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Figura No. 2. Diagramas de estadios representativos del polimor-

fismo de la familia Trypanosomatidae.

A.- Promastigote; B.— Coanomastigote; C.-
Amastigote; D.- Opisthomastigote; E.- Epimastogote;
F.- Tripomastigote.

(Tomado de McGhee & Cosgrove, 1980)
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Ciclo doméstico del Trypanosoma cruzi.

a.- pseudoquiste con amastigotes en corazdn del
humano; b.- tripomastigote sanguicola en un vaso
sanguineo del humano; c.- estadios flagelados en
el instestino anterior del chipo; d.- multipli-
cacidén de estadio epimastigote; e.- metaciclico
en el intestino medio y posterior del chipo, res-
pectivamente.

(Tomado de Garcia y Azambuja, 1991).
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- Parasitemias por Trypanosoma cruzi producidas en ratones y
ratas experimentalmente infectados por las cepas "Trujillo",

"Turumo" y "¥",6 respectivamente (Graficos Nos. 1, 2 Yy 3).

(E+ 6 =10% E + 3 = 103).
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Parasitemia T. cruzi Cepa Trujillo
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Parasitemia T. cruzi Cepa Turumo
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- Parasitemias por Trypanosoma cruzi producidas en ratones

infectados por las tres cepas en estudio (Grafico No. 4).
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Parasitemia T. cruzi Ratéon
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- Parasitemias por Trypanosoma cruzi producidas en ratas

infectadas por las tres cepas en estudio (Gridfico No. 5).
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Parasitemia T. cruzi Rata
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KESUIMER

El Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi Chagas. 1909 protozoario

hemoflagelado ubicado en la familia Trypanosomatidae, es el
agerite etiologico de la tripancsomiasis americana, conocida como
la enfermedad de Chaga. Este pardsito utiliza mamiferos exclusi-
vamernte americancs e insectos Memiptera { Reduviidae., Triatomi-
nae) cominmente llamados chipos. para desarvollar osu complejo
cicle de wvida, Yy debido a esta propiedad se le considera un

flacgelado heteroxénico.

Los hospedadores mamiferos entre los cuales se incluye &1 ser
fumanc, pertenecen a siete drdenes cuyos representantes wkili-
zan una& variedad de habitats silvestres v domésticos. Estos
reservorios al asociarse con triatominos que proliferan en tales

habitats, mantienen focos de la parasitosi

in

en una extensa  arsa
geogtrafica que se extiende desde el sur de los E.E.U.U. hasta el
norte de Argentina, incluyendo las islas del Caribe v coilncidien-
do con la distribucion de los insectos vectores. En Venezusla,
esta parasitosis ha alcanzade niveles endémicos en una superficie
de 750.000 sz, representativa de las tres cuartas partes de la
extensidon geografica del pais, por lo cual esta enfermedad se

considera un grave problema de salud pablica.

=



El curso de esta infeccidn es influido por pardmetros propios de
las poblaciones del pardsito, asi como por caracteristicas inhe-—
rentes & los hospedadores vertebrados v & los vectores. For ello
se presentan variacicones notables en relacidn con las diferentes
fases de la parasitosis, a saber: pericdo pre—-patente, modalida-
des en las fases agudas y crédnica, asi como en los grados de

mortalidad -y del tropismo tisular producidos en el mamifero.

Este parasitismo ha sido investigado utilizando un nlmerc elevado
de cepas del protozosearioc asi como de especies de mamiferos ExpE—
rimentales. Estos estudics han sido realizados. sin embargo. en
la mayoria de los casos, caracterizando el comportamiento de una
determinada cepa del par&sito en un determinado hospedador; estu-
dios comparativos con diferentes hospedadores son necesarios. For
ellc en este trabajo nos propusimos realizar investigaciones
sobre la influencia de la especie del mamifero en la infeccidn
Aperimental por T. cruzi, en las cuales se determinaron y o anali-
zaron  las diferencias presentadas en paralelo con relacidén a la

parasitosis sanguicola, porcentaje de mortalidad, tropismo tisu-—

lar y virulencia provocadas por trecs cepas alsladas de diferen-—
tes fuentes (humanc, reservorio v vector) en dos especies de
animales de laboratoric (ratén - cepa NMRI: rata —cepa Winstar).



Estas investigaciones permitieron determinar que el hospedador
vertebrado modula el comportamientoc de la infeccédn por T. cruzi,
y&a que, independientemente de la cepa del parédsito.en el ratdn se
desarrollaron parasitemias de niveles altos (x 10&), la morta-
lidad fue del 100% con elevada invasidn tisular. En comparacidn,
en los lotes de las ratas 1los niveles de parasitisme sanguicola
y tisular fueron muy bajos vy no se presentd mortalidad en ningun

arupo infectado., pasando a la fase crénica de la infeccidn.
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INTRODUCC IOMN

El Trypangsoma cruzi es un protozoaric hemoflagelado ubicado en
la familia Tripanoscmatidae, por poseer un  solc  flagelo, del
orden FKinetoplastida porque caractericsticamente attoreplica el
ADN  no  sclo en el nuclec sing &n Una organela propia de estos
flagelados, el kinetoplasto, el cual est& relacicnado intimamente

con su aparatoc mitocondrial (Fig. 1).

El T. cruzi es un miembro de las tripancsomatideocos concsiderados
superiores, que se diferencian por necesitar dos hospedadores, un
vertebrado y un invertebrado, para degérrollar su complejio ciclo
de vida. Estas propiedades califican a estos microorganismos en
la categoria de heteronxénicos, es decir, capaces de realizar
todas las actividades que les son necesarias para sobrevivir
(nutricidn, multiplicacidén y diferenciacién ). perc uwtilizando
microambientes tan diferentes como los que les proparcionan los
dos tipos de organismos gque se comportan como sus hospedadores.
En estos hospedadores, los tripancsomatidecs supericres sufren
complejos procesos de diferenciacién celular mediante los cuales
se produce los estadics tipicos de estos flagelados, amastigotes,

epimastigotes, tripomastigotes, promastigotecs vy ezferomastigotes



(Fig. MN®. Z).1lo cual les confiere la propiedad adicional de <cer
protozoarios que realizan el fendmeroc del polimorfismo (Mc Ghee y

Cosgrove, 17280).

Dentro de estos Trypanosomatidae, el T. cruzi es una especie qgue
presenta una alternancia de hospedadores, mamiferos exclusivamen—
te americanos y hospedadores invertebrados. insectos Hemiptera de
la familia Reduviidae. subfamilia Triatominae, cuyos miembros san
obligatoriamente hematdfagos.

La hematofagia de estos insectos, cominmente conocidos como chi-
pos. & la propiedad que permite gue este paréasito sea vehiculado
en la naturaleza entre ambos tipos de hospedadores. En efecto. el
T. cruzi wutiliza como microhabitat en el mamifero el torrente
Circulatorio, en donde se encuentran los estadiocs tripomastigotes
que son ingeridos por los chipos al tomar su  comida sanguinea.
Estos flagelados se transforman en la parte anterior del tubc
instestinal de los triatominos. (Fig. N°. ), en estadios amasti-

gotes, en parasitos semejantes & esTeromastigotes v en  tripomas-—

"

tigotes morfoldgicamente difersnciables de los tripomastigote
presentes en los mamifercs (Hoare 1972: Garcia v Azambuia 1991).
AsSi mismo se transforman en epimastigotes, los cuales, al pasar a

la  parte intestinal medis de log chipos se multiplican mediante

8]



divisidon binaria longitudinal, por lo tanto se garantiza la
constante infeccidn de los insectos. La migracidn de los estadios
epimastigotes los lleva a la porcién terminal del tubo digestivo
de los chipos, donde se encuentran los tubos de Malpighi vy 1la
ampolla rectal, en cuyo interior se produce el fendmenc de meta-—
ciclogénesis, mediante el cual los epimastigotes se tranforman
en los estadios fisioldgicamente infectantes para los mamiferos,
ios llamados tripomastigotes metaciclicos o metatripomastigotes.
La infeccidn de los hospedadores mamifercs se da cuando los
chipos infectados evaclan orina y heces como resultado de estimu-
los provocados en el momento de su alimentacién, la cual por
realizarse mediante la introduccidn en la piel Yy  mucosas del
aparato picador-chupador de los insectos, facilita el contacto
entre los metaciclicos presentes en aguellos fluidos infectantes
v las superficies expuestas de los mamiferos, loe cuales les
sirven de alimento a los triatominos. For ecta Fazdn, la transmi-
sidén del T.cruzi es de tipo contaminativa por lo cual se produce,
de hecho, una contaminacidn de los tejidos de los mamiferos con
las eyectas de los chipos. Esta propiedad llevd a Hoare (1972) &

ubicar &l T. cruzi dentro de la Seccién Stercoraria que compren-—

de a aquellas especies de Trypanosoma parasitos de mamiferocs gque

culminan su ciclo vital en la parte posterior del intestinoc de



sus vectores vy por ello. su trasmisidn se realiza mediante el
contacto de las excretas infectantes de estos artrdpodos con
tejidos apropiados del animal, cuando son evacuadas en el momento
de su alimentacidn. Esta contaminacidn permite que los metatripo-—
mastigotes penetren la piel y las mucosas de los vertebrados,
trayendo como consecuencia que los parasitos se hagan intracelu-
lares en diferentes tipos de células iniciando asi el llamado
ciclo intracelular del parasito, esto se evidencia por la trans-—
formacidn de los metaciclicos en estadiocs amastigotes: los cuales
proliferan en el lecho citoplasmitico por originar numerosas Yy
continuas divisiones longitudinales gue duplican sucesivamente el
numero de parasitos, abarrotando la célula, para diferenciarse
posteriorments en tripomastigotes del tipo sanguicola. El  ciclo
intracelular culmina cuando la membrana de la célula hospedadora
se rompe, lo cual libera los tripomastigotes quienes poseen dos
posibilidades para continuar el ciclo vital del T. cruszi: rein—
fectan a otras células para iniciar nuevos ciclos intracelulares
semejantes &l descrito, o bien pasan al torrente sanguinec, lo
cual les permite llevar a cabo el fendmenoc del pleomorfismo (Lom
1979), mediante el cual se producen varios tipos de tripomastigo-
tes morfoldaica y fisioldgicamente diferentes (Urdaneta—

Morales,1983%) . convencionalmente conccidos como estadics delga—



dos, anchos v rechonchos.

La presencia de estos flagelados en la sangre, conocida como
parasitemia, garantiza dos hechos importantes en la bioclogia del
Ta 'cruasds los parasitos llevados por el torrente sanguineo
produciran, mediante metiastasis, nuevos ciclos intracelulares en
diferentes tejiidos Y visceras del mamifero infectado.
produciéendose una parasitosis grave conocida como Tripancsomiasis
Americana o enfermedad de Chagas, que en nMUmMEroSas Casos, &S
fatal. For otra parte, la permanencia de los tripancsomas en la
sangre durante periodos prolongados facilita. obviamente, la
infeccidn de los chipos cuando éstos obligatoriamente se alimen-—
tan sobre animales. La parasitemia, entonces., es un estado de la
infeccidn del mamiferc que permite que el T. cruzi sea vehiculado
entre poblaciones de animales (que pueden incluir al ser humano)

con el compromiso de insectos triatominos.

El car&cter heteroxénico de este protozoario se evidencia por la
multiplicidad de mamiferocs vy de insectos triatominos que estan
involucrados en su complejo cicleo de vida. En efecto, mas de cien
especlies de estos hematdTagos, ubicados en 1& géneros (Sherlock,
197%) . =e comportan como hospedadores invertebrados con  carécter

de vectores bicldgicos que infectan a unas 200 especlies de

hospedadores mamiferocs (Earretto, 197%9), que cumplen &l papel de

o



reservorios del par&sito. La distribucidn geoqgraficae de ambos
tipos de hospedadores, la cual se supeErpone como es de esperar,
se extiende desde el norte de los Estados Unidos hasta el noreste
de @Argentina e incluye algunas islas del Caribe, debido a ello.
esta tripancsomiasis puede producir zonas endemicas en nNUMErosas
areas del Neotrdpico. En esta vasta extensidn, alrededor de 90
millones de personas se encuentran en riesqgo de infectarse, en
tanto que al mencs 146 millones de seres humanocs estan afectados
por esta tripanosaomiasis por lo cual la enfermedad de Chagas es
considerada un grave problema de salud publica en 2l nuevo mundo
{Segurx, 1292). En Venezuela, esta parasitosiz ha alcanzado
niveles endémicos en una superficie de TED L 000 ng,
representativa de las tres cuartas partes de la sextensidn geo—
grafica del pais (Divisidn de Endemias Rurales, M.3.A.5.,1975).
Como vya hemos sefalado, este flagelado infecta en condiciones
naturales, ademas de al humano, & nNumercsos reselvorios pertene~
cientes a los ordenes Edentata, Chiroptera. Carnivora, Lagomor-
pha, Rodentia, Frimates y Marsupialia (Barrettoc, 1979). La estre-
cha relacion que se desarrolla entre el T. cruzi, sus vectores vy
reservarios, origind primitivamente, cicleos de tranemision que se
scstablecian entre ingectos vy mamifercos de hidbitate exclusivamente

silvestres, con lo cual la tripancscmiasis se encontraba limita-



de mamiferos silvestres, domiciliares (sinantrdépicos) y domesti-
cos han servido como modelos para la determinacion de los wvarios
parametros que influyen en el curso de esta protozoosis, tales
comt la cepa del parasito. el peso del indculo vy la via utilizada
para la inocculacidn del material infectante. Fropiedades inheren-—
tes a1l animal en experimentacidn como wvariliables importantes
tambien han sido investigadas: asi segun lx edad y el sexo del
animzl, @e obtienen desarrocllos diferentes en esta tripanosomizs—
sis (para referencias sobre los aspectos seralados, ver Andrade y

Arndrade, loc. cit.).

Mas recientemente. uno de los reservorics mas importantes de T

cruzi, el rabipelado Didelphis marsupialics, ha wverlido siendo
vtilizado intensamente cComo animal experimental en la

determinacidn de una novedosa via de transmisidén del protozecaric,
mediante la contaminacidén de la piel y mucosas asi como por
ingestidrn de alimentos contaminados con el contenido de las
glandulas anales de estos marsupiales., que tienen la capacidad de
permitir la colanizacién y diferenciacion de este protozoaric &
metatripomastigotes en el lumen de dichas glandulas (Deane v

col., 1984 ; Jansen y col., 19913 Nironi. 1593).

Los trabajos sefalados son ejemplos de un problema metodoldgico



que g ha venldo produciendo en las investigaciones con 1. cruzi.
Es decir, la mayoria de estas investigacicones, han tratado de
dilucidar los diferentes pardmetros ya sefalados, que influyen en
el desarrollo del cursc de esta parasitosis, perc dandole una
importancia menor a la especie del mamifero utilizado. En efecto,
las conclusiones & las gue se han llegado, han sido obtenidas
mediante la infeccidn de animales de una determinsda especie  con
varias cepas del tripancsoma. Focos investigadores han  realizado
estudios comparativos (revisado por Mazzotti,1i?403; Andrade vy
Andrade,197%9; Fittella, 1991: Borges vy col., 19%92):; wutilizando
uns o mas cepas de T. cruzi para infectar, en paralelo, a wvarias
especies de mamifercs y asi interpretzr el comportamiento, y con
ello, la importancia del hospedador animal =n la  infeccidn vy
desarroclloc de la tripanoscomiasis americana experimental con el
propisito de extrapolar con respecto s lo que posiblemente sucede

en condicicones naturales.

Eeg un hecho establecido gue el fendmerno de la heterogeneidad del
IT. cruzi (Miles, 1979), expresado en las caracteristicas bioclégi-
cas diferentes que presentan las poblacionss del parésito, obte-

nidas en distintas areas gecgraficas del Necotrdépico, seria uno de

los  pardmetros mas importantes envuslitos en las conocidas dife-—

10



rencias clinicas y patoldgicas producidas por sste tripanosoma.
En efecto, varios investigadores han propussto gue las numerosas
especies de vectores y de hospedadores mamiferos, entre las que
circula el protozocaric en la naturaleza, provocan aquellas dife-
rencias  que son marcadas & nivel regional. & lo larogo del conti-—

nernte americanoc (Miles y col., 1981 ; Dvorak y col., 19838).

Tamando esta proposicidn como HIFOTESIS de trabajo, nos propusi—

mos alcanzar los siguientes ORJETIVOS @

— Determinar la influencia que especies distintas de mamife-—
ros conocidos como reservorios del T. cruszi (Barretto,loc.cit. ),
el ratdn y la rata, provoca en la infectividad de cepas del

parasito aisladas de un reservorio, de un vector vy de un humano vy

uyos darados de virulencia para determinados hospedadores mamife—
ros experimentales, ha sido comprobado Qque son sucesivamente
crecientes  (Herrera vy Urdaneta-Morales,1%92: Sampson — Ward vy

Urdaneta~Morales, 1988; Silva v Nussenzweiag. 1953, respectivamen-—

£

A

- fAnalizar el comportamiento de estos hospedadores infectados
experimentalmente, en relacidn con las fases que constituyen el
parasitismo sanguicola, a saber: periocdo pre— patente, fase aaquda

y fase crénicas

3.



— Investigar las diferencias en los grados del parasitismo
tisular, eupresado como la invasidn de los tejidos y visceras de
las especies de animales utilizados:

- Determinar si el animal utilizado influye en la virulencia
del parédsito. eupresada como el porcentaje de mortalidad alcanza-

do por la inoculacidn de metaciclicos de las poblacionss de T.

cruzi va sefaladas.

A

.



MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de los parasitos

Se utilizaron tres cepas de Trypanosoma cruzi que provinieron de

un  reservorio (Didelphis marsupialis: Marsupialia,Didelphidae),

de un vector (Rhodnius prolixus) vy de un ser humano.

La cepa aislada del vector (cepa "Trujillo"). fue obtenida de un
ejemplar adulto capturado en el &rea de "Tres Matas", zona endé-—
mica para la enfermedad de Chagas del Edo. Trujillo. Fara ellao,
las heces del insecto. expulsadas esponténeamente, fueron inocu-
ladas en ratones albinos (cepa NMRI) de 8 & 12 grs.. procedentes
del bioterioc de la Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias de
la Universidad Central de Venezuela. La cepa obtenida del reser-
vorio (cepa "Turumo "), se aisld mediante senodiagnéstico prac-—
ticado sobre un rabipelado adulto, trampeado en la zona de Turumo
del Estado Mirandas con 10 R. prolixus limpics del Zer estadio.
criados en el insectario del laboratoric de Tripancsomiasis de la
Seccion de Farasitologia, Instituto de Zoologia Tropical, Facul-
tad de Ciencias , U.C.V.. Treinta dias después de la ingurgita-
cidn de los chipos se determind su infeccidén mediante =1 examen

en Tresco de sus heces, las cuales se cbservaron al microscopio



con el objetivo de 40X : una ve: determinada la presencla de
flagelados, se realizaron frotes delgados con este material, que
se tiferon con solucidén de Giemsa y se inocularon por via intra-
peritoneal (1.p.) en ratones albinos de 8 a 12 agrs.. La tercera
CEDA. de origen humanc, cepa "Y" (Silva vy Nussenzweig,.,l1953) fue
cbtenida mediante repiques en ratones a partir de ratones donado-
res: una ve: logradas las parasitemias. se realizarcn xencdiag-—
nésticos, como ya se ha sefalado: esta cepa se uwutilizd como

control de nuestras investigaciones.

Mantenimiento de las cepas
Heces de los tres grupos de insectos experimentalmente infecta-—
dos, obtenidas en cantidades masivas, mediante la técnica de
Ryckman (1954), se diluyeron en solucidén salina (0.8% %) para
ser edaminadas en fresco al microscopic (400x) vy  determinar 1la
presencia e identificacidn de tripomastigotes metaciclicos del
parasito. Esta identificacidn se corrobord utilizando los  crite-—
rice de Barretto (loc. cit.), mediante muestras de las prepara-
ciones fecales, que se utilizaron para realizar frotis delgados,
=g 1l& tecnica de EBrener (1962). que se fijaron cort metanol

durante tres minutos vy se tiferon con sclucién de Giemsa durante
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4% minutos. Con estas preparaciones se i1noculo i.p. sels ratones
con las caracteristicas antes mencionadasi a partir del Stoc dia
post—infeccidén y luego dos veces por semana, se obtuvo sangre de
la vena de la cola de los animales, la cual fue examinada en
fresco (400X) para determinar el cursc de la parasitemia. Una vez
gue se determind un numero elevado de flagelados, indicativo de
la multiplicacién del parédsito, se realizdé el ler repique en

ratones albinos.

El mantenimiento de las cepas se realizd mediante repiques., prac-
ticados entre 1-3 semanas (dependiendo de la cepa en estudio), en
lotes de 5% ratones albinos, inoculando i.p. 10.000 tripomastigo-—
tes sanqguicolas por gramo de peso del animal, determinados segun
la técnica de Brener (loc. cit.) y cosechados por cardiopuntura
en el pico de la parasitemia, utilizandoc inyectadoras hepariniza—

das tipo tuberculina.

El mismo procedimiento arriba mencionado se siguid en  paralelo
corn lotes de rata albinas (cepa Winstar), con peso aprodimado  de
S0 ArS.. procedentes del biocterio de la Escuela de EBiologia,

Facultad Ciencias de la UCWV.



Infeccién de los mamiferos experimentales

Lotes de seis animales (ratones y ratas) se inocularon por la via
1.p. con 10.000 tripomastigotes sanguicolas por gramo de pesc de
animal, obtenidos por cardiopuntura de animales donadores. en l=
fase aguda de la infeccidni la sangre se diluyd con solucidén
salina para obtener el incculo sefalado de pardsitos en 0,2 & 0.9

Cc. con los cuales se infectaron ratones y ratas, respectivamen—

te.

Con los animales infectados se estudiaron los siguientes parame-—

tros:

Estudioc de las parasitemias

Los niveles de parasitemias provocadss por las  tres o

i
o
il
in
i
a

estudioc fueron determinadacs.

El Feriodo Fre-patente se determinéd medisnte Hamenes directos
de la sangre periférica, tomada de la vena de la cola de tres
animales elegidos al azar, del lote de seis infectados, utilizan-
do el microscopio con el cbjetivo de 40X. Este examen se efectud
dos  veces por semana a partir del momento de la inoculacidn,

hasta que se detectd- la presencia de flagelados sanguicolas de T.

16



cruzi .

Una vez determinado el pericdo pre-patente de la infeccion se
cuantificd, cada dos dias. el curso de la parasitemia segun
Brenegr (loc.cit.), para precisar las modalidades de las fases
aguda ¥y cronica de la parasitosis. lo cual se realizd hasta 1z

desaparicidn de la parasitemia o la muerte de los animales.

Determinacitén de la maortalidad
Lz mortalidad de leoe animales infectados se registrd diariamente
desde inicio la infeccidén de los animales, calculando &l porcen-—

tal

i)

de ratones vy ratas muertos con respecto al  total de la

poblacidon infectada.

Estudio del tropismo tisular

De cada wunoc de los seis grupos de animales infectados con la
diferentes cepas de T. cruzi, se sacrificd un animal por disloca-

cian cervical, en =l momento de la mawima parasitemia, para ex—

traerle los siguientes drganos y tejidos: corazén, masculo esgue—
lético, higado. bazo. pulmén, intestino grueso & intestino delga-—

do vy, ocasionalmente, se tomaron fragmentos de péancreas. Las

17



muestiras se fijaron inmediatamente en formol al 10 %, para seér
deshidratadas. embebidas en parafina, vy cortadas seriadamente en
secciones de & micras, para luego ser tefidas con Hematoxilina-—
Eosina. Las muestras se examinaron al microscopio con el objetivo
de inmersidn (100 X) para determinar la presencia y ubicacidn de
gstadiue amastigotes o tripomastigotes aislados o formando pseu-—

doguistes.

Con ayuda de un microscopio binoccular "Nikon" y una cémara foto-—
grafice modelo "Microflex HFX'", cargada con pelicula "llford-Fan—
", =& tomaron microfotografias de par&sitos provenientes de
heces de chipos experimentalmente infectados, de sangre vy de

Lejidos y visceras de los animales utilizados.
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RESUL TAaADOoOS

La morfologia vy el movimiento de los pardsitos observados al
microscaopio, en las muestras frescas y en los frotes de sangre
periférica de los ratones y ratas infectados experimentalmente,
asi como los estadlios intracelulares encontrados en 1o0s  cortes
histoldgicos de las vieceras deqestos animales, fud tipica de
tripomastigotes sanguicolas (microfotografia No. 1), asi como de
amastigotes vy tripomastigotes tisulares de T. cruzi (microfoto-
grafia Na. 2). Por aotra parte, los flagelados cbservadas en las
frotes y examenes en fresco de material fecal , obtenido de
chipos usados en los xenodiagndsticos y del ejemplar adulto de .
prolixus infectado en forma natural. se correspondieron con las
formas intestinales tipicas de esta especie de tripanosoma
(microfotografia Na. 3), a saber, epimastigotes, tripomastigotes
metaciclicos y formas aberrantes. Todo ello permitld confirmar la
infeccion de los animales por J.cruzi,.por cuanto se confirmaron
asi los criteriaos de Hoare (1972) y la Organizacicon Mundial de la

Salud {1984).

Los lotes de chipos que se utilizaron en el aislamientc de las

cepas. mostraron resultados negativos en los exdmeres realizados.,
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con  eus hemolinfas, lo cual nes permitid descartar la  presencia

de imfeccidn natural con Trypanosoma  vangell.

Parasitemias obtenidas con las cepas aisladas

Los graficos Ngs. 1, 2 v 3, nose permiten chservar el comporizs—
miento de cada cepa en estudio en cuanto a constrastar la dura-
cidn de los periodos pre-patentes, de las fases agudas y fases
cronmicas de las parasitemias. Asi como los ndmercos maximos de
pardsitose vy  las oscilaciones propias de las parasitemias  en
especie de mamifercs (rata vy ratén), infectados esperimentalmen-—

te.

El grafico No. & muestra la parasitemia que produjo la inocula-—
cion de la cepa "Trujillo" en ambos hospedadores. El periocdo pre-—

oat

1]

nte promedic, fué de § y 7 dias, en los lotes de ratones vy
ratas experimentales, repectivamente. Las Tases agudas presents-—

ron diferencias marcadas: en los ratones 1 numero de paré&sitos

sg incrementd en una forma intensa, hasta llegar a alcanzar el
nivel ma&dimo de 4,5 u 10% tripomastiqotes /ml de sangre el dia
12 4 =in llegar & producirse la fase crénica debide a gque los
animales infectados murieron durante la fase aguda. En cuanto a

oo



lag +ratas, la fase aguda de la infeccidn ascendid en una forma
extremadamente moderada, llegando a uns parasitemia maxima de 452
% 10~ tripomastigqotes/ml de sangre el dia 135, cayendo a una fase

cronica & partir del dia 29, por cuanto no se observaron parasi-

toz. mediante gl examen de gota garuesa ni por el meétodo de EBre-—
ner.

En la grafica No. 2 se aprecia la parasitemia que produjo la
cepa  "Turumao" de T. cruzi. £l periodo pre—-patente observado en

las ratas, tuvo una duracidn de 7 dias, en tanto que log ratones
mostraron parasitemia, a partir de 10 dias post-inocculacien. La
Tase aguda presentd un ascenso violento vy corto en el ratdn. pero
evoluciond produciendo un numero de parasitos moderado, 976 = 107
tripomastigotes / ml de sangre para =] dia 18, cuando se obtuvo
el nivel masime, pars descender también viclentamenite, llegando =
numerocs  tan bajos como 48 o 103 tripomastigotes /ml de sangre.
E=zta faze llegd 3 tener una duracidn de soloc 2 dias. pero produjo
100 % de martalidad por lo cual, de nuevo. no se presentd la fase

cyronica. En el sxperimento con las rata

in

. ta fazse zguda presentd
un  crecimiento lento, que se extendid durante 24 dias, pericdao
en el cual el numero de parasitos s mantuvo ligeramente constan—

te, llezgando & un mivel maximo de 238 « 10 - tripomastigotes / ml



de sangre, el dia 18 de infeccidén; durante la fase cronlica, se

mantuvierorn vivas todas las ratas.

El grafico No. 3 evidencia el comportamiento de la cepa "YU oen
los animales en estudic, los cuales mostrarcn una variabilidad
muy marcada, en el curso de la parasitemie. En el ratdn hubo un
crecimiento exponencial de la parasitemia producida, en tantoc que
en la rata se presentd una parasitemia poco evidente; los perio-
dos pre-patentes promedios fueron de = y de 7 dias, en los lotes
de ratones v ratas, respectivamente. La fase aguda se caracterizd
por un aumento viclento de pardsitos, loarando niveles hasta de

22 % 10°

22 tripomastigotes/ml de sangre =1 dia 16 post infeccidn.
gue coincidid con el momento en el cual todos los animales habian

muerto. por lo tanto no se presentd la fase crdnica. Con respecto

a la rata, el dia 10 post—-inoculacidén, comenzd la fase aguda de

; ) B .

la parasitosis que loard apenas 4 = 10° Tlagelados/ml de san-
are, para luego iniciar la fase crdnica.

En los graficos Na. 4 y 5 se resume la manera como $e desarrolla—

ron en ratdn vy rata, respectivamente, las distintas fases d

1T
it
i
n

it

parasitemnias origimadas por las tres cepass =n estudio



Los periodos pre-patentes originados en los ratones fuerdn de 3,
S y 10 dias pars las cepas "Y", "Trujille" y "Turumo", respecti-
vamente ., lo cual se correlaciond directamente con  los nivelecs
maximos de las parasitemias provocadas por las tres cepas: es
decir. los numeros mas elevados de pardsitos fueron mostrados por
los animales inoculados con la cepa "Y', en tantoc gue la cepa
"Turumo" provoco las parasitemias mas aternuadas. Esto se vid
reflejado, asi mismo en forma inversa, por los dias que transcu-
rrieron para originar la muerte de los animales. Los pardsitos de
la cepa "Turumo" <e demoraron m&s en ocasicnar =1 100 % de

mortalidad (grafico No. 4).

El comportamiento de las cepas, fué relativamente mas homogéneo
en los experimentos realizados con las ratas ( grafico No. 5). En
efecto, los periocdos de la patencia de las parasitemias por las
cepas fus similar, vy los niveles maximocs de las fases agudas no
tuvieron las diferencias marcadas que mostraron en los ratnnesl
Debemos  hacer notar que la magnitud de las parasitemiss en lac
ratas no se acercd, en ninguna cepa , al medioc millén de parasi-
tos /ml.. En tanto que en los ratones, éstas fusron de LyiF o B2

Faa

millones, cuando incculamos con las cepas "Turuma”", "Trujillo" b

I
s e’



¥, respectivamente.

Mortalidad

El grafico No. &6 musstra la consecuerncisa de lo aqui discutido, es
decir 100 % de mortalidad en los ratones experimentales y ninguna

muerte ern las ratas.

Trapisma tisular

En 1la tabla N°. 1 y 2 se evidencian los resultados obtenidos  =n
=1  examen de la invasidn tisular, provocadsa por las cepss de  T.
cruzi que hemos utilizade en estas investigacionss, en los mami-

Teroces infectados experimentalmente.

S detalla &l espectro de organcos y tejidos invedidos., azsi como

la intensidad del parasitismo.



DISCUSION

Los organismos aislados de numercosos mamiferos e insectos ameri-
canos y que son ubicados taxondmicamente en la especie Trypancoso—
ma cruzi., son morfoldgicamente indistinguibles (Hoare, 1972). A
través de estudics parasitolégicos, inmunoldégicos, biogquimicos e
histopatoldgicos se ha venido demostrando que constituyen uan
grupc heterogéneoc de pariasitos. Esta marcada diversidad en 1los
microorganismos provoca. como es de esperar, una enorme  variedad
de formas, bajo las cuales se presenta la tripanosomiasis gue
ecte protozoaric causa (Miles v col.. 1981: Dvorak. 1984: Andrade
v Andrade, 19748): por ello. la enfermedad de Chagas se consildera
actualmente un complejo de enfermedadesz vy nmo una entidad simple,

gue presentan algunos atributos comunes (Dvorak, loc. cit.).

i

En efecto, investigaciones realizadas con cepas de T. cruzi, de

diferentes areas gecgraticas para determinar la susceptibilidad &

la infeccidn, =1 curso de la parasitemia, =1 comportamiento en
tejidos vy visceiras. las alteraciones histopatoldolicas, la res-—
puesta inmunoldgica gue desarrolle 21l mamifsro., para enfrentar la

agresion del flagelado asi como los resultados gue se  obtienen

como consecuencia de la actividad parasitariz., que puede conducir



a la muserte del hospedador (para referencias ver Breney, 1979 v
Andrade y fAndrade. 1977) han concluide en demostrar, repetidamen-—
te, que una de las caracteristicas inherentes al T. cruzi es su

hetercgeneidad natural.

Esta propiedad se manifiesta, asi mismo, por las implicaciones
que tieme can respecto. a la variabilidad regional que se observa
& lo largo de América Latina, en los sindromes y en la patogene—

sis gque provoca este protozoario (Andrade y Andrade, loc. cit.).

Como consecuencia de sstos estudicz. esté bien establecido que
las cepas de T. cruzi, se presentan con virulencia vy tropismo
tisular muy diferentes., lo cual ha llevado a que algunos autores
(Brener, 1977 y Andrade, 1%979) hayan propuesto clasificaciones
de ocepas, que tienen buena aceptacidn entre los parasitdlogos vy
en las cuales se enmarcan las ¢cepas que van siendo aisgladas, de
animales v de triatominocs en las diferentes  4&reas geoqraficas,

donde se ha evidenciado la presencia del pariasito.

El objetivo bisico que se persigue. con agquellas investigaciones
es tratar de correlacionar la mencionada  hetercgenelidad del

protozoario, con la gama de formas descri

-+
il
in

de la tripanosomia-—

sis americana, con el proptsito de explicar los mecanismos  gue

[
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producen la variabilidad del pardsitoc y cédmo esta wvariabilidad

provoca la diversidad de formas locales de la tripancsomiasis.

El T.cruzi al circular en la maturaleza, lo hace adaptandose 2
los habitats tan diferentes, gue le proporcionan log hospedadores
mamiferos y los insectos vectores. Una consecuencia de ello es el
hecho bisn establecido gque los mejores  resultados, cwuando se
realiza el xenodiandstico, se logranm al utilizar especies de
triastominos, que son vectores en aguellas areas qgeocgraficas  de
donde s& han aislado las cepas del pardsito, que se quieren diag-—
nosticar. Es decir, la mayor probabilidad de cue los chipos
utilizados, en un xencdiagndstico se infecten y permitan el desa-—
rrollo instestinal del T. cruzi, es cuando se les alimenta sobre
mamifercs infectados que pertenecen a la misma &rea (Urdaneta-
Morales y Rueds, 1977 3 Minter vy col., 1978). Estas observaciones
harm  permitido deducir que existen diferencias intrinsecas inte-
respecificas, entre los miltiples vectores, en cuanto & su  sus-

ceptibilidad & la infeccidén por este protozoario.

Resultados similares también se producen cuando se analizan
comparativamente, las especies de reservoriocs de los cuales s ha

&1

i

lado al parasito: es decir, las cepas de T. gcruzi qgque ce



aislan de marsupiales, presentan generalmente, una virulencia
atenuada, cuando c=se las inocula en animales convencionales de
laboratorioc (Ferrucla, 1979: Deane v col., 1984), en tanto que
los &islados de origen humarnc son, por el contrarioc, altamente

agresivos (Brener., loc. cit.).

Desde un punto de vista mas general adn, se ha determinado gque
las cepas que se aislan de seres humanos de Brasil v Chile se

caracterizan pot producir las mas araves alteraciones

i}

histopatoldgicas, en contraste por ejemplo. con cepas venezolanas
y mas aun al compararlas, con cepas centro v norteamericanas. De
nuevo, uwna deduccidon a la gque podemos llegar es la de que dife-—
rencias en susceptibilidad al T. gruzi puedan estar ocurriendo,

entre las especies de mamiferc en las cuales circula el flagela-—

do.

Las diferencias interespecificas discutidas. pueden ser un para—
metro importante cuando se tratan de determinar las causas que
oCasionan las ya mencionadas diferencias en la expresion de la
tripancsomiasis americana y los posibles mecanismos responsables

de la heterogeneidad de esta parasitosis.



Estudios recientes han demostrado que el fendmeno de la heteroge—
neidad en T. cruzi es la expresién del conjunto de poblacicnes

naturales, genéticamente diferentes que componen la especie T.

cruzi (Miles y col., 1981: Tibayrenc vy col., 19846). De acuerdo
con estos autores, este fenémeno puede deberse. al menos en

parte, a la adaptacidén antigua gque ha venido produciendo en forma
constante, mediante la ssleccidn natural en este microorganismao,
en los diferentes ciclos de trasmisién silvestre v doméstico., gue
vienen ocurriendo en el Neotrdpico. Estos cicleos son extremada—
mente variados, por cuanto los sslabones gque loe  constituyven,

vectores y reservorios. son asi mismo extremadamente diferentes

(Rarretto, loc. |cit.).

Los numerosos estudics realizados, para caracterizar cepas aisla-
das de triatominos y mamiferos, han determinado gue erntre estas
existen diferesncias relacionadas con el curso de los cambios

morfogenéticos que dan origen & los estadios plecmdrficos (Bre-—

ner, 1963). Asi como con los variados grados de  infectividad
(Bice vy Ieledén, 1970) v de tropismo tisular (Melo vy Brener,
1978) para animales de laboratoric., como consecuerncia de ectos

estudios, se ha intentadc agrupar a las diferentes cepas estudia—

das, en un numero limitado de tipoe o patrornes gque comparlten las



propliedades morfoldgicas vyva clitades (Brener. 1979 v  Andrade.
1985%). Estos grupos de cepas ceinciden, en forma general, con
aquellos patrones gque han sido identificados mediante estudios

bicgquimicos y genéticos ya mencionados.

Esta ultima caracterizacién (Miles y Cibulskis, 1984) ha definido
la presencia de poblaciones naturales de T. cruzi, aisladas de
muy diferentes dreas geograficas del continente americano, que
han sido catalogadas en tres grupos de cepas distinguibles, por

caracteristicas que les son proplias.

Urm  arupo posee una distribucidn muy amplia que comprende
Venezusla, Colaombiz, Feru, América Central, Bolivia, Brasil,
Guayana Frarncesa, Faraguay v Chile. €1 seoundo grupo de cepas ha

sido aislado solamente al sur de 1 cusnca del Amazona

i

mn

m
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cialmente del sur del Brasil, asi como de Bolivia, Chile, Fara-—
guay v Argentina: en tanto que un tercer grupo ha sido encontrado

esporddicamente y en regicnes ubicadas al norte del Amazonas.
Estas investigacionss asocian la presencia de estos qrupos de
cepas, con determinados ciclos de tramsmisicon  en los cuales

tienden a prevalecer determinadas especiss des animales A=l el
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arupo 1 de cepas estd relacionado en forma particular con mamife-—
ros arboricolas entre los cuales destacan los marsupiales, entre
estos el D. marsupiales: los grupos 2 y 3 estan relacionados
respectivamente, con murciélagos que frecuentemente wviven en
nichos dentro de las habitaciones humanas y animales que cavan
CUEVAS, principalmente cachicamos de la especie  Dasypus novem—

cinctus. Estudics previocs realirados en diferentes &reas del

Brasil por Barrett y col. (1980) concluyen gque los tres grupos de
cepas  clitados reflejan la eupresidn de poblaciones de T. crus=i
gue circulan, en forma independiente, en ciclos de Ltransmisidn,
que representan csistemas vector—-resevorio silvestres vy domésti-

cos, asi €] grupo 1 fue aislado de marsupiales (D, albiventris v

Metachirus nudicaudatus) y de chipos asocizados & estos animales

(F. geniculatus, Triatoma tibiamsculsata): el grupo 2 lo fue del
hombre v de animales domésticos o domiciliados (perro, gato,.
SCure, rata, Rattus rattus) en tanto que cepas ubicadas en el

arupo I se aislaron unicamente del cachicamo (D. novemcinctus)
el ftriatomino que cohabita frecuentemente con este mamiferoc (F.

geniculatus) .

Los trabajos hasta ahora discutidos, enfatizan asi los resultados

Y muestran la influencia gque ejerce el insecto vector (Lammel v



E61 v 128%) v el hospedador mamiferc (referencias en Andrade,
loc. cit.) en la seleccidn natural de poblaciones del parasito vy
en la modulacidn de su virulencia, como consecuencia del constan-—
te pasaje, a través de ciclos en log cuales predominan determina-

das especies vectoras y de mamiferos reservorilos.

Farece svidente entonces que los hospedadorss entre los cuales se
vehicula el T. cruzi en la natuwaleza. deben modificar las carac—
teristicas gque., rutinariamente, se toman en cuenta para difersn-—
ciar las cepas de este pardsito y que en definitiva, son los
responeables de su  notable heterogeneidad y de las marcadas
diferencias regionales en la clinica ¥y en la patologisa bajo las
cuzles se presenta la tripanocsomiasis americana. NMosstras inves-—
tigaciones aportan resultados que apovan lo discutideo 3 es decir
la especie del mamiferoc gue sirve de hespedador del pardsito

influye marcadamente en el comportamiento de este prolozoarico.

mi

i
|

En =fecto, cuando comparamos las paracsit 25 provocadas  por

indculos  similares de cepas can viruwlencizs tan diferentes como

las utilizadas por nosotros. se obssrvd gue 21 raton permitid que
la wvirulenclsa fuese expresada a niveles supericres (u 10°) .,
incluso & una cepa que como la "Turume". gue por ser aislada de

un  marsupial, se le consideraba como atenuada. en cuanto a su

¥
s



aaresividad para los animales de laboratorioc. cuando el constras-—

t.

it
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i

hace utilizando los niveles de tripomastigotes <sanguicolas
alcanzados por cada cepa individual en los modelos de roedores
enpleados ., la influencia de la sespecie de mamifero sobre el

parazitiemo sanguicola, se chserva mas claramente.

For cuanto como estd bien determinado, en T. cruzi el parasitismo
sanguicola es uma consecuencia y una expresidn del parasitismo
tizular, v éste a su vez lo es de la multiplicacidn intracelular
gel protozoarioc, los resultados obtemidos por nosobros muestran
tambidn que =1 ratdn moduld, de manera diferente & la rata. la
virulencia expresada, en el medio celular de los tejideos y visce-—
raz estudiadas. En el ratdn se obtuvieron los niveles mas
elevados de invasidn tisular, los cuales se edxpresaron mediante
la produccidn de numercs mas altos de pseuwdoguistes, asi como de

parasitos incluidos en estos nidos.

Se acepta que en general, un numero elevado de pardsitos sangui-
colas vy tisulares tiende & originar fTases agudas intensas. que
provocan  la muerte del animal infectado. =sin le produccion  de
estados de cromicidad: nuestros resultados  también mostraron

ectog hechos . por cuanto todos los ratones inoculados  can las



tres cepas, murieron durante los periodos de ascenso de  las
parasitemias, en tantoc gue no hubo mortalidad en ninguno de los
lotes de ratas experimentales., pasandoc todazs a la fase crénica de
la infeccian, adn en agquellas que fueron incculadas con una cepa

tan altamente virulenta como la ceps "Y"

&
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CONCL USITONES

- Las tres cepas de JTrypanosoma cruzi, aisladas de fuentes tan

diferentes como un humano, un mamifero reservorio (D. marsupia—
lis) v un insecto vector (R. prolixus) lograrcon infectar a espe-
cies de mamiferos de laboratorio como fueron ratones y ratas
albinas:

o las virulencias de las cepas, cuyos grados de infectividad
yva eran conocidos como iendo de un nivel de mayor agresividad (la
cepa de origen humano) al de una virulencia muy atenuada (la cepa
aislada del rabipelado) y una virulencia intermedia (la cepa
aislada del chipo), fueron alteradas cuando incculadas en las dos
especies de mamiferos utilizados:
los parametros que caracterizan la virulencia de poblaciones
de T. cruzi a saber. periocdo pre—-patente. modalidades y niveles
de las fases aguda y crdédnica del parasitismo sanguicola, tropismo
tisular y grados de mortalidad fueron persicstentemente demostra-—
tivos de una mayor agresividad por parte del pardsitoc cuando las
tres cepas fueron incoculadas en los lotes de ratones, indepen—
dientemente de la cepa utilizada del parisito:
resultados propiocs de una virulencia atenuada fueron obteni-—

das cuando los lotes de ratas fueron utilizadas como  animales

experimentales:

i
on



la comparacién de la conducta de las tres cepas de T. cruzi
en los animales de laboratorio empleados, nos conduce a afirmar
que la especie del mamiferoc es un parametro suficientemente
importante por cuanto altera la virulencia del parasito y. con
ello, la relacién protozoario-hospedador &l meodificar las conse-

cuencias de esta relacidn parasitaria.
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- Microfotografia No. 1.- Tripomastigotes sanguicolas: a.- delgado;

b.- ancho; c.- rechoncho, de ratones experimentalmente infectados con

Trypanosoma cruzi.
(Giemsa, 1400 X).
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- Microfotografia No. 2 .- Secciones histolégicas de ratones y

ratas albinas infectadas experimentalmente con cepas de Tripano-
soma cruzi.

a.-Pseudoquistes en misculo esquelético de ratén ( cepa "Truji-
llo") con formas en transicién ( 400 X).

b.-Fibra cardiaca de rata que muestra un pseudoquiste con
amastigotes (cepa "Turumo"; 1000X).
c.-Vista panordmica del corazén de un ratén; se observan nume-

rosos nidos con amastigotes y tripomastigotes (flechas); (cepa
"Turumo"; 200X).

d.-Corte de pulmén con un pseudoquiste (flecha) con amastigote
(cepa "Trujillo"; 200X).

e.-Amatigotes en un pseudoquiste (flecha) de instestino grueso
de ratén (cepa " Trujillo"; 400X).
(Hematoxilina - eosina).
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Microfotografia No. 3.- Flagelados fecales de Rhodnius prolixus
experimentalmente infectados con Trypanosoma cruzi: a.- metatri-

pomastigote; b.- tripomastigote; c.- epimastigote.
(Giemsa; 1400 X).
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