmune producido por una reacción cruzada entre tos antígenos 

de t cruz/ y la célula hospedera). 

Algunos reportes hechos por Acosta y Santos-Buch, refieren la presencia de Aes de reacción cruzada entre el 

ME y anlfgenos dol lnl<!rlor del flagelado (adenosinlrlfosfalasa del retrculo sarcoplásmlco dependiente do calclo 

o SRA). Según Fawcett (Fawcett D. W., 11a edición). la membrana que reviste los canalfcuros blllares es un sitio 

de una gn1n actividad para esta enzima, lo que probablemente expllcarfa la reactivfdad lnespoclfica hacia este 

fragmento de tejido. Por otro lado Hakamori ycols. {Petry K., et al, 19BB), demostraron la pretencla de Aes que 

reaccionan contra un antrgeno críptico do T. cruz/ cuya composición qulmlca corresponde a un lfpldo sulfatado 

o sulfálldo (sulfogalaclosll caramida), presente tamblén en los antlgenos de la célula hospedera (mlellna do las 

células del sistema nervioso central y mucosa del tracto digestivo). Los llpldos y gllcolfpldos nonnalmonte actúan 

como haptenos, por ello probablemente los panlsltos provoquen un efecto negativo en la regulación del sistema 

Inmune, quo permita la expansión de c::lonas de linfocltos autorreactlvaa, Hlpolélicamente proponemos que la 

reacción inespeclfk:a observada en el canalreulo billar. tejido adiposo y glándula sebácea, pudiera deberse a 

la presencia de Aes de reacelón cruzada presentes en ol SHIC quo reconocen la enzima SRA en ol ca~ dol 

canallculo billar o bien la presencia de sulfálkfos en los tres casos (tejido adiposo, glándula sebácea y 

canallculo billar), lo que rqqulere someteDe a eomprobaclón, 

El realizar un estudio semlcuantilallvo en los tejidos tratados por la técnica de IHQ, tuvo como objetivo el 

demostrar los principales mecanismos de patogenia, Involucrados duranle la Infección por T. cruz!. En el caso 

del ME en el dla 15 pJ. (Tabla 8) el número total de nidos por el número de campos analizados fue de 5 en 29, 

que correspondla a observar aproximadamente 1 nido por cada 5.8 campos anallzados; en el dla 30 p.I. so 

encontraron 36 nidos en 38 campos, lo que Indica que so enconltó 1 nido por cada 1.056 campos anallzadot, 

observándose que el número de nidos aumentó aproxlma_damonte 5,5 veces: por otro lado 4 de los 5 nidos 

encontrados en el día 15 p.I. no se presentaban asociados a Infiltrados leucocitarlos lo que correspondla a hallar 

1 nido sin Infiltrado en cada 7.25 campos analizados, mientras que únicamente se observó un nido con lnfillrado 
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leucocltarlo en los 29 campos, Para el dla 30 p.I. se cuanlificaron 28 nidos sin infiltrado en 38 campos 

anallzados, lo cual Indicarla que por cada 1.358 campos analizados encontrarlamos un nido sin Infiltrado, 

mientras que por cada 4.75 campos sorfa posible hallar un nido do amastlgotos con infiltrado, tal relación nos 

lleva a pensar que se hala de un proceso quizá slmilar al observado en Entamoeba hlstolytlca on el cual so 

secrelan sustancias antlnnamalorlas, que en nuestro caso aurian liberadas alrededor dal pseudoqulsto y quo 

lmpedlrlan la Interacción da los Infiltrados faucocitarlos con al nido de amastlgotes, aunque serio. aventurado 

emitir dicha suposición ya que no existe releroncla alguna sobra lo anles propuesto. En lo que toca al número 

de infiltrados leucocitarlos por número da campos analizados para el tiempo do 15 dtas p.I. fue do 33 Infiltrados 

en 29 campos revisados que corresponden a 10 lnfillrados por cada 8.788 campos analizados; mientras que 

para el dla 30 p.I. so encontraron 189 infiltrados en 38 campos analizados lo que significa que habfa 10 

infiltrados porcada 2.011 campos analizados; estos resultados produjeron una cinética de aumento progresivo 

de los Infiltrados que proporcionaron un Incremento de 4.37 veces el número de Infiltrados en el lapso del dla 

15 al 30 p.I. y de estos, sólo 2 de los 33 cuantlncados en el dla 15 aparecen con lnmunopreclpltado, locallzando 

un Infiltrado con reactlvldad por cada 14,5 campos mientras que on el dMI 30 p.I. se hallaron 10 Infiltrad°" con 

reactividad en cada 38 campos, proporcionando una relackSn de un Infiltrado con reacllvldad por cada 3.8 

campos; el número de lnfillrados leucoeitarlos sin react!vldad fue pr&domlnante. En el dla 15 p.I. se delormlnaron 

31 lnftltrados por cada 29 campos, es decir 10 infiltrados porcada G.355 campos y en eldla 30, se cuantincaran 

179 Infiltrados por cada 38 campos es decir 10 lnf\ltradoa por ca.da 2.123 campos, dichos valores conservaron 

su relación de Incremento en el número total de Infiltrados, donde los que aparecen sin reactMdad aumentan 

en proporción de 4.406 veces del dla 15 al 30 p.!., lo que Indica quo los Infiltrados lnnamatorlos lejos de 

participar oficientomento en la eliminación del par4slto, potencian la .destrucck5n y necrosis do las fibras 

musculares (MoUna H. A., et al, 1988). 

En el caso del MC los resultados práctlcamenle presentaron el mismo patrón, aunque el número total de nidos 

fue mayor duranle el dia 15 p.l. (Tabla 9) obteniéndose una relación numérica slmlfar respeclo al total de nidos 

en el ME en el dia 30 p.I .. mientras que la relación numérica del total de nidos hallados en el MC en el dla 30 

p.I. resultó ser ligeramenlo más elevada a la correspondiente del ME en el dla 15 p.I. (Tabla G). El número total 
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de nidos por el nümero de campos anaHzad~s fUe do 11 en 16, lo que corrospondla a observar 

apro11lmadamenle 1 nido por cada 1.455 campos analizados en el d'8 15 p.I., sin embargo duranle el día 30 p.I., 

se enconlraron 4 nidos on 15 campos observados, lo que Indica que so enconlró 1 nido por cada 3.75 campos 

analizados, generando una disminución en el número de nidos de aproxlmadamonte 2.56 veces: 10 de los 11 

nidos encontrados en el dla 15 p.I. se observaron sin Infiltrado leucocttario lo que cooesponde a hallar 1 nido 

sin Infiltrado en cada 1.1 campos analizados, mientras que únicamente se observó un nido con Infiltrado 

leucocltario en los 16 campos; para el dta 30 p,1. se cuantificaron 2 nidos sin Infiltrado y 2 con infiltrado en 1 S 

campos analizados, lo cual Indica que por cada 7,5 campos analizados enconlrarlamoa un nido sin lnfillrado 

y por cada 7,5 campos serla posible hallar un nido de amasligoles con Infiltrado. El número do Infiltrados 

leucocitarias por número do campoti analizados en el MC presentó una cinética similar a la del ME, donde los 

infiltrados Inflamatorios lienden a aumentar respecta del tiempo asl, en el dla 15 p.I. fue de 30 Infiltrados en 16 

campos, que correspondo a hallar 10 Infiltrados por cada 5.333 campos analizados, mientras que para el dla 

30 p.I. se encontraron 57 infiltrados en 15 campos lo qu" significa que se observan 10 Infiltrados por cada 

2.6315 campos: os tos resultados producen una cinética de aumenlo en el númoro de lnfillrados de 2.027 vecos, 

en el lapso del dla 15 al 30 p.!.: do estos Infiltrados sólo 5 de los 16 cuantificados en al dla 15 aparecen con 

una reactivldad posiliva al Ac la que equivale a encontrar un Infiltrado con reactlvldad por cada 3.2 campos 

mientras que en el d!a 30 p.i, so hallaron 4 Infiltrados con reaclividad en cada 15 campos proporcionando una 

relación de un infiltrado con reaclMdad por éada 3.75 campas. El número de Infiltrados leucocltarlos sin 

reactivldad fue predominante; aal en el dla 15 p.i. se determinaron 25 Infiltrados par cada 16 campos, es decir 

10 Infiltrados por cada 6,4 campos y en el dla 30, 53 Infiltrados por cada 15 campos os decir 10 lnfillrados por 

cada 2.83 campos, estos valores conservaron su relación de incremento, donde los infiltrados sin reacllvidad 

aumentaron en proporción de 2.26 veces. 

Aunque aparentemente por la cifras registradas en la Tabla 8 el ME fue el órganos más afectado debkfo al 

número de nkfos y al número de Infiltrados Inflamatorios, cuando se realizó el análisis de los resultados se 

encontró un mayor número de infiltrados sin roactlvldad cm el MC que en el ME durante el dla 15 p.I. y un mayor .., 
número de Infiltrados totales durante en el dla 15 en el MC. 

107 



En función del anállsls de resultados, proponemos que los ptlnclpalos macanlsmos de patogenia para ambos 

órganos son: 

1) La destrucción dlrecla del tejido por el parásito. 

2) La presencia do Infiltrados lnftamalotfos que agravan la severidad do la loslón, produciendo destrucción y 

necrosis on la fibras musculares esquelétfcas y cardiacas 

3) Probablemente una respuesta autofnmune celular ligeramente más acentuada en Ja viseara cardiaca, mediada 

por linfocitos T C04• (Barral A. P., et al, 1984: Albelro dos Santos A .. ot al, 1992). Aunque muchos autores 

apoyan la leorfa do una persistencia anlJgónlca on las lesiones Inflamatorias en ratones In rectados crónicamente 

(Younes·Chennoufr A. B., ol al, 1968), 

4) Posiblemente un fenómeno de autolnmunldad producido por la adsorción de los an!lgenos del cruz/sobre 

la superficie do las células hospederas (Albo!ro dos Sanlos A., et al, 1992), sin embargo esto no fue observado 

ya que no so detectó al anlígono ni hubo roacllvldad del Ac conlra /as cólulas propias del tejido, por lo que 

descartamos los dos últimos mecanismos de patogenia. 

5} la presencia do Aes antlcorazón, endotelio vascular e JnlerstlcJo, que no se Investigó en el presente trabafo, 

por lo que no so debe descartar esta posiblfldad como un mecanismo de pa1ogenla. 

En el estudio comparativo del Ac monoclonal y pollclonal (Tabla 10 y 11) se observó que con el empleo del 

policlonal se obtuvieron mejores rosultados que con el monoclonal, 

Aparentemente estos resultados parecerfan contradictorios ya que podria pensarse que el empleo de un Ac 

monoclonal anU·amastlgoledeblera Incrementar la sonslbilJdad de la 1écnlca sin embargo, esto Ac monoclonal 

reconoce una glicoprotolna (Gp} de 84 kO denominada Ssp4, presente en la superficie de los amaslfgoles de 

t cruz/ do la copa Y (copa brasUeña) y aunque es una Gp ettadfo ospecfflca altamente conservada en muchas 

cepas del para.silo e lnmunodomlnante, debe tomarse en cuenta qua el Ac fue sfntellzado contra una Gp 

presente en una cepa braslleña (Andrews N. W., et al, 1989) y que en esta Investigación se empleó una cepa 

mexicana (ninoa). lo cual podrla sugerir una distinta distribución antlgónlca on Ja superficie del amaslfgota, por 

otra parto, los resultados obtenidos podrfan ser reftejo no da la ausencia de esta antlgeno en nueslra copa 

mexicana sino de que éste sea un antfgono crfpllco (Klrchhoff L. V., et al., 1984), razón por la cual no sea 

108 



fácilmente ldentlflcab1e. Quizá este fenómeno pudiera doborso a qua la Gp lnlc1a su expresión 24 h después de 

la transformación motfológlca del trlpomastlgote que se redondoa a la forma de amastlgolo, expresando 

totalmente la Gp a las ge h después da su transformación; la Gp permanece en la superficie del parásito 

durante 24 h más aproximadamente, tiempo on el que Inicia la expresión de las Gp Ssp1, Ssp2 y Ssp3 

(presentes en Jos tripomasligates sangulneos) y la desaparición de la S11p 4 (KlrchhorfL v .. et al, 1984), razón 

por la cual quizá algunos nidos de amasllgotes no presentaron una reactlvldad positiva, 
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1. CONCWSIONES. 

La cepa nlnoa de T. cruz/, pertenece al blodemo 111 según Adrnde, es una cepa mtotróplca quo posee un 

tropismo especifico por fibras del tipo I, 

La lnoculaclón con 2000 tripomastlgotes metaclcllcos vla subcutánea en ratones de la cepa BALB/c, presentó 

una curva do parasitemla que Inició el dla 15 p.I. con 3 300 Parásitos/mi de sangro del anlmal y un máximo de 

parasílemla en el dla 29 con 133 933 parásitos predominando las formas gruesas. La remisión de la parasllemla 

1111 observó hacia el dla 78 p.I. 

En el día 7 p.I. se encontraron algunas anatomopatologlas como esplenomegalla aunada a Infarto ganglionar 

{en un solo ratón), lo qua correlaciona con la previa aparición del parásito en la sangre. 

Durante el dia 15 p,I, se encontró una Importante Unfadonopalla en los ganglios llnfátlcos regionales {poplHeo) 

en ambas extremidades pcsloriores, asociada a una evidente hopatoosplenomegalla que correlaciona con la 

parasilemla. 

Hacia el dt. 30 p.I. se obs9fV6 una Importante hopatoesplenomegalla ya que estos órganos pertenecen al 

sistema mononuclear fagocftk:o y por olla partk:lpan activamente en la respuesta Inmune inespectnca y 

especllica conlra el parásito. 

Histológlcamente los órganos más dañados son el ME Y el MC debido al tropismo de la copa del parásito, en 

ambos órganos se presenta una cinética do aparlckSn del proceso Inflamatorio slmllat, que inicia en el dla 7 p.I. 

y asciende hacia el dla 30. El Infiltrado se encontró constituido en las primeras etapas (dla 7) de leucocitos 

PMNs y en las finalos de CMNs (dla 15 al 30 p.I.). Estos procesos lnnamatorlos son tundamentalmente de tipo 

perivasculares o Intersticiales. 

Unk:amenle on el ME y MC en los tiempos de 15 y 30 días p.I. se detectaron nidos de amastlgotes, en los 

demás órgano:: tates como bazo, hlgado, ganglio linfático regional y piel no se observaron nidos do 
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amasligoles, parásitos alslados o anlfgeno parasitario. Sin embargo si se observó la presencia de lnfltlrados 

lnnamaloños, qua on el higa do ae presentaban en el dla 15 y pennaneclan hasta el dla 30 siendo perivasculares 

y de tipo crónico, mientras que en piel se observaron desde la primera hora p.I. hasta el dla 30 pasando un de 

Upo agudo durante las primeras 48 h, a mixto a las 96 h y finalmente a crónico hasta el dla 30, locallulindose 

principalmente en la reglón muscular e Invadiendo en ocask>nos la dermis. 

Se determinó que la técnica de IHO es de mayor utilidad que la hlslológlca de rutina, en la localización de un 

pequefio número de parásitos y/o Ags ya que la primera produce un lnmunoproclpitado color sepia qua 

evidencia al parásito a lan solo 160 aumentos, Además es posible determinar la presencia de amaslfgoles 

afslados loa cuales normalmenle no se detectarian con la técnica de Unción de H y E ya que la técnica de IHQ 

emplea un crhorio no solo morfológico, sino también antlgénlco. 

En algunas lesiones lnflllmatorias. es poslble observar un contenido de material antlgénlco positivo. 

Entre las ventajas que ofrece la técnica de IHQ qulza la mis Importante, es la de poder emplear tejidos Incluidos 

en parafina que han sido con...v11doe durante un largo periodo de tiempo, además se puede emplearen todo 

tipo de tejidos y podría lmplementarn como un método diagnóstico de laboratorio. 

Con ol método de IHO 1tmpleando el Ac pollclonal y el monoclonal se determinó que, tanto el ME como el MC 

rueron los únicos órganos que presentaban formas Intracelulares del parásito durante los dlas 15 y 30 p.I. y por 

lo tanto ruaron los tejidos más afectados. Ambos órganos presentaban una gran cantidad de lnfilndos 

lnftamatorlos que aparecieron en el die 7 y aumentaron progresivamente hasta el dla 30 p.1, 

El número de nidos con Infiltrados leucocltarlos fue casi insignificante con respecto al número de nidos que se 

presentaron aislados y que no entraron en contacto con los leucocitos. un fonómeno sfmllar ocurrió con los 

Infiltrados Inflamatorios que presentaron una reaclividad positiva, 
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En ningún órg.no fue poslble del1telar la presencia de material anllgénlco adsorbido en el tejido. 

No 1e logró detectar al panl111to en el sitio de Inoculación {plol) lo cual podtfa atribufrso a: 

a) Ouo el parásito escapa rápidamente dol sitio de Inoculación. 

b) Oue no hay reproducción /oeml del panl11to. 

c) Oue I• velocldad de dHlrucclón de los parásitos que quedan embebidos en el lojldo 01 rolatlvamenlarápfda. 

d) Oue se requieren Intervalos de tiempo menores para la oblenclcSn de la muestra de esludlo. 

Por olro lado so observó una aparente reacclcSn de 1en1Jblli:z.llclcSn al músculo de la epidermis para el día 15-30 

en el sitio de Inoculación a pesar de no haber Ag ni panllfto. 

Comparando la 14cnlca do IHO empleando el Ac monoclonal antl-amas!lgolos y Ac po//clonal se enconlró que, 

se obtuvieron mejor&s resultados con el pollclonal qua con el monoclonal. 

En cuanto a los m~nlsmos de patogenia Involucrados princlpalmenle, se determinaron los slguktntes: 

1) Ontrucción dll'9Ctll dal 1ejldo por al FN1nl11to, 

2) Destrucción del lejido por la presencia de los fnflltrados lnnamalorios. 

3J Probable reacción •utolnmune da Upo celular. contra las fibra• del músculo dol lojldo tegumenlaOo y del 

muscular esqueléllco. 

4) Probable presencia de Aes y/o antigenos de reacción cruzada. 

Flnalmonte. con el empleo do la 19cnlca de IHO se abren nuevas porspocllvas de esludfo y diagnóstico para 

la enfermedad de Chagas. 
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