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INTRODUCCION 

1.1 PLAllTENIIEHTO DEL PROBLEMA 

Trypanosoma cruzi es el agente etiológico de la 

tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas. Existen 

evidencias experimentales en relación a' la heterogeneidad,' de las 

poblaciones de T. cruzi, que van desde varia~io'ne~, mor,fológicas, 

fisiológicas y patogénicas que h¡n pe~.i~i~~ ldentificar cepas 
~ - ' " . . - . . - .. ' . •-: - . ·-· -

cruzi" en lugar de~~ri~:si~?r;;~o:e~~~ci,~ (veiasco; 1991). 

anterior es importante :fa ca'racterfzación de cepas dentro 

investigacion~~ b~,;.f~k,i,';~ lá cÍínica y epidemiología 

enfermed11d de 6h~9i,s/(~,~~'o. Ú~ss l. 
-- -·_ -- . _._ 

'- _•;.-.. -

- _-'ó.C-~=-·. ~o 

Por lo 

de las 

de la 

Entre las 6aracteris,ticias 'morfobiológicas propuestas por lá 

World Heal th or&á~icZ~tfoijr( i9~!5), y que frecuentemente se citan en 

los trabajos d~'iilvestigiúiiori sobre T. cruzi están: 

1) Morfología tÍpióá, de' los tripórnasl:igotes sanguíneos, 

2) curva deparasit~rni11. 

3) organótrópismo 

4) ViruleÍ'lcia 

5) susceptibilidad a fármacos 

En el presente trabajo se pretende determinar las primeras 

tres características biológicas de la lista anterior. 



Comunmente los estudios sobre T. cruzi utilizan al ratón como 

111odelo experimental, pero : el· empleo·' de; este.': modelo tiene algunas 

limitaciones, sobre todo que s'ólo sé 'pueden: obt~ner hasta J ml de 

sangre infectada con el parásÍ.to,' El: uso del bob~yo como modelo 

experimental ofr~~e ;..:~náj~~ cÓm~' ,'se~Ían ... el ¿~~ener grandes 

cantidades de ~a~¿~:e inf:c¿~a 'y periodos ·.·~~·· para si temia más 
_-_ -'.-,_ ::::-:··-- :-;.~-' _.. -· .-, . /·- ' ,- . ' 

prolongados, por lo a·nterior' se: decidió evalua'r el e~pleo de el 

cobayo en el estUdi6 de c~~~s de T. cruzi. 

l. 2 OBJETIVOS: 

OBJETIVO GENERALES: 

Evaluar el comportamiento de dos cep~s de Trypanosoma cruzi. (cepa 

NINOA y cepa KIGUZ) áislad-as de humanos en cobayos; asi como el 

empleo del cobayo como modelo experimental d_e la infecciión. 
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OllJl!'l'IVOS ESPECIFICOS: 

a)· Determinar la dosis minima de tripomastigotes sanguineos que 

producen una parasitemia patente en cobayos. 

b) conocer el curso de:la parasitemia. 

c) Demostrar histológicamente el organotropismo de las cepas en 

cobayos que curs~n ia ~tap¡¡ crónica de la infección. 
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ANTECEDENTES 

2.1 BIOLOGIA DE T. CRIJZI 

Trypanosoma cruzi, es el agente causal de la. enfermedad de 

Chagas, (Carcavallo, 1988) zoonosis de la que se .calcula existen 

de 16 a 18 millones de personas infe~tadás y una población ·de· 240 

ooo en riesgo de sufrir la infección (W.H.O.,· 1990). •No. existe 

vacunas para prevenir la infección, ~a qu"' _se: ha ·de~~st~ado' que 

existen fenómenos de autoinmunici¡¡é!¿ la;qúi~iRter.'lpia aC:tua1 no 

origina cura parasitológica en la maYÓrÍa d~: lo~:;;á's;os ev~iuados y 

en cambio provoca problemas iat:~b~~Xi;,o~i ·~{ ~6nt~61 ·de los 
' . . ·;_¡ ·_ ~ 

transmisores es sumamente costoso . ;~ra ., pal.ses con crisis 

financieras permanentes (W.H.o,, ÚS.6Í w:~~:;g.', }990); ·En el sureste 

de México existen localidades.• qu"' se ~fti~~e~; có!ls.idérar endémicas 

para este padecimiento (Ve1:a:scÓ, Í~I!~) ... 

. -·-· :·:. ' 

Por lo anteriór, el estU~j_é) ci'é' ~str<itegias que permi tari el 

control de la enfermedad ú.'chaé]as ~s ~~ibritario en los paises en 
·-, _'" ·, ; --·.:-.'_. .-

donde el padecimient9 és.·.e'iícié¡ijico; 

.. 
Una de lás .iÍreflÍs dé': m¡¡yor interés. es .el desat"rollar .módelos 

animales par<¡ (;¡ ~i,;l:~~1€'~ge{i¡¡ ~fifé~ed:~d.de Clla~as, cori·el fin dé 

caracteriZar. los ~·1si¿ci¡;~ ~¡¡~ ~e reali;;·~n ctii T, cfüzi en cada paíS, 

ya que existen evide~~l¡~,ii~ la grall heterogerieidád eri la pobiación 
' . - . . .-- -- . -· '-" . . . . - - -· . .. - . ' ----- -- -~ 

importante dentro cie las invesÜgaciories l:>ásié:as én la 

clínica y epidémiolog1a de la enfermedad (W.H.O. 1985). 



2 • 2 LA ENFERMEDAD DE CHACAS 

La infección en seres humanos por Trypanosoma cruzi provoca la 

enfer-medad conocida como enfer-medad -de Chagas o t.r-ipanosorniasis 

americana. Desde su descubrimiento',(hecho por ~l Dr. Carlos Chagas) 

esta zoonosis ha marcado.~n ~lto\ie~~;,o-~el:a ~arasitCÍiogia, ya que 

fue el primer caso; enqu;-~~lme~b s~; d~~~ribe ~l ~g~n~e ·:~i~lógico 
y al tx:ans1:lis~~ ~: Únal~en't'~ t la e~f~~~e~~d ~ue ocasiona el 

pará~ito (Soberón y P~lile~, 1977). 

2.3 CARACTERIZACIÓN DE C~AS DE T; CRVZI 

Brener (1985) propuso carac-tétizar á los distintos aislados 

del parásito en los siguientes riivel_es: 

l. caracterización biolÓgica: Que comprende aspectos como el 

estudio del curso de la infecdón en diferentes huéspedes en los 

que se debe evaluar.: 

l. l Morfología tipica dé los tdpomastigotés- sanguíneos y curvas 

de parasiternia. 

l.l.2 Infectividad a células 
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1.1.3 organotropismo 

1.1.4 susceptibilidad de las formas sangu!neas a suero inmune 

1.1.5 Virulencia 

1.1.6 Sensibilidad a fármacos 

2. caracterización inmunológic11: En donde la· caracterización de 

antigenos es uno de los principa.les estud.ios. 

,h - • 

3. caracterización'bioqÚmica. En·donde el estudio de zimodemos, 

esquizodemos, ullián ~·.· 1~cti~~s y sondas con DN~ s?~ •• l~~ P!"Úebas · it!iis 

frecuentes (~n nuéstro tr'at>ajo se realizó la caracterización 

biológica parcial .de dos aislados de T. cruzi.). 

2. 4 EL AGENTE ETIOLOGICO 

El agente etiológico de la tripánosomiasis americana. es 

Trypanosoma (Schizotrypanum) éruzi,protozoario que pertenece a la 
' ' ' 

orden cinetoplastida, cuyo cicle> cié~ y ida requiere de un insecto y 

un mamífero alternadamente. En aiúbas,· etapas su especificidad de 

huésped es muy baja, y así como.i:i11ras1fa numerosas especies de los 

géneros Triatoma, Panstrongylu•L>'. !füodnius (y otros mieiñbros de la 

familia Reduviidae) y puede iíiféctar á un gran número de especies 

de mamiferos (Gable, 1970). 
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2.5 LA TRAllSMISION DE LA ENFERMEDAD: 

T. cruzi es transmitido en condiciones naturales por 

insectos hematófagos pertenecientes 11 la subfamilia Triatominae 

( insecta: Reduviidae). Estos transmisores ·mantienen :en· la última 

porción el tracto digestivo a tripomasúgotes.lnetacic1Í.cos, etapas 

infectantes, las cuales son eH~lnad~s: ~' tl'.á~és de las:·heces e 

infectan al hombre por )on~~ml~acAÓn }~ni :1~Úon~s de piel o 

membranas intactas de. mucosas .. •:cv~iascó,· 1991.). El segundo 
.· ... · ,• :·., 

mecanismo en importancia epidemiológica, para la transmisión del 

parásito es a través de transfusiones sanguíneas (W.H.o. 1990), 

2 • 6 BIOLOGÍA DEL PARASITO EN EL HUESPED VERTEBRADO: 

cualquiera que sea la ruta de infección, los tripomastigotes 

penetran dentro de una variedad de células, principalmente células 

musculares y macrófagos; ellos cambian a la fase de amastfgoúi, .los 

cuales rápidamente se multiplican dentro dé la ·céÍi.Ílá y 

posteriormente se diferencian en . tripomastigot~i¡. 'El fla~elado 

entonces rompe la céluiá 

sangre por un per!odo·váriable iniiade otra c¿i~r~i¡,J;¡¡ i'eali.zar su 

ciclo intracelular, La Ü\Ultiplicación e¡cponeridi!Íl.infracelular del 

parásito resulta en ~\In incf:~m~nt~ gráclual de .. la parasiteinia, la 

cual es frecuentemente demostrable por preparaciones en fresco de 
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sangre. La mayoría de los pacientes son capaces de desarrollar una 

respuesta inmune que controla la proliferación del par-ásito-lo cual 

conduce a la parasitemia a un nivel subpatente, pero no logra la 

respuesta inmune eliminar del todo al parásito (Noguei.ra, 1980; 

Braun, 1985). 

2.7 CARACTERISTICAS CLINICAS: 

La enfermedad de Chagas presenta tres fases o formas clínicas: 

l. Fase aguda, que se presenta en el 5% de los sujetos 

infectados. 

2. Fase latente. 

3. Fase crónica, que se hace 11parente_ en el_ 30-40% -de ios .casos 

( Brener, 1987). La enférmedad en la fase 11gud~ c~mpr:ericÍ,é la 

primoinfección para si ta ria, se caracteriza por - un período de 

parasitemia patente, su ·dufaciór! Vari~~ d~ }: a 2 __ m_es;~s y se 

caracteriza clínicamente:· ~or si~n~s cÍe puerta -- de éritrada dél 
'· . . . - . . -. ,._,.'- .... ~ -: 

parásito (Chagoma de foc)~1lli)ción; sign~ de: R-é>inaña), po~ fj.é~re 
edema, aumento del t<im~flb de -- lÓs nódulos rfo!áticós y una 

miocarditis severa, ai' inériós en sus fasés iniciales; emparéni:aélíi 

con la presencia~g_~i' I>#iF~s~to dentro de las fibras carc1iacás. Éñ ia 

mayoría de los ca-sos ios:sílítomas cliríicOs desaparecen y es seguida 

por una apllreÍÍ~~ i~'c~~eraé:ión de la miocai:di tis. 'En pacientes qüe -- - _,. '" . ~ ' -,, . -· . ' . . ... - . .. - - - - - -- - -- -

no han es~ag(:)gjo quJñi_i'oterapia la mortalidad fofantffes dél 2 al -

8% (Brener, iiB7). 
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2) Fase latente: También llamada fase indeterminada. ya que su 

duración es por períodos largos e incluso toda la· vida.· Se presenta 
; -- - ' ~ 

en la mayoría de los casos ( 50 - 60\), .aparentemente· no existen 

síntomas y la serologia es positiva por lo ·que el. d.Í.aqnÓstico en 

esta etapa es causual. 
/ 

3) Fase crónica: Alrededor del 20 - 30\ de los casos desarrollan 

dentro de los 10 a 20 años de la infección una miocardiopatía de 

severidad variable (cardiomegalia); finalmente, 8% a 10\ presentan 

una forma diqesti va de la enfermedad, caracterizada por 

dilataciones patológicas del intestino grueso como resultado de la 

desnervación de células ganglionares en el plexo mesentérico 

parasimpático, conduciendo a la reducción en el peristalt,hrnio. y a 

la acumulación del contenido intestinal. Un cierto -porcenta'je. de 

pacientes presenta una asociación de manifestacioñe_s cardiacas y 

digestivas (Brener, 1987). 

2.8 MECANISMOS PATOGENOS: 

Quizás el problema más controvertido es la identificación de 

los mecanismos por los cuales se origina¡¡ las lesiones que. se 

presentan en los órganos durante la fa'se crónic¡¡', de_~Pll_~E! de, un 

periodo latente muy largo y c4~ng§'1p-s ~a-r~sit()s s.<)~ ~uy ~sca~os. 
Los daños iniciales observados en la enfermedad aguda están 
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inducida por el protozoario. El edema intersticial podría reducir 

la capacidad de difusión del oxigeno,. de tal manera que se 

crearían condiciones anóxicas·que serían'el origen de la muerte de 

las células Jec¡na~. ~i~. e'ml:>áí:go ~studios: en'. ratones. infectados. han 

mostrado qu~la ~eiociictad ~ i.n~·ensidaJ ctei daño'~io'C:árdlco es mayor 

que el que p~clría:ser relaciC>nddo corí'estii mecan'is~;;: Eii daño a los 

tejidos par~be 5~st~~ ·;~1.i"é:iari~Cio; ~~n'un~ i~tiltraéión celular y 

como hay un~ ~us~nciia (¡·~···¡j~~á~,it~s··s~ han·proiu:~to,los siguientes 

mecanismos para e~pi.i.ca~ el desarrollo de las lesiones de la fase 

crónica: 

a J La liberación de met'!boli tos por el parásito, que normalmente 

excretan o secretan al medi9, los Cuales: podrían aé:~uar como 

toxinas dañando a las termin"iiles neuronales' .principall11ente a las 

del corazón y tubo digésÜvci y en í{tápas ~va~z~.tf~s<pU~cle ser 

causante de la cardfopatia y d.ii dáño ~Íl~l tracto dfgéstivo. 

b) Hipersensibilidad li'Pr~ductos delparíisii:olo que ~.;:;¡~ncad~nartá 
un proceso inflamato~io con él dañO Sll~l3!1º!lªrÍte al téjicfo. 

c) EvoÍución dé respuesta au.toininuná como res.ultado dé la -. - . - .-~r _:: __ :_:· '.·:_.·_,_ --·: 
interacción lÍii~~P.f:!d~párásito. Esh inecanisino ha sido apoyacio con 

gran número de nachos experimentales en los que destaca la 

detección de ahticueZ'(>os es¡:iáé:ificos contra células neuronales y 

nervios periféricos en la mayoría de los pacientes chagásicos, 
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Los anticuerpos anti células neuronales podrian ser 

particularmente importantes para explicar la de.ne~vación que ocurre 

en ganglios del corazón y el sistema autónomo~; del Í:racto 

digestivo. ·sin ·embai·go la correla~ió~ .ent~e· esos al1ti.cuerpas contra 

tejidos del. lluéspe'd la. m6'rbil id.id ha ':.31cio consicierada corno 

circunstanciat V ~e> existe una. demostrac16~· cietini'ti0~ ~~~ª.esta 
,. .. . ., . ~ 

interrelación. cualquiera que sea el mecanismo Jt;,;patog~ni~ldad, en 

todos los casos se producen cardiopatías agud.ás :o crónicas que 

acortan el tiempo de vida de los pacientes (Brener,. 1987; Braun, 

1985) 

2.9 CARACTERÍSTICAS BIOMETRICAS DEL COBAYO 

El cobayo, también conocido como conejlllo de indias, es un 

animal frecuentemente empleado en los laboratorios de investigación 

debido a que ofrece ventajas como son: 

a) su cortó tamaño, con respecto á1 C:o¡iejo; 
<' ,, - .--~=-.o ·e - :e: -

b) su fácil manejo; son más~ociÜes qúe iOs ratones y 

c) sé i>ue'cte ~~tra¡,¡r, ~iiYpr c~ntida~ d~ s~fi'gre qJé la que se 

extrae a. µn r~~ón /' é~fé lllti~o a.sped:oi e~· ~~y il!lpo'rtante para 

nuestro grupo d~ t?ra~~jo ya qu~ .~~ Í)i~t~itde• óbtéite'r fa. mayor 
_.· .. - -. .. ,_,_._:;: 

cantidad .dé sar¡~'ré ·~·. parÜr d~ ~llim~le;;; infeétados con T.; cruzi 

para esttidios relaéionados a· 1~ tra~siiíisi.;~ ;~1:-t:~nsflisiones 
sanguíneas y estudios sobré ícenodiai;¡nóstico.artificial. 

En el Cuadro 1 se resumen· sus principales . datos biométricos: 
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cuadro No. 1 DATOS BIOMETRICOS DEL COBAYO 

CICLO ESTRAL 

PERIODO DE PUBERTAD 

EDAD EN QUE CONCIBEN 

PERIODO DE GESTACION 

DESTETE 

CONSUMO DE ALIMENTO 

PESO AL NACER 

TEMPERATURA CORPORAL 

FRECUENCIA CARDIACA 

HEHATOCRITO 

HEMOGLOBINA 

LEUCOCITOS 

COHPOSICION QUIHICA 

DE LA SANGRE: 

Calcio 

Sodio 

Glucosa 

Albumina 

Globulinas 

16 d!as 

3-4 semanas 

3 meses 

63-70d.ías 

19 días 

80 g/kg de peso/dia 

100 g 

38.6" c 

280 Pulsaciones/min. 

42 

nig/100 

10,000 nunC 

5.3 meq/1 

145.0 meq/l 

96 mg/100 ml 

3,2 g/100 ml 

2.2 g/100 ml 

FUENTE: Tablas del desarrollo animál. 

publiciidas por P!JRINA, S.A. 
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3 .1 DIAGRAMA 

PARTE EXPERIMEHTAL 

MANTENIMIENTO DE CEPAS 
DE T. CRUZI 

INOCULACION EN RATON 

DETERMINAR DOSIS MINIM>. 
PARA ORIGINAR PARASITEHIA 
APARENTE EN COBAYOS 

CONSTRUIR CURVA DE PARASITEMIA 

DETERMINAR 
PERIODO PREPATENTE 
PICO M>.XIMO 
DURACIOll 

FASE AGUDA DE 
LA ENFERMEDAD 

1-------l FASE CRONICA DE 
LA ENFERMEDAD 

SACRIFICAR COBAYOS 

DISECCION Y CONSERVACION 
DE ORGANOS: CEREBRO, HIGADO 
PULMON, MUSCULO ESQUELETICO 
UN BRAZO. 

CORTES HISTOLOGICOS 
Y TINCIOll POR H.E. 

BUSQUEDA DE NIDOS DE 
AMASTIGOTES 

REPORTE DE ORGANOTROPISMO 



3.2 MATERIAL Y METODOS 

' 3,2.1 MATERIAL BIOLOGICO: 

a) Cepa NINOA de T. cruzi: aislada de un caso humano 
proveniente del estado de oaxaca, México·.y se mantiene ·desde 1988 
por criopreservación y pases triatoma-ratóri-triatoma. 

b) cepa MIGUZ de T. cruzi: ¡islada,;•;'de' uri'<caso: humano 
proveniente de Putla, Oaxaca, México. ':i':La·: éep'a¡c·se'•irecibió·· en. ratón 
y se mantiene desde 1986 por criopreservación .'Y': pases,,' triatoma-
ratón-triatoma. '· · · ... · .· · · ·e, ·' · · 

c) Cobayos: cobayos hembras· de: l80: g :d~Úle'so p~o~~rclona~os 
por el bioterio de la Escuela Nacionah de,:ci'é'ncfas ·Biológicfos; 

d) Ratones: cepa NIH, hembras.,·cie·'20 
proporcionados por el bioterio de'la ENCB. 

3.2.2. MATERIAL DEL LABORATORIO 

3.2.2.1 MATERIAL DIVERSO 

Equipo de disección 
Algodón 
Lancetas 
Aplicadores de madera 
Cámara de Neubauer 
Pipeta automática Gilson de 1 a 20 µ1 
Puntas amarillas para pipetas automáticas 

3.2.2,2 EQUIPO: 

Microscopio óptico Carl-Zeiss 
Olla express. 

3.2.2.3 REACTIVOS. 

solución madre de Giemsa/ 
Cloruro de sodio 
Heparina 
fenal al 5% 
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3 • 3 METODOLOGIA 

l) Obtención de tripomastigotes metaciclicos a partir de heces 

de triatominos. - Para esto se alimentaran ninfas de triatominos 

previamente infectados con '!'. cruzi, sobre un ratón libre de 

infección, una vez repletas se les presiona suavemente el abdomen 

para obligarlos a defecar, inmediatamente se toma una gota de las 

heces y se observa al microscopio para confirlllar:l~ ~osiÜvidad del 

insecto. si la materia fecal presenta 10 o: ~ásC:.tripanosomas por 

campo con el objetivo de 40X, se pt~c-~de\a irf6C:1.1~ar a ratones . 
. ··' .,. ">"·:.· >>··· ·;· ... -_._; 

2) Inoculación a ra~on~s. ~ A·,paJ~~r :~e la iliate~ia fecal con 

tripomastigotes metac1c:11cót se ~Y1ü~~, C:'~n' .~º1.~e:1~n · sa1iña a1 
. . .. _, -· - . ·- .:;~--- - - -;:;::: -.: '• ' ,;,-...... ''•« - . ' ' ._ - - • 

o. as\, se carga con _uÍl~: j.~éft~.~\;~r:~Jiri~1Úi~a,. 11.i>?'c)~J.macia1füa~te. ri. 2 

m1 de la difoéión:co;1n1rtde)3oi~Ei;'ri,;¡_~11na m:ás a.1 m1 ele 1tecés1 

y se inocula_ a1 º~~"y§ P.~i. via. ;rtf~P-ú{t~~ª~L 

:::::::r ~ª.1:ar~:°It~t:1.irgI;1i1t:J~rd~i: :J~g;;nt:" e:::::: :: 
amonio o. sst y ¿;HÚ~~~do. saMré 'ob~.~~i~~ '¡¡_ través de un pequéño 

corte en la,, punta ci§ l~'. é::cila; '. <" 

4) Inoc11lación dé tiiponíást~gotés s~brfaipe(:is en col:11:¡yos. - Los •," ,''" - ·-

cobayos fueron in§c:li.i.~clC>s por 'Vf.<1 las 

dosis establecidas utiÜza!lc:io solución de yodo para désinfectar el 
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área de la punción y empleando jeringas de 10 ml con aguja de 25 X 

16 mm. 

5 ¡ Determinación de .la dosis minima de tripomastigotes 

sanguíneos que originan pa'rasitemi~ aparénte e~ cobayos. Lotes de 

dos cobayos fueron inocula~o~ ~ la~'. s.l.~uientes dosis: 

50 000, 100 000, 150 000, 200 000, 250 ooo, 300 000, 350 000, 
i"- -

y 400 ooo (tripomastigotes/cobayo) :, 

En búsqueda de la parasitemia¡ l~.s animales se revisarán cada 

tercer dia después de la inoculacióri;hasta~por 10 d!a_s, después de 

este periodo, los animales serán. iJ~~Úicaclos~ 

6 ¡ curva de parasi temia en cóbayos: 
- ·-_;-·._·:'>--: 

Dos lotes de cobayos, cinco animales :.·~~r lote¡ serán· irioculiidos por 

v!a intraperitoneal con tripomastigcées iHing\J!neós. ~r~'leni~ntes d.e 

ratón infectado, a la dosis minima que oriqiÍl'!' parasi temia. L.os 

cobayos se revisaran cada tercer día, obteniéndose una got;¡ de 

sangre por punción con lanceta en la oreja y evaluando la 

parasitemia por cuenta en cámara de Neubauer (Perlowagora, 1978). 

7) cuenta de tripomastigotes sanguíneos en cámara de Neubauer. 

Una vez obtenida la sangre, se colecta .con pipeta de Thoma y se 

diluye la sangre de acuerdo a la cª-nÚdad: qe parásitos observados 
- • • : .... ' ·,o ~-~--· 

en fresco. Se utiliza como cÍilL1ye)lt_e#'.oruro "de AJ!lonio 0.85\ hasta 

llegar a la marca de l·.o. Colocar la muestra homogeneizada en la 
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cámara de Neubauer contando los flagelados presentes en los cuatro 

cuadros grandes. 

S) Fijación·. de· los órganos: Los órganos disecados se 

conservaron··en\ofoc.i.ón ~e· iorm'~ú~a a·~ 10% pr~pa;~da en''regulador 

de fosfatos pH ; . 2. O~~e;~án~~SEF: qu~ i'os má,te~ia l~s. a pre~ervar se 
, -'· ·· __ • •- ':'~ ·:--·"·;º _ ~\_,-7-• -- • -. . .• ·- • - .• , '· • 

mantenegan·en iun. 1161J~~n ~pl::'~xilllado de 1: s (te!jido:· iorÍnol). 
>>:-' -~-~·~<' .. :~-· '. '. ·:;~-·:: -: - '·- ·: .-·· >· ·, . 

9) Cortes hist6~ó~i.cos.: ios cortes y ~a tinción lo~ .realizó 

la Unidad de M~J::'fdÍógÍa microscópiCa def Departamento de 

Parasi tologia de la ENEP-cuauti tlán con ayuda .del M. en e. Fernando 

Alba Hurtado. 

J • 4 DESARROLLO EXPERIMENTAL 

1. A partir de triatominos infectados con. la cepas de T. cruzi 

seleccionadas, se inocularan ratones albinos. 

2. Una vez presente la parasit~miaen los ratones (clonas y cepas) 

se cuantificará por medio de la cámara de Neubauer la presenciá de 

tripomastigotes sanguineos. 

3. A partir de los ra_torieis infecta¡jos se prepararán los . inóculos 

necesarios para determinar lá -niinima concentración de 
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tripomastigotes requeridos para originar una parasitemia patente 

en cobayo. 

4. A partir d.•H inóc:ulo.• dete.rl\li.nado e1n el• punto 3, se inocularan 

los lotes de ~obay~s piu:~ otjt~ne~ 1~ parasi temia correspondiente a 

cada cepa •.. Los:résul~~d~~ ·,;:¿~á~ g~~fic~dos. 
. . - '. ,, ~- . . -, . . ' - '. - .-.; --- . - " ' .. 

5. se determinarán a lo largo ·,de la. curva: de parasitemia los 

siguientes puntos; a) Periodo prepatente, b) Pico máximo, c) 

Duración de la etapa aguda. 

6) De manera semejante al pun.to anterior; se inocularán un· lote de 

cinco cobayos para ser sacriÚé:ad~s durante la• e.tap~ agud~ ( 6 dÚ1s 

después de terminada la parasitemia_) ydeteríii.fnarel or~~nótropismo 

7) una vez terminada la para si temia· en los lofi!s de é:obay:o~ qué 

sirvieron para construir la curva de parasit~mi~J 60 días ciés~ués, 

se sacrificaran los cobayos y se disecarán órgarfos: cerebro, 

hígado, pulmón, músculo esqllelético y un brazo, con .el fin-· de 

determinar el organotropismo·en la fase crónica. 
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CAPITULO IV 



RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 RESULTADOS: 

1. En el cuadro 2 se presentan los inóculos evaluados en la 

determinación de la mínima· concentración de tripomastigotes 

necesarios para producir parasitemi.a· aparente en co.bayo.s. Para 

ambas cepas se seleccionó una · c.ÓncentraciÓn de 250, 000 

tripomastigotes. 

2. En el cuadro 3 se presentán los datos o!)tenldos a' partfr del 

seguimento de la curvá de para'.si t.E!mia ( Fig~ra\o .. 1) - de la cepa 

NINOA y en cuadro 4 y F~g:.:2 se muestran lo.s·dátos del cÍes-arrollo 

de la parasitemia obtenida ·en el caso dé lacepaMIGUZ. 

- - ·- _-_ ~ - -

3. La cepa MIGtiz> mostró resultados (cuadro 4) en un tiempo más 

corto a los· obtéqidos;en el caso de la cepa NINOA- (CÜadro 3). En•la 

figura 2 sE! p_ue<!~ observar que el periodo prepatente para la cepa 

MIGUZ fue _de 1 i cÍíás, el pico máximo de la curva se presenta E!l. diá 

39, en donde se alcanzaron concentraciones de· hasta 2320 

tripomastigotes por milimetro cúbico de sangre y la duración dé la 

parasitemia es hasta eldia 67. 

4. Tanto para la etap¡f aguda y la crónica los órganos disecados, 60 
.' ,. ·~ . ; -.. : . - . 

días después de haber dés
0

aparecido la parasi temía, no mostraron la 

presencia de arnas.tigÓtes; 



CUADRO No 2 
OETERMINACION DE LA DOSIS MINIMA INFECTANTE 

DE LA CEPA NINOA DE Trypanosoma cruzi EN COBAYOS 

INOCULO 

50,000 
100,000 
150,000 
200,000 
250,000 
300,000 
350,000 
400,000 

PRESENCIA DEL PARASITO 

NO PATENTE 
NO PATENTE 
NO PATENTE 
NO PATENTE 
2/CAMPO 40X 
3/CAMPO 40X 
5/CAMPO 40X 
5-10/CAMPO 40X 

DDS COBAYOS FUERON INOCUlADOS PARA CADA DOSIS INDICADA 

Y REVISADOS CADA TERCER DIA EN BUSQUEOA DEL PARASITO 
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CUADRO 3. PARASITEMIAS DE CINCO• COBAYOS .. INOCULADOS CON 250,000 
TRIPOM/\STIGOTES SANGUINEOS -DE:ét.K CEPA . NINOA . DE T. cruzi 

TIEMPO ,- · '.NUMERO.DEL EJEMPLAR 

l -: :;. '2:\ :;1 1 :·}·3:---- ),¡._.;';"4: :-• 5 X 

21 so \7,\S ·_·: . ..:}\·' lé : 1 :_< ;-:::_"'.' ;•:'- 10 

23 so ''1()0' - ; ¡ ;;~-)':-{:'·: ¡~,·· <7'' :_; 30 

2S 200 : 'hao :;i \:so.; le> Tso '- 120 

27 300 _--- __ '\100: ) !; .,.;3oo"- IC 1·ºº" - 300 340 

29 300 - 6óo .. ,
1

, i.700 1·_:: 4oor. 6SO 530 

31 500 -- :500?' T ¡; 1000' I> 400 700 620 

33 300 eo'();','>h i:ióo;: ¡1 i()() 900 800 

35 800 lÓóó,, ¡·_: i.soo' <;.90() .. - 1100 1040 

37 1300 i20() : ---
1:~00 - -: 1300 

- 1400 1360 .-

39 1250 16{¡() Ziá_oo ·--:· 1150 1850 1650 

41 1800 l~O() :2000 _23ÓO 1900 1980 

43 1900 21()0 2JÓÍJ 2100 2000 2080 

45 1800 24_00 1800 2300 2300 2320 

47 1700 2300 1000 - 2000 1900 1780 

49 1900 2000 800 16500 1800 1630 

51 1500 1800 600 1300 1300 1100 

53 1300 1500 500 1000 1400 1140 

55 800 1400 900 800 1300 1040 

57 700 1300 500 500 950 790 

59 900 1300 .jo.o 500 900 720 

61 700 1000 3_0_0 400 800 640 

63 350 800 ioo· lÓO 600 390 

65 100 500 -~~º· ' 
150 _,_,¡,; 160 

67 50 400 ';..;··~ 
--_·,e 

5() ioo : -- I• 

69 100 --- ' - - 20 
1 

1-. 

71 
,.-_,_, 1 

-- -- - o 
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CUADRO 4. PARASITEMIAS DE CINCO COBA VOS INOCULADOS CON 250,000 
TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS.DE LA· CEPA HIGUZ DE T. cruzi 

TI EH PO HUMERO DEL EJEMPLAR 

l 2 ·'- :~-/ 3 4 5 X 

17 50 100 ::·_: 1---- ', - - - 30 
,. 

19 150 200·:_ ¡ .. 50 100 50 110 

21 200 .-
350:~: :---. 50 50 150 160 

23 200 {09> -----: 100 I• 100 450 250 

25 300 -.. \.700{'. •:•'.:200_ ,, 500 750 290 

27 700 :'·900 ::·;, >:soo: - •éoo- ¡:; 8_00 740 

29 600 10-00 . ::800:' ¡:'.:-;_ 1000;. ¡<·, ú(5o 830 

3l 800 1500 
.. · 

loooC ¡:; 1400:-- úoo 1280 ·' 

33 1100 1800 1400 17óo-c 
--

22~0 1640 

35 900 2000 1800 2000 _. 260-0 1820 

37 1300 2400 2000 2450 
'' 

2éoó 1686 

39 1450 2600 2000 2550 2450 2320 

41 1600 2400 2300 2700 -~~ºE 2280 

43 1550 2200 2000 2300 2ocio 2010 

45 1600 2000 1900 2100 lBOÓ, 1680 

47 1500 1800 1600 2050 ',· üoo 1590 

49 1700 1500 1500 16SÓ -- >,:i;iioo 1450 

51 1500 1500 1300 1ooó' ·- 1700 1400 

53 1300 1300 1200 1000 1400 1040 

55 800 i4oo 1000 700 1300 1040 

57 700 1300 900 ápo 950 930 

59 900 1000 600 400 700 540 

61 700 700 400 400 400 480 

63 350 450 300 so 200 270 

65 100 50 - - 250 80 

67 50 - - - - 10 

69 - - - - o 



Trlpomastlgotes/mm3 

/ 
2,000 

1,500 

1,000 

500 ~ a~.~...;_~~~~~~~~...;__;_~~~...;_~~~'-" 

21 36 '.41 46 s1 ss 61 ss 71 

Tl~mpo (díás> 

FIGURA 1. CURVA DE PARASifEMI~ DE LA CEPA NINOA ~E T. cruzi EN COBAYOS 

Los dátos muestrári el pforriédio de lá párasitemla de cinco i:obáyós. 
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Trlpomastigotes/mm3 
2,500~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

2,000 

1,500 . 

1,000 

500 

~ 7 2.2 27 32 37 42 47 52 si 62 67 

Tiempo (d(as) · 

FIGURA 2. CURVA DE PARASITEMIA DE LA CEPA MIGUZ DE T. cruzl EN COBAYOS 
Los datos muestran el promedio de la paiasitemla de cinco co1:>ayos. 
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4 • 2 DISCUSION 

Entre los motivos principales para la realización de este 

trabajo, se planteó la utilización ·de cobayos como· un modelo 

biológico experimental para lograr . fa· infección con .2'. cruzi y 

caracterizar cepas y/o clonas; del: .. mismo• · p:arÁslto. 

caracterización de la~ sep!Ís, e':' un as·~~~t:r {~~o;~ailte J;ntro 

estudio básico d~ la ~n~erme!-'acl:'cte'ptia~~s. (Brener, ·1~ás). 

La 

dél 

' '..;'.",'. 

Lo anterior <se, :~ea.lizÓ empleaildo :la. cep<1 NINQA y la cepa 

MIGUZ, ya que el c~mpoitámieht() de 'ambas ~epas/en t'atón se conoce 

tras haberse r~'!ff~~ci~ :¿¡~a~~s · 'p~eZlós cio11. ~~te ~odelo animal en 

el laboratorio.· 

La inoculaéión~de los c~liay~~ fUÉ! pcir v.!á i11~rapéritoneal con 

fines de comc{cüd~d, ·~feliüii~ qu~ lá ól:íservli:ciók§'.~e~:h1Úen~i:> de la 

parasi temia . fíe· practJbóyJo'mando• inüestras ; íie ;;angra Cibtenií:ti"ís · por 

punción de la=o:fej'a.(s~)~~ni¿ i{ c~é~t:a:·de tripoÍ!lastlgotes .en 

cámara dé Íleuba~~r ~~~~ qbte~~r reslllta"cios: lo m~~ ¡:irecisos y 

exactos que nos ~iíei::a 1>o~ib1E! c~ú1;wa9tir~ < i9a2 l: 

un para_met:.Z-o ~.· evaluar fue él determir'lar la . dosis minÍ.uia de 

tripomastigotes 'sarigu.Íi"le~g iiécesarios para oi:'igiríar parásitemia 

patente en los c~bayos, .. ya cjue no se cita cant~ciad alguna de 

inóculo en l<Í ~~t.)liogi<1f !a consulta da en donde emp:reaÍl · a:C;~bayó 

2so ooo tripomastigotes (Cuadro 2) y 

dosis superióres originan parasitemia evidente en el cobayo, 



cantidad mucho mayor a la necesaria para el ratón. Tal vez parece 

demasiada la diferencia entre las dos priméras do_sis empleadas 

(entre la máxima y la mínima), pero se debe considerar que poco a· 

peco se fue reduciendo esta diferencia hasta, loqrar tener cifras 

confiables. 

En las Figura 1 y 2 se muestran los promedios de las lecturas 

realizadas a los lotes de cobayos infectados con las cepas NINOA 

y MIGUZ. Se observa que la cepa MIGUZ presenta un periodo 

prepatente más corto en comparación con la cepa NINOA, los picos 

máximos de parasi temia son semejantes a los obtenidos con ambas 

cepas, aunque la duración de la parasitemia es diferente, siendo 

ésta más prolongada en la cepa NINOA. 

No se presentó la muerte de los animales de experimentación 

durante la determinacióry de la curva de parasi teriiia' tal como lo 

describen en la literatura alglll'lc:>~ !nv~stigador(!s_ para el caso' de 

ratones, esto podria deberse á tres factor;;s: 

a) La poca patogenicidad cÍe Ías cepas, ya· que estas no son 

reportadas como de alta virulencÜ pul¡~dó se.in il1oc,uladas en ratón. 

b) Las dosis utilizadas eran las mínimas infectantes. 

c) La mayor "potencia d_e !a rE!spu~sta in!llune•.1 'eh col5ayó, cóiítparáélá 

con la del ratón (Neal, 1977i Dalmasso, 1980), 
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El siguiente objetivo·tue el determinar el organotropismo, o 

sea la prevalencia, ·de los nidos. de amastigotes al final ·de la 

etapa aguda y en ·la etapa'crÓnica de la infección, El sacrificio de 

los animales sé realizó por'~esriucamiento, con el fin de evitar que 

la intoxicación ~Jiml.~a.'~oi ~l 'C:1oroformo al terllse la morfcilogia 

microscópic~ de id~.· ,ú~o~· d~ ama'.'tigotes (Ferreira, 1970). 
-=!;.--, «:;· '"·· 

se• utilizó para preservar los El fijadb~· fCl~~~l~f9~fa~os 
órganos qisect~cÍ<l.s•,< debido' . a'. qué se ha cáe~6~t~~do que soluciones 

neutras •de ·for~~l acitl!·~~ ~.~··••mEljo~ ~ª11.~r'.l;que ·•la~ s61u6iolles co11 pH 

ya sea ácid~ o· alcalin{(cC>~u~ica~ió~·;~r~c>n~! d.>1 ·Profr;· .. ·Fernando 

Al va H\¡rta~o). La' técniaa: de. tÍ~ciJ~ seg~ida fue la dé. 

hematoxilina;;;eosina ,. 11>c c¿:~i P.º.11EI. de ~anlfi~~to 'lo~' 'nidos .dé 

amastigote' res¡\itá~qolos del tejicl~ ~.ú.:ci~i~~f~ el~ ñi~joi-c forma que 

otras técitiicas, hist~IóJ.i.\::~~~(;~f~~i;a, 19;0)·'. 

,'·:---- -·· - .-·.o ·. . - .·_. ___ '-,__ , .. --_-: _- -

Los anima'le§. fueron saerlficaéfos GO. dias después" de haber 

desaparecÚo Ía p~rll~It~~i<l{~i~6rJ~n()~;opismC> d~ .la~ ce!'as. <!El T. 

cruzi no fue. posible á~tér11linai10 i ia cjlie ~Íl ninguno. de. los. cortes 
. • ' . ,.•' -·· -~_ ... ' • ,. . ·- . • . - -,----_:o_ .-,, : 

de los órganos' iné:iusó itlÍoC:ardio t se encontraron Ííid'ós cié 

amastigotes en los 30 c~rtes revisados en dos ocas{ines'. La c~Údad 
en los cortes y tfociories cié lªs laltiinlllas nos h~ce eÚmln~r qu~ 
factores relacionados a ia . t:'écíiicá ti1sto1Ógicá s~guicla ~Udiesen 
haber originado problemas en la. otiservaCiÓri, L~ ·ª:i!.~.eÍlc{a qe l"iidos 

de amastigotes en los animales sacirif!cádos (Í:oti:¡ i: 6 dÍasáC'si>ués 

de desap·aréé:ér la parasitemia y Lote 2: 60 días dé háber 
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desaparecido la parasitemia) podemos explicarla de la siguiente 

manera: 

l) La prevalencia y tamaño de los nidos de amastigotes fue tan baja 

que no fue posible· encontrarlos e~ las laminillas observadas. 

2) Poco después de de'saparecer ·.1a; p_arasitemia, se. reduce. el número 

de nidos de amastigote~· cual d~flculf~ sll: hallazgo. 

J) Sólo durante .la Parasiteníia ••·~~ posible el'!contar nidos de 

amastigotes, mientras ql¡e én e~ap~~ a~~n:tagas' de lá · ihfec~ión el 

número disrninllye di~icuffa~~ ~.ll 1ocaÚ;taáiÓn,, fenómeno semejante 

que reparta Ferref_r:a ··~·!'. i97Ó. 

,. 

Vargues ( ']_:;,5~) ménciona que al examen postmortem¡ al revisar 

cortes histoló'gicos de animales sacrÜfd~ctos ~en~la etapa crónica de 
- . . .. -- .. 

la infeccción' sófo obserJa ie~ióneis afdbuibles a 18 p.itologia 

ocasionada par el. p~;á~ito,. p~ro no re~orta la presencia de 

amastigotes, 

Sólo en ei caso de cobayos inmunodef.Í.áientes se. han encontrada 
. .-. ·- - ' . ~ "< . .. . .-· . . . .. -: 

nidos de aniastigotes¡ aunque ei:\ muy baj~ pfevaie~Cia en comparación 
.°'"' . - - . ._ -

a ratones (LelC~k; l97ii: rialiiiasó; 19~0)' Al disectar corazón de 

cobayos sacrifi"~dÓs en eta¡Í!ls ~v~~a~as de la infección (na 

determinan con. e~i:iót_ifüª lacefapa ge '1a Í.°n!eéción) se observaron 

lesiones tipicas de i.a enfermedad' de Chagas en el hombre pero la 
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presencia de amastigotes fue minima. Por lo cual deja entrever la 

participación de la respuesta inmune en la cantidad y tamaño de los 

nidos de arnastigotes {González·, _1968). 

Todos estos planteamientos se podrian demostrar si se 
, .. . . ' 

determinase el .· organotropi.snio durante la etapa aguda, tal vez . . . 

durante el pico máximo· de ·parasi témia •. 
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CAPITULO V 



CONCLUSIONES 

I). Las dos cepas ( NINOA- y MIGUZ) son capaces de infectar al 

cobayo, originando una parasitemin que puede ser fácilmente 

detectable, no se· alcanzan ·altás. concentraciones 'de -parásitos, 

comparando lo anterfor con ios o~tenJdo~ en rátón:-:.a~n utqizanclo 

cantidades menores' de inóculo (10' ·ººº "tripomastigot~~ :por rátón) . 

II. El empleo dél cobayo, 

representa ventajas como es 

sangre parasitacja• 

. - '· 

en comparación al uso :de ratones, 

el obte~er uná \~yor cantidad de 

III, La parasité~ia se prE!SE!nta en forma semejante a l_o qlie oélirre 

con el rató!1,- ya·· qué sé presenta un período prepátE!r¡tE! (de 

alrededor de 15 á 2.l::dias) , - un pico máximo de párasi te mi a; la cua_l 

desciende paulatinállÍeiitE! hasta pasar a la fase éróiiiéa, en donde la 

parasi temia ya no és evidé.nté. 

rv. Ambas cepas présentan la venta j_¡¡ eje 110 causar la muerte del 

cobayo (a l<is dosis empleadas l ' y así poder realizar én el mismo 

sujeto estudios en la etap~ crónica de la fofección. 

Es recomendable eh .trabi¡jos posteriores, aumentar la cántidad de 

dosis empÍeadas, para determinar si se reducen: el período 

prepatente; sé ªll.rn~nt:a lá cantidad de tripomastigotes ¡:io·r milimetrd 

de sangre y se 'obtieiJE! una cantidad detectable de nidos de 

amastigotes. 



V) La dosis mínima infectante para ambas cepas empleadas fue de 

2so,ooo tripomastigotes por ratón, a dosis ·mayores ·siempre se 

presentó la infección y a dosis. inferiores la · infección no fue 

patente en la mayoría de los a~iniaiei; ~robado~, 

VI). 
·\' 

En contrap()~i.C::Í.dn,¿; ·aste> >mbdelÓ . exp~~ill\ental, 
-·· ··} . 

no es 

recomendable para • efe<:ltu~~ e~ el . .3~t~dio~ hf~to1'Ógi~os con el 

propósito de evidenci~~ i~ p¡~~~llcia de nidos de amastigotes en la 

etapa crónica. se. sugiere. qÚe ,se. ~n;pleen cob¡iyos· que presenten 

parasitemia evidente•y/o·que/sean inmunodeprirnidos·con el fin de 

favorecer el hallazgo de JÓs. á11iastigotes. 

VII) No se presentan <iÜfoultades operacionales en la toma de 

muestras, sé cOl)é.?eri a~pÜ~mente lai;caracteristicas biornétricas 

y de cul Ú vO de, Eist8~5 ~~,i~Ji~s,, acfeínás ias condfciónes de espado 
~,-,.,, ->'>; ' ' . ' ". . 

y cuidado én la 9i'anj~ í:fe este líio(jalo'-e~p§:-i~él1tal ria requieren de 

equipo sofístic~~ó !J)6r IO ~~e i~ dlspOnib:Üidiíd' .i'e cobayos no debé 

ser una límÜlinte p~fa ei. Eimi>l..eo ct'e e~te '.lt\odelo expérirnent111 en los 

laboratofios .dé ;il1%sÚ.;ac'ló~. 

VIII) El cobayo rE!p~e~~nt;¡:"u11a büena opción para la. elección de un 

modelo experimental en el estudio de la enfermedad ele Chagas. 
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V) La dosis mínima infectante para ambas cepas empleadas fue de 

250, ooo tripomastfgotes. por ratón, a dosis• mayores siempre se 

presentó la infección y. a dosis inferiores. la infección no fue 

patente en la. mayori" de los animales pro¡,ados. 

VI). modelo . e~p~i1~:n_tal, ·• 
recomendable pa;il ~~~Ófíiar ·~;¡·.;~¡ «'s~~dio; histoldgicos c9n. el 

propósito de evfd~nÜ~i-'•ia; pre'~~nci~ d~ nidos de amasÚgotes en la 

En ca'ntraposiciÓn, ¡ > edte no es 

etapa crónica·~ S~ stlgie~~ _que•se emÜeen cob~y~~ que presenten 

parasitemia eVfd~~t~~/o que s~il~. inna1hocli~p){~idos con el fin de 
... ·; ·:··· .:-' 

favorecer el hallazgo; de ·lo·s amastigotes·. 

VII) No se presentan dificultades operacionales en la toma de 

muestras, sé conocen ampliamente 111s éaracteristicas biométricas 

y de cultiva de estos animales, a·demás las condiciones de espacio 

y cuidado en la granja de esté modelo experimental no requieren de 

equipo sofisticado por lo ·que' la disponibilidad de cobayos no debe 

ser una limitante para el e~pleo de este modelo experimental en los 

laboratodos.de.irivestigación; 

VIII) El cobayo representa una buena opción para la elección de un 

modelo experimental en el estudio de la enfermedad de Chagas. 
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