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“No estalla como las bombas ni suena como los tiros. Como el hambre, mata callando. Como 

el hambre, mata a los callados: los que viven condenados al silencio y mueren condenados al 

olvido. Tragedia que no suena, enfermos que no pagan, enfermedad que no vende. El mal de 

Chagas no es negocio que atraiga a la industria farmacéutica, ni es tema que interese a los 

políticos ni a los periodistas. Elige a sus víctimas en el pobrerío. Las muerde y lentamente, 

poquito a poco, va acabando con ellas. Sus víctimas no tienen derechos, ni dinero para 

comprar los derechos que no tienen. Ni siquiera tienen el derecho de saber de qué mueren”. 

 
- Chagas, una tragedia silenciosa - Eduardo Galeano 
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RESUMEN 

 

Diversos estudios han demostrado alta incidencia de infecciones mixtas (con varias cepas o 

aislamientos de Trypanosoma cruzi en un mismo individuo) en humanos, reservorios y 

vectores, parámetro que podría influir en la evolución de la enfermedad de Chagas. Así, la 

amplia gama de signos clínicos que caracterizan a esta enfermedad puede explicarse en parte 

por la heterogeneidad genética del parásito y por la distribución de estos diferentes clones en 

un mismo individuo. Una de las diferencias que presentan las distintas cepas del parásito es 

un marcado tropismo tisular diferencial en los órganos del huésped que puede variar en los 

distintos momentos de la infección. En el presente trabajo se determinó la presencia y 

distribución de una cepa (Tulahuen) y tres aislamientos naturales de T. cruzi (SGO Z12, 

Lucky y Casibla) en sangre, corazón y músculo esquelético, durante la etapa aguda de la 

infección experimental (35 días post infección). 

Se infectaron ratones albino suizos (n=100) con 50 parásitos de cada cepa/aislamiento o con 

una combinación de dos de ellos. Su presencia en los diferentes tejidos (sangre, corazón y 

músculo esquelético) se determinó por PCR específica para T. cruzi. Su distribución 

diferencial se analizó determinando el linaje del parásito presente en cada muestra (mediante 

tipificación molecular de los mismos) y las diferentes subpoblaciones se detectaron por el 

polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) utilizando la enzima Bce 

AI. Las alteraciones en corazón y músculo esquelético se analizaron mediante estudios 

histológicos. 

El parásito se encontró presente en todas las muestras analizadas (PCRs positivas). El análisis 

histológico mostró la presencia de infiltrados inflamatorios más severos en músculo 

esquelético que en corazón en todas las muestras, además se observó la presencia de nidos de 

amastigotes en la mayoría de las muestras de músculo esquelético. 

La cepa Tulahuen demostró estar formada por parásitos correspondientes al linaje TcV; los 

tres aislamientos naturales por su parte mostraron estar compuestos por una mezcla de TcII y 

TcVI. En los ratones infectados con la cepa Tulahuen, todas las muestras presentaron el linaje 

TcV; esta homogeneidad fue confirmada por el RFLP. En los ratones infectados con el 

aislamiento SGO Z12, en circulación y en las muestras de corazón se encontraron los linajes 

TcII y TcVI, mientras que en las muestras de músculo esquelético sólo se encontró el linaje 

TcVI. La presencia de un tipo de parásito diferente en estas muestras de músculo esquelético 

fue corroborada por los patrones de restricción (RFLP). La mayoría de las muestras 

correspondientes a los ratones infectados con los aislamientos Lucky y Casibla presentaron 

los linajes TcII y TcVI.  

Las muestras de sangre, corazón y músculo esquelético de los ratones infectados con una 

mezcla de la cepa Tulahuen y el aislamiento SGO Z12, presentaron solo el linaje TcVI. TcII y 

TcV no se encontraron presentes en ningún caso en las muestras de este grupo. En los grupos 

que fueron infectados con el resto de las combinaciones de cepas/aislamientos, se observó la 

presencia de los linajes TcII y TcVI en la mayoría de los casos. Los grupos infectados con 
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solo una cepa/aislamiento presentaron mayor variabilidad en la distribución de los parásitos 

que aquellos grupos infectados con combinaciones de ellos. 

Los presentes resultados demuestran la distribución de los parásitos en los tejidos del huésped 

desde etapas tempranas de la infección: la presencia de parásitos en corazón confirma el 

cardiotropismo de T. cruzi y su presencia en los cortes de músculo esquelético evidencia la 

importancia de este órgano como reservorio de parásitos. Los aislamientos naturales 

utilizados están formados por una mezcla de los linajes TcII y TcVI que corresponden a dos 

de los linajes de T. cruzi más frecuentemente asociados al ciclo domiciliario de infección en 

nuestro país. TcV no fue encontrado en ninguna de las muestras provenientes de los grupos 

coinfectados, sugiriendo que este linaje sería más susceptible a la respuesta inmunológica del 

huésped. Cada linaje puede mostrar tropismo diferencial por los tejidos del huésped, lo que 

resalta la importancia de los presentes resultados para aquellos pacientes de área endémica 

que pueden tener infecciones mixtas. El tropismo de las subpoblaciones de parásitos sin 

embargo, estaría influenciado por la presencia de una mayor cantidad de subpoblaciones o por 

interacciones entre parásitos de diferentes linajes. La presencia de un linaje determinado 

dependerá del “repertorio” de parásitos infectantes en cada caso. 

Estos resultados pretenden contribuir al entendimiento de las variabilidades clínicas y facilitar 

el establecimiento de un pronóstico y posterior elección del tratamiento de la enfermedad de 

Chagas, teniendo en cuenta la variabilidad genética del parásito y la presencia de 

subpoblaciones en los diferentes tejidos del huésped. 

 

Palabras Clave 

Linajes de Trypanosoma cruzi, PCR, tipificación molecular, histotropismo, etapa aguda de la 

enfermedad de Chagas. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas es una afección parasitaria hística y hemática producida por el 

protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, que afecta diversos mamíferos, entre ellos el 

hombre (Storino y Milei, 1994). 

El mecanismo más frecuente de transmisión de esta infección es a través de insectos vectores 

pertenecientes a diversas especies de la Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae, siendo 

el más importante en nuestro país Triatoma infestans (OMS, 2007).  

El hombre también puede adquirir la infección a través de transfusiones de sangre y 

trasplantes de órganos, por vía digestiva al ingerir alimentos contaminados, por vía congénita, 

o por accidentes de laboratorio y manipulación de animales infectados (Martins y col., 2011). 

El mal de Chagas es considerado por la OMS como una de las 13 enfermedades tropicales 

más desatendidas del mundo. Sin embargo, se trata de una afección mortal y es, además, una 

de las principales causas que impide el desarrollo económico de amplias zonas rurales en 

Latinoamérica, sobre todo en zonas marginadas y de pobreza. Afecta entre 10 y 18 millones 

de personas en América y actualmente se está convirtiendo en un problema sanitario también 

en países no endémicos, debido a los movimientos migratorios (Schmunis y Yadon, 2010).  

En la Argentina, el número de infectados con T. cruzi es el 4 % de la población (Ministerio de 

Salud, 2012). Información reunida hasta 2010, ubica a la Argentina en el primer puesto de 

América en la lista de infectados con mal de Chagas. El estudio sostiene que hay 1.505.235 

pacientes chagásicos y el área endémica que cubre alrededor del 70 % de la superficie del 

país, comprende desde el límite norte con Bolivia, Paraguay y Brasil, hasta la provincia de 

Chubut (Wisnivesky-Colli y col., 2003). En la lista de la OMS siguen Brasil y México (OMS, 

2006). 

Si bien los mecanismos de control vectorial han reducido considerablemente la transmisión de 

esta infección, la situación socioeconómica de nuestro país en los últimos años, ha generado 

un incremento de los infectados aún no cuantificado en su real magnitud (Kierszenbaum, 

2005). 

La enfermedad fue nombrada en reconocimiento al médico e infectólogo brasileño, Carlos 

Chagas, quien en 1909 la describió por primera vez en el pueblo de Lassance, estado de 

Minas Gerais, Brasil. El trabajo de Chagas fue especial en la historia de la medicina, por ser el 

único investigador que pudo describir por completo una enfermedad infecciosa, es decir, el 
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patógeno, su vector y hospedador, las manifestaciones clínicas y la epidemiología. Cabe 

mencionar que la enfermedad de Chagas ha sido la única en la que primero se ha descrito el 

agente etiológico y el transmisor y posteriormente se describió la entidad nosológica. (De 

Haro Arteaga, 2003). 

 

Agente Etiológico 

Clasificación taxonómica 

En función del comportamiento del parásito, principalmente en el vector, el género 

trypanosoma se ha dividido en dos grupos. El primero, llamado Stercoraria, incluye los 

Tripanosomas que se desarrollan en el tubo digestivo del vector, progresando en el sentido de 

la porción intestinal con liberación de las formas infectivas con las heces. En este grupo 

tenemos a T. cruzi (Tabla 1) y T. lewisi. El segundo grupo, llamado Salivaria, incluye 

tripanosomas que se desarrollan inicialmente en el tubo digestivo y posteriormente atraviesan 

el epitelio digestivo y llegan a las glándulas salivales, donde las formas infectivas son 

inoculadas mecánicamente. En este grupo se encuentran: T. brucei, T. congolense y T. 

rangeli. 

Tabla 1: Clasificación taxonómica de Trypanosoma cruzi (Gallego Berenguer, 1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Clasificación Taxonómica 
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Trypanosoma cruzi 



Introducción 

~ 10 ~ 
 

 

Origen evolutivo 

Se ha postulado que T. cruzi posee un origen monofilético, a partir de una forma parásita 

ancestral que dio origen a los tripanosomas de mamíferos de África, América y Australia, 

como también a otras varias formas parásitas de peces. Esta hipótesis es apoyada por el 

análisis filogenético de los genes ribosomales 18S. Posiblemente, el surgimiento de la rama 

cruzi ocurrió antes de la separación del supercontinente (Gondwana) en la era Cenozoica y 

evoluciono en los ancestros de los marsupiales, aproximadamente, 40 millones de años atrás. 

En ese período, los ancestros de los didélfidos americanos modernos (comadrejas) 

comenzaron su dispersión y los ancestros de T. cruzi pasaron a ser transmitidos directamente 

entre los marsupiales a través de las secreciones de las glándulas anales y/o urinarias. Basados 

en esa hipótesis, se sugiere una primitiva asociación de este parásito con los marsupiales del 

género Didelphis (Yeo y col., 2005). 

Se ha propuesto que inicialmente la transmisión del parásito ocurría entre mamíferos 

silvestres y vectores. Los primeros humanos que habitaron el continente pudieron 

incorporarse a dicho ciclo cuando desplazaron a los mamíferos locales de las cavernas 

infestadas de triatominos y las ocuparon con fines religiosos o para pintar en ellas. Así 

mismo, la domesticación de algunos mamíferos pudo favorecer que los vectores infectados se 

establecieran en el peridomicilio y más tarde se domesticaran (Martínez y Espinoza, 2012). 

 

Morfología 

Los Kinetoplástidos son flagelados con 1 o 2 flagelos que se originan de una abertura 

conocida como bolsa flagelar; normalmente contienen una estructura prominente y 

paraflagelar conocida como kinetoplasto, que corresponde a una condensación de ADN 

extranuclear localizada en el interior de una única mitocondria. El ADN del kinetoplasto 

(kDNA) representa alrededor del 30 % del ADN total del parásito. Otras estructuras 

características de estos organismos son organelas especializadas, tipo peroxisomas, conocidas 

como glicosomas y la presencia de microtúbulos subpeliculares. Dentro de la familia 

Trypanosomatidae, el género Trypanosoma es uno de los más importantes por incluir una 

serie de especies que ocasionan enfermedades en humanos, como T. cruzi, agente causal de la 

enfermedad de Chagas, T. gambiensi y T. rhodesiense, agentes causales de la enfermedad del 

sueño, y en animales, como es el caso de T. brucei, T. equiperdum y T. equinum. 
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Ciclo de vida 

Como parte de un proceso evolutivo y en función de la gran diversidad de ambientes que 

constituyen el nicho del parásito a lo largo de su ciclo de vida, se han seleccionado 

adaptaciones que le permiten persistir en condiciones tan variables como el tubo digestivo del 

insecto vector, la sangre de los mamíferos o el medio intracelular en estos huéspedes. Las 

adaptaciones a cada uno de los ambientes son acompañadas por cambios morfológicos, 

bioquímicos y fisiológicos en el parásito (Katzin y col., 1983; Isola y col., 1986). Todas estas 

modificaciones se traducen en estrategias adaptativas que evidencian su capacidad de 

establecerse y persistir en el huésped infectado (Nogueira y col., 1975; Joiner y col., 1985). 

 

 

Figura 1: Detalle del ciclo biológico de Trypanosoma cruzi (CDC, 2005) 

 

 

Su ciclo biológico (figura 1) se inicia cuando el insecto vector hematófago se alimenta de un 

mamífero infectado que puede contener tripomastigotes circulantes. En el intestino del vector 

inicialmente se diferencian a epimastigotes duplicativos, para luego pasar a tripomastigotes 

metacíclicos. Este proceso de diferenciación de un estadio replicativo no-infectivo a uno no-

replicativo infectivo para el huésped mamífero es promovido por las condiciones del 
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microambiente intestinal del vector (Isola y col. 1986, Fraidenraich y col. 1993, 

Wainszelbaum y col., 2003). Cuanto posteriormente el triatomino infectado se alimenta, 

defeca sobre la piel o mucosas del huésped mamífero depositando tripomastigotes 

metacíclicos. Éstos penetran en las células del tejido próximas al microtrauma de la picadura 

o de mucosas. Luego intracelularmente, el parásito se diferencia a amastigote, 

multiplicándose por fisión binaria. Después de numerosas duplicaciones, los amastigotes se 

diferencian a tripomastigotes, que son liberados por lisis celular, alcanzando el torrente 

circulatorio y pueden invadir nuevas células (Dvorak, 1975). Durante la diseminación 

hemática los tripomastigotes atraviesan los capilares sanguíneos alcanzando diversos tejidos. 

El ciclo biológico se completa cuando un insecto vector no parasitado se alimenta del 

mamífero infectado y adquiere el parásito. 

La distribución geográfica de los insectos vectores y del huésped vertebrado, están asociadas 

a la preferencia de los insectos hematófagos por determinadas fuentes de alimento y definen 

dos ciclos de transmisión de T. cruzi: uno selvático, que involucra diferentes especies de 

insectos con animales salvajes, y otro doméstico o peridoméstico, en el cual tanto animales 

domésticos como seres humanos actúan como reservorios. La transmisión del parásito 

también puede realizarse sin la participación del insecto vector como ocurre en los casos de 

transmisión transfusional, congénita, trasplante de órganos y por alimentos contminados. 

 

Los estadios básicos (figura 2) se definen de acuerdo al hábitat y a caracteres morfológicos y 

estructurales como son la posición del kinetoplasto respecto del núcleo y la región donde se 

origina el flagelo (Katzin y col., 1983): 

 Epimastigote: Estadio multiplicativo, no infectivo para el huésped mamífero, que se 

encuentra en el intestino medio del vector invertebrado. De aspecto fusiforme (20 a 40 

μm de longitud), el kinetoplasto se localiza en posición anterior al núcleo y el flagelo 

se encuentra libre en casi toda su extensión. 

 Tripomastigote metacíclico: Forma no multiplicativa e infectiva para el huésped 

mamífero, producto de la diferenciación de los epimastigotes en la porción distal del 

intestino del vector. Se deposita con las heces del insecto para luego penetrar por 

mucosas o por solución de continuidad de la piel en el huésped e infectar células (Fife, 

1977). Tiene forma alargada (20 a 32 μm) y posee un núcleo vesiculoso con el 

kinetoplasto localizado posteriormente a éste. Debido a que el flagelo nace en la 

proximidad del kinetoplasto, emerge por un costado del soma del parásito y lo recorre 
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por debajo de la membrana citoplasmática para liberarse por el extremo anterior, 

dando como resultado la ilusión óptica de una membrana ondulante extensa. 

 Tripomastigote sanguíneo: Es la forma no multiplicativa e infectiva tanto para el 

como para el huesped. Surge de la diferenciación de los amastigotes. Puede infectar 

células nuevas o pasar al vector invertebrado y cerrar así el ciclo de vida del parásito. 

Tiene forma alargada y presenta el kinetoplasto posterior al núcleo. El flagelo se 

dispone de manera similar a la descrita para el tripomastigote metacíclico. 

 Amastigote: Es el estadio multiplicativo e intracelular en el huésped mamífero. 

Proviene de la diferenciación de los tripomastigotes, tanto metacíclicos como 

sanguíneos. Posee una forma redondeada, mide 2 a 4 μm, su flagelo está encerrado 

dentro de una bolsa; presenta un núcleo grande y kinetoplasto. 

 

 

Figura 2: Estadios de  Trypanosoma cruzi. 

 

 

Estructura poblacional de T. cruzi 

La especie T. cruzi muestra niveles muy altos de diversidad genética, y un gran número de 

marcadores genéticos han sido utilizados para estratificar a la especie en varias subdivisiones. 

Muchas evidencias apoyan la existencia de una estructura multiclonal de las poblaciones de T. 

cruzi (Tibayrenc y col., 1986; Tibayrenc y Ayala, 2002; Sturm y Campbell, 2010). El modelo 

propuesto no implica ausencia absoluta de recombinación genética, sino una frecuencia muy 

baja que no altera significativamente la propagación uniparental del parásito. Aún más, la 

recombinación ha sido observada mediante diversas estrategias, como isoenzimas (Bogliolo y 

col., 1996; Carrasco y col., 1996), RAPDs y estudios de cariotipo (Brisse y col., 2003), 

análisis de secuencias nucleotídicas (Machado y Ayala, 2001; Sturm y col., 2003) y 

microsatélites (de Freitas y col. 2006). En particular, Gaunt y colaboradores (2003) 

demostraron la capacidad de recombinación de T. cruzi in vitro mediante selección artificial 
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de recombinantes resistentes a drogas. Estas experiencias mostraron ausencia de 

recombinación a nivel mitocondrial y la formación de un subtetraploide a nivel nuclear. Sin 

embargo, los híbridos observados naturalmente son diploides. No está claro, si los híbridos 

naturales y los experimentales se generaron por mecanismos distintos, o si los requisitos para 

volver a la diploidía se encuentran ausentes bajo condiciones experimentales (Gaunt y col., 

2003). 

Como consecuencia de esta particular estructura poblacional, que es mayoritariamente clonal 

con aislados eventos de recombinación, ha sido necesario generar consensos para la 

nomenclatura de T. cruzi. En 1999 se realizó la Primera reunión Satélite donde se decidió 

dividir a T. cruzi en dos linajes denominados TcI y TcII. Con el desarrollo de nuevos 

marcadores moleculares, más adelante se propuso dividir a T. cruzi en 6 Unidades Discretas 

de Tipificación (UDT: conjunto de parásitos que presentan mayor similitud genética entre 

cada uno de ellos que con miembros de otros grupos), donde se mantiene el linaje TcI 

original, pero el linaje TcII se subdivide en 5 UDT (TcIIa-e) (Tibayrenc, 2003). Estas 

unidades están comprendidas por cepas que son más parecidas entre ellas que con el resto de 

la población, y a su vez son identificables por marcadores genéticos, moleculares y/o 

inmunológicos. Sin embargo, teniendo en cuenta los estudios filogenéticos más recientes y 

con el objetivo de modificar la nomenclatura de T. cruzi de forma consensuada, se realizó la 

segunda reunión satélite, donde se modificó la denominación de los 6 UDT (T. cruzi I-VI) 

(Zingales y col., 2009) (Tabla 2 y figura 3). 

 

Tabla 2. Nomenclatura actual de T. cruzi en relación a la nomenclatura anterior. 

 

 

 

TcI: Es el principal agente etiológico de la enfermedad de Chagas en los países al norte del 

Amazonas y en el Amazonas. Está fuertemente asociado con el ecotopo arbóreo. 

Su principal vector en el Amazonas es Rhodnius, mientras que en América del Norte y 

Central es Triatoma. Su reservorio principal son las comadrejas (Coura y col., 2002; Roellig y 

col., 2008). 

TcII: Es el principal causante de la enfermedad de Chagas en la región este y central de Brasil 

(Lages-Silva y col., 2006). Rara vez ha sido aislado del ciclo silvestre y se encuentra asociado 
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al ciclo doméstico y peridoméstico. Su vector principal es Pastrongylus (Sturm y Campbell, 

2010). 

TcIII: Al igual que TcIV es poco común encontrarlo en el ciclo doméstico, ya que está 

fuertemente asociado al ciclo silvestre terrestre. Sin embargo, en Santiago del Estero, ha sido 

aislado a partir de muestras de sangre periférica de perros (Cardinal y col., 2008). El principal 

reservorio es la mulita (Dasypus novemcinctus) y los vectores son de los géneros 

Pastrongylus y Triatoma. Está asociado al ecotopo terrestre. 

Geográficamente ha sido aislado desde el norte de América del Sur hasta Argentina (Sturm y 

Campbell, 2010). 

TcIV: Es endémico en América del Norte junto a TcI, donde se encuentra asociado al ecotopo 

terrestre infectando fundamentalmente a mapaches, mientras que TcI infecta a las comadrejas 

de las mismas zonas. También se encuentra presente en el Amazonas, aunque aparentemente 

estas poblaciones serían distintas a las de América del Norte (Roellig y col., 2008). 

 

 

Figura 3: Distribución mundial de los seis UDTs de Trypanosoma cruzi. 

 

 

TcV: Este UDT es el principal causante de la enfermedad de Chagas en la zona conocida 

como el Gran Chaco, que comprende partes de Argentina, Paraguay, Bolivia, Chile y el sur de 

Brasil. Se encuentra asociado casi exclusivamente al ciclo doméstico de la enfermedad y su 
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principal vector es la vinchuca, Triatoma infestans (Diosque y col., 2003; del Puerto y col., 

2010). 

TcVI: Al igual que TcV, se encuentra asociado al ciclo doméstico y peridoméstico en el cono 

sur de América Latina. Particularmente, en Argentina se lo vio asociado a la infección de 

perros y gatos (Marcet y col., 2006; Cardinal y col., 2008). 

 

Marcadores Moleculares 

Dependiendo de los marcadores utilizados y la tecnología aplicada se han logrado ensayos 

con distintos grados de resolución para identificar los diferentes grupos del parásito. 

Estrategias de tipificación de polimorfismos genéticos en loci relativamente conservados son 

utilizadas para definir las principales subdivisiones genéticas (Souto y col., 1996; Fernandes y 

col., 1998), mientras que el análisis de loci altamente variables, tales como las secuencias de 

los minicírculos del ADN del kinetoplasto (ADNk) (Telleria y col., 2006; Burgos y col., 

2007) o microsatélites (Oliveira y col., 1998; Llewellyn y col., 2009) permiten un mayor nivel 

de resolución. En particular, los microsatélites por ser secuencias que cuentan con solo dos 

alelos por genoma, permiten deducir la clonalidad de una población. 

A los efectos de la epidemiología molecular, un desarrollo conceptual útil ha sido el de las 

UDT, que tienen valor taxonómico (Tibayrenc, 1998). Como se mencionó anteriormente, las 

seis UDT comprenden cepas agrupadas en base a características comunes de genotipos 

multilocus (Brisse y col., 2000; Brisse y col., 2001; Zingales y col., 2009) cada una con sus 

características epidemiológicas y evolutivas particulares. 

Dos de las estrategias más utilizadas para la genotipificación de T. cruzi, son ensayos que 

tienen como blanco molecular a la secuencia del dominio D7 del gen 24S ARNr y a la región 

intergénica no transcripta del mini-exón (figura 4). Ambas permiten la discriminación de las 

diferentes UDT por simple visualización de las diferencias en el tamaño del producto 

amplificado mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Souto y col., 1996; 

Fernandes y col., 1998; Brisse y col., 2001; Mendonça y col., 2002). 

En particular, el dominio D7 del gen 24S ARNr tiene tractos altamente conservados en todos 

los tripanosomátidos y se han diseñado oligonucleótidos complementarios a estas regiones 

(Briones y col., 1999; Souto y col., 1999). El fragmento amplificado por estos 

oligonucleótidos es polimórfico y su tamaño varía en algunas especies de tripanosomátidos y 

dentro de las diferentes UDT. 

Por otro lado, el espaciador intergénico del mini-exón permite la separación de T. cruzi en 4 

grandes grupos en concordancia con los eventos de hibridización que llevaron al origen de las 
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6 UDT. El análisis de este marcador permite la discriminación de las UDT híbridas más 

antiguas, TcIII y TcIV, donde por evolución clonal prolongada en cada UDT se han fijado 

varios polimorfismos que permiten su identificación precisa. Las secuencias del espaciador 

intergénico del mini-exón de TcI también contienen polimorfismos originales que permiten su 

identificación (figura 4). 

 

 

 

Figura 4: Algoritmo para la tipificación molecular de los seis UDTs de Trypanosoma cruzi 

basado en la utilización de cinco marcadores moleculares (Ramírez y col., 2010; basado en: 1. 

Souto y col., 1996, 2. Liarte y col., 2009, 3. Brisse y col., 2000, 4. Duffy y col., 2009 y 5. Falla y col., 

2009). 

 

 

Sin embargo, el o los eventos de hibridización que dieron lugar a las UDT TcV y TcVI 

ocurrieron, en términos evolutivos, hace relativamente poco y en ambos casos habría/n 

involucrado a las mismas UDT parentales (TcII y TcIII) (Westenberger y col., 2005; de 

Freitas y col., 2006). Como consecuencia de este proceso de hibridización, ambas UDT (TcV 

y TcVI), incorporaron de manera casi exclusiva secuencias del espaciador intergénico del 
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mini-exón proveniente de la UDT parental TcII, haciendo imposible la discriminación entre 

estas tres UDT con este marcador molecular. 

 

Vías de transmisión 

Transmisión vectorial 

La principal vía de transmisión de T. cruzi es la vectorial. Como se mencionó anteriormente, 

esta se produce cuando parásitos presentes en las heces del insecto penetran por la herida que 

causa la picadura, por lesiones en la piel o por las mucosas de ojos, boca o nariz. Los insectos 

capaces de infectarse y por lo tanto capaces de transmitir la enfermedad son de la subfamilia 

Triatominae, compuesta por más 130 especies, casi todas confinadas en las Américas. La 

mayoría de las especies americanas pertenecientes a esta subfamilia han sido reportadas 

infectadas por T. cruzi. Su hábitat natural incluye palmeras, huecos en los árboles, grietas en 

las piedras, pequeñas cuevas y otros refugios de animales donde pueden encontrar alimento. 

Los reservorios naturales del parásito son mamíferos de pequeño y mediano porte; han sido 

reportadas más de 100 especies de mamíferos infectadas por T. cruzi. Este ciclo de 

transmisión enzoótico entre vectores y reservorios silvestres se viene dando hace millones de 

años y es conocido como el ciclo silvestre de la enfermedad. Sin embargo, con la llegada del 

hombre a América hace aproximadamente 15.000 años, algunas especies de triatominos, 

como T. infestans, han logrado adaptarse a colonizar y prosperar en los domicilios y 

peridomicilios humanos donde transmiten el parásito a los hombres y animales domésticos 

(perros, gatos y cuises). Este ciclo de transmisión es conocido como el ciclo doméstico. 

Ambos ciclos no ocurren necesariamente aislados uno de otro, sino que según las 

características eco-epidemiológicas de cada lugar se pueden superponer. Esta superposición 

ocurre cuando el hombre incursiona en lugares donde la transmisión es fundamentalmente 

enzoónotica, como por la invasión ocasional de vectores silvestres a los domicilios (Duffy, 

2010). 

Con el fin de disminuir la transmisión vectorial de la enfermedad de Chagas al hombre, se han 

realizado numerosos planes de desinfestación domiciliaria aplicando insecticidas. Durante la 

fase de vigilancia después de la desinfestación, se ha observado que otras especies de 

triatominos silvestres o peridomésticos han surgido como supuestos vectores secundarios de 

T. cruzi (Schofield y col., 1999). En el Gran Chaco, T. sordida, T. guasayana y T. garciabesi 

han sido consideradas como candidatos para la domesticación (Wisnivesky-Colli y col., 1993; 

Diotaiuti y col., 1995; Noireau y col., 1995; Castanera y col., 1998; Noireau y col., 1999). En 
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Argentina, T. cruzi ha sido también aislado en ejemplares peridomésticos de T. guasayana 

(Lauricella y col., 2005). 

Los programas de desinfestación domiciliaria han logrado interrumpir la transmisión vectorial 

en Brasil, Chile y Uruguay, mientras que en Argentina y Bolivia ha disminuido notablemente 

(Dias y col., 2002; Zaidemberg y col., 2004; OPS, 2006; Guhl, 2009; Salvatella, 2009; Dias, 

2012; Zabala, 2012). Esto le ha dado una mayor importancia relativa a otras formas de 

transmisión como la connatal, transfusional y por trasplante de órganos. 

 

Transmisión congénita 

Con una incidencia variable según la región geográfica, entre el 0,1 y el 8 %, la transmisión 

connatal, también conocida como vertical o congénita, ha sido tradicionalmente la tercera vía 

en importancia de la infección por T. cruzi (Schenone y col., 1985; Zaidemberg y Segovia, 

1993; Lorca y col., 1995; Gurtler y col., 2003; Torrico y col., 2004). Sin embargo, con la 

aplicación de planes de desinsectación que han reducido la transmisión vectorial y con los 

controles en bancos de sangre que disminuyeron los riesgos transfusionales, la transmisión 

connatal se ha vuelto un mecanismo relativamente más importante para la persistencia de la 

infección. En Argentina, el riesgo de transmisión congénita ha sido estimado entre 2,6 % y 

7,9 %. La transmisión congénita depende de dos indicadores epidemiológicos básicos: la tasa 

de prevalencia de infección chagásica en mujeres gestantes y la tasa de incidencia de la 

transmisión vertical. 

La primera varía según las regiones estudiadas, en relación con el grado de endemicidad de la 

infección por T. cruzi en los diferentes países y regiones analizadas. En nuestro país la 

prevalencia de gestantes chagásicas descendió de 4,33 % a 3,29 % de 2006 a 2012 (Arias y 

col., 2013).  

Sumado al fenómeno de migración de las poblaciones hacia zonas no endémicas, esta vía 

toma particular importancia como mecanismo de urbanización de la infección. 

Epidemiológicamente, la vía vertical de infección se define si: i) la madre está infectada; ii) el 

individuo nació y vivió fuera del área endémica (sin viajes a ella) y iii) no recibió 

transfusiones. 

 

Transmisión oral 

Otra fuente de transmisión, epidemiológicamente más importante en los reservorios que en el 

hombre, es por la ingestión de vectores o huéspedes infectados. Esta forma de transmisión 

juega un rol importante en el mantenimiento del ciclo silvestre (Zeledon, 1974). En la 
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literatura se han reportado varios brotes de Chagas agudo que han sido atribuidos a la 

transmisión oral, principalmente en Brasil, debido al consumo de bebidas o alimentos 

contaminados con heces de triatominos infectados (Pinto y col., 2004; Benchimol Barbosa, 

2006; Alarcon de Noya y col., 2010) 

 

Transmisión transfusional 

En las últimas décadas, las dificultades económicas en América Latina han estimulado la 

migración desde zonas rurales hacia zonas urbanas, concentrando en estas más del 60 % de la 

población. Dicho fenómeno reduce la exposición al vector infectado pero aumenta la 

probabilidad de transmisión por transfusión, la cual presenta una incidencia calculada en un 5 

a 20 % (Schmunis, 1999). Además, la infección transfusional se ha convertido en un serio 

problema en los países desarrollados no endémicos debido a la migración de pobladores 

infectados provenientes de regiones endémicas (OMS, 2002). En todos los casos, la población 

de riesgo está constituida principalmente por los individuos poli-transfundidos (pacientes 

hemofílicos y sometidos a diálisis). 

 

Trasplante de órganos 

La transmisión por trasplante de órganos provenientes de personas infectadas con T. cruzi 

también ha sido reportada (Riarte y col., 1999; Barcan y col., 2005). Estos casos, al igual que 

los trasplantes a personas ya infectadas por T. cruzi, presentan una problemática particular 

debido a la inmunosupresión post-trasplante del receptor y deben ser monitorizados. En los 

casos en que se detectan parásitos en sangre por el método de Strout, chagomas en la piel o 

nidos de amastigotes en muestras de biopsias, es recomendable que el paciente sea medicado 

con drogas anti-parasitarias (Diez y col., 2007). 

 

Fases de la enfermedad 

Uno de los problemas primarios de la epidemiología parasitaria, es la correlación entre los 

síntomas de la enfermedad y la presencia del agente causal en el huésped afectado. Es 

importante confirmar que la presencia del parásito sea responsable del desencadenamiento de 

los síntomas característicos de la enfermedad. En la gran mayoría de las parasitosis humanas, 

esta asociación queda claramente establecida. Por ejemplo, en la leishmaniasis tegumentaria 

las úlceras de la piel constituyen una consecuencia directa de la presencia de los parásitos 

(amastigotes) como agentes causantes de la lesión. En otras parasitosis sin embargo, la 

asociación entre el parásito y los síntomas de la enfermedad puede ser más compleja, como es 
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el caso de la enfermedad de Chagas. Los parásitos en diferentes regiones geográficas infectan 

a los humanos produciendo un espectro variable de formas clínicas de la enfermedad (Vallejo, 

2001) 

T. cruzi es un parásito que se duplica intracelularmente y una vez dentro del huésped tiene el 

potencial de infectar distintos tipos de células nucleadas (Burleigh y Andrews, 1995).  

Actualmente se definen 2 fases en la infección: aguda y crónica (Reunión Final del Consenso 

Internacional sobre Etapa Indeterminada de la Enfermedad de Chagas, Buenos Aires, 2010). 

Las alteraciones descriptas en cada una de estas fases suelen ser diversas y dependen tanto del 

contexto genético del huésped, de la edad, su estado inmunológico y nutricional, como de las 

características biológicas del parásito (cepa, virulencia, inóculo). 

 

Fase aguda 

La fase aguda de la infección abarca un período de 4 a 8 semanas luego de la entrada del 

parásito al huésped mamífero. En algunos casos la infección aguda puede presentar signos de 

puerta de entrada: tal es el caso del chagoma de inoculación, una lesión cutánea, que se 

presenta más frecuentemente en la cara y las extremidades por ser los sitios más expuestos a 

las vinchucas. Muy típico también es el de la región ocular llamado signo de Romaña-Mazza.  

Esta etapa se caracteriza por una elevada proliferación intracelular del parásito y por su 

presencia en circulación. En general, no se observan manifestaciones clínicas importantes, 

pudiéndose presentar un cuadro febril pasajero con signos o síntomas inespecíficos (Brener y 

col., 2000). Rara vez se describen casos agudos con hepatoesplenomegalia, anemia y/o 

trombocitopenia. Excepcionalmente, y solo en niños o pacientes inmunocomprometidos, 

pueden presentarse formas severas con miocarditis aguda o meningoencefalitis capaces 

desencadenar la muerte (OMS, 2002). 

La existencia de una relativamente elevada parasitemia durante esta fase permite realizar el 

diagnóstico de la infección por métodos parasitológicos directos. 

Ante un avance favorable, la respuesta inmune controla la carga parasitaria en circulación y 

tejidos (Moncayo y Ortiz Yanine,  2006), dando paso a la etapa crónica de la infección. 

 

Fase crónica 

Una vez superada la fase aguda se desarrolla un proceso inflamatorio crónico con un 

incremento del daño celular que conduce a un deterioro de la función cardíaca 

(Kierszenbaum, 2005).  
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Han sido descriptas tres formas para la fase crónica de la infección: la forma indeterminada, 

en la cual la mayoría de los pacientes continúa sin presentar síntomas por el resto de sus 

vidas, se caracteriza por ser asintomática y presentar electrocardiografía y radiografía de tórax 

normales, pero con serología positiva para T. cruzi (Coura, 2003); la forma digestiva, con 

megasíndromes de esófago o colon; y la forma cardíaca que se caracteriza por compromiso 

de la función cardíaca y disturbios en el sistema nervioso periférico (Manoel-Caetano y Silva, 

2007). Aproximadamente un 30 % de las personas infectadas, por razones aún no 

determinadas, desarrollan esta cardiopatía de expresión clínica variada (Higuchi y col., 2003), 

la expresión más devastadora de esta enfermedad (Manque y col., 2011), que afecta al 

desarrollo económico del país ya que involucra personas en edades productivas. 

La información acerca de los mecanismos celulares y moleculares por los cuales T. cruzi 

afecta la función cardiovascular en pacientes y modelos experimentales, es todavía limitada. 

Se han postulado diferentes hipótesis para explicar la fisiopatogenia de la enfermedad 

(Gutierrez y col., 2009); sin embargo, ninguna de ellas justifica de manera independiente las 

variedades evolutivas diversas, difíciles de pronosticar, y las alteraciones cardíacas en los 

distintos estadios. Estas hipótesis tampoco explican por qué el 30 % de las personas 

infectadas evolucionan hacia una enfermedad cardíaca mientras que el 70 % restante 

permanece asintomático, aunque con serología positiva persistente, por el resto de sus vidas. 

 

Manifestaciones clínicas 

Cardiopatía chagásica crónica (CCC): 

Se presenta en 10 a 30 % de estos pacientes. Se caracteriza por su gravedad y representa la 

principal causa de muerte de estos enfermos. Los síntomas más frecuentes son palpitaciones y 

disnea de esfuerzo. La cardiopatía evoluciona a la insuficiencia cardíaca. Las arritmias son 

frecuentes y variadas, todos signos de mal pronóstico. En un comienzo, la CCC puede ser 

asintomática, pero con evidentes alteraciones electrocardiográficas. Los pacientes refieren 

palpitaciones, disnea, lipotimia y, raramente, se encuentran soplos cardíacos. La enfermedad 

lleva a la insuficiencia cardíaca, que junto con las arritmias, son la causa de muerte de estos 

pacientes. La incidencia de la progresión de la cardiopatía chagásica es de 24,8 % y la de las 

complicaciones es de 3,5 % en pacientes tratados y 16,9 % en los no tratados (Duffy, 2010). 

 

Esofagopatía chagásica: 

Conocida como megaesófago, aperistalsis o acalasia del esófago. Se diagnostica, 

frecuentemente, antes de los 40 años de edad. El esófago se presenta dilatado en diferentes 
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grados y más tardíamente elongado (dolicomegaesófago). Tiende a la hipertrofia de las capas 

musculares y en la mucosa se producen paraqueratosis. Microscópicamente existe destrucción 

de las neuronas parasimpáticas con áreas de inflamación crónica, lo que ocasiona la pérdida 

progresiva de la coordinación motora y de la capacidad contráctil en la manometría esofágica. 

Luego aparece disfagia, dolor y regurgitación. Es posible que se asocie con megacolon o 

cardiopatía. Las manifestaciones clínicas, radiología y manometría esofágica permiten 

efectuar el diagnóstico. Es conveniente realizar endoscopia digestiva alta para descartar la 

presencia de cáncer (Duffy, 2010). 

 

Colopatía chagásica: 

La colopatía se presenta entre los 40 y 50 años de edad. Se produce una disfunción motora de 

los segmentos del colon, por denervación parasimpática intramural. La alteración toma, 

preferentemente, el sigmoides y el recto, originando una dilatación de esa zona. La expresión 

clínica básica del megacolon es la constipación progresiva con dificultad para la evacuación. 

El enfermo suele utilizar laxantes, y enemas y consultar tardíamente. En estos cuadros 

clínicos se producen períodos de distensión abdominal y, secundariamente, abdomen 

prominente. Se puede palpar un fecaloma en la fosa iliaca izquierda o directamente al realizar 

un tacto rectal. Las complicaciones del megacolon chagásico son el vólvulo y la obstrucción 

intestinal por fecaloma (Duffy, 2010). 

 

El tratamiento en distintos escenarios clínicos 

En lo que se refiere al tratamiento actual de la enfermedad, las drogas disponibles no sólo no 

son efectivas para la eliminación del parásito, sino que son altamente tóxicas para el huésped 

(Guhl, 2007). Hasta el momento, son dos los fármacos que se utilizan para tratar la 

enfermedad de Chagas: nifurtimox (Lampit, Bayer HealthCare) y benznidazol (ABARAX®, 

ELEA) (Bellera, 2014; Tarragona y col., 2013; Salvatella, 2016). Estas drogas presentan 

severos efectos secundarios debido a que no actúan de forma específica sobre el parásito 

(Urbina, 2010). A modo de ejemplo, benznidazol se recomienda para el tratamiento de la 

infección aguda, donde ha demostrado una efectividad del 71,5 % en casos tratados dentro los 

primeros 4 meses, y también se prescribe para tratar casos de infección congénita, en este caso 

con un 97,9 % de efectividad si el tratamiento se desarrolla durante los primeros 6 meses de 

vida. Sin embargo, ninguno de los dos fármacos muestra efectividad en el tratamiento de la 

forma crónica de la enfermedad (5,9 % para benznidazol), la cual es la presentación más 

frecuente de la enfermedad (Urbina, 2010; Morillo y col., 2015). 
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Debido a la falta de eficacia de dichos tratamientos resulta de capital importancia identificar 

factores relacionados con la amplia gama de signos clínicos que caracterizan a la enfermedad. 

Como se mencionó anteriormente, esta variedad de manifestaciones clínicas puede explicarse 

en parte por la heterogeneidad genética de T. cruzi (Moncayo, 2003). Una gran diversidad de 

cepas de T. cruzi con diferentes características en lo que se refiere a respuestas biológicas, 

inmunológicas, genéticas, moleculares y farmacológicas han sido aisladas de diferentes 

fuentes (Andrade y col., 1985; Filardi y Brener, 1987; Brener, 1992; Oliveira y col., 1997; 

Gomes y col., 1998). 

Una de las diferencias que presentan las distintas cepas (compuestas por parásitos con 

características similares, usualmente clones obtenidos en laboratorio) o aislamientos 

(obtenidos a partir de un insecto vector o un hospedador mamífero; pueden estar compuestos 

por una mezcla de cepas) de este parásito es un marcado tropismo tisular diferencial a los 

órganos del huésped, que puede variar en los distintos momentos de la infección (Andrade y 

Magalhâes, 1997; Vago y col., 2000; Mejia y Triana, 2005; Andrade y col., 2010; Roellig y 

col., 2010; Ferreira Bellini y col., 2012; Cura y Schijman, 2013; Lo Presti y col., 2014). La 

distribución de estas diferentes poblaciones del parásito en un mismo individuo es un factor 

que podría influir o determinar el curso clínico de la enfermedad, originando la amplia 

variabilidad clínica encontrada en pacientes y modelos experimentales. 

Por otro lado, algunos estudios han revelado una alta incidencia de infecciones mixtas (con 

varias cepas en un mismo individuo) en humanos (Solari y col., 2001) y en vectores (Bosseno 

y col., 2000), lo que confirmaría la relevancia de este parámetro en la evolución de la 

enfermedad. 

 

En los últimos años ha habido un progreso significativo en la comprensión de la diversidad 

biológica y genética del agente etiológico, así como de los polimorfismos poblacionales 

asociados con la susceptibilidad a esta enfermedad. Sin embargo, muchos otros aspectos tales 

como las interacciones parásito-hospedador, los mecanismos genéticos de la interacción 

celular, la variabilidad genética, y el tropismo no son suficientemente conocidos (Ferreira 

Bellini y col., 2012). 

Es por ello que proponemos determinar la importancia que tiene la composición genética del 

aislamiento de T. cruzi que infecta al huésped y/o la de las poblaciones diferentes que pueden 

aparecer en sangre, músculo cardíaco y músculo esquelético. Estos resultados contribuirán al 

entendimiento de las variabilidades clínicas y facilitarán el establecimiento de un pronóstico y 

tratamiento adecuados de la enfermedad. 
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OBJETIVOS: 

 Conocer la distribución de distintos aislamientos de Trypanosoma cruzi en tejidos de 

animales infectados que cursan la etapa aguda de la infección experimental. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar la distribución de distintas combinaciones de aislamientos de Trypanosoma 

cruzi en sangre, corazón y músculo esquelético de animales infectados que cursan la 

etapa aguda de la infección experimental. 

 Determinar el linaje o UDT al que pertenecen los aislamientos mediante análisis de 

ADN. 

 Caracterizar las diferentes poblaciones presentes en cada tejido mediante la digestión 

con enzimas de restricción. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Parásitos para la infección experimental 

Se utilizaron 4 aislamientos/cepas de T. cruzi: la cepa Tulahuen, aislada en 1945 a partir de un 

individuo de T. infestans encontrado en Chile; el aislamiento SGO Z12 obtenido de un insecto 

vector de Santiago del Estero, zona endémica de nuestro país (Bustamante y col., 2003) y 

caracterizado isoenzimáticamente como perteneciente al zimodema 12 (Montamat y col., 

1996); y dos aislamientos (Lucky y Casibla) obtenidos de pacientes con Chagas congénito 

provenientes de área endémica (Lo Presti y col., 2014). Todos los aislamientos/cepas han sido 

mantenidos en el laboratorio por infecciones sucesivas cada 15 días en ratones Albino suizos. 

 

Infección de los ratones 

Ratones Albino suizos adultos, machos y hembras exocriados (mediante cruces entre 

individuos no consanguíneos), con un peso promedio de 30  1g, fueron inoculados 

intraperitonealmente con cada uno de los aislamientos del parásito o con una mezcla de dos 

aislamientos (50 tripomastigotes de cada aislamiento). Se infectaron 10 ratones con cada 

aislamiento o combinación (Tabla 3). 

 

Tabla 3: Grupos experimentales  

Grupos Aislamientos 

1 Tulahuen (cepa) 

2 SGO Z12 

3 Lucky 

4 Casibla 

5 Tulahuen+SGO Z12 

6 Tulahuen+Lucky 

7 Tulahuen+Casibla 

8 SGO Z12+Lucky 

9 SGO Z12+Casibla 

10 Lucky+Casibla 
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El objetivo de incluir estos grupos doblemente infectados fue verificar si la distribución de los 

parásitos se ve afectada por la presencia de un mayor número de aislamientos en un mismo 

huésped; el inóculo de parásitos por lo tanto fue elegido de modo tal que pueda ser comparado 

con cada uno de los grupos infectados con un solo aislamiento (de forma que tengan la misma 

cantidad de parásitos correspondientes a cada aislamiento). 

Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de luz (12 h-luz, 12 h-oscuridad), 

temperatura (25 °C ± 2 °C) y humedad (55 ± 10 %), y alimentados con ración comercial y 

agua ad libitum. Todos los procedimientos han sido aprobados por el Comité Institucional 

para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Médicas de la 

Universidad Nacional de Córdoba (Tolosa y col., 2010). 

 

Parasitemia y sobrevida 

El seguimiento de los niveles de parásitos en sangre de todos los grupos experimentales 

infectados, se realizó en cámara de Neubawer, en muestras obtenidas de la cola de los ratones 

cada 7 días, hasta el día 35 post infección (p.i.). 

La sobrevida de cada uno de los grupos fue monitoreada diariamente.  

 

De los ratones supervivientes de cada grupo se eligieron 3 animales al azar (Mejía y Triana, 

2005), para ser sacrificados a los 35 días post infección (d.p.i.), que corresponden a la etapa 

aguda de la infección experimental (Bustamante y col., 2003a; Lo Presti y col., 2006). Se 

recolectó la sangre de los animales por decapitación y se les extrajo el corazón y muestras de 

músculo esquelético. 

Las muestras de tejido recolectadas se dividieron en dos y se analizaron, por un lado, 

mediante estudios histológicos y, por otro, junto a las muestras de sangre, para verificar la 

presencia del parásito y su tipificación mediante PCR. 

 

Estudios histológicos 

Las muestras de corazón y músculo esquelético de los ratones infectados fueron fijadas en 

formol bufferado (10 %) y embebidas en parafina. Los cortes de 5 m de espesor fueron 

coloreados con hematoxilina-eosina. Un total de 3 cortes de cada órgano de cada animal (n=3 
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por grupo) fueron analizados con aumentos totales de 40X, 100X, 200X y 400X. Se tomaron 

como controles secciones de corazón y músculo esquelético de ratones no infectados (n=3). 

Las imágenes fueron analizadas en búsqueda de la presencia de infiltrados inflamatorios y 

nidos de amastigotes. 

Cuantificación de infiltrados inflamatorios: para cuantificar el área cubierta por infiltrados 

inflamatorios en los cortes de corazón y músculo esquelético, se analizaron las fotografías 

tomadas a un aumento 40X con el programa AxioVision 4.8. Para ello se tomó como 100 % 

el área total del corte de cada uno de los tejidos y se cuantificó el porcentaje de la misma 

cubierta con infiltrados. 

 

Extracción del ADN de muestras de sangre y de tejido 

Las muestras de sangre de cada ratón se mezclaron con igual volumen de guanidina 6M / 

EDTA 0,2 M (Ávila y col., 1991) y las muestras de tejido (corazón, y músculo esquelético) se 

procesaron mediante lisis con CTAB (bromuro de cetil-trimetilamonio – Levitan y Grosberg, 

1993). 

El ADN se extrajo por técnicas convencionales con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

(Lachaud y col., 2001) y se precipitó con etanol. Finalmente la solución se resuspendió en 

agua estéril libre de nucleasas y se conservó a -20 ºC hasta su uso (Wincker y col., 1994) para 

la amplificación del contenido de ADN del parásito y su tipificación por PCR.  

 

Detección y tipificación molecular del linaje de T. cruzi presente en cada muestra 

mediante PCR  

La presencia de T. cruzi en cada muestra se determinó mediante la amplificación de un 

fragmento de 188 pb correspondiente al ADN nuclear del parásito utilizando dos cebadores 

específicos: TCZ-1 (5’CGA GCT CTT GCC CAC ACG GGT GCT 3’) y TCZ-2 (5’CCT 

CCA AGC AGC GGA TAG TTC AGG 3’) (Virreira y col., 2003). 

La tipificación molecular de T. cruzi en las muestras de sangre y de tejido de cada ratón en la 

etapa aguda (35 d.p.i.) se determinó mediante la amplificación por PCR de tres fragmentos 

diferentes que permitieron, en conjunto, determinar el linaje o UDT de T. cruzi presente en 

cada tejido (Brisse y col., 2001; Steindel y col., 2008; Velázquez y col., 2008; Ramírez y col., 

2010) (figura 5): 
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• El espaciador intergénico de los genes del mini-exón, utilizando un pool de 

cebadores (PCR Multiplex): TC1 (5’-GTG TCC GCC ACC TCC TTC GGG CC), 

TC2 (5’-CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G) y TC  (5’-CCC CCC TCC CAG 

GCC ACA CTG) (Souto y col., 1996; Mejía-Jamillo y col., 2009). 

• El gen de la subunidad 24Sα del ARN ribosómico, utilizando los  cebadores D71 (5’-

AAG GTG CGT CGA CAG TGT GG) y D72 (5’ -TTT TCA GAA TGG CCG AAC 

AGT) (Souto y col., 1996). 

• El gen de la subunidad 18S del ARN ribosómico, utilizando los cebadores V1 (5’ -

CAA GCG GCT GGG TGG TTA TTC CA) y V2 (5’-TTG AGG GAA GGC ATG 

ACA CAT GT) (Clark y Pung, 1994). 

 

 

Figura 5: Algoritmo utilizado para la clasificación del linaje de T. cruzi utilizando tres 

marcadores moleculares (adaptado de Ramírez y col., 2010). NA: no amplifica; pb: pares de bases. 

 

La presencia de inhibidores en cada una de las muestras se descartó mediante la amplificación 

de un gen constitutivo del huésped (β-actina) de 289 pb, utilizando los cebadores 

correspondientes: β-act-F (5’CGG AAC CGC TCA TTG CC 3’) and β-act-R (5’AAC CAC 

ACT GTG CCC ATC TA 3’) (Velázquez y col., 2014). 
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Los componentes de cada una de las reacciones y las condiciones de amplificación para cada 

PCR se describen en las tablas 4 y 5 respectivamente. En todos los casos, los productos de 

PCR se separaron mediante geles de agarosa al 2,5 % teñido con bromuro de etidio y se 

observaron bajo luz UV. Cada reacción se realizó por triplicado. 

 

  Tabla 4: Componentes de cada una de las reacciones para la amplificación de los diferentes 

marcadores moleculares. 

 

 

Tabla 5: Condiciones de reacción para la amplificación de cada uno de los marcadores 

moleculares 

 

 

Análisis de la distribución del parásito en los diferentes tejidos por enzimas de 

restricción 

Para caracterizar aún más la distribución diferencial del parásito en los tejidos del huésped 

(sangre, corazón, músculo esquelético), se realizó el análisis de los fragmentos producidos 

luego de la digestión con enzimas de restricción (RFLP) del fragmento del mini-exón (300 

pb) amplificado anteriormente. Para ello se utilizaron las enzimas Bce AI, Dra III, Fsp I, Rsa I 

and Bsm AI (New England Biolabs, Inc.), todas ellas elegidas por sus sitios teóricos de corte 
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en el fragmento utilizado. En todos los casos se siguieron las recomendaciones del fabricante 

para las condiciones de digestión. Los fragmentos obtenidos fueron separados por 

electroforesis en geles de agarosa al 2,5 %, teñidos con bromuro de etidio y observados bajo 

luz UV.  

 

Análisis de los resultados 

Cada PCR (de los diferentes marcadores moleculares) se realizó por triplicado, 

considerándose negativa luego de tres resultados negativos repetidos; un resultado positivo se 

consideró suficiente para considerar a la muestra como positiva para ese marcador molecular. 

Como se mencionó anteriormente, la determinación del linaje o UDT de T. cruzi presente en 

cada muestra se llevó a cabo siguiendo el algoritmo de Ramírez y col., 2010, modificado para 

tres marcadores moleculares (figura 5). 

Los perfiles de bandas obtenidos luego de los RFLP de las muestras de sangre y de los 

órganos de cada uno de los ratones infectados se analizaron cualitativamente por observación 

de los geles. Además, y para lograr una mejor comparación de los resultados, se realizó un 

análisis independiente de los patrones multibandas obtenidos de sangre, corazón y músculo 

esquelético para cada ratón. 

En los cortes histológicos se cuantificaron los infiltrados inflamatorios utilizando el programa 

AxioVision 4.8 y se analizaron en búsqueda de nidos de amastigotes; las áreas ocupadas por 

infiltrados se compararon por Chi cuadrado de Pearson. Las curvas de parasitemia se 

compararon por análisis multivariado y test de Hotelling y las curvas de sobrevida se 

realizaron mediante el test de sobrevida de Kaplan Meier. Se consideraron diferencias 

significativas cuando p<0,05. 
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RESULTADOS 

 

 

Parasitemia 

 

La figura 6 representa la evolución de los niveles de parásitos en sangre de los grupos 

infectados con Tulahuen (grupo 1), SGO Z12 (grupo 2) y la combinación de ambos (grupo 5), 

hasta los 35 d.p.i. Como puede observarse, el parásito se encontró presente en todos los 

grupos estudiados a partir de los 7 d.p.i., presentando un pico de parasitemia entre los 21 y los 

28 d.p.i. (grupo 1 y 2) y entre los 14 y los 28 d.p.i. (grupo 5). La curva del grupo infectado 

con la combinación fue significativamente diferente de aquella presentada por los animales 

infectados con solo una cepa/aislamiento (P<0,05), presentando mayores cantidades de 

parásitos en todos los puntos, a excepción de los 21 d.p.i. cuando los niveles de parásitos 

circulantes fueron similares al grupo 2, pero menores al grupo 1. 

 

 

Figura 6: Evolución de los niveles de parásitos circulantes en el grupo 1 (Tulahuen) ( ), grupo 2 

(SGO Z12) (  ) y grupo 5 (Tulahuen+SGO Z12) ( ). 

Barra: error estándar; n=10 en cada grupo. Se encontraron diferencias significativas entre la curva del grupo 5 vs 

las curvas de los grupos 1 y 2, que fueron similares entre sí (test de Hotelling: P<0,05). 
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La figura 7 representa la evolución de los niveles de parásitos en sangre de los grupos 

infectados con Tulahuen (grupo 1), Lucky (grupo 3) y su combinación (grupo 6) hasta los 35 

d.p.i. Como puede observarse, el parásito se encontró presente en todos los grupos estudiados 

a partir del día 7 d.p.i., presentando un pico de parasitemia a los 21 d.p.i. (grupo 1 y 3) y entre 

los días 14 y 28 d.p.i. (grupo 6). Nuevamente, se encontraron diferencias significativas entre 

la curva del grupo infectado con la combinación (grupo 6) y las de los grupos infectados con 

solo una cepa/aislamiento (P<0,05); en este caso, el grupo infectado con la combinación 

mostró mayor cantidad de parásitos y se mantuvieron por un mayor periodo de tiempo (no 

llegando a negativizarse a los 35 d.p.i. como los otros dos grupos). 

 

 

Figura 7: Evolución de los niveles de parásitos circulantes en el grupo 1 (Tulahuen) ( ), grupo 3 

(Lucky) (  ) y grupo 6 (Tulahuen+Lucky) (  ). 

Barra: error estándar; n=10 en cada grupo. Se encontraron diferencias significativas entre la curva del grupo 6 vs 

las curvas de los grupos 1 y 3, que fueron similares entre sí (test de Hotelling: P<0,05). 

 

 

La figura 8 muestra la evolución de la parasitemia en los grupos infectados con Tulahuen 

(grupo 1), Casibla (grupo 4) y con su combinación (grupo 7) hasta el día 35 d.p.i. 

Nuevamente, el parásito se encontró presente desde el día 7 d.p.i., con un pico a los 21 d.p.i. 

en todos los grupos. En este caso, se encontraron diferencias significativas entre las curvas de 

los 3 grupos estudiados (P<0,05), siendo la parasitemia del grupo infectado con la 

combinación significativamente menor. 
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Figura 8: Evolución de los niveles de parásitos circulantes el grupo 1 (Tulahuen) ( ), grupo 4 

(Casibla) (  ) y grupo 7 (Tulahuen+Casibla) (  ).  

Barra: error estándar; n=10 en cada grupo. Se encontraron diferencias significativas entre las curvas de los tres 

grupos estudiados (test de Hotelling: P<0,05). 

 

 

La evolución de los niveles de parásitos circulantes de los grupos infectados con SGO Z12 

(grupo 2), Lucky (grupo 3) y con su combinación (grupo 8) hasta los 35 d.p.i. se muestra en la 

figura 9. Nuevamente en este caso se encontraron diferencias significativas entre las curvas de 

los 3 grupos estudiados (P<0,05). 

 

 

 



Resultados 

~ 35 ~ 
 

 

Figura 9: Evolución de los niveles de parásitos circulantes el grupo 2 (SGO Z12) (  ), grupo 3 

(Lucky) (  ) y grupo 8 (SGO Z12+Lucky) (  ). 

Barra: error estándar; n=10 en cada grupo. Se encontraron diferencias significativas entre las curvas de los tres 

grupos estudiados (test de Hotelling: P<0,05). 

 

 

La figura 10 muestra la parasitemia de los grupos infectados con SGO Z12 (grupo 2), Casibla 

(grupo 4) y su combinación (grupo 9) hasta el día 35 d.p.i. En este caso, los niveles de 

parásitos en circulación mostrados por el grupo infectado con la combinación de aislamientos 

(grupo 9) mostraron un pico a los 28 d.p.i. significativamente superior al de los grupos 

infectados con solo un aislamiento en el mismo momento (P<0,05). 
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Figura 10: Evolución de los niveles de parásitos circulantes en el grupo 2 (SGO Z12) (  ), grupo 

4 (Casibla) (  ) y grupo 9 (SGO Z12+Casibla) (  ).  

Barra: error estándar; n=10 en cada grupo. Se encontraron diferencias significativas entre las curvas de los tres 

grupos estudiados (test de Hotelling: P<0,05). 

 

 

Por último, la figura 11 muestra la evolución de los niveles de parásitos en sangre de los 

grupos infectados con Lucky (grupo 3), Casibla (grupo 4) y su combinación (grupo 10). En 

este caso, la curva presentada por el grupo infectado con la combinación de aislamientos 

mostró dos picos de parasitemia, uno a los 14 d.p.i. y el otro a los 28 d.p.i., ambos con niveles 

de parásitos superiores a los presentados por los grupos infectados con solo un aislamiento en 

esos momentos (P<0,05). Estos últimos grupos, como se mencionó anteriormente, presentaron 

el pico de parasitemia a los 21 d.p.i. 
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Figura 11: Evolución de los niveles de parásitos circulantes en el grupo 3 (Lucky) (  ), grupo 4 

(Casibla) (  ) y grupo 10 (Lucky+Casibla) (  ).  

Barra: error estándar; n=10 en cada grupo. Se encontraron diferencias significativas entre las curvas de los tres 

grupos estudiados (test de Hotelling: P<0,05). 

 

 

Sobrevida 

La figura 12 muestra la sobrevida de los grupos infectados con cada uno de los 

aislamientos/cepas: Tulahuen (grupo 1), SGO Z12 (grupo 2), Lucky (grupo3) y Casibla 

(grupo 4), hasta los 35 d.p.i.  

Como puede observarse en la figura, el grupo infectado con el aislamiento Lucky fue el que 

presentó mayor sobrevida (73 %), siendo esta sobrevida significativamente mayor que la de 

los grupos infectados con Tulahuen (43 %) y SGO Z12 (37 %) (P<0,05). La sobrevida del 

grupo infectado con Casibla fue estadísticamente similar a la del resto de los grupos, con un 

valor intermedio entre el grupo infectado con Lucky y el grupo infectado con Tulahuen. 
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Figura 12: Sobrevida de los grupos infectados con los distintos aislamientos de Trypanosoma 

cruzi, durante la etapa aguda de la infección experimental: grupo 1 (Tulahuen) ( ), grupo 2 

(SGO Z12) ( ), grupo 3 (Lucky) ( ) y grupo 4 (Casibla) ( ). 

Sobrevida presentada en proporción; n=10 en cada grupo. Letras diferentes indican diferencias significativas 

entre las curvas (test de sobrevida de Kaplan Meier: P<0,05). 

 

 

La figura 13 por su parte muestra la sobrevida de los grupos infectados con las distintas 

combinaciones de cepas/aislamientos: Tulahuen+SGO Z12 (grupo 5), Tulahuen+Lucky 

(grupo 6), Tulahuen+Casibla (grupo 7), SGO Z12+Lucky (grupo 8), SGO Z12+Casibla 

(grupo 9), Lucky+Casibla (grupo 10) hasta los 35 d.p.i. Como puede observarse en este caso, 

entre 23 % y 43 % de los animales de cada grupo sobrevivieron durante la etapa aguda de la 

infección experimental, siendo los valores de sobrevida de todos estos grupos similares entre 

sí (P>0,05).  

Al comparar la sobrevida de los grupos infectados con las combinaciones de 

cepas/aislamientos en relación a los correspondientes grupos infectados con solo uno de ellos, 

en todos los casos la sobrevida del grupo infectado con la combinación mostró una tendencia 

a ser menor que la del grupo con infección simple; en algunos casos esta diferencia llegó a ser 

significativa: la sobrevida del grupo infectado con SGO Z12+Casibla (20 %) fue menor que la 

del grupo infectado solo con Casibla (53 %) (P<0,05), la sobrevida del grupo infectado con 

Lucky+Casibla (27 %) fue menor que la del grupo infectado solo con Lucky (73 %) 

(P<0,002), la sobrevida del grupo infectado con Tulahuen+Lucky (23 %) fue menor que la 

presentada por el grupo infectado solo con Lucky (73 %) (P<0,002) y la sobrevida del grupo 
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infectado con SGO Z12+Lucky (27 %) fue menor que la del grupo infectado con Lucky 

(73 %) (P<0,002). 

 

 

Figura 13: Sobrevida de los grupos infectados con las distintas combinaciones de 

cepas/aislamientos de Trypanosoma cruzi, durante la etapa aguda de la infección experimental: 

grupo 5 (Tulahuen+SGO Z12) ( ), grupo 6 (Tulahuen+Lucky) ( ), grupo 7 (Tulahuen+ 

Casibla) ( ), grupo 8 (SGO Z12+Lucky) (  ), grupo 9 (SGO Z12+Casibla) (  ) y grupo 10 

(Lucky+Casibla) (  ). 

Sobrevida presentada en proporción; n=10 en cada grupo. No se observaron diferencias entre los aislamientos 

estudiados (test de sobrevida de Kaplan Meier: P>0,05). 

 

 

Estudios histológicos  

Las figuras 14, 15, 16 y 17 muestran áreas representativas de músculo cardíaco y músculo 

esquelético de los grupos 1, 2, 3 y 4 respectivamente durante la etapa aguda de la infección 

experimental (35 d.p.i.). 

Las muestras de corazón del grupo 1 (Tulahuen) presentaron un promedio de 0,71 % del 

corazón cubierto por infiltrados inflamatorios leves a moderados; también se observaron nidos 

de amastigotes aislados en estas muestras (Figura 14 a – b). 

Las secciones del músculo esquelético del mismo grupo también presentaron infiltrados 

inflamatorios pero de una intensidad superior (P<0,05) (Figura 14 c – d); el área cubierta por 
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infiltrados en este caso es, en promedio de 7,8 %. En estas secciones se encontraron nidos de 

amastigotes en las fibras musculares de 2 de los 3 ratones analizados. 

 

Figura 14: Secciones histológicas correspondientes al grupo 1 (Tulahuen) a los 35 d.p.i. a) 

corazón, 20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 40 X. 

Infiltrados inflamatorios (  ), nidos de amastigotes (  ). 

 

Las muestras de corazón del grupo 2 (SGO Z12) presentaron infiltrados inflamatorios muy 

leves, con una superficie promedio de 0,5 % de la superficie total de la muestra (Figura 15 a - 

b); no se observó presencia de nidos amastigotes.  

Los infiltrados inflamatorios en las secciones de músculo esquelético cubrieron un área mayor 

(1,8 %; P<0,05) que en los corazones del mismo grupo (Figura 15 c – d). Tampoco se 

encontraron nidos de amastigotes en las secciones del músculo esquelético. 

a) 
 

b) 

d) c) 
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Figura 15: Secciones histológicas correspondientes al grupo 2 (SGO Z12) a los 35 d.p.i. a) 

corazón, 20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 4 0 X. 

Infiltrados inflamatorios (  ). 

 

Los infiltrados inflamatorios en las muestras de corazón del grupo 3 (Lucky) ocuparon una 

superficie promedio de 3,32 %; además, se encontraron nidos de amastigotes en la mayoría de 

las muestras analizadas (Figura 16 a – b).  

Las muestras de músculo esquelético presentaron infiltrados inflamatorios leves a severos, 

con una superficie promedio de 15,16 % de las áreas analizadas (P<0,05 en relación a las 

muestras de corazón del mismo grupo); varios nidos de amastigotes también se encontraron 

en todas las muestras de músculo esquelético (Figura 16 c – d).  

 

a) b) 

c) d) 
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Figura 16: Secciones histológicas correspondientes al grupo 3 (Lucky) a los 35 d.p.i. a) corazón, 

20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 40 X. Infiltrados 

inflamatorios (  ), nidos de amastigotes ( ). 

 

 

Para el grupo 4 (Casibla) se observaron infiltrados inflamatorios muy leves a moderados en 

las muestras de corazón, con una superficie promedio de 2,64 % de la superficie total de la 

muestra; también se observaron nidos de amastigotes en estas muestras (Figura 17 a - b).  

Las secciones del músculo esquelético del mismo grupo presentaron infiltrados inflamatorios 

leves a severos (Figura 17 c - d); el área cubierta por infiltrados en este caso fue en promedio 

de 9,61 % (P<0,05 en relación a las muestras de corazón del mismo grupo); se encontraron 

nidos de amastigotes en las secciones de músculo esquelético. 
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Figura 17: Secciones histológicas correspondientes al grupo 4 (Casibla) a los 35 d.p.i. a) corazón, 

20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 40 X. Infiltrados 

inflamatorios (  ), nidos de amastigotes ( ). 

 

 

Las figuras 18, 19, 20, 21, 22 y 23 muestran áreas representativas de músculo cardíaco y 

músculo esquelético de los grupos 5, 6, 7, 8, 9 y 10 respectivamente durante la etapa aguda de 

la infección experimental (35 d.p.i.). 

 

Las muestras de corazón del grupo 5 (Tulahuen+SGO Z12) presentaron una superficie  

promedio de infiltrados inflamatorios de 0,78 % del total de la muestra y no se observaron 

nidos de amastigotes (Figura 18 a – b). 

En las secciones de músculo esquelético se observaron infiltrados inflamatorios de leves a 

severos con un promedio de 5,60 %; se encontraron además, nidos de amastigotes (Figura 18 

c – d).  

 

a) b) 

d) 
c) 
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Figura 18: Secciones histológicas correspondientes al grupo 5 (Tulahuen+SGO Z12) a los 35 

d.p.i. a) corazón, 20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 40 

X. Infiltrados inflamatorios (  ), nidos de amastigotes ( ). 

 

 

Los infiltrados inflamatorios en las muestras de corazón del grupo 6 (Tulahuen+Lucky)  

fueron de leves, con una superficie promedio de 0,55 %; no se encontraron nidos de 

amastigotes (Figura 19 a - b).  

El área cubierta por infiltrados inflamatorios en las muestras de músculo esquelético fue en 

promedio de 6,88 %; éstas tampoco presentaron nidos de amastigotes (Figura 19 c - d).  

a) b) 

d) c) 
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Figura 19: Secciones histológicas correspondientes al grupo 6 (Tulahuen+Lucky) a los 35 d.p.i. 

a) corazón, 20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 4 0 X. 

Infiltrados inflamatorios (  ). 

 

 

Las muestras de corazón del grupo 7 (Tulahuen+Casibla) presentaron infiltrados inflamatorios 

de leves a moderados con una superficie promedio de 2 % del área total del corte analizado 

(Figura 20 a – b).  

En las secciones de músculo esquelético se observaron infiltrados inflamatorios de moderados 

a severos, con un área cubierta con un promedio de 7,6 % (Figura 20 c – d). No se observaron 

nidos de amastigotes en ninguno de los dos tejidos analizados para este grupo. 

 

a) b) 

c) d) 
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Figura 20: Secciones histológicas correspondientes al grupo 7 (Tulahuen+Casibla) a los 35 d.p.i. 

a) corazón, 20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 4 0 X. 

Infiltrados inflamatorios (  ). 

 

 

En el grupo 8 (SGO Z12+Lucky) se observaron infiltrados inflamatorios leves con presencia 

de nidos de amastigotes en corazón, con un promedio de 1,01 % del área total del corte 

cubierta por infiltrados (Figura 21 a - b).  

Las secciones de músculo esquelético presentaron infiltrados inflamatorios de leves a severos, 

con una superficie promedio de 9,57 % del total de la muestra, se observó también la 

presencia de nidos de amastigotes (Figura 21 c - b). 

 

a) b) 

c) d) 
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Figura 21: Secciones histológicas correspondientes al grupo 8 (SGO Z12+Lucky) a los 35 d.p.i. a) 

corazón, 20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 40 X. 

Infiltrados inflamatorios (  ), nidos de amastigotes (  ). 

 

 

Para el grupo 9 (SGO Z12+Casibla) se observaron infiltrados inflamatorios leves en las 

muestras de corazón, con una superficie promedio de 1,21 % de la superficie total de la 

muestra; también se observaron nidos de amastigotes en estas muestras (Figura 22 a - b).  

Las secciones del músculo esquelético del mismo grupo presentaron infiltrados inflamatorios 

moderados (Figura 22 c - d); el área cubierta por infiltrados en este caso fue en promedio de 

8,10 %. Se encontraron numerosos nidos de amastigotes en las secciones de músculo 

esquelético. 

 

 

a) b) 

c) 
d) 
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Figura 22: Secciones histológicas correspondientes al grupo 9 (SGO Z12+Casibla) a los 35 d.p.i. 

a) corazón, 20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 4 0 X. 

Infiltrados inflamatorios (  ), nidos de amastigotes (  ). 

 

 

Los infiltrados inflamatorios en las muestras de corazón del grupo 10 (Lucky+Casibla) 

presentaron una superficie promedio de 0,87 % del área total; se encontraron nidos de 

amastigotes en la mayoría de las muestras analizadas (Figura 23 a – b).  

Las muestras de músculo esquelético presentaron infiltrados inflamatorios leves a severos, 

con una superficie promedio de 7,37 % de las áreas analizadas; varios nidos de amastigotes 

también se encontraron en todas las muestras de músculo esquelético (Figura 23 c – d). 

 

c) 

a) b) 

d) 
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Figura 23: Secciones histológicas correspondientes al grupo 10 (Lucky+Casibla) a los 35 d.p.i. a) 

corazón, 20 X; b) corazón, 40 X; c) músculo esquelético, 20 X; d) músculo esquelético, 4 0 X. 

Infiltrados inflamatorios (  ), nidos de amastigotes (  ). 

 

 

Al comparar las áreas cubiertas por infiltrados inflamatorios en corazón y en músculo 

esquelético, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos estudiados (corazón 

vs corazón y músculo esquelético vs músculo esquelético), a excepción del área ocupada por 

infiltrados inflamatorios en músculo esquelético del grupo 2 al compararlo con los grupos 3, 

4, 8 y 9 (P<0,05). 

Sí se encontraron diferencias significativas dentro de un mismo grupo, al comparar el 

porcentaje de infiltrados en corazón y en músculo esquelético en los 10 grupos analizados, 

siendo el área ocupada por infiltrados inflamatorios significativamente mayor en músculo 

esquelético (P<0,05). 

La Figura 24 muestra áreas representativas de músculo cardíaco y músculo esquelético de 

ratón sin infectar, que fueron tomadas como control. 

a) b) 

c) d) 
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Figura 24: Secciones histológicas correspondientes a ratones no infectados. a) Corazón, 20 X; b) 

músculo esquelético, 20 X. (barra: 50 μm). 

 

 

Detección de T. cruzi y tipificación molecular del linaje presente en cada órgano 

mediante PCR 

La calidad del ADN de cada una de las muestras se verificó mediante la amplificación de un 

gen constitutivo del huésped (β-actina); las PCRs específicas para T. cruzi (utilizando los 

cebadores TCZ) se realizaron con el fin de verificar la presencia del parásito en sangre, 

corazón y músculo esquelético de los animales infectados con los distintos aislamientos/cepas 

de T. cruzi. Posteriormente, los parásitos presentes en cada muestra fueron caracterizados 

utilizando tres marcadores moleculares, como se describe en la figura 6. Estos resultados se 

resumen en la Tabla 6. 

T. cruzi se encontró presente en todas las muestras correspondientes al momento de la 

infección estudiado (etapa aguda: 35 d.p.i.). 

En cuanto a la tipificación molecular de los parásitos, la cepa utilizada para infectar el grupo 1 

(Tulahuen) consistió solo en TcV, que se encontró presente en sangre, corazón y en músculo 

esquelético de cada individuo estudiado. 

El aislamiento utilizado para infectar el grupo 2 (SGO Z12) consistió de una mezcla de UDTs 

(TcII y TcVI). La UDT TcII estuvo presente en sangre y corazón mientras que TcVI se 

encontró en las muestras de músculo esquelético de los 3 ratones analizados. 
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El grupo 3 (Lucky) presentó solamente TcII tanto en sangre como en músculo esquelético y 

corazón en todos los individuos analizados. 

El grupo 4 por su parte (Casibla), al igual que el grupo 2, mostró estar constituido por una 

mezcla de TcII y TcVI. De éstos, TcII se encontró siempre presente en sangre, mientras que la 

UDT TcVI estuvo presente en una muestra de corazón y en una de músculo esquelético.  

 

Tabla 6: Detección y tipificación molecular de Trypanosoma cruzi en sangre, corazón y músculo 

esquelético, de ratones correspondientes a los  grupos 1, 2, 3 y 4 durante la etapa aguda de la 

infección experimental. 

S: sangre, C: corazón, ME: músculo esquelético. Tamaño de las bandas en pares de bases. 

 

  Ratón 1 Ratón 2 Ratón 3 

Aislamiento S C ME S C ME S C ME 

1
. T

u
la

h
u

e
n

 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + + + + + + + + + 

24 S 110 110 110 110 110 110 110 110 110 

18 S - - - - - - - - - 

Linaje de 
T. cruzi 

TcV TcV TcV TcV TcV TcV TcV TcV TcV 

2
. S

G
O

  Z
1

2
 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + + + + + + + + + 

24 S 125 125 125 125 125 125 125 125 125 

18 S + + - + + - + + - 

Linaje de 
T. cruzi 

TcII TcII TcVI TcII TcII TcVI TcII TcII TcVI 

3
. L

u
ck

y 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + - + + + + + + - 

24 S 125 130 125 125 125 125 125 125 130 

18 S + + + + + + + + + 

Linaje de 
T. cruzi 

TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII 

4
. C

as
ib

la
 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + + + + + + + + + 

24 S 125 125 125 125 125 125 125 125 125 

18 S + + - + + + + + + 

Linaje de 
T. cruzi 

TcII TcII TcVI TcII TcII TcII TcII TcVI TcII 
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Tabla 7: Detección y tipificación molecular de Trypanosoma cruzi en sangre, corazón y músculo 

esquelético, de ratones correspondientes a los grupos 5, 6, 7, 8, 9 y 10 durante la etapa aguda de 

la infección experimental.  

 

  Ratón 1 Ratón 2 Ratón 3 
Aislamiento S C ME S C ME S C ME 

5
. T

u
la

h
u

e
n

 
+

 S
G

O
 Z

1
2

 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + + + + + + + + + 

24 S 125 125 125 125 125 125 125 125 125 

18 S - - - - - - - - - 

Linaje de 
T. cruzi 

TcVI TcVI TcVI TcVI TcVI TcVI TcVI TcVI TcVI 

6
. T

u
la

h
u

e
n

 
 +

 L
u

ck
y 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + + + + + + + + + 

24 S 125 125 125 125 125 125 125 125 125 
18 S + + + + + + + + + 

Linaje de 
T. cruzi 

TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII 

7
. T

u
la

h
u

e
n

 
+

 C
as

ib
la

 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + + + + + + + + + 

24 S 125 125 125 125 125 125 125 125 130 

18 S + + + + + + + + + 

Linaje de 
T. cruzi 

TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII 

8
. S

G
O

 Z
1

2
 

+
 L

u
ck

y 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + + + + + + + + + 

24 S 125 125 125 125 125 125 125 125 125 

18 S + + + + + + + + + 

Linaje de 
T. cruzi 

TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII 

9
. S

G
O

 Z
1

2
 

+
 C

as
ib

la
 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + + + + + + + + + 

24 S 125 125 125 125 125 125 125 125 125 

18 S + + + + + - + + + 

Linaje de 
T. cruzi 

TcII TcII TcII TcII TcII TcVI TcII TcII TcII 

1
0

. L
u

ck
y 

+
 C

as
ib

la
 

TCZ + + + + + + + + + 

Mini-exón + + - + + + + + + 

24 S 125 125 125 125 125 125 125 125 125 

18 S + + + + + + + + + 

Linaje de 
T. cruzi 

TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII TcII 

S: sangre, C: corazón, ME: músculo esquelético. Tamaño de las bandas en pares de bases. 
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Como puede observarse en la tabla 7, en el grupo 5 (Tulahuen+SGO Z12) se observó la UDT 

TcVI tanto en sangre como en las muestras de corazón y músculo esquelético. La UDT TcV 

por su parte no se encontró en ninguna de las muestras analizadas. 

Los grupos 6, 7, 8, 9 y 10, presentaron la UDT TcII tanto en sangre como en corazón y 

músculo esquelético de los 3 ratones estudiados. Sólo en el grupo 9 se encontró la UDT TcVI 

en una muestra de músculo esquelético. 

 

 

Análisis de la distribución del parásito en los diferentes tejidos por enzimas de 

restricción  

Para estudiar más profundamente la variabilidad de T. cruzi en los tejidos del huésped 

(sangre, corazón y músculo esquelético), se realizó el análisis de los fragmentos producidos 

luego de la digestión con enzimas de restricción (RFLP) del fragmento del mini-exón (300 

pb) amplificado anteriormente. Se utilizaron cinco enzimas con sitios de restricción teóricos 

en dicho fragmento: Bce AI, Dra III, Fsp I, Rsa I y Bsm AI. De éstas, Bce AI y Bsm AI 

presentaron sitios de corte en el fragmento amplificado proveniente de los diferentes tejidos 

de los tres grupos estudiados; Dra III, Fsp I y Rsa I por otro lado, no presentaron sitios de 

corte en ninguno de los casos.  

Bce AI demostró ser más eficaz en la diferenciación de las subpoblaciones de parásitos 

presentes en cada muestra, ya que presentó sitios de restricción variables en las diferentes 

muestras de tejido de los tres grupos, mientras que Bsm AI presentó dos sitio de corte en 

todos los casos, generando cuatro fragmentos: un sitio fue de 200 pb y otro de 100 pb; y el 

segundo sitio de corte fue a 250 pb y 100 pb. 

Las tabla 8 y 9 muestran los resultados obtenidos de la digestión con Bce AI del fragmento 

del mini-exón amplificado en los diferentes tejidos de cada grupo, durante la etapa aguda de 

la infección experimental (35 d.p.i). 

Los ratones del grupo 1 (Tulahuen) no presentaron variaciones en los sitios de restricción del 

fragmento del mini-exón proveniente de los tejidos analizados, lo que indica la presencia de 

una sola población de parásitos en dichos tejidos (todos correspondientes a la UDT TcV como 

se observó anteriormente –tabla 6). Todos los sitios de restricción del fragmento del mini-

exón proveniente de las muestras de sangre, corazón y músculo esquelético fueron 
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comparables en los tres ratones estudiados, revelando que los parásitos fueron similares en los 

tres casos. 

Dentro de las muestras del grupo 2 (SGO Z12), el patrón de digestión del fragmento del mini-

exón proveniente de las tres muestras de músculo esquelético fue diferente al presentado por 

las muestras de sangre y corazón del mismo animal (que fueron similares entre sí), 

confirmando la presencia de una subpoblación diferente de T. cruzi. Como se recordará de los 

resultados de la tipificación molecular de los parásitos, el linaje TcVI se encontró presente en 

estas muestras de músculo esquelético.  

Como puede observarse en la tabla 8, en el grupo 3 (Lucky) se observó el mismo patrón de 

bandas para las tres muestras de sangre, corazón y músculo esquelético lo que indica la 

presencia de una sola población de parásitos en dichos tejidos. 

Como se observó anteriormente, dentro de las muestras del grupo 4 (Casibla), el linaje 

predominante fue TcII (aunque TcVI estaba presente en algunas de las muestras de tejido 

muscular). Los fragmentos de restricción en este caso muestran una subpoblación de parásitos 

diferente en una muestra de músculo esquelético y en una muestra de corazón, subpoblaciones 

que serían similares entre sí, pero diferentes a las presentes en circulación del mismo animal. 

Los ratones del grupo 5 (tabla 9) presentaron un patrón de restricción similar al presentado 

por las muestras de músculo esquelético del grupo 2. Las muestras de los grupos 6, 7, 8, 9 y 

10 mostraron un patrón de restricción similar entre ellas y no se encontraron variaciones en 

los sitios de corte presentes en el fragmento del mini-exón amplificado. 
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Tabla 8: Representación esquemática del perfil de bandas obtenido luego de la digestión con Bce 

AI del fragmento del mini-exón amplificado en los diferentes tejidos de los grupos 1, 2, 3 y 4 a los 

35 días post infección.  

Grupos pb 
Ratón 1 Ratón 2 Ratón 3 

S C ME S C ME S C ME 

1. Tulahuen 

300          

250 
         

200 
         

150 
         

100 
         

50 
         

2. SGO Z12 

300 
         

250 
  

 

  
 

  

 

200 
  

 

  

 

  

 
150 

  
 

  

 

  

 

100 
  

 

  

 

  

 
50 

         

3. Lucky 

300 
         

250 
         

200 
         

150 
         

100  
        

50 
         

4. Casibla 

300 
         

250 
  

 

    
 

 
200 

  

 

    

 
 

150 
  

 

    
 

 
100   

 
    

 
 

50 
         

S: sangre, C: corazón, ME: músculo esquelético. pb: pares de bases. 
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Tabla 9: Representación esquemática del perfil de bandas obtenido luego de la digestión con Bce 

AI del fragmento del mini-exón amplificado en los diferentes tejidos de los grupos 5, 6, 7, 8, 9 y 

10 a los 35 días post infección.  

Grupos pb 
Ratón 1 Ratón 2 Ratón 3 

S C ME S C ME S C ME 

5.Tulahuen 
+SGO Z12 

300                   

250                   

200                   

150                   

100                   
50                   

6.Tulahuen 
+Lucky 

300                   

250                   

200                   

150                   

100                   
50                   

7.Tulahuen 
+Casibla 

300                   

250                   

200                   

150                   

100                   

50                   

8. SGO Z12 
+Lucky 

300                   

250                   

200                   

150                   

100                   

50                   

9. SGO Z12 
+Casibla 

300                   

250                   

200                   

150                   

100                   
50                   

 10. Lucky 
+Casibla 

300                   

250                   

200                   

150                   

100                   
50                   

S: sangre, C: corazón, ME: músculo esquelético.
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DISCUSIÓN 

La enfermedad de Chagas es una afección compleja de difícil erradicación y cuyo tratamiento 

no es completamente eficaz. Esto se debe a varios factores, entre ellos: la amplia variedad de 

especies de mamíferos silvestres y domésticos que actúan como reservorios de T. cruzi 

(Storino y Milei, 1994), la diversidad de insectos triatominos involucrados en la transmisión 

del mismo (OMS, 2007), la diversidad de manifestaciones clínicas de la enfermedad y la 

resistencia del parásito a los tratamientos disponibles.  

En los últimos años se han logrado grandes avances en las técnicas utilizadas para el análisis 

de la variabilidad de T. cruzi, que han permitido asociar los distintos linajes con la 

distribución geográfica, con las especies de triatominos vectores y con sus respectivos 

reservorios. El parásito comprende una población heterogénea que muestra propagación 

clonal; se ha observado también intercambio genético y de recombinación en estudios in vitro 

y en la naturaleza (Gaunt y col., 2003; Westenberger y col., 2005). 

Debido a que el hombre se convirtió en un reciente reservorio en la historia evolutiva del 

parásito, es esperable que diferentes poblaciones parasitarias posean diversas tasas de 

infectividad y virulencia, así como también, diferentes capacidades para desarrollar la 

enfermedad en el hombre (Martínez y Espinoza, 2012). La existencia de poblaciones 

parasitarias heterogéneas y de una enfermedad con diferentes manifestaciones clínicas 

permite pensar en una relación entre ambas características que aún no está completamente 

definida (Macedo y col., 1998).  

Para establecer una relación entre las manifestaciones clínicas de la enfermedad de Chagas 

con los linajes parasitarios se requieren estudios complejos de realizar, debido a que es 

importante confirmar que la presencia del parásito sea la responsable del desencadenamiento 

de los síntomas característicos de la enfermedad. Además los aislamientos de T. cruzi pueden 

estar compuestos por varios linajes, y algunos de ellos no ser detectados si circulan en sangre 

con baja carga parasitaria (Vago y col., 2000; Câmara y col., 2010). 

En América Latina se reconocen diferencias regionales en la forma de manifestación de la 

enfermedad de Chagas, las cuales han sido reportadas desde hace varios años por diferentes 

grupos de investigación (Bakos, 1988; Atias, 1995). Actualmente se reconoce que las formas 

digestivas de la enfermedad son raramente detectadas al norte del Ecuador (Colombia, 

Venezuela y países centroamericanos) y que la cardiopatía chagásica crónica es más grave en 

Argentina y en Brasil, que en el resto de los países sudamericanos y centroamericanos. Dentro 
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de Brasil, la enfermedad de Chagas presenta mayor morbilidad en el Estado de Minas Gerais 

que en el resto del país. En Bolivia, aunque la cardiopatía chagásica es uniforme, la 

esofagopatía predomina en las regiones más bajas del país y la colonopatía predomina en el 

altiplano (Pinto Dias, 2000). En Colombia, la enfermedad de Chagas constituye una de las 

mayores causas de incapacidad en la población económicamente activa. Un estudio reciente 

sobre la morbilidad de la enfermedad en individuos que habitan regiones endémicas, mostró 

que cerca del 20 % de los pacientes diagnosticados, que presentan serología positiva para T. 

cruzi, presentaron también la patología, principalmente relacionada con la afección cardíaca 

(Beltrán y col., 2001). Argentina comparte una de las zonas de mayor prevalencia de 

infectados: la región que involucra Bolivia y el Gran Chaco en Argentina es conocida como la 

zona de “hiperendemia”. La principal afección aquí es la miocardiopatía chagásica, 

manifestándose en distintas formas: bloqueos divisionales del haz de His y aurículo-

ventriculares, taquiarritmias, bradiarritmias, insuficiencia cardíaca, accidente cerebrovascular 

isquémico embólico, debidos a la miocardiopatía propiamente dicha que se desarrolla en el 20 

al 30 % de los individuos infectados. Se estima que la enfermedad provocaría entre 45.000 y 

50.000 muertes anuales, de las cuales el 60 % acaecen en forma súbita (Mordini y col., 2016). 

Estas variaciones geográficas en la prevalencia de las diferentes formas clínicas de la 

enfermedad son probablemente debido tanto a la variación genética de T. cruzi como a las 

características genéticas y ambientales del hospedador (Macedo y Pena, 1998; Macedo y col., 

2004). 

En el presente trabajo, con el objetivo de profundizar los conocimientos sobre la importancia 

de la composición genética del aislamiento de T. cruzi que infecta al huésped y/o su tropismo 

diferencial a los tejidos del huésped, se evaluó la presencia y distribución de 3 aislamientos 

naturales y una cepa del parásito en distintos tejidos (sangre, músculo cardíaco y músculo 

esquelético) de ratones infectados con cada aislamiento por separado y con combinaciones de 

ellos, durante la fase aguda de la infección experimental.  

Varios estudios han indagado sobre las propiedades biológicas y los comportamientos de las 

diferentes UDTs por separado (Aquilino y col., 2012; Ragone y col., 2012; Silva Valadares y 

col., 2012), pero pocos se han centrado en la utilización de aislamientos compuestos por una 

mezcla de UDTs diferentes (Llewellyn y col., 2011), tal como el presente. En los casos en los 

que se ha estudiado la infección debida a diferentes UDTs en un mismo individuo, las mismas 

han sido “generadas experimentalmente” mediante la infección de animales con dos cepas de 

parásitos correspondientes a UDTs diferentes y solo se determinaron los tipos de parásitos 
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presentes en circulación (Ragone y col., 2015). En este caso, se utilizaron aislamientos 

naturales de T. cruzi (formados por más de un linaje) que actualmente se encuentran 

circulando en áreas endémicas de nuestro país, lo que permite analizar el comportamiento de 

los mismos una vez que ingresan al huésped mamífero. 

En las diferentes muestras, la presencia del parásito fue verificada a través de la medición de 

la parasitemia, estudios histológicos y PCR específica para T. cruzi. En la etapa aguda de la 

infección experimental (35 d.p.i.), tanto en los grupos infectados con un solo aislamiento 

como en los grupos infectados con una mezcla de dos de ellos, se encontró que el parásito 

estaba presente en sangre, en corazón y en músculo esquelético. La presencia de parásitos en 

corazón (determinada mediante PCR y en algunos casos mediante la observación de nidos de 

amastigotes) confirma el cardiotropismo de T. cruzi y nos permite postular que algunos 

aislamientos del parásito pueden evadir las defensas del tejido cardíaco, propuestas por 

algunos autores como protectoras de este órgano (Arguello, 2012). La presencia de parásitos 

en los cortes de músculo esquelético por otro lado, confirma la importancia de este órgano 

como reservorio de parásitos. 

La parasitemia fue positiva en los 10 grupos analizados, negativizándose a partir de los 42 

d.p.i. en la mayoría de los casos. Los grupos infectados con la combinación de dos 

aislamientos presentaron un pico de parásitos en circulación antes que los grupos infectados 

con un solo aislamiento y se observaron parásitos en circulación durante un período más 

prolongado de tiempo; esto es esperable ya que estos grupos fueron inoculados inicialmente 

con el doble de la cantidad de parásitos que los grupos infectados con un solo aislamiento 

(100 vs 50 tripomastigotes, respectivamente). La cantidad total de parásitos en circulación 

para estos grupos sin embargo, en general fue intermedia entre las curvas de los grupos que 

fueron infectados con un solo aislamiento. No obstante, en algunos casos, esta mayor cantidad 

inicial de parásitos impactó en la sobrevida de los ratones, que fue significativamente menor 

que en los grupos con las infecciones simples correspondientes. 

La medición de la parasitemia mediante observación directa (cámara de Neubawer) pierde 

sensibilidad después de la etapa aguda de la enfermedad. Mientras que en la etapa aguda 

encontrar al parásito no presenta problemas debido a la elevada parasitemia, en la etapa 

crónica (en todas sus formas), el diagnóstico parasitológico es más complejo y requiere de 

varias pruebas de laboratorio para su confirmación (Guhl y col., 2002; OMS, 2002). Debido a 

esto, el diagnóstico de esta patología depende de la etapa de la enfermedad en la que se 

encuentre el paciente y se debe apoyar en la información tanto epidemiológica como clínica, 
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así como en las pruebas de laboratorio. La PCR se basa en la detección directa del ADN del 

parásito y presenta la ventaja de no depender del estado inmunológico del paciente ni del 

tiempo de adquisición de la infección (Wincker y col., 1994; Vallejo, 1998).  

Desde la década pasada, la aplicación de la PCR para detectar a T. cruzi directamente en 

muestras de sangre y tejidos ha abierto nuevas posibilidades para el diagnóstico de la 

infección y la evaluación de la quimioterapia tripanocida en diferentes entornos clínicos y 

epidemiológicos (Moser y col., 1989; Marcet y col., 2006; Duffy y col., 2009). La presencia 

de T. cruzi en los tejidos del huésped desde los primeros momentos de la infección (que en el 

presente trabajo fue determinada mediante PCR y los parásitos fueron a su vez visualizados a 

través de los estudios histológicos) seguramente influye en la evolución de la infección y 

reafirma la importancia de un tratamiento específico, para eliminar el parásito desde esta 

etapa. Teniendo en cuenta estos resultados, un enfoque pertinente para ello sería el 

tratamiento etiológico con moléculas portadoras, que se unan a benznidazol o a cualquier otra 

droga tripanocida, y la lleve al interior de los tejidos (donde se encuentran los parásitos), 

mejorando la solubilidad y la especificidad hacia el parásito (Silva y col., 2008; Buckner y 

Navabi, 2010). 

Varios estudios han confirmado la alta incidencia de infecciones múltiples en pacientes y 

vectores (Bosseno y col., 2000; Solari y col., 2001; Mantilla y col., 2010). Infecciones mixtas 

con parásitos correspondientes a UDTs diferentes en un mismo paciente han sido reportadas 

(Mantilla y col., 2010; Ramírez y col., 2010). Los tres aislamientos naturales utilizados en el 

presente estudio consistieron de una mezcla de diferentes linajes de T. cruzi, como se 

determinó mediante los estudios de tipificación molecular; por lo tanto son ejemplos de 

infecciones mixtas en pacientes y vectores, ya que dos de ellos se obtuvieron de niños 

infectados con Chagas congénito y el tercero a partir de un insecto vector proveniente de área 

endémica. Su utilización en un modelo experimental de infección ha demostrado que los 

"tipos" diferentes de parásitos podrían presentar un tropismo preferencial para ciertos órganos 

o tejidos y extenderse por todo el huésped, empeorando la situación para las estrategias de 

tratamiento. El propósito de incluir los grupos compuestos de infecciones mixtas, residió en el 

hecho de que la distribución de T. cruzi puede verse modificada por la presencia de una mayor 

cantidad de parásitos y/o por linajes o poblaciones diferentes, presentes en cada uno de los 

aislamientos por separado. 

Como se mencionó anteriormente, la técnica de PCR, por su sensibilidad, permite identificar 

el parásito directamente en las muestras de tejidos; en este caso para su detección se amplificó 
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un fragmento correspondiente al ADN del núcleo del parásito (TCZ –Virreira y col., 2003) 

que ha demostrado alta sensibilidad y especificidad para T. cruzi (Velázquez y col., 2014). 

Para la identificación de los linajes y las posibles subpoblaciones se utilizó el gen del mini-

exón (Brisse y col., 2001). Este gen constitutivo ha demostrado ser de gran valor en la 

investigación de la diversidad genética del parásito ya que posee regiones intergénicas 

divergentes (Fernández y col., 1998; Brisse y col., 2001). 

En los resultados obtenidos se observa que los parásitos presentes, tanto en circulación como 

en las muestras de corazón y músculo esquelético de los animales pertenecientes al grupo 1, 

corresponden al linaje TcV. Esto es esperable, ya que los mismos fueron infectados con la 

cepa Tulahuen; al ser una cepa, como se mencionó anteriormente, se supone presenta mayor 

homogeneidad en los parásitos que la componen y todos ellos presentan así características 

similares. Esta homogeneidad fue confirmada por el RFLP en los diferentes tejidos, que 

mostró patrones de restricción similares en todos los casos (tanto en los diferentes tejidos 

analizados, como en los distintos animales infectados con esta cepa). La presencia del linaje 

TcV en las muestras de corazón de este grupo produjo infiltrados inflamatorios muy leves, 

mientras que en las muestras de músculo esquelético los mismos fueron moderados; en todos 

los casos, se observó la presencia del parásito en el análisis microscópico. Estudios 

epidemiológicos llevados a cabo en nuestro país han demostrado que TcV es uno de los 

linajes más prevalentes en humanos (Diosque y col., 2003; Burgos y col., 2007; Cardinal y 

col., 2008; Corrales y col., 2009; Diez y col., 2010), lo que subraya la importancia del estudio 

de su distribución en modelos experimentales de infección.  

El aislamiento SGO Z12 (con el cual se infectó al grupo 2) mostró estar formado por una 

mezcla de parásitos correspondientes a los linajes TcII y TcVI. Su distribución en los distintos 

tejidos del huésped no fue homogénea: el linaje TcII estuvo presente en circulación y en las 

muestras de corazón de los animales de este grupo mientras que el linaje TcVI se encontró en 

las muestras de músculo esquelético. Es importante destacar sin embargo, que la metodología 

utilizada para determinar los linajes presentes en cada muestra está basada, en algunos casos, 

en la ausencia en lugar de la presencia de productos de PCR, lo que puede ser problemático 

(Zingales y col., 2012) o enmascarar la presencia de infecciones mixtas en una misma 

muestra. Particularmente, aquellas muestras que presenten tanto el linaje TcII como el linaje 

TcVI, con esta metodología mostrarán solamente la presencia de TcII, ya que TcVI se basa en 

la ausencia de una banda que en TcII sí está presente (figura 4). Por esta razón, algunos 

autores han propuesto metodologías alternativas para la tipificación de los linajes presentes 
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(Cosentino y Agüero, 2012); ninguna de ellas sin embargo es totalmente eficaz a la hora de 

detectar infecciones mixtas en una misma muestra (es decir, que en una misma muestra se 

encuentren parásitos de diferentes linajes) ya que en todos los casos algunos linajes pueden 

quedar encubiertos. La utilización de dos metodologías diferentes, que alternativamente 

muestren la presencia de distintos linajes, puede permitir discriminar más detalladamente los 

linajes presentes en una determinada muestra (Lo Presti y col., 2014). Por esta razón, algunas 

de las muestras utilizadas en el presente trabajo fueron caracterizadas con un segundo método 

de tipificación (resultados no mostrados) que demostró la presencia de TcVI en las muestras 

de sangre y músculo cardíaco del grupo 2. Estos resultados demuestran que linajes diferentes 

pueden efectivamente estar presentes en los distintos tejidos de un mismo huésped (en este 

caso en circulación y en el tejido cardíaco). Diferencias en los parásitos encontrados en 

diferentes órganos de un mismo huésped han sido descriptas anteriormente en pacientes 

(sangre vs tejido cardíaco) (Macedo y col., 2004; Manoel-Caetano y Silva, 2007) y en 

modelos experimentales (Mejía y Triana, 2005), aunque en ninguno de estos casos se analizó 

el linaje al que pertenecían los mismos. Al aplicar esta segunda metodología de tipificación, 

las muestras de músculo esquelético sólo mostraron el linaje TcVI, como se había encontrado 

anteriormente. Los patrones de digestión obtenidos en este grupo confirman la presencia de 

una subpoblación de parásitos diferente en el músculo esquelético de estos animales (al 

compararlas con las subpoblaciones presentes en sangre y corazón, en las que los patrones de 

dispersión fueron similares entre sí). Los infiltrados inflamatorios encontrados en músculo 

esquelético en estos animales fueron muy leves (con un promedio de área cubierta por los 

mismos de 1,86 %), significativamente menores que los encontrados en la mayoría de los 

casos en los que dos linajes (TcII y TcVI) estaban presentes en estos tejidos (grupos 3 y 4). En 

un trabajo similar (Siffo, 2014), en el cual se utilizó la cepa RA (TcVI) para la infección de un 

modelo murino, se encontraron nidos de amastigotes en el tejido muscular cardíaco, no así en 

el esquelético. En los presentes resultados, no se observaron nidos de amastigotes en ninguno 

de los tejidos analizados; estas diferencias pueden deberse a la utilización de una cepa pura 

perteneciente al linaje TcVI (RA) vs la utilización de un aislamiento (SGO Z12) en el cual la 

presencia de otro linaje puede afectar la distribución de los parásitos en los distintos órganos 

del individuo infectado. 

La presencia de subpoblaciones diferentes en los tejidos (músculo esquelético en este caso) a 

las presentes en sangre podría explicar los resultados contradictorios en la respuesta a los 

tratamientos parasitarios o aún la falta de efectividad de los mismos: mientras algunas 
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cepas/aislamientos presentan cierta susceptibilidad a las drogas administradas, otras son más 

resistentes y pueden permanecer en los órganos del hospedador aún después de los 

tratamientos. Varios autores han demostrado la diferente susceptibilidad/resistencia de las 

cepas o aislamientos de T. cruzi a los tratamientos habituales (Filardi y Brener, 1987; Toledo 

y col., 2003; Martins y col., 2007; Caldas y col., 2008), factor que será más relevante si estas 

diferencias están presentes en un mismo individuo infectado, según lo encontrado en el 

presente estudio, o incluso dentro de un tejido particular del mismo individuo. El estudio 

BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) es un ensayo clínico 

aleatorizado y controlado con placebo a gran escala que se realizó para evaluar los efectos del 

tratamiento etiológico con benznidazol en pacientes chagásicos crónicos (Marín-Neto y col., 

2008). Sus resultados por ejemplo, han demostrado que las tasas de conversión de la PCR (de 

positivas a negativas luego del tratamiento) resultaron variables de acuerdo a la ubicación 

geográfica, resaltando nuevamente el papel de la variabilidad genética del parásito y su 

susceptibilidad diferencial al tratamiento (Morillo y col., 2015). 

Los aislamientos utilizados para la infección de los grupos 3 y 4 (Lucky y Casibla 

respectivamente) también están formados por una mezcla de los linajes TcII y TcVI. En el 

presente trabajo, la mayoría de las muestras correspondientes a los ratones infectados con 

estos aislamientos presentaron el linaje TcII; sin embargo, al aplicar el segundo método de 

tipificación, TcVI también se encontró presente en estas muestras (resultados no mostrados), 

evidenciando nuevamente la coexistencia de linajes en un mismo tejido del huésped. Los 

patrones de restricción fueron similares para sangre, corazón y músculo esquelético de los 

animales correspondientes al grupo 3 (Lucky), coincidiendo con la presencia de los dos 

linajes en todos los casos; en el grupo 4 (Casibla) sin embargo, las muestras en las que sólo se 

detectó TcVI (una muestra de corazón y una de músculo esquelético) mostraron un patrón 

diferente al de las muestras en las que ambos linajes estaban presentes, coincidiendo con el 

patrón presentado por las muestras con TcVI del grupo 2. Cabe destacar que los infiltrados 

inflamatorios encontrados tanto en corazón como en músculo esquelético de los individuos 

infectados con estos aislamientos fueron los más abundantes (alrededor de un 3 % para 

corazón y un 12 % para músculo esquelético). 

La presencia de TcII y TcVI en los tres aislamientos utilizados en el presente estudio refleja el 

hecho de que éstos son dos de los linajes de T. cruzi (junto a TcV, como se mencionó 

anteriormente) más frecuentemente asociados al ciclo domiciliario de infección en el cono sur 

(Cardinal y col., 2008; Marcet y col., 2006; Risso y col., 2011; Cura y col., 2012). 
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Las muestras de sangre, corazón y músculo esquelético de los ratones del grupo 5, infectados 

con una mezcla de la cepa Tulahuen y el aislamiento SGO Z12, presentaron solo el linaje 

TcVI en todos los casos. Sorprendentemente, TcII y TcV no se encontraron presentes en 

ningún caso, a pesar de estar presentes en el aislamiento SGO Z12 y en la cepa Tulahuen, 

respectivamente. Los patrones de restricción encontrados confirman la presencia de TcVI, ya 

que en todos los casos (sangre, corazón y músculo esquelético) fueron similares a los patrones 

encontrados en las muestras en las que solo TcVI estaba presente (músculo esquelético de los 

ratones del grupo 2 por ejemplo). Los infiltrados inflamatorios en corazón fueron muy leves y 

no se detectó la presencia de nidos de amastigotes; en músculo esquelético por su parte, los 

infiltrados inflamatorios fueron de leves a moderados (severos en algunos casos) y 

presentaron nidos de amastigotes en los tres casos analizados.  

Es importante destacar que el grupo 5 se encuentra infectado con tres linajes (TcII, TcV y 

TcVI); sin embargo, solo uno de ellos fue detectado en todos los casos (TcVI). Estos 

resultados concuerdan con lo encontrado por Ragone y colaboradores (2015) en un modelo de 

coinfección, en el que “mezclaron experimentalmente” parásitos de diferentes linajes y los 

utilizaron para la inoculación de ratones C57BL/6. En estos animales luego estudiaron la 

distribución de los diferentes linajes en sangre, corazón y músculo esquelético, encontrando 

que cuando los animales eran coinfectados con TcV y otro linaje (TcIII o TcVI), el ADN de 

TcV no era detectado en ninguno de los tejidos analizados (sólo se detectaba el ADN 

correspondiente al otro linaje coinfectante: TcIII o TcVI) y en todos los casos sólo se 

detectaba uno de los linajes utilizados (a pesar de que los animales habían sido infectados con 

dos de ellos). Este resultado puede deberse a varios factores: la supervivencia de un tipo 

determinado de parásito en la sangre periférica puede estar relacionada con diferentes 

mecanismos asociados con su capacidad para escapar del sistema inmune del huésped (Sales-

Campos y col., 2014; Ragone y col. 2015), o debido a un proceso selectivo dentro de las 

células del huésped en favor de un linaje determinado (Pena y col., 2011). En este caso, los 

autores reportan que TcIII y TcVI inducirían una mayor respuesta serológica que TcV 

(Ragone y col., 2012); en consecuencia, en un evento de infección mixta entre TcV + (TcIII o 

TcVI), TcV puede ser afectado por la respuesta inmunológica inducida por TcIII o TcVI y ser 

eliminado del huésped (por lo menos a niveles no detectables por las técnicas utilizadas). 

Algo similar podría estar ocurriendo con TcII en las muestras del grupo 5: el sistema 

inmunológico del huésped podría estar eliminando los parásitos TcII y TcV a niveles no 

detectables por las metodologías utilizadas en el presente trabajo y solo TcVI sería detectado 
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en estas muestras (aquí cabe destacar que tanto TcII como TcV pueden ser detectados con la 

metodología propuesta y no quedarían encubiertos por otro linaje, si estuvieran presentes). En 

todas las coinfecciones estudiadas por Ragone y colaboradores, TcVI también fue el único 

linaje detectado sobre TcIII y TcV (coinfección con TcII no fueron estudiadas en ese caso) 

(Ragone y col., 2015). Los parásitos TcII y TcV también podrían estar alojados en otros 

tejidos del huésped que no fueron estudiados en el presente trabajo. Resultados previos de 

nuestro laboratorio han demostrado que hígado y bazo son dos órganos altamente parasitados, 

y que los parásitos allí presentes pueden ser diferentes (aún de una UDT diferente) a los 

presentes en circulación (Lo Presti y col., 2014). Otros órganos como cerebro, pulmón y riñón 

pueden representar reservorios de parásitos con probables subpoblaciones diferentes 

(Carvalho y col., 1997; Ramirez y col., 2007; Rodriguez y col., 2009; Cohen y col., 2010;  

Menghi y col., 2011; Del Valle y col., 2014). 

En los grupos 6, 7, 8, 9 y 10, que fueron infectados con el resto de las combinaciones de 

cepas/aislamientos, se observó la presencia del linaje TcII en la mayoría de los casos. Sin 

embargo, no puede descartarse la presencia del linaje TcVI ya que, como se mencionó 

anteriormente, puede no detectarse mediante la metodología de tipificación planteada. En 

todos los casos en los que se aplicó la segunda metodología de tipificación (resultados no 

mostrados), este linaje se encontró presente, junto a TcII. Además, en todas las muestras 

provenientes de estos grupos (6-10), los patrones de restricción coincidieron y fueron 

similares a los presentados por las muestras en las que TcII y TcVI se encontraron presentes, 

lo que sugiere que TcVI también estaría presente en estas muestras, en coinfección con TcII. 

Sólo una muestra de músculo esquelético de un ratón del grupo 9 (SGO Z12+Casibla) 

presentó un patrón de restricción diferente, coincidiendo con la presencia de sólo TcVI en esta 

muestra (y con un patrón de restricción similar al presentado por las muestras TcVI). 

Los grupos 6 y 7 también fueron infectados con tres linajes (al igual que el grupo 5); sin 

embargo, en este caso, dos de ellos se encontraron presentes en la mayoría de los casos. 

Nuevamente, TcV no fue encontrado en ninguna de las muestras provenientes de estos 

grupos, sugiriendo nuevamente que este linaje sería más susceptible que TcVI a la respuesta 

inmunológica del huésped. Adicionalmente, TcII parecería presentar mayor resistencia a la 

respuesta inmune que TcV, ya que se encontró presente en todas las muestras analizadas. Por 

lo tanto, los parásitos TcII presentes en los aislamientos Lucky y Casibla serían menos 

susceptibles que los parásitos TcII presentes en SGO Z12, que no fueron detectados en la 

coinfección con Tulahuen. En este sentido, siempre que los aislamientos Lucky o Casibla 
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formaron parte de la infección (ya sea en infección simple o en coinfección con otra 

cepa/aislamiento), ambos linajes, TcII y TcVI, fueron encontrados en la mayoría de las 

muestras. Es importante destacar que TcII se encontró siempre asociado a TcVI (es decir, que 

no hubo muestras que sólo presenten TcII, mientras que sí se encontraron muestras con sólo 

TcVI, como se describió anteriormente).  

A diferencia de lo que cabría esperar, aquellos grupos infectados con solo una cepa/ 

aislamiento presentaron mayor variabilidad en la distribución de los parásitos que aquellos 

grupos infectados con combinaciones de cepas/aislamientos (tabla 8 y tabla 9). Esto sugiere 

que el tropismo de los diferentes tipos de parásitos hacia los tejidos se podría ver influenciado 

por la presencia de una mayor cantidad de subpoblaciones de parásitos o por interacciones 

parásito/parásito de diferentes linajes. En este sentido, mecanismos de exclusión competitiva 

han sido descriptos para otros parásitos, en los que cepas/especies similares pueden infectar 

un mismo huésped y alojarse en diferentes tejidos (como por ejemplo en la filariasis –

Molyneux y col., 2014) o competir hasta que una de las poblaciones es eliminada (en malaria 

–Richie, 1988; Abkallo y col., 2015). Esta interacción entre los parásitos de diferentes 

subpoblaciones también se ve reflejada en el hecho de que sólo se encontró la presencia de 

uno o dos linajes en cada uno de los animales infectados con tres de ellos (cuando la presencia 

de los tres linajes hubiera sido lo esperado). Como se discutió anteriormente, el linaje 

“ausente” podría encontrarse en otros tejidos no analizados en el presente trabajo o haberse 

perdido por interacciones parásito/parásito o parásito/huésped. Así, una mayor diversidad de 

parásitos dispararía una respuesta inmune “más variada” que haría que aquellos parásitos más 

susceptibles queden restringidos a ciertos órganos o sean eliminados del huésped. Los 

resultados obtenidos sugieren que cualquier población particular de T. cruzi podría infectar 

diferentes tejidos y su presencia en un órgano particular estaría determinada por los otros 

parásitos presentes en la coinfección (en el caso de infecciones con diferentes linajes) y por 

complejas interacciones huésped/parásito. Nuevos estudios son necesarios para aclarar estas 

interacciones y la importancia del tropismo tisular en el desarrollo de la infección. 

Los resultados obtenidos resaltan la necesidad de realizar estudios basados en la utilización 

tanto de muestras de tejido como muestras de sangre de los individuos infectados y comparar 

los genotipos de T. cruzi presentes en un mismo individuo (Ramírez y col., 2010), ya que, 

como se ha demostrado, pueden ser muy diferentes dependiendo del tipo y de la composición 

de los parásitos infectantes, lo que podría influir en el curso clínico y posible tratamiento de la 

patología. Como se mencionó anteriormente, se ha demostrado la presencia de diferentes 
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poblaciones de T. cruzi en la sangre y en el tejido cardíaco de individuos infectados (Burgos y 

col., 2010; Lo Presti y col., 2014), sugiriendo que los genotipos de T. cruzi que causan el daño 

celular son diferentes a los que se encuentran en sangre (Guhl, 2013), ratificando la 

posibilidad de utilización de tratamientos combinados, con fármacos con diferentes 

mecanismos de acción y con diferentes especificidades respecto a las cepas/aislamientos de 

parásitos (Rivarola y Paglini-Oliva, 2011; Strauss y col., 2013). 

Es importante considerar que dentro de cada una de las UDTs, los aislamientos que comparten 

los perfiles para determinados marcadores moleculares no son necesariamente idénticos 

genéticamente, y con frecuencia pueden ser distinguidos con la utilización de marcadores 

adicionales. Así, las cepas o aislamientos dentro de cada una de las UDTs pueden ser 

consideradas como familias de clones estrechamente relacionadas, y no como un solo clon 

(Zingales y col., 2012) y por lo tanto pueden presentar alta variabilidad, como ha sido 

encontrado en el presente trabajo. 

Ha sido ampliamente demostrada la diferente susceptibilidad/resistencia de las distintas cepas 

o aislamientos de T. cruzi a los tratamientos habituales (Filardi y Brener, 1987; Toledo y col., 

2003; Martins y col., 2007; Caldas y col., 2008), problemática que se acentuaría aún más si 

estas diferencias están presentes en un mismo individuo infectado, o incluso dentro de un 

tejido particular del mismo huésped, como se ha encontrado en el presente estudio. Las 

infecciones mixtas son comunes en área endémica (Solari y col., 2001; Mantilla y col., 2010) 

donde cada uno de los individuos infectados está expuesto a múltiples contactos con los 

insectos vectores y por tanto, a varios tipos de parásitos. El uso de aislamientos naturales en 

modelos de infección experimental como el presente, permite una mejor representación de lo 

que realmente ocurre en estos pacientes provenientes de áreas endémicas para T. cruzi, en los 

que la coinfección con diferentes linajes es muy común. El conocimiento sobre la 

complejidad de las cepas y aislamientos de T. cruzi es esencial para determinar los aspectos 

que intervienen en el tropismo tisular diferencial del parásito, las manifestaciones clínicas de 

la enfermedad y la resistencia a las drogas (Silva y col., 2012). 

Los presentes resultados contribuyen al conocimiento de las complejas interacciones entre T. 

cruzi y su hospedador y serán útiles para determinar el pronóstico de infecciones mixtas, 

características de las zonas endémicas, y estimular la búsqueda de nuevas estrategias de 

tratamiento, teniendo en cuenta la alta variabilidad del parásito en un mismo huésped.  
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CONCLUSIONES 

 

En base a los resultados obtenidos, podemos concluir: 

 

 Todas las muestras analizadas fueron positivas para la presencia del parásito en la 

etapa aguda de la infección, demostrando una distribución tisular del parásito aún 

desde etapas tempranas. 

 

 La presencia de parásitos en corazón confirma el cardiotropismo de T. cruzi y nos 

permite postular que algunos aislamientos del parásito pueden evadir las defensas del 

tejido cardíaco, propuestas por algunos autores como protectoras de este órgano. 

 

 La presencia de parásitos en los cortes de músculo esquelético por otro lado, 

confirma la importancia de este órgano como reservorio de parásitos. 

 

 Cada aislamiento estaría conformado por diferentes linajes de T. cruzi, que pueden 

mostrar tropismo diferencial por los tejidos del huésped, lo que resalta la importancia 

de los presentes resultados para aquellos pacientes de área endémica con alta 

probabilidad de tener infecciones mixtas. 

 

 El tropismo de las subpoblaciones de parásitos estaría influenciado por la presencia 

de una mayor cantidad de subpoblaciones o por interacciones entre parásitos de 

diferentes linajes. La presencia de un linaje determinado dependerá del “repertorio” 

de parásitos infectantes en cada caso. 

 

 Estos resultados pretenden contribuir al entendimiento de las variabilidades clínicas 

y facilitar el establecimiento de un pronóstico y posterior elección del tratamiento de 

la enfermedad. 
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