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INTRODUCCION
1.1 PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una enfermedad de
curse agudo y cronico, causada por un parasito intracelular lamado Trypanosoma cruzi,
siendo transmitida al hombre y a otros mamiferos por la picadura de un hemiptero
hematofago conocido como triatomine (Carrada, 1983)

México se considera un pais endémico para esta enfermedad y existen regiones
en que se propone a la Enfermedad de Chagas como un problema de salud publica,
(Tay, 1980; Velasco, 1986)

Trypanosoma cruzi no es una especia unitana, es considerado como un complejo
bioldgico de poblaciones parastanas que circulan en la naturaleza entre los seres
humanos, animales domesticos, reservonos salvajes y vectores selvaticos y domiciliarios.
(Pinto, 1984; Brener, 1975)

Es notable la extrema vanabilidad de las tormas clinicas en que se prasenta la
enfermedad de Chagas, teniéndose cuadros severos de cardiopatias y/o ditatacién de
segmentos del tracto digestive {megaesofago y megacolon), hasta una aparente
ausencia de sintomas (Brener, 1985).

Por lo que existen evidencias expenmentales en relacion a la heterogeneidad de
las poblaciones de T. cruzi que van desde vanaciones morfologicas y fisiologicas hasta
patogénicas que han permitido identificar cepas diferentes (Velasco, y cols 1991)

Estas diferencias han motivado a correlacionar las caracteristicas biolégicas de
los aisiamientos de T. cruzi, en base a las caracteristicas morfobiolégicas propuestas por
ia OMS (Organizacion Mundial de la Salud). (W.H.O., 1885)

. Morfologia tipica de los tripomastigotes sanguineos.
. Curvas de parasitemia.

. Organotropismo.

. Virulencia.

oA WA

. Susceptibilidad a farmacos.



1.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el compbﬁamienlo bioldgico de cualro cepas de Trypancsoma cruzi

aisladas en México.
1.3 OBJETIVOS FAE{T{CULARES

a) Obseryar los‘pyos_ibles cambios mpr!olégicos de Trypanosoma cruzi durante {a

parasitemia. "
b) Determinar los niveles parasitémicos presentados durante la infeccion. -

c). Establecer ia relacién entre virulancia y mortalidad en animales parasitados.
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ANTECEDENTES
2.1 DEFINICION

La Tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas ¢s una antropozoonosis
provocada por un parasito hemoflagelado denominado Trypanosoma cruzi, que Gausa
una parasitosis hematica y tisular, esta ultima afecta pnncipaimente a las células del
miocardio, esdtagb y colon, donde produce daio crénico e ireversible, se considera una
de las seis enfermedades tropicales mds importantes del mundo. (Carrada, 1983;
Romero, 1978}

La Enfermedad de Chagas, al igual que muchas parasitosis, esta considerada
como una “enfermedad de la pobreza”, ya que afecta prnncipalmente a individuos de
zonas rurales, en donde la endemia se mantiene debido a las precanas condiciones
socioecondmicas de la poblacion, situacion que favarece la proliferacion de los
triatominos, aunque actualmente, la enfermedad se ha encontrado en zonas urbanas y
suburbanas debido al factor migratorio de la poblacién (Kumate, y cols. 1990; Tay,
1980)

Trypanosoma cruzi es considerado como un complejo biologico de poblaciones
parasitarias que circuian en {3 naturaleza, debido al gran numero de huéspedas y
transmisores. Lambrecht (1965) indica que el movimiento de huespedas y/o transmisores
hacia nuavas areas geograficas donde existan especies que puedan actuar como tales,
darian como resultado la formacion de cepas nuevas. Estas diheren con frecuencia, en
su virulencia para el raton blanco medida por numero de tripomastigotes sanguineos y en
su afinidad para diferentes tejidos. (Bice y Zeleddn. 1970)

2.2 CARACTERIZACION DE CEPAS DE T. cruzi

La caracterizacion de aislamientos y/o clonas de T cruzi puede ser:



a) Biolagica
b} Bloquimica
¢} inmunoiégica

a) La caracteriiacién bioldgica comprenda los siguientes estudios:

1) Morfologia de los tripornastigotes sangineos.

2) Curvas de parasitemia en raton atbino.

3) Histotropismo de las {ormas sanguineas.

4) Infectividad a céiulas.

5} Susceptibilidad de formas sanguineas a suero inmune,
6)  Virulencia y morbilidad.

7) Sensibilidad a farmacos.

b} La caraclerizacion bioquimica éamprende: :

1) Estudio de zimodemos y esquizodemos.
2) Pruabas de DNA. :

c) Caracyle‘riza'cién Inr‘nurio!,ég’iéa.rCompr‘ende principalmente ta. caraclerizacion' de

antigenos y union a lectinas.
{ Brener, 1985)
2.3 ANTECEDENTES HISTORICOS

Desde el descubrimiento de Trypanosoma cruzi - hasta nuesiros dias se han
realizado numerosos trabajos tendientes a dilucidar et compoﬂaiﬁientb ‘qué presentan las

cepas aisladas en diferenies regiones de América, asi-como’el co
cepas que se aislan en diferentes regiories de un mismo pais,



Badines (1946), realiz6 trabajos con animales de experimentacién, los cuales
fueron inoculades con diferentes cepas de Trypanosoma cruzi unas aisladas de casos
humanos y otras a partir de las deyecciones de Tralorna infestans. Las vies de
moculacion usadas fueron intraperitonea: y subcutdnea. Observd que se producian
lesiones cuténeas de variable intensidad en el sitio de la inoculacion. Durante la
necropsia notd que el corazén se encontraba ligeramente aumentado de tamafio por la
dilatacion de sus'cawdades. Asl mismo las lesiones hepdticas y esplénicas fuefon de
intensidad variable, pudiéndose observar en ambos casos un aumento en el volumen de
los érganos (Badines, 1946)

Agosin (1949), realzd estudios sobre el comportamiento de diferentes cepas de
T. cruzi aisladas de diferentes regiones. Este autor observd que la intensidad del
parasitismo en los conejos es menor a la obtenida en ofros animales de laboratorio, y en
los cortes histologicos observo una mayor Infeccion parasitaria del tejido muscular blanco
(biceps femoral) sobre et rojo (semitendinoso, masetera) (Agosin, 1949).

Pifano (1965}, abservd alguncs aspectos det comportamiento del Trypanosoma
cruzi en el vertebrado, utilizando como animales de experimentacion lotes de ratones de
las cepas CFW y C3H, los cuales fueron inoculados con dos cepas de T cruzi de origen
humano, por via intraperitoneal Realizé obsenaciones de sangre periférica, de muestras
de sangre de la auricula derecha, de improntas de higado y de cortes histoldgicos
Determiné que en el vertebrado hay dos modalidades evoiutivas del protozoario que dan
ofigen a las formas flageladas delgadas y largas, y a formas flageladas anchas y cortas
(Pifano. 1965).

Tay, y cols. (1973), realizaron estudios sobre el comportamiento de seis cepas
mexicanas de Trypanosoma cruz, aisladas de triatominos colectados en diferentes
estados de la Republica Maxicana y de un caso humano, fuefon inoculadas por via
intraperitonal a ralones blancos de la cepa Webster, de ambos sexos y de peso
aproamado de 16.5 g con una cantidad de indculo de un milién y de cuatro millones y
medio de tripornastigotes



A los ratones inoculados se les efecluaron revisiones diarias de sangre periférica
hasta los 20 dias después de la inoculacion, al final de los cuales todos los ratones
sobrevivientes fueron sacrificados, extrayéndoles corazon, musculo gastrocnemio,
esdfago, ganglios cervicales, bazo, higado, pancreas y cerebro para su estudio
histopatolégico. También ensayaron diferentes vias de inoculacion con tripomastigotes
metaciclicos de una sola cepa. y observaron que al utiizar un inéculo mayor se
obtuvieron parasitemias mas elevadas. Pero durante los diez primeros dias después de
la inoculacién las parasitemias se mantuvieron muy limitadas, independiantamente de la
cepa y de |a cantidad del indculo, aunque tiende a aumentar después de pasados mas
dias. Se observo la presencia de tripomastigotes sanguineos a las 17 horas después de
la inoculacién, aunque no en todos los casos. Es de hacer notar que en general la
mayoria de las cepas produjeron parasitemlas mas elevadas después de que se les
mantuvo en el laboratorio duranta 10 meses efectuando pases de raton a ratén,
asimismo la cepa humana pradujo parasitemias mucho mas elevadas en promedio que
las ofras cepas estudiadas.

La produccién de nidos de amastigotes fue mayor en corazdn y musculo gastrico,
mostrando preferencia por tejido muscular (Tay, y cols. 1973).

Cardenas-Ramirez, y cols. (1975) inocularon por via intraperitoneal a ratones de
dos semanas de edad con una dosis de uﬁ millén de lripomastigotes provenientes de
sels especies distintas de vectores localizados en seis diferentes localidades de los
estados de Guemero, Michoacdn, Morelos y Zacatecas. Al cabo de 30 dias se
sacrificaron los ratones extrayéndoles bazo, higado, esofago, gangiios linfaticos,
musculo esqueldtico, bronquios y traquea, se fijaron y se inciuyeron para estudio
histopatolagico. Se vieron cambios comunes a todas las cepas, cambios distintos entre
ratones infectados con una misma cepa y algunas alteraciones especificas para las
distintas cepas. Las alteraciones mas notorias ocurrieron en el siguienie orden: en el
musculo esquelético, higado y miocardio. Con un proceso inflamatorio predominando
linfocitos,



macrofagos y células plasmaticas y en algunos casos con infitrado de neutrofilos
(Cardenas-Ramirez, y cols. 1975).

Salazar, y cols. (1975), realizaron estudios sobre una cepa mexicana de
Trypar cruzi aislada de Tni phyll tti de la poblacién de Cocula

en el estado de Jalisco, inoculando tripomastigoles sanguineos a 3 lotes de 10 ratones
cada uno con 50,000, 1,000,000, 2,000,000 de ftagelados por miililitro raspectivamente
para incrementar la parasitemia. Contaron tripomastigotes en sangre periférica cada
tercer dia y a los ratones que fallecieron se las hizo necropsia para extraerles el corazén,
higado, bazo, esotfago, gastrocnemio, cerebro, ganglios linfaticos, pancreas y tiroides,
dichos drganos se fijaron y lifieron.

Esta cepa produjo parasitemias muy elevadas en todos los casos, con invasion
practicamente a todos los organos y tejidos que se estudiaron mostrando * gran
cardiotropismo. Esla cepa estudiada experimentaimente mos‘tréygran podér palogeno y.
alta virulencia para el ralon (Salazar, y cols. 1975). TR

Martinez, Martin, (1981), informan el hallazgo de ’ una. nueva cepa de
Trypanosoma lipo cruzi aislada de un ejemplar adullo de Triatoma phyl/bso;ﬁa. con
localizacién peritoneal preferente en los ratones de experimentacion. ~Ihoﬁulando a
ratones hembras con las formas flageladas contenidas en deyeccionés de: triatominos;
por via intraperitoneal. Observando flagelados tanto en sangre periférica’ como .en el
liquido peritoneal, aunque hubo diferencias en cuanto al iiempo -de - aparicion y
desaparicion de las formas sanguineas y de las que se encontraron en el. liquido
peritoneal. '

Este estudio constituye el primer registro con estas caracteristicas en una cepa de
este tripanosomatido en México (Martinez, Martin, 1981).



2.4 ETIOLOGIA

El agente etiologico es Trypanosoma cruzi (Chagas 1909), parasito flagelado,
perteneciente  al Phylum Protozoa, subphylum  Sarcomastigophora, subclase
Mastigophora, clase Zoomasligophora, orden Kineloplastida, suborden Trypanosomatina,
familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma, seccion Stercoralia, especie 7. cruzi
{Velasco, 1991)

2.5 MECANISMOS DE TRANSMISION

La transmisién natural y mas frecuente se lleva acabo por un mecanismo
contaminativo con heces de tratominos (Insecla: Reduviidae) infectados con T. cruzi, La
fase infectante, el tripomastigote metaciclico, penetra al vertebrado a través de piel
escoriada, mucosas sanas e incluso piel indemne (Velasco, 1981), pero también puede
ser adquirda in utero (via transplacentaria, transfusion sanguinea, a! desollar animales
silvestres o ingerirlos semicrudos, por falta de cuidado en el trabajo de laboratorio y por
el transplante de drganos (Pinto, 1990).

2.6 BIOLOGIA Y CICLO DE VIDA DEL. PARASITO

Al ser Trypanosoma cruzi un parasito heleroxeno, tiene una gran supervivencia
debido a su capacidad de adaptacion al medio ambiente; posee dos ciclos de vida, uno
en un huésped invertebrado y otro en un huésped verebrado (Tay, y cols. 1981).

2.6.1 Ciclo de vida en el huésped invertebrado

Este ciclo comienza cuando un triatoma libre de infeccion pica a un mamifero
(incluyendo al hombre) y succiona la sangre que contiene tripomastigotes sanguineos
(fase infectiva para el insecto), los cuales pasan al intestino del triatoma transformandose

en epimastigotes y esferomastigotes, que se multiplican por fision binaria longitudinat



para convartirse al final del ciclo en tripomastigotes melacicticos (forma infectante para el
mamifero) (Brener, 1971; Tay, y cols. 1981).

2.6.2 Ciclo de vida en el huéspad vertebrado

Al alimentarse un triatoma infectado de la sangre de un huésped vertebrado libre
de la infeccion, se produce {a defecacion del insecto sobre la piel o mucosa del huésped,
depositando ]umd con su axcremento a los npomastigotes inetacichcos, eslos penetran
en la piel introduciéndose en una variedad de celulas, prncipalmente células musculares
y macrofagos en donde adoptan la forma de amastigote, los cuales rapidamente se
multiplican por fision binaria llenando fa célula que postencrinente revienta, liberando
amastigotes al torrente sanguineo donde se transforman en tnpomastigotes. El Hagelado
que circula en la sangre por un periodo vanable invade otra célula para realizar su ciclo
intracelular. La multiplicacion exponencial itracelular de! parasto resulta en un
incremento gradual de la parasiteria. La mayoria de los pacientes son capaces de
desarrollar una respuesta inmune que controla la proliferacion del parasito lo cual
conduce a la parasitemia a un mivel subpatente, pero no logra la respuesta inmune
eliminar de! todo al parasito (Nogueira, 1980, Braun, 1985).

E! ciclo de vida se completa cuando un triatoma lbre de infeccion, pica,
succionando sangre con tripomastigotes sanguineos, infectandose de ésta manera
{Brener, 1971; Tay, y cols. 1981).

2.7 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD
FASE AGUDA
Existe un periodo de incubacion asintomatico de 4-10 dias. Cuando la transmision

se hizo por triatéminos aparecen las manifestaciones de puerta de entrada con el SIGNO
DE ROMARA o bien CHAGOMA de inoculacién en otras partes del cuer——



po y evolucionan lentamente ( 2-4 semanas). La temperatura entre 37-38° se acompaia
de cefalea, astenia, malestar general, mialgias, artraigias e hiporexia, ederna
subcutaneo, hepatoesplenomegalia y la cardiopatia, lesion anatomopatologica mas

constante en esla fase que en casos graves evoluciona hacia ia insuficiencia cardiaca.

El pronastico en {3 fase aguda generaimente es buano, el cuadro remite
aspontaneamente entre los 30 y 90 dias posteriores a su mstalacion. El promedio de

muerte en esta fase es de 7 a 10% y generalmente ocurre en infantes.

FASE INDETERMINADA O ASINTOMATICA

Durante esta fase desaparocce la sintomatologia y el individuo se considera
curado. Sin embargo, la serologia es positiva en un individuo asintomatico con
electrocardiograma y radiografia normales para corazon, esofago y colon y comprende la
gran mayoria de los chagdsicos cronicos menores de 25 aflos de edad

FASE CRONICA

La fase cronica se manifiesta casi siempre en personas de 20-50 anos. &l cuadro
clinico varia considerablemente de acuerdo al grado de insuficiencia cardiaca o al tipo de
alteracion del ritmo. Pueden presentarse dos formas clinicas, una sintomatica en donde
los individuos infectados presentan miocardiopatia dilatada (como  principal
complicacion), insuficiencia cardiaca progresiva y muere; y otra asintomatica en Ja cual
el sujeto no tiene manifestaciones clinicas y pudiendo evolucionar de esta forma o no
durante toda su vida. El paciente puede cursar con parasitemia esporadica y fugaz y
presentar anticuerpos por lo cual sera considerado un paiigro potencial si llega a ser
denador sanguineo (Velasco, 1991)
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA GENERAL

[cerararra] [cepavia] [ceparucal ({ceracompostewa]
{ I T T

Trypanosomii cruzi
(HECES)

INOCULACION EN RATONES
VIA INTRAPERITONEAL

20-26 DIAS

SANGRE DE RATON INFECTADO
co

Trypanosoma cruzt

OBTENCION DE INOCULO |

50,000 TRIPOMASTIGOTES

|

INCCULACION A RATONES
VIA INTRAPERITONEAL
{50,000 TRIPOMASTIGOTES)

9-10 DIAS

RECUENTO DE TRIPOMASTIGOTES SANGUINEOS POR
CAMARA DE NEUBAUER
(CADA TERCER DIA)

--{ OBSERVACION DE FROTIS

[CONSTRUIR CURVAS DE PARASITEMIA ]

DETERMINAR PERIODO
PREPATENTE, PICO MAXIMO,
DURACION.




3.2 MATERIAL Y METODOS
3.2:1 MATERIAL BIOLOGICO

a) Cepa VILLA de T, cruzi: aislada de un caso humano proveniente del Municipio
Puga, Tepic Nayarit.

b} Cepa PARRA de 7. cruzi: aislada de Traloma longipennis en el Municipio
Puga, Taplc Nayarit.

c} Cepa PUGA de T. cruzic aislada de Triatoma longipennis en e Municipio
Puga, Tepic Nayarit.

d)- Cepa COMPOSTE(LA de T. cruzii Alslada de Tratoma longipenhis en
Compostela Nayarit.

e) Ratones: Cepa NIH, hembras e 20-22 g aproximadamente, proparcionados
por el bioterio de 1a ENCB. '

3.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO

* Boguilta con manguera.

* Camara de Neubauer.

* Cubreobjetos.

* Equipo de diseccion.

* Guantes desechables o de cirujano.

* Jaulas para ratones.

* Jenngas con aguja (25X16mm).

* Pipeta de Thoma para giobulos blancos.
* Portaobjetos.

12



3.2.3 EQUIPO
* Microscopio optico Carl-Zeiss.
3.24 REACTIVO

* Alcohol yodado

* Colorante de Giemsa.

* Fenol al 5%.

* Heparina.

* Solucion salina al 0.85%.

3.3 METODOLOGIA

1) Obtencidn de tripomastigotes metaciclicos a partir de heces de frialominos. Se
alimentan ninfas de triatominos previamente infectados con Trypanosoma cruzi, sobre un
ratén o congjo libre de infeccion, una vez repletas se les presiona suavemente el
abdomen para obligarias a defecar, inmediatamente se toma una gota de las heces y se
obsaerva al microscopio para confirmar la positividad del insecto. Si la materia fecal
presenta mas o menos 10 tripanosomas por campo con el abjetivo de 40X, se procede a
inocular a los ratones.

2} Inoculacion a ratones La matena fecal con tripanosomas metaciclicos se diluye
con solucion salina al 0 B5%, se carga con una jeringa para insulina, aproximadamente
0.2 mi de {a dilucién (0.1 mi de solucion salina al 0.85% mas 0.1 mi de heces) y se
inocula por via intraperitoneal a ratones.

3) Observar y cuantificar el curso de Ja parasitemia para posteriormente elegir uno
de los ratones que presente mayor cantidad de hemoflagelados.



43 Conteo de tripomastigoles sanguineos por medio de cadmara de Neubauer para
ta obtencion del innculo.

Por medio de un corte en la vena caudal del raton infectado, se obliene sangre, |a
cual se recoge con una pipeta de Thoma para giobulos blancos hasta la marca 0.5 y se
diluye con solucién salina ai 0.85% hasta la marca 11 para obtener una dilucion 1:20,
Integrar perfectamente.

Colocar la camara de Neubauer sobre una superficie horizontal y poner el
cubreobjetos sobre las mesetas, posteriormente cargar la camara con una gola de la
sangre infectada, depositédndola entre la meseta y el cubreobjelos para que se difunda
por capilaridad, evitando que se formen burbujas o caiga el liquido a os surcos

Se realiza el recuento de los tripanosomas en los cualio cuadrantes para
leucocitos; se calcula el nimero de tripanosomas por mm3, considerando que cada
cuadrante mide 1 mm2, y que la altlura de la superiicie de la mesela {cuadricula) al
cubreobjetos, es de 0.1 mm.

Por lo tanto
N° de tripanosomas
contados en los 4 cuadrantes = Promedio de iﬁpanosomas/mmZ

4

Para determinar. el promedno de tnpanosomas en.1.mm3, y conocuendo que la
altura es de 0.1 mm, se considera que 0.1 mm = 1/10 mm.

Promedic de tripanosomas pormm2 x 10 = Promedio de tripqnospmas por mm3



Y considerando la dilucidn de la sangre infectada, al hacer of conteo, fue 1:20,

entonces.

Promedio de tripand#omas pormm3 x 20 = | ) de lipanosomas por mm3 de

suspension inoculada.

Haciendo 1a conversion a cm3 (donde 1 cmd = 1 ml)
Si 1 cm =:1000 mm3, entonces 1 mm3 = 0.001 cm3

Por {o tanto
-tripanosomas x 1 mm3 = tripanosormas/cm3
mm3 0.001 cm3
= tripanosomas/mi
5) Obtencion del inoculo de 50,000 tnpomastigotes.
Una vez calculada la concentracion de lripanosomas/mm3, obtener la. mayor

cantidad de sangre infectada con Trypanosoma cruzi, una vez obtenida, realizar los

calculos necesarios para la obtencion de un indculo de 50,000 tripomastigotes.

Ejemplo
{ | irpomastigoles/ml
Por lo tanto
Cantidad de yripomastigotes ------ Sangre obtenida en ml
50,060 Tripomastigoles -~ ] X
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X = Cantidad de sangre conteniendo 50,000 tripomastigotes para inocular a cada uno
de los ratones no infectados

6) Segunda inoculacién a ratones. Con un indeulo de 50,000 tripomastigotes, se
inocula un lote de 10 ratones hembras de aproximadamente 20-22 g de peso corporal,
por via intraperitoneal limpiando previamente con alcohal yodado la zona de inoculacién
y en condiciones de asepsia.

7) Estudio de los niveles de parasiternia.

Realizar el conteo de las formas sangulheas pbr cdmara de Neubauer a cada uno
de {os animales, hasta la ausencia de parasitemia olrcq!the. Graficar los resuttados.

8) Estudio de la morfologia de los tfipomasligoles‘sgngylngog‘ Tqmar una

muestra de sangre periférica cada tercer dia. & cada’ uno’ de ‘| i
experimentacién. Realizar una extension sanguinea.y ggﬁlt potrr'A!a té@hlt}q}‘dekéle‘rﬁs:a y
observar en objetivo de inmersion. i A o :

9) Determinar a lo largo de la- paresitemias los. s!gpléntgs puntos: periodo
prepatente, pico maximo, duracién. '

NOTA: La metodologla antes descrita se siguié individuaimente para cada una de
las cepas estudiadas.
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CAPITULO IV



4.1 RESULTADOS

"4.1.1 CEPA VILLA,

La parasitemia para esta cepa en ratones albinos mostrd baja patogenicidad ya
que 8l 90% de estos animales evolucionaron a a fase crénica de |a infeccién (Cuadro 1).
La presencia de parasitos se observo al 10" dia, alcanzando el pico maximo al 34° dia,
con una duracion de la infeccion de 55 dias (Fig. 1). En todo el curso de |a parasitemia
se observaron formas sanguineas anchas y cortas

4.1.2 CEPA PARRA.

Los niveles parasitémicos comenzaron a presentarse a partir del 10° dia,
caracterizandose por una curva bien definida con un pico maximo en torno al 37° dia de
la infeccién (Fig. 2). Mostro baja patogenicidad evolucionando el 80% de los ratones ala
fase crénica (Cuadro 2). Durante toda la evolucion de fa infeccion que tuvo una duracién
de 55 dias las formas sanguineas se mantuvieron anchas y cortas

4.1.3 CEPA PUGA.

La cepa caracterizada presenta rapida evolucion de la parasitemia,
considerdndose de alta patogenicidad ocasionando una mortalidad del 100% de los
animalaes parasitados al final de la parasitemia (Cuadro 3). El curso de la infeccion tuvo
una duracién de 34 dias observando la presencia de tripomastigotes sanguineos al 7°
dia, hasta alcanzar un pico maximo en los niveles parasitémicos el dia 19. Predominando
durante la parasitemia las forrnas sanguineas anchas y coras (Fig. 3).

4.1.4 CEPA COMPOSTELA.

El curso de la infeccion para esta cepa fue de 46 dias, causando una mortalidad
del



70% de los ratones el dia 28, por o cual se considera de alta patogenicidad. El periodo
prepatente fue de 7 dias, hasta alcanzar un pico maximo de la parasitemia al 22° dia.
Observandose durante el curso de fa infeccidn tripomastigotes sanguineos anchos y
cortos (Cuadro y Fig. 4)
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SANGUINEOS DE LA CEPA VILLA DE T. cruzi.

TIEMPO (DIAS)

O 1.- PARASITEMIA DE 10 RATONES INOCULADOS CON 50,000 TRIPOMASTIGOTES

1013716y 19] 22252831 [3a]37f40]43)46)49] 52} 55
1 200 | 650 | 500 | 1100 2000 | 2800 40001 6300 7400 5600 3950] 2300 1050} 500 | 100 | 0
2 S0 | 100 | 450 | 700 | 1500 3150 | 4700 5850 6600 | 5050 | 4200} 2650 1700} 1050] 600 § 0
3 400 | 700 | 1100 1200 | 1800 2550 4100 6350 | 5000} 4150 | 3050 | 2300 950 | 500 | 500 | 0O
4 0 [ 200 | 200 | 350 | 1200 2400 3¢50 4350 3550 28001 18501 750 | 100} 0 | O | O
5 100 | 350 | 550 ! 1600 | 3000 | 4200 | 505C | 6600 | 55501 3760 | 25001 1300 | 500 § 200 | ©
6 130 | 250 | 500 | 600 | 205C | 3600 | 465C | 6200 | 5500 | 4050 | 2850 | 2100 950 | 350 | O 0
7 300 | 200 | 350 [ 700 {1600 [ 3000 3950 | 5000 5450 | 4550 | 35001 255§ 1850 1100] 500 [ B
8 0 | 0 [ c |00 [2t0c]3700] 4800 5950 (57001 5600 [ 455013456] + | + | = ~
9 C | G | 1C0 | 150 | 1400 2550 | 3950 ! 52001 445013200 1050 700 | 300 | 50 | © 0
10 0 50 | S0 | 100 | 19502850 3600 5150 4550 3150 | 1550( 850 | 400 { 50 | 5O 0
X 105 | 245 | 42c | 595 | 1720] 2960 4140 5500 5610§ 4370 3025] 1975 | 860 | 420 | 150 | ©

NOTA! LAS CIFRAS EXPRESAN LA CONCENTRACION DE TRIPOMASTIGOTES/mm3 EN LA SANGRE DEL RATON INFECTAI
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FIGURA 1. CURVA DE PARASITEMIA DE LA CEPA VILLA DE T. cruzl
Los datos muestran el promedio de la parasitemia de diez ratones,
inaculados por via Intraperitoneal con un inéculo de 50,000
tripomastigotes
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" CUADRGO 2.- PARASITEMIAS DE 10 RATONES INOCULADOS CON 50,000 TRIPOMASTIGOTES

TIEMPO (DIAS)

SANGUINEOS DE LA CEPA PARRA DE T. cruzi.

EJEMPLAR

10] 13 ] 16§ 19| 22} 25} 28§ 311 34 J 37 |1 40 § 43 | 46 § 49 | 52 55
1 o} 100 | 200} 350 | 500 | 700 | 1450} 2400 3050 | 4350 28C0 | 1600} 1050} 450 | 150 0
2 0 50 | 400 | 600 ) 1450 2350 3400 4050 ) 4750 3800 2900 ; 1800} 950 | 450 | 200 1]
3 500 | 950 | 1300 2250 ) 2850 3450 | 3900 | 4650 | 3600 | 2550 | 1500 1050) 45C | 10D 4 1]
4 600 | 900 | 115C| 2150 2950 3550 | 4450 3150} 2500t 185G <050} 35C 50 0 [ 0
5 200§ 450 | 50C | 850 | 10501 1450] 1750} 26001 3450 | 390C | 4650 | 3830 | 2950 1850} 902 0
6 50 | 1004 00| 150 | £50 1t 950} 1100 2400 3180 4100{ 30004 2250} 1050{ 500 { 100 0
7 0 Y 50 100 | 400 700 | 1050 18501 2450 ) 3450 4300} 2650 1750 S0 | 400 0
8 ] o Q2 50 | €50 { 1350 1950 2950 { 3550 | 4900 3150 { 255014 1500 550 | 250 0
9 10C | 20C | 250 | 250 - + + + + + - - + + +
10 4] 200 | 350 - - + + + + - - + + + + +
X 145 | 295 | 440 | 675 | 1040 1450 | 1905 | 2435 | 2650 | 28901 2375| 1635} §75 | 470 | 200 0

'NOTA: LAS CIFRAS EXPRESAN LA CONCENTRACION DE TRIPOMASTIGOTES/mm3 EN LA SANGRE DEL RATON
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FIGURA 2. CURVA DE PARASITEMIA DE LA CEPA PARRA DE T. cruzi
Los datos muestran sl promedio de [a parasitemla de dlez ratones,
Inoculados por via Iintraperitoneal con un inéculo de 50,000
tripomastigotes
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f "~ ""CUADRO 3.- PARASITEMIA DE 10 RATONES INOCULADOS CON 56,000 TRIPOMASTIGOTES
. SANGUINEOS DE LA CEPA PUGA DE T. cruzi.

© N° DEL " TTIEMPO (DIAS)
* EJEMPLAR ;
7 10 13 16 19 22 25 28 31 34

1 100 300 850 1450 3000 + + + + +
2 200 500 900 1700 2900 + + + +
3 50 600 900 1350 2450 + + + +
4 200 300 £50 1200 1800 2100 2955 3408 +
5 9 400 600 900 1200 1800 2400 2650 3050 +
[ 100 500 300 950 1600 2400 3000 3500 + +
7 400 1050 1800 2400 3100 + + + + +
8 50 350 650 1200 2300 + + + - +
9 [} 100 200 600 1050 1600 2300 3000 3400 +
10 350 700 1400 1850 2850 + + + - +
X 145 480 835 1360 2235 790 1065 1600 645 +

i
i
t

;. LAS CIFRAS EXPRESAN LA CONCENTRACION OF TRIP
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FIGURA 3. CURVA DE PARASITEMIA DE LA CEPA PUGA DE T. cruzl/
Loe datos muestran el promedio de la parasitemia de dlez ratones,
Inoculados por via intraperitoneal con un indculo de 50,000

. tripomastigotes
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CUADRO 4.- PARASITEMIA DE 10 RATONES INGCULADOS CON 50,000 TRIPOMASTIGOTES
SANGUINEOS DE LA CEPA COMPOSTELA DE T. cruzi.

'

CRBEL

i
i

: " TIEMPO (DIAS}
i EJEMPLAR
7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46

1 400 | 700 | 1500 | 1900 | 3500 | 4800 | 6500 + + + + + + +
2 1050 | 2306 | 3050 | 4450 | 5150 | 7100 - + - - + + +
3 800 | 1400 | 1700 | 2300 + - + - + - + + + +
4 [} 150 | 600 | 900 | 1500 | 250G | 30C0 | 390C + + - + +
5 850 | 1700 | 2100 | 3050 | 4250 | 4450 | 4650 | 4850 - - + - + +
6 200 | 450 | 700 | 1300 | 1400 | 140u | 1900 | 2950 | 3900 | 6000 | 6600 | 8500 | 9400 -
7 266 | 300 | 40C | 1600 | 3500 | 4800 + - - - + + - +
8 900 | 1500 | 3550 | 4150 | 5200 | 6600 + - - + + + + +
9 400 65C | 1850 | 1700 | 3450 | 4850 | S700 | 7000 - + + + - -
10 300 | 1750 | 260C | 3400 | 4950 | 6900 - - + - - + + +
X 5§70 | 1106 | 1770 | 2855 | 3300 | 4330 | 2175 ! 2850 | 390 | 600 | 660 | BSO | 940 -




4500

o /]

3500

3000

RN
1500 /{ \
/ 2l

1000
/ /»’"/

500 |

TRIPOMASTIGOTES/mm3

7 10 13 16 18 22 25 2B 31 34 37 40 43 46
TIEMPO (DIAS)

FIGURA 4, CURVA DE PARASITEMIA DE LA CEPA COMPOSTELA DE T.
cruzl
Los datos muestran el promedio de |a parasitemla de dlez ratones,
Inoculados por via Intraperitoneal con un Indculo de 50,000
tripomastigotes
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4.2 DISCUSION

La caracterizacion de cepas y/o clonas es un aspecto importante dentro del
estudio basico de la enfermedad de Chagas {Brener, 1985). Por tal motivo al ser
aisladas cualro cepas (VILLA, PARRA, PUGA y COMPOSTELA) de Tripanosema cruzi
en el estado de Nayaril, es necesano conocer algunos aspectos importantes de su

compartamiento, mediante una caractenizacion biolégica

Lo anterior se realizd empleando ratones albinos (hembras} de la cepa NiH,
inoculados por via intraperitoneal con un inoculo de §0.000 tnpomastigotes, mientras que
la observacion y seguimiento de la parasitemia se practicé tomando muestras de sangre
cada tercer dia obtenidas por puncion en la vena caudal Se realizdo la cuenta de
tripomastigotes en camara de Neubauer para obtener resullados lo mas precisos y
exactos que nos fuera posible (Perlowagora, 1982)

Los Cuadros 1, 2, 3 y 4 muestran los promedios de las lecturas realizadas a los
{otes de ratones infectados con las cepas esfudiadas. El periodo prepatente tuvo una
duracion de siete dias para las cepas PUGA y COMPOSTELA, varnando solo en tres dias
para las cepas VILLA y PUGA que luvo una duracion de diez dias

Hay numerosos factores que pueden mfiuir en la aparicion de los primeros
tripanosomas en la sangre circulante Uno de elios es la via de inoculacién, no obstante
que no hay una absoluta concordancia entre los autores, pues mientras unos dicen
{Gailiard, 1930 y 1952} que la via de moculacion subcutanea debe preferirse porque los
tripanosomas aparecen rapidamente y en numero mayor, otros consideran (Chagas,
1809} que la periloneal es la que pruduce infecciones mas elevadas y mortales, mientras
que la ruta oral tiende a producir €l mayor numero de localizaciones viscerales {Avilés y
Rios, 1950).

Son de tomarse en cuenta también Ja resistencia del animal, el poder infeccioso,
la virulencia de la cepa y el numero de parasitos inoculados, considerando de gran
importancia para la intensidad de la infeccion que se logra, el tamano del inoculo (Diaz,



1934), asl como el que se inyecte un cierlo nimero de pardsites minimo para producir
atta mortalided (Goble, 1951). COtros sostienen (Mazzofti, 1840) gue pequefias
variaciones en la dosis del indculo no son de importancia para la infeccion producida,
dependiendo mas bien de la cepa inoculada y de variaciones individuales del huésped.

El estudio del polimorfismo de tripomastigotes sanguineos de las cuatro cepas
(VILLA, PARRA, PUGA Y COMPOSTELA) de Trypanosoma cruzi feveld un paton
morfolégico semejante en todas ellas, con un nitido predominio de las lormas ancha y
cortas, durante todo el periodo de observacion.

Brumpt (1912) opina que las formas gruesas representan lormas evolutivas mas
viejas que derivan de las formas delgadas las cuales son mas jovenes.

Para Meyer y Oliveira (1948) el rompimiento precoz de las células parasitadas
libera formas delgadas, en cambio la presencia profongada de los tipomastigotes en las
célutas da origen a formas gruesas

La amplia distribucion geogrifica de 7. cruzi asl como la gran variedad de
huéspedes y vectores seguramente han favorecido la seleccldn de cepas que varla en
mosfologia  para los animales experimentales y quizd para el hombre, pues algunas
cepas presentan fundamentaimente tripomastigotes sanguineos delgados, migniras que
otras presentan formas sanguineas gruesas (Brener, 1977).

En Méxica, muchas cepas presentan Gnicamerte un tipo de tripomastigotes
sanguineos en el curso de toda la infeccidn, (Cervantes Cortez A, 1981) y en esto se
diferencian de la mayoria de las cepas sudamericanas.

Estos datos sugieren que este patrdn mosfolégico puede ser dominante en cepas
de 7. cruzi det drea o pals y representa una caracteristica de distribucién iegidh’al :
localizada.



En este sentido, Andrade, Brodskin & Andrade (1983) mencionaron que cada
area geografica parece tener un mismo lipo de cepa y Andrade {1974) demostré que las
cepas aisladas de Bahia (Brasil) exhiben predominio de formas largas.

A su vez, las cepas que presentan predominio de formas largas desde la fase
inicia de la infeccion generalmente exhiben un patrén Unico de curva de parasitemia, con
ascenso lento y gradual, picos maximos entre 20 y 30 dias, seguido de una disminucion
también fenta del numero de tripomastigoles y con mortalidad muy variable: Este
comportamiento fue observado en numerosas cepas de T. cruzi analizadas por varios
autores (Brener, 1985; Andrade, 1974, Cameiro, 1982; Schlemper Jr, 1982), Estos datos
eslablacen la existencia de la relacion entre el patron morfologico-evolutivo de los

parasitos y el cursa da la infeccion experimental.

En un estudio parasitolégico amplio hecho por Melo y Brener (1978), describen
diversos modelos morfolégicos de las formas sanguineas de T. cruzi y los relacionan con
las curvas de parasitemia observadas en huéspedes infectados.

Las Figuras 1,2,3, y 4 muestran las curvas de parasitemia de las diferentes cepas
estudiadas de T. cruzi.

Las cepas VILLA y PARRA presentan el mismo modelo de parasilemia, con un
incremento gradual hasta alcanzar un pico maximo los dias 34 y 37 respeclivamente;
posteriormente con una declinacion gradual de la concentracion de tnpomastigotes
sanguineos, observandose un periodo largo de la infeccion de 55 dias

Las cepas PUGA y COMPOSTELA presentan un modelo de parasitemia diferente
con un aumento de la parasitemia hasta liegar a su pico maximo los dias 19 y 22,
caracterizadas con un repentino incremento el dia 28 hasta un descenso de la infeccion .

ESTR TESIS RE DERE
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que para la cepa PUGA tuvo una duracion de 34 dias Sin embargo para la cepa
COMPOSTELA el dia 34 hubo un repentino incremento hasta el dia 43 de la infeccion y
sufrienda después una declinacién muy marcada.

El registro de patogenicidad que se obtuvo fue similar para las cepas VILLA y
PARRA, ya que el 90 y 80% de los animales pasaron a la fase crénica de la infeccion
considerdndose de baja patogenicidad. Sin embargo para las cepas PUGA vy
COMPOSTELA provocaron una mortalidad del 80 y S0% de los animales parasitados
respectivamente. Sin embargo fa virulencia registrada para fas cuatro cepas fueron
similares, debido a que los niveles parasitémicos alcanzados se relacionan para las
cuatro cepas estudiadas durante toda la infeccién,

La variacidn en virulencia estad influenciada por factores muy diversos, cuya
naturaleza y efectos no son conocidos aun de modo exacto. Mientras que unos autores
opinan que pases a través de animales sensibles atenGan la virulencia de una cepa y la
readquiere cuando se nocula a otra especie animal (Chagas, 1909; Galliard, 1952; Diaz,
1934),, otros autores han trabajado con cepas muy viejas manteniéndoias en el
Iaboratorio en animales y cuttivos que, sin embargo, muestran extrema patogenicidad
para las ratas jévenes

Se ha considerado que en el mismo huésped invertebrado y bap condiciones
climaticas semejantes 7. cruzi presenta diferentes virulencias, creyendo que dependen
de la especie de huésped vertebrado, as/ como de las condiciones ecolégicas (Maxzotti,
1940).

La patogenicidad y la virulencia son caracterfsticas intrinsecas y pueden o o
ocurrir simuttdneamerite, y deben ser bien definidas con respecto al comportamiento de
T. cruzi.



Virulencia es la capacidad del parasito de multiplicarse dentro del huésped de
expernimentacion. Patogenicidad es 1a capacidad de producir lesiones o moralidad en
los animales de experimentacién (Andrade, 1985).

Las cepas varian en su patoganicidad y su virulencia ya que no tienen el mismo
comportamianto en huéspedas diferentes.

Tomando en cuenta diversos paramelros como son.ta morfologia del parasito en
sangre periférica del raton, patogenicidad y‘viruiericia ‘Tueron establecidos ires lipos
caracterizados como sigue: S

TIPO | © Cepas con una multiplicacion rapida y con una parasitemia alta de 7 a 12 dias
de infeccion y un 100% de mortalidad con predominancia de formas gdelgadas
en ia fase aguda de fa infeccién.

TIPO H : Cepas con una multiplicacion media y con un pica muy irregular en la parasite-
mia de 12 a 20 dias de infeccion, con una moralidad baja y con predominan--
cia de las formas guesas y pocas formas delgadas durante la fase inicial.

TIPO it : Cepas con una muitiplicacion lenta y con un pico alto en la parasitlemia de 20
a 30 dias de la infeccion, con un rango bajo de mortalidad a los 50 dias de in
feccion, con predominancia de formas gruesas en todo el curso de la infec--—
cion.

(Andrade, 1974)

Tomando en cuenta la caractenzacion realizada por Andrade (1874) y las
caracteristicas similares encontradas en ias cepas estudiadas se pudo determinar que
las cepas VILLA y PARRA, pertenecen al TIPO i, debido a que el pico maximo lo
alcanzaron aproximadamente entre el 30-34° dia. observandose baja moralidad y un
patron morfologico constante durante toda ta parasiternia
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En cambio las cepas PUGA y COMPOSTELA pertenecen al TIPO |, debido a su
alta mortalidad y su rapida multiplicacion dal parasito.
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CAPITULO V



CONCLUSIONES

— Para fas cepas PARRA, VILLA, PUGA y COMPOSTELA, no ‘se presentaron
cambios mofolagicos durante et curse de fa parasitemia. N

- En las ct’:_atrro‘,cepgsrbstudiadas se presentd el mismo pa_lrdn _moﬂqlbglco.,

observandose él"préqnminlé‘de')’as formas anchas y cortas durante 1a infeccion, .

— No exlste relacion emfe el "patrdn  morfolégico y el -curso de la |nfecc:bn
reprasencado en' 'as curvas de parasttemm para las cepas VlLu\ PUGA PARRA y
COMPOSTELA.. v : ~ :

— La fdoﬁologié no es un faclor determinante para clasiﬁqar alas cepas asiudiadas.

- En tas cepas observadas no existe relacion entre vu'ulencm y mortalidad de los
animates de expenmenlacnén
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