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IIITIIODUCOI011 

1.1 PLAMMANISMOD DEL 9910OLSM1 

21 agente etiológico de la enfermedad de dagas es: 

Trypenosoas crusi, protozoario flagelado perteneciente alorden 

de los cinetopldstidos, se transmite al hombre y otros Matreros 

por insectos hematótagos de la cubran:Me Triatominee(leatptere: 

leduviidee). Se hen encontrado transmisores infectados 'desdeel' 

paralelo 42 norte en los 'atados 2nidos hasta si 43 aur.en 

Argentina, se considera que el gres de diepereidn como problema 

hUmeno, se inicia en el norte a nivel deildnicolf üega por si 

sur hasta el rio Negro en Argentina, es•deeir, entre el paralelo ... 

25 en el norte baste el 3S en el surAllrener, 19771 OPS, 1904: 

Amañe, 19431. 

aeldn estimaciones de le Organización Mundial de la Salud,; 

hechas a partir de estudios serneeideeioldlicoe, existen entró.  

21 y 24 millones do Persones infectados.  en 111tinomerics 

wypexmom crust, y aproximadamente- unos. 90 millones de 

individuos listen en riesqede adquirir la infocción (w(0, 1,90).',  

In nuestro pets desde 1941,en que MezeotWcoMnied:le 

existencia de la enfermedad, se han descritwalrededor• de 600 

casos, cantidad que resulta insignifigentepues se considera que 

en Latinoaaerica existen 24 millones de personas infectidee'(Tay, 

1947: Velesco,'191:61 Barrera, 1992), 



La enfermedad de Chagua ha adquirido gran importancia debido 

a sus elevadas tasas de morbilidad y mortalidad. Desde el punto de 

vista epidemiológico es conveniente analizar la triada de esta 

enfermedad, ya que la conjunción de las variables da los tres 

elementos que la componen hacen que el padecimiento se presente' 

Los tres elementos en cuestión son: el agente, el huésped y el 

aMbiente (Ochmidt í Roberto, 19116: Seledon, 1907). 

1.2 OSOVIV011 

0111110041111RAL 

estudiar el comportamiento de cuatro cepas de P. cruza 

utilizendocomo modelo experimental ratones albinos de la cepa MI0. 

01132TIVOS PARTICULAMEO 

a) Conocer la duración de le paresitesia. 

b) Seguir el comportamiento de la perasitemie a través de su 

tiempode duración. 

c) Determinarle morfología predominante durante el tiempo que 

dure la patesitemia. 

d) Determinar le afinidad de las cepas para diferentes órganos 

y tejidos. 

e) Determinar la virulencia de les cepas estudiadas. 





2.1 TAXOODNIA DI T. cruel 

La posición taxonómica de T. cruel es la siguientes es ,un 

protozoario flagelado pertenecienteal PhylumProtosos, Subliblum 

Sarsomastigophora,Superclase naotilophora, Clase Soomestigophora, 

orden Kinetoplestida, Suborden Trypanosematins, ramilla 

Trypenosometidae, Subtemilim Trypenosometimae. género 

Trypenosoma, Subgénero Schiaotrypanum y Impute cruel lareiter, 

1577: Schnidt i Roberto, Me: Soliden, 19117h 

3.3 CICLO SIOSAISICO 

De acuerdo's la clasificación propuesto por Mere (1me) 

en su ciego biológico presenta cuatro tases; 

~TIMM es letmoolulor, de forma redonda u ovel,nide 

de 1.5 a 4 µ de diámetro, presente un noóleo y un cinetoplasto, 

el flagelo esté reducido y se encuentra en el citoplasma, por lo 

tanto no tiene flagelo libre y se reproduce por fisión binaria 

tornando &cúmulos que son conocidos coso nldas de austlaataa. 

TIONASTISCOS: esta fase se encuentra en el huésped inerte-

arado, es fusiforme, con un Mole° grande,. elcinetoplasto se 

encuentra en posición anterior yOistal con respecto al.ndoleo, 

el flagelo no tiene membrana ondulante y mide aproxinadaminte 20 

ea de largo. 



Ow' 

IPIMUTIOOTI: el cual as fusiforme, el 

la porción media, el cinetoplesto esté 

anterior muy cerca del núcleo, cerca de él 

lugar a una membrana ondulante pequeña. Mide 

pero puede alcanzar hasta 25 o 30 pm. 

reproducción, se produce por fisión binaria 

transmisor y en los medios de cultivo. 

ndcleo se encuentra en 

colocado en posición 

sale el flagelo dando 

aproximadamente 20 pm, 

2ste es una fase de 

y le encontremos en el 

IWIPONANTIOWN: ésta es la fase infeotante para cualquier 

huésped, el ndcleo se encuentra en le región medie, el cinetoplesto 

estd en la región posterior y distel con respecto el ndcleo, cerca 

da él se origina el flagelo que recorre todo el cuerpo y forma-Ina. 

membrana ondulante que sale libre por la región anterior, mide 

aproximadamente 20. Xm de longitud. De acuerdo al huésped en que se 

localicen se distinguen dos tipos, el tripomastigote sanguíneo en 

el vertebrado y el•tripomestigote metectclico en el invertebrado 

(ltreiter, 1977, Schmidt 6 Roberto, 1919i 2eledon, 1147). 

2.3 CAVACTIRIOTICAO CLINICAO DI z zirmoczow 

De:acuerdo a 'le cantidad del indculou la virulenciá'de la 

ceps, la edad, el estado:nutriciOnal así coso le - respuesta 

inmunológice del hussped van a variar las Senitesteclones clinicis 

de la infección por frypenosome crumi (Diem, 1990; Romaña, 1963). 



El periodo de incubación mol hombre es de cuatro a doce dial 
y después &perecen los signos y síntomas clínicos, sin embargo la 

mayoría de las infecciones humanes son asintomática., en la 
enfermedad de Chalas pode")s distinguir tres tases: 

PASE AGUDA: frecuentemente pasa inadvertida, siendoWs comán 
observarle en la primera década de la vide, en esta etapa se mem 

descrito signos locales o de puerta de entrada de la infeCción y 
alteraciones sistdmicas. en el SO de loe ceses la infección se 

inicia en el ojo, el cual se conoce como signo de engalle, 

encontrándose edema pelpebral indoloro, violáceo, que puede 
**tender.e a la mitad de la cara; ocasionalmente se acompeRe de 
secresión conjuntivel, habiendo tambien congestión • hipases'a 

conjuntival, acompaódndose de adenopatia satélite, principalmente 

preauriculer. 11 chagua de inoculación cuténeo que se he descrito 

en el 25 8 de lospecientes$ es une lesión circunscrita, con edema 
duro, indoloro y que a veces se uloere, habitualmente se le 

encuentra en suPerficies descubiertiodel cuerpo, con una evoluciOn 

de uno a dos mese. y que desaparece espontáneamente dejando una 
pigmentación apenas perceptible (Dios, . 1850: Perlevegore-' 

paualswice i muller, 1887: Schmidt i Roberto, 1955). 

Es muy probable que adosó. de la infección local,' el chagua 

sea originado por una reacción alérgica .  contra la saliva .  del 

insecto (Costa et al.,1981; Coura et al., 1959; Cuba •t al., 1878/ 

Dios, 191121 - Nott et al., 1980). 



Además de les manifestaciones locales, podemos encontrar 

fiebre, continua, remitente o intermitente, da predominio 

vespertino, acompañada de malestar general, cefalea, astenia e 

hiporexis. in le segunda semen* se puede observar edema 

generalizado o en ocre y extremidades inferiores, blando, siendo 

mis comón en niños. Se presenta linfoadenomegelie generalizada, loa 

ganglios son móviles, indoloros y puede perdurar por varios meses: 

afecte principalmente los cervicales, exilares e inguineles. La 

hapetoesplenomegelie, es moderada y dolorosa. en este etapa tembidn 

podemos encontrar miocarditis aguda y es posible observar las 

alteraciones con estudios radiológicos y electrocerdiogrdficoe, 

esto es más factible observarlo en intentes (pies, lego). 

PAUCIOMICÁ: en 'eta fue se establece un equilibrio ~mico 

entre los parásito* y les defensas del huésped. es cerecteries por 

peresitemie baja y no detecteble y un nivel elevado y persistente 

de anticuerpos. Les lesiones intimatoria* son lames' en este 

fase, ',urgiendo e largo plexo mayores o sanares grados de fibrosis 

y suetituchin de tejidos destruidos por los tripenosomes. Lee 

eenifesteciones clínicas dependeren del lugar y de le'extensión de' 

les lesiones producidas durenterel• curso de la inficoidn a través - 

de una serie de mecenismos'fislopetogénicoe (Dios, le110). 

Factores ligados e los perésitos (cepa, virulencia Y' 

antigenicidad) y al .huéoped (edad, sexo, estado nutricional, 

actividad y n'infecciones) son capaces de influir en el curso dele 

t. 



enfermedad y redundar en diferencias individuales o regionales del 

padecimiento (Dios, 1110). 

Pasada le tase aguda, la gran »l'orle di los pacientes pesará 

a un perlado clinicamente silencioso y sin manit9steoiomes 

~entables: le tase indeterminada. 

MAIMINDMIERNUADI:dstaloodtnlacsintir indofinidenente ONU:: 

ndmero considerable de pacientes (30 4 40 4) o 4V010414/14r 4 una 
forma clínica definida, en un tiempo mes o menos largo (10 a 20 

'dos). 

La tase crónica se la que mde frecuentemente se encuentra en 

la práctica medica y las alteraciones más frecuentes que enoln 

tramos en elle son: la cardiopetla obegisice crónica, le esote-

fogatie o megeesdtego, le oolopetle o megeodlonu aunque también 

podemos encontrar alteraciones en duodeno, estdeelo, intestino • 

delgado, blgedo, vías bllieres, »norias, bronquios, pulmones y 

• sistema urinario (Carrasco et al., 111013, bias, leen Dime, 11100; 
losada, 1113). 

gn le enfermedad de Chapas se ~de hablar de un ciclo Silves-

tre y un ciclo doméstico, aunque se trata en realidad, de una 

variedad de ciclos integrados e interdependientes de T,crusi, que 

el resultado de procesos y mecanismos emlógioos.Y sociales 



bien definidos, de los cuales resulta la enfermedad humane. La 

participación del hombre en la cadena epidemiológica de le 

eatirmided, se inicia cuando este invade y modifica el ambiente 

silvestre (Dios, 1990). 

Debido a la gema de signos y síntomas que se pretenten en la 

enferizsdad de Chales inhumanos, se ha peneadoque cada aislamiento 

es en realidad una mezcla heterogénea de poblaciones de f. cruel y 

que les diferencies en le virulencia indistintas regiones se deben 

• *ate heterogeneidad y la caracterización biológica y bioquImice 

es importante pera explicar algunos aspectos de la *pides/ciaste de, 

la enferieded (Andrade, 1111151 aren«, 19451 Oongalves, 1949, 

Comelez,1995). 

2.4 CADACIMISACION DO CIMA De t.cruai 

La caracterización de cepas de r. crumi esté basada en el 
comportamiento que presentan en ratones inoculados y en el 

desarrollo en medios de cultivo (caracterización biológicz).. Doro 

también se basa en las isoenzimes y análisis de zimodemos omn los 

perfiles de DNA de cinetoplesto (IMA) por endonucleases de 

restricdión y el análisie' de esqui:odisea (caractériaación 

biogulmicia)(Mórelet al„ 19801 carrenoet al., 1957* Avila el al., 

1940. I Dimori st al., 1992). 



2.4.1 CARACTERIZACION IIIOLOUIC2 

Existen diferentes estrategias que pueden ser utilizadas para 

el estudio de le caracterización biológica de cepas de ',mamona 
crumi en condiciones experimentales. Uno de ellos es la 

emiliticación de la cepa aislada del parásito por medio de peses 

sanguinos' seriados en vertebrados (aren«, 11145). 

Este caracterización comprende los siguientes estudios:. 

A) Morfologle de los tripomastigotes sangUlneos 

2) Curves de parasitenia en ratón álbino 

C) Células infectadas de les formas sanguíneas 

D) Características de la infección in vivo 

2) susceptibilidad de formes sanguíneas a suero inaune 

r).  %virulencia y morbilidad 

G) Sensibilidad a filmemos 

3.4.3 MORPOLDOZA De LOS TDIMADITIODYWO ~IODO Y ~NAO DO 

PAMANITIDDA 

grener deecribió diversos patrones morfológicos de las formas 

sanguíneas de ?menciona cruzilos cuales estén'relecionadas con 

las curvas de paresitemie observados en huéspedes infectados. 21'. 

lico'de Pereeitosle me-presentó a los 7, 12 y 14 .días de infección 

(erener, 1945). 



NUM SAIMUIMUIS 

Las formes delgadas (tripommatigotes) provocan una mayor 

infección en las células del músculo que les formas gruesas 

(arener o  1985). 

CallACTIDISTICAS DM LA IMMICCION IM VIVO 

Las formes sanguineasdelgadas - presentanunamayorIcentiamlóku 

Multiplicación y presentan parasitismo en hígado y baso 

(raticulotropiaao); mientras que las formas sanguíneas gruesas 

presentan un incremento lento en guanto:cparasitemia con intenso .  

miocardiottopidah Las cepas pueden ser: clasificadas como 

macrofagotropismó y no macrofagotropisso, en lugar de 

raticulotropismo y miocardiotropiemo respectivamente 

(Drenes, 1915). 

SOOSIMILIDAD A FAIMIACOO 

Diversos autores  han empleado Clínicamente fámulos 'como 

illgartiloa y beakiaidaul,  Loe parálitos fueron inoculados en 

ratones yen°. anímeles fueron tratados durante 30 diem con dichos 

fármacos' (100 mg/kg) por vta,oral. se realizaron exámenes de sangre 

fresca y pruebes de inmunofluotescencia 161 rangade sensibilidad 

alisto* fármacos fue detectado en la sayoria dejas cepas, siendo - 

altamente suscePtible para saben fármacos (arenero  1985). 

10 



otros estudios que pueden realizarse son: intectivided para 

vectores, crecimiento y diferenciación en medios de cultivos 

celulares y &celulares , aglutinación y lisio de tripomestigotes 

sanguíneos en presencia de suero inmune 

(»rendir, 1995). 

Generalmente tienen que ser demostradas las posibles 

asociaciones entre les cepas de rrypanosoaa 'cruel , infección, 

carecterlátices epidemiológicas y manitestaciones_clinioes,di 

enfermedad (Cerneiro et al., 1991). 

Le caracterización mortobiológioe de  varios tipos de Molla 

Puede producir interesantes resultedbei que pueden ser sumedost los 

siguientes: 

1) Un tipo particular de cepo puede 'predominar en un área 

geográfica. 

2) Las copes de diferentes tipos pueden mostrar .cosposicidn 

anzígénici diferente. 

1) Le susceptibilidad ̀y resistencia a térmicos exhiben egxxxiscidw. ., 

con cepas de varios tipos. 

a) Las cepas que son del mismo tipo , tienen patrones ensisóticos - 

shit/eres. 

s) Los tipos de collso de rrypanomma crustepericoln do Sonora »do. 

importante en la determinación. detzurso dele infecciónAple"en el 

aspecto genético del hudiped (Andrade 19115). 



El estudio de las diferencias entre las cepas de Trypanomoma 

oruzi esté basado en las características tales como; virulencia y 

petogenicidad, tropismo tisular y morfología del pardsito en sangre 

periférica (Andrade, 1985). 

Estudios experimentales han mostrado que diferentes cepas de 

Trypanoiose crusi 'determinaron lesiones peculiares en tejido 

durante la fase aguda a consecuencia de un tropismo especifico 'y 

predominante para diferentes tipos de células de ~itero! 

(macrófagos, mdsculo esgueldtico, cardiaco y neuronas). Diferentes 

tipos de reacciones celulares y respuestas inmunológicas pueden ser 

originadas debido a loe antecedentes genéticos deL animal de 

experimentación utilizado (Andrede, 1945). 

Pardmetros estudiados incluyen el periodo própetente, 

patrones de ¡efectividad de le 'cope. virulencia en animales 

infectado*, evaluación histopatológica de animales sobrevividinte 

e la infección aguda (pare determinar - gue un organismOU Capal. dw: 

producir entermedadl crónica), la susceptibilidad de varias especies 

de cepas de triatoainos y las caracteristicas del organismo en 

mediode.agax sangre y cultivo Under (Dolería 4 Nershelli 1412).' 

Le `virulencia< y patogenicided pueden ser definidas 

respecto el comportamiento de Trypanomoidi crusi. 



La virulencia es la capacidad del parásito para multiplicarse 

dentro del huésped de experimentación el cual puede ser 

influenciado por diversos factores. La patogenicidad es un carácter 

intrínseco y es relacionado con la habilidad pare producir lesiones 

tisularas y mortalidad (Andrade, 1985). 

El curso da la infección en el huésped vertebrado puede ser 

evaluada por un periodo prepotente, curva de paresitemie y 

mortalidad que puede proporcionar evidencia sobre la virulencia del 

parásito (Rammer, 19115). 

De acuerdo a su virulencia las cepas pueden agruparse en: 

A) ALTA. VIEULENCIA: Causando 1001 de mortalidad, vpresente 

como característica la predominancia de tripomastiqotes con formas 

muy anchas en frotis sanguíneos ."Presente un periodo prepetente 

■uy corto deA-12 dios , le mayoría de los animales mueren entre 

los 20-30 dles, *miste una alta permútenla de 2-t X 10' /m1 

(Carneiro et al., 19911 Orener, 1999). 

11) 'VIRULENCIA RADIA : No causa mortalidad y predominan los.  

tripomastiqotes de forwas'enchas. 11 periodo prepatents es dé 5.-

10 días, se presente parasitemia alta (6 X. 105 / ml) fue detectada' 

a los 23 -29 dios de infección con animales que sobreviVieron la 

fase aguda (Carneiro'et al., 1991: Drener,'19115). 

13 



C) MAJA VIMULONcIA: No causan mortalidad, las tornas 

~quinces no son descritas debido a que es muy baja la ~antena 

(10' parásitos/4). Induce infecciones con un largo periodo 

prepetente (11 a 30 diem) la ~emitena se presente entre 21 y 40 

días de infección (Cerneiro et al., 1991/ Nrener, len). 

Existe una relación entre la virulencia de la cepa de 

Trypanomme cruel en la infección aguda y la morbilidad en le tase 

crónica. La presencie de parásitos tisulares en la tase crónica se 

encuentre relacionada directamente con la virulencia (Wrener, 

1989). 

En ratones inoculados con parásito* de cultivos ditisicoe, la 

virulencia de la capa varia sepin el tiespo de cultivo. 

Los cambios en la virulencia mostraron diferencias marcadas 

entre periodos de alta y baja virulencia .(DenerisA Marshall, 

1902). 

s1 tejido cardiaco destruldode animales un mes despOs dele 

infección. mostró miocarditis supuretive elude con numerosos. 

histiocitos y muchos amestiqotes identificables, ambas 

carecteriatices de una intección - teeprene. 21 tejido intestinal de 

setos animales mostraron solamente hiperplasia lintoide (Denerim 

Marshall, 1982). 

14 



El tejido cardiaco destruido, dos meses después de la 

infección fué típico de un infección aguda, mostrando desorden 

miofibrilar difundido asociado con depósitos de células inflamadas 

(Deneris é Marshall, 1912). 

Los patrones de infectividad, patogenioidad y virulencia 

pueden variar considerablemente entre cepas de rrypanomma oriol 

aisladas de animales y del hombre, estas diferencies pueden ser 

explicadas como la adaptación de una cepa particular pare estos 

huespedes. Motos petrones determinan la habilidad de la cepa pare 

ser transmitida y por eso es importante para el conocimiento de la 

epidemiologie de la tripanosomiasis americana en una área 

particular (Deneris i Marshall, 1952). 

Datos estudios incluyen experimento' designados para 

determinar la infectividad y virulencia de una nueve cepa, el. 

némero de, tripomestigotes metaciolicos en el cultivo es muy 

importante (Deneris i Marshall, 1912). 

!*OPIMO 111 tropismo tisular es uno de los aspectos más 

importantes para le distinción de varias cepas de Trypanosom 

crumi (Andrade,.1915). 

Se. revisan cortes hietológicoo de varios órganos :. cerebro, 

corazón, bazo, hilado y müsculo esquelético. El nivel de 
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infiltración inflamatoria y localización preferencial de 

amastigotes en dichos órganos determina el organotropismo 

(carneiro et al., 1991), 

El parasitismo neuronal ( neurotropismo ) en ganglios 

nerviosos periféricos es otro aspecto peculiar de algunas cepas 

(Andrade, 19115). 

MOMPOLOOIA: la evaluación del porcentaje de formes sanguíneas 

anchas y delgadas de tripomestigotes en sangre periférica de 

ratones infectados pudo mostrar la diferencia de cepa' gua pueden 

ser carecterisedas por esta morfologle 

(Andrade, 1555). 

Las formas, delgadas predominan en una virulencia alta y en 

capes esorotegotrópicas y las formas anchas predominan en baja 

virulencia y en cepas miotrópicas (Andrade, 19415). 

Las formas delgadas son Ida susceptibles a las defensas 

inmunológicas cuando se inyectan intravenoeamente a ratones 

inmunes, e in vitro, las formes delgadas  son susceptibles a lisie 

Por sueros inmunes homólogos y heterólogos (Andrade, 1555). 

, Esto es un ejemplo, de -una posible correlación entre una 

multiplicación temprana 'y répida, con el Predcainio -  de formas 

delgadas y macrofegotropismo. Al contrario, le multiplicación baja 
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y progresiva observada en las mismas cepas coincide con el 

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

2.4.3 TIPIPWACIOM DM CUAS DM frypenosome cruel 

Los parámetros tomados en cuenta para estos estudios son: la 

evolución de le infección, el periodo prepatente, las curvas de 

parasitemie, la morfología del parásito en sangre perifIricau  el 

tropismo tisular, las lesiones histopatológicao y los rengos de 

mortalidad en relación con le infección del ratón (Andrade, 1985). 

Las cepas de Trypanosou cruel pueden ser divididas en tres 

tipos de acuerdo a una descripción estandar besada en la morfologie 

del parásito en sangre peritérice, en la virulencia y 

patogenicidad, reflejando los intervalos de mortalidad y lesiones 

tieulares (Andrads, 1915). 

Los tres tipos pueden ser establecidos de la siguiente forme: 

TIPO I: Cepas con un rango de multiplicación rápido con une 

perasitemia máxima y mortalidad de 7 a 12 die' de infección, 

predominando las formas delgadas y el macrofagotropismo en la fase 

temprana dula infección (Andrade, 1985). 
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TIPO II: Cepas con una multiplicación relativamente baja con 

picos de parasitemia irregular de 12 - 20 días de infección con 

intervalos de mortalidad máximos, predominio de formas anchas con 

un bajo porcentaje de formas delgadas en la fase inicial de la 

infección, miotropismo con desarrollo predominante de miocardio 

(Andrade, 1905). 

TIPO III: Baja multiplicación, con picos de paresitemie 

tardíos altos (20` a 30 diem después de la infección), intervalos 

bajos de mortalidad desde el quinto die de lwinfección, predominio 

de formas anchas a travós del curso dela infección y ■iotropismo 

con complicaciones del músculo esquelético predominantemente 

(Andrade, 1905). 
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PARTA IXPIRIIIIIRTAI. 

3.1 DIAGRAMA DI FLUJO 



3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO 

3.2.1 MATERIAL ZIOLOGICO 

Las cepas utilizadas fueron aisladas en el estado de Nayarit 

de diferentes fuentes: 

CEPA COMPOSTELA: aislada de triatoma 

CEPA V2R: aislada de reservorio silvestre 

CEPA PARRA (CLOMA): aislada de triatoma 

CEPA PR: aislada de reservorio doméstico 

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

3.3.2 MATERIAL DE IJUSORATOMIO 

-_Pipeta da Thome para ouant1.4(1411dbulosblancos. 

- Cixara de Xeubaoer. 

- ?Ostia de hule. con boquilla. 

▪ Pipetas ~tour.: 

'Mechar° de gunson• 

- Asa bacteriológica. 

- Cinta testigo. 

m» Espátula de acero inoxidable. 

• Algodón. 

-- Guantes de lates. 

- Cubreboca. 
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3.2.3 'INACTIVOS: 

- cloruro de sodio ( FRODUCTo$ QUIMICOS MONTERREY, S.A. ). 

- Fenol ( J . T. BAUR S.A. DE C.V. ). 

- Etanol absoluto ( MERCK ). 

- Agua destilada. 

Solución madre de Gime. 

3.2.4 NUM: 

- Autoclave Industrias Steele Presto Modelo 21 L. 

▪ Balanza granataria ONAUS 

Balanza analítica SARTORIUS 

▪ M1crOscopio binocular CAMI. MOR. 'MIT 01114~ 

Refrigeradol-CABOIRS 

- Microtomo marca American Optical modelo 120. 

1.3 111110DOLOOM 

3.3.1 CURVA DM FAMA:gnus/A 

Un lote de 13 ratones se inocularon ` por vio intraperitoneal 

con 5 x10' tripoluistiOtes eanguineos. provenientei de ratones. 

infectados enloe que-se mantiene la cepa. Los ratones se revisaron 

21 



cada tercer dia , obteniéndose una gota de sangre por medio de un 

pequeño corte en la vena caudal y evaluando la parasitesia por 

Puente en Cémara de Neubauer. (Perlowagora, 1978). 

3.3.2 CUITA Di PARASITOS 

Cuenta en odiare de Seubsuer 

Al quinto día después de le inoculación se empezó con la 

revisión hemática de los ratones. Una ves que apareció la 

parasitesia se realizó esta operación cada ,tercer dte de la 

siguiente manera: 

1) Se practicó un pequeño corte en la vena caudal del ratón. 

2) Se tomó sangre directamente con la pipeta de Thome pera.  la 

Cuenta de glóbulos blancos hasta la merca de 0.5. 

3) Se atoró con cloruro de sodio el 035 % hasta la mamá de 11. 

4) Se depositó la muestra homogeneizada en la cesara di ~Muer. 

5),  Comniel Olbjeto de determinar la cantidul de tripómestigotes 

sanguineos por milímetro cúbico. , se contaron.CuatrUcuadros grandes 

utilizados para le 'cuenta de leucocitos de la cémara y nultiPliber 

el 'número de parésitos contados por 50 (factor de dilución). 

Para la desinfOCción del material se utiligó fenol al 5%. 
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3.3.3 OMGANOTNOPISNO 

Después de extraídos los órganos se lavaron perfectamente en 

agua destilada aproximadamente durante tres minuto., se Mermen 

formol al 10% , después se lavaron en agua corriente durante diez 

minutos y se les dió el siguiente tratamiento: 

1.- Deshidratación de los órganos. 

;.- Inclusión en parafina. 

3.- Desparafinación de los.  órganos. 

4.- Coloración por la técnica de Nematoxiline-Nosinai 

Todos los pasos a seguir en esta técnica fueron realizados en 

él Departamento de Morfología de la Escuela Nacional de Cienciás. 

Biológicas I.P.N. (Burck, 1969). 

Los cortes se realizaron con un grosor de 'seis micras y se 

revisaron al miCroscopio.. 
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RISULTADOS Y CONCLUSIONES 

4.1 RESULTADOS 

4.1.1 CEPA PR 

La paresitemia de esta cepa mostró baja patogenicidad ya que 

el 90% de los enhieles evolucionaron e la fase crónica de la 
infecoión (Tabla 1). 

Se observó la presencia de parásitos al cuarto die de inoculación 

alcanzando el pico méXimo al vigésimo quinto die cuya duración fue 
de 50 diem. Se observaron predominantes formas caminen. delgadas 

largee. 

4.1.2 CEPA PARRA (CLONA 1) 

Los niveles paramitémicom de esta cepa se prementerom al 

quinto die de inoculación observándose el pico máximo  al vigósiso 

sexto die de infección. Se Observó baja patogenicidad ya quo el 90% 

do lea . ratonem evolucionó e la tase crónica (Tabla 2).Lamiformam. 

predoeinintem fueron anchas largas y con una duración de 49 dlas. 

4.1.1 CEPA V2R 

Esta cepa presentó baje patogenicidad debido a que el SO% de 

los ratones evolucionaron . a la cronicidad. La paresitemie se. 

presentó al sexto' die con un pico máximo en los niveles 

r. 



parasitémicos al trigésimo cuarto día (Tabla 3). El curso de la 

Infección tuvo una duración de 50 días observándose la presencia de 

formas anchas largas. 

4.1.4 CEPA COMPOSTELA 

El curso de la infección de esta cepa fue de 49 días causando 

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

alta patogenicidad. El periodo prepatente fue de 5 dias 

observándose un pico:114311mo de la parasitemia al vigésimo sexto día 

(Tabla 4).  

Se observó parálisis de miembros inferiores en un 60* de los 

animales. Las formas sanguíneas observadas fueron tripomestlgotee 

anchos largos y delgados largos. 

4.1.5, OROANOTROPISMO 

Las cepas PR, PARRA (CLONA 1) Y V2R mostraron cardiotrollemo, 

mientras que la cepa COMPOSTELA mostró miotropismo de miembros 

inferiores. 

NOTA:. El promedio de las parecilemlás de las tablas 1,2,3 y 4 se 

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

vivoi. 
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GRAFICA 1 
CURVA DE PARASITEMIA DE LA CEPA PR DE T. CRUZI 
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GRAFICA a 
CURVA DE PAPASITEMIA DE LA CLONA 1 DE LA CEPA PAPP% DE T. CRUZ' 
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No. TRIPANOSOMAS/mm3  

GRAFICA 3 
CURVA DE PARASITEMIA DE LA CEPA V2R DE T CRUZI 
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4.2 DISCUSION 

La caracterización biológica esta basada en el comportamiento 

que presenten cepas y/o clonas en ratones inoculados y medios de 

cultivo, por lo que es un aspecto fundamental dentro del estudio de 

la enfermedad de Chinas. Para conocer aspectos importantes del 

comportamiento biológico de las cepas estudiadas ( PR, PARRA (CLONA 

1), V2R, COMPOSTELA) es necesario realizar una caracterización 

biológica. 

Dicha caracterización se realizó empleando ratones albinos de. 

la cepa NIN los cuales fueron inoculados por. vis intraperitoneal 

con un inóculo de 50 000 tripomastigotes, 

11 seguimiento del curso de la infección se realizó tomando 

muestras de sangre por punción de la vena caudal del ratón cada 

tercer die realizando el tonteo de tripomastigotes utilizando la 

camera de Neubauer (cuadricula de glóbulos blancos) para obtener 

resultados Más Premisos (Parlbwagoires1917). 

Las tablas 1,2,3 y 4 muestren las lecturas del número de. 

pardsitos Contados y el ndmer0 de dial en que se llevaron a cabo 

dichas lecturas de cada una de las 

El periodo prepatente fue variado en el. calo de-la cepa PR tuvo una 

duración de. 4 dial mientras que el caso de las cepas PARRA.(CLOWA 

1) y COMPOSTELA. fue de 5 des y en la cepa V2R se observó hasta el 

sexto die de inoculación. 



Es importante mencionar que existen varios factores que pueden 

influir en la aparición de los primeros parásitos en la sangre. Uno 

de ellos es la via de inoculación aunque no haya una total 

aceptación entre los autores pues mientras unos dicen (Galliard, 

1930 y 1952) que la via subcutánea debe preferirse porque los 

tripomastigotes aparecen rápidamente y en número mayor, otros 

consideran que la peritoneal produce infecciones más elevadas y 

mortales, mientras que la vis oral tiende a producir el mayor 

número de localizaciones viscerales (Aviles y Rios, 1950; Chagas, 

1909). 

Además son de tomarse en cuenta la capacidad inmunológica del 

huésped, le virulencia y patogenicidad de la cepa y el número de 

parásitos inoculados ye que ésto es de gran importancia para la 

intensidad de le infección que se desee lograr, ami como también el 

tamaño del inoculo ya qUe se 'puede inyectar un número einimo'de 

parásitos para producir una mayor mortalidad (Goble, 1911). 

La evaluación de formas sanguíneas anchas y delgadas, cortas: 

Y lar4419 de triP01149tigotes en sangre periférica , de ratones,  

infectados pudo mostrar la diferencie de cepas que pUeden ser 

caracterizadas por esta morfología. 

.5e observaron diferencias entre las cepas, en el caso de Je 

cepa compostela se observó polimorfismo. obteniendose formas- anchas 

largas 'así como también delgadas largas. Le cepa PR únicamente 
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mostró delgadas largas, mientras que en les cepas V2R y PARRA 

(CIDNA 1) las formas predominantes fueron anchas largas, 

Las diferencias morfológicas que presentan las cepas de T. 

cruel pueden deberse principalmente a le amplie distribución 

geográfica que tiene el parásito, ami como a la gran variedad, de 

huéspedes y vectores con los que se le asocie permitiendo la 

selección de cepas, hablando morfológicamente, que puede variar 

tanto para animales de experimentación como para el hombre (Srener, 

1977). 

Una diferencie importante entre cepas sudamericanas y les: 

aisladas en México es que en estas últimas muchas de ellas 

presentan únicamente un tipo de tripomastigotes en el curso'de toda 

la infección (Cerventes,1981). 

Las cepas que presentan predominio de formes'iargai desde la 

fase inicial de la infección generalmente exhiben un, patrón delco,  

de curva de paresitemia con ascenewlento y gradual, picos IMIX100 

entre 20 y 30 días (COMPOSTELA y PR) seguido de una disminución 

lenta del número de tripomestigotes y con,mortelided variable. 

Retos datos establecenla existencia dela relación entre el patrón 

eerfológico-evolutivo'de los parásitos y el curso de la infección' 

experimental. Lo cual coincide con lo observado por Andrade en 

1985. 
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Diversos modelos morfológicos de las formas sanguíneas de T. 

erial, se pueden relacionar con las curvas de parasitemia 

observadas así como también con al organotropismo en huéspedes 

infectados. 

Las gráficas 1,2,3 y 4 muestran las curvas de parasitesia 

obtenidas a partir de las cepas estudiadas de T, 

E0 el caso de la cepa PR (Gráfica 1) se observa un .incremento 

variable hasta alcanzar un pico máximo al vigésimo quinto die, 

posteriormente' un descenso gradual en le concentreadn de 

tripomestigotes con un periodo de infección de 50 días. 

La cepa PARRA (CLIMA 1) .(Gréfice 2) mostré un incremento 

ooltormiloon un pequeño descenso y posteriOrmente un incremento con 

un .  pico' ~izo al vigésiao:sexto die y a partir de éste un: 

decremento hasta el final de la infección. 

gm le cepa V2R(Gréfica 3) el comportamiento fue muy variable' 

ya que baste el die 33 se observaron incrementos y descensos por lo 

gua no  se observe una curva muy detinidai 161 pico máximo rue ,mis ,  

largó hasta el dia 34 Mitrando posteriormente un descenso gradual 

hasta el die 50 que duró la infección.' 
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La curve de parasitemie observavada men la cepa COMPOSTELA 

(Gráfica 4) tuvo un incremento gradual obteniendo un pico máximo el 

día 26 y después de un descenso paralelil,a gel die 33 se incrementó 

nuevamente, y a partir de aqui se obeemervó una declinación marcada 

hasta el die 49 que finalizó la in:moción, 

La evaluación de la patosenicidad t proitió incluir a las cepas 

PR, PARRA (CLONA 1), V2R en baja patostmeloldad ya que el 110-90b de 

los animales infectados pasaron a le fes,mee ars:otea, mientras que la 

cepa COMPOSTELA observó una alta pitelmeg0111ci.dad debido a que tuvo 

una alta mortalidad en los animales utitillemelos (70%) y se observó 

daño en miembros inferiores, es decir cesee 'parálisis en la mayoría 

de los ratones. 

El curso de la infección en el beereuiepedt vertebrado puede ser 

evaluado por un periodo prepateetesi, curva de pareeitemia y 

mortalidad que puede proporcionar evlbieenale sobre la virulencia del 

parásito. 

De acuerdo a esto la cepa COMPOIDWRIA tuvo una alta virulencia 

debido a su rápida multiplicación el le:eel animal de experimentación 

mientras que les cepas PR, PARRA (CLa.019.1) y V2R mostraron una 

media debido a que los imbielleatee sobrepasaron a la fase 



Es importante mencionar la variación de la virulenciale que 

puede estar influenciada por varios factores,mientras que ollskanoll 

autores opinan que pases a través de animales sensibles atedextile 

virulencia de una cepa y la readquiere cuando se inocula goonotr4 

especie animal (Chagas, 1909; Diez, 1934) otros autores senaln que 

cepas muy viejas que han mantenido en el laboratorio en aniodowbolY 

cultivo muestran extrema patogenicidad para ratas jóvenes. 

De acuerdo a trabajos experimentales la conservación 4 10 

cepas es un punto muy importante a tratar, ya que las capes que le 

tienen en cultivo van perdiendo patogenicidad por lo que, 04 

recomiende hacer pases de ratón a triatoma para evitar cambios 4, rn 

cuanto a la virulencia y patogenicidad de la cepa est100,40 

(Nonteiro, 1971). 

El tropismo tisular es uno de los aspectos más imporhObtee 

para la distinción de varias cepas de T. crusi (Andrade, 1911.) . 

En este caso se revisaron cortes histoldgicos de diymosto 

tejidos de ratones de cada une.de las cepas estudiadas mostorneelo 

nidos de amastigotes en miocardio los ratones correspondiennuMs O 

las cepas PR, PARRA (CLONA 1).y V2R, mientras que en el caso de 1 

cepa COMPOSTELA se observaron en músculo de miembro, inferinik10 

pudiendo esto relacionar la parálisis que, presenteron durante lo. . 

infección. 
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Andrade (1985) menciona que las formas delgadas predominan en 

una virulencia alta y en cepas macrofagotrópicas y las formas 

anchas predominan en baja virulencia y en cepas ■iotrópicas. 

Esto permite determinar que las cepas estudiadas presentan 

similitudes con lo antes mencionado ya que la cepa COMPOSTELA 

mostró una virulencia alta, con polimorfismo que afectó tejido 

muscular de miembros inferiores, mientras que en las cepas PR, 

PARRA (CLONA 1) y V2R , la morfología que se observó (anchas) 

corresponde e lesiones presentadas en tejido cardiaco. 

Esto es un ejemplo de una posible correlación entre una 

multiplicación temprana y rápida con el predominio de formas. 

delgadas y macrofagotropismo. Al contrario, la multiplicación baja 

y progresiva observada en las mismas cepas coincide con el 

predominio de formes anchas y miotropismo (Andrede, 1115). 

.De acuerdo a una clasificación hecha por Andrade en'1985 

besada en le morfología del parOsito en sangre periférica, en la 

virulencia y patogenicided, reflejando los rangns de mortalidad y 

lesiones tisulares fueron establecidos 3 tipos carecteriaedos como: 

TIPO I: Cepas con una rango de multiplicación rápido Con una 

Paraeitemit. máxima y mortalidad de 7 a 12 dial de infección, 

predominando las formas delgadas y el macrófagotropismo en le fase 

temperan& de la infección. 
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TIPO II: Cepas con una multiplicación relativamente baja con 

picos de pateeitemia irregular de 12 a 20 días de infección con 

intervalos de mortalidad máximos, predominio de formas anchas con 

un bajo porcentaje de formas delgadas en la fase inicial de la 

infección, miotropismo con desarrollo predominante de miocardio. 

TIPO 	Baja multiplicación, con picos de paresitemia tardía 

altos ( 20 a 30 dial después de la infección ), intervalos bajos de 

mortalidad desde el' quinto dia de la infección, predominio de 

formas anchas a través del curso de le infección y miotropismo con 

complicaciones del mósculo esquelético predominantemente, 

TOmando en cuenta esta clasificación la cepa COMPOSTELA 

corresponde al TIPO I, mientras <pie las cepas PR, PARRA <CLOMA 

y V2R correspondieron al TIPO III por los picos de parasitemia 

presentados de 20:a 34 dias¡ una baja mortalidad y un patron. 

morfológico constante en el curso, de la infección. 

comparando los resultados obtenidos mol estudio experimental 

realizado en 1995 por Aguase con la cepa Pállky con lOe:obtenidoe . 

en el presente trebejo con la cepa PARRA (CLOMA 1), se observaron',  

diferencias en cuánto al tiempo en lae, Curvas de parasitemie.' 

En la cepa PARRA la duración del Periodo PrePetente fue halita 

el décimo die observándose una curva bien definida con un pico 
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méximo al tri d'izo séptimo die y con Une duración de la infección 

de 55 diem. 

Mientras que en la CLONA 1 de dicha cepa los niveles 

perasitémicos se presentaron al quinto die de inoculación 

observándose el pico máximo al vigésimo sexto die de infección y 

con una duración de 49 dial. 

La morfoloqie observada en la cepa PARRA fueron anches y 

cortas mientras que en la CLONA 1 fueron anchas largas. 

Aabas cepas mostraron baja patogenicided ya que el 10-904 de los 

ratones evolucionaron a la fase crónica. 



,,.,,. 

CAPITULO .V 



CONCLUSIONES 

-Se provocó parasitesia en ratones con cuatro cepas aisladas de 

diferentes fuentes. 

La duración de dicha parasitemia fue entre 49 y 10 días. 

Para les cepas PR, PARRA (CLOMA 1), V21 Y COMPOSTELA, no se 

presentaron cambios morfológicos durante el curso de la 

perasitemii. 

_ In - las 4 cepas estudiadas se presentó diferente patrón 

mortológico.. Zn las cepas PARRA (CLOZA 1) Y Van se observaron 

torees anchas largas, en PR delgadas largas , Mientras que le cape 

cONPOTRLM Presentó polimortismo consistiendo en tornas anchas y 

delgadas largas, en todo el curso de la infección. 

-La »ortología no es determinante pare clasificara les cepas. 

estudiadas. 

- ..Les cepes.Pli PAPRAICLOMA 1) Y V2R fueron cardiotróPioess, 

mientree'que le tepe COMPOSTELA' presente tropismo para sistema 

músculo esqueldlico 



- De acuerdo a las comparaciones anteriores, podemos suponer que 

cada aislaidento esté constituido en realidad por una mezcla de 

poblaciones, por lo que se sugiere obtemer más olonas y ampliar los 

estudios al respecto. 

_ En las cepas estudiadas no existe relación entre virulencia y 

mortalidad en los animales utilizados. 
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