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RESUMEN: La enfermedad de Chagas representa un problema de salud pública en 

América Latina. En Venezuela el genotipo asociado a producción de enfermedad cardíaca 

es el TcI, no obstante, algunos individuos desarrollan síntomas y otros no (Chagas I). 

Caracterizar genéticamente y biológicamente aislados de Trypanosoma cruzi (T.cruzi) 

permite comprender las interacciones parásito-huésped. Evaluamos el aislado (X12422), 

obtenido de un paciente asintomático (Chagas I). La tipificación genética se realizó 

mediante RAPD (primer A2) y RFLP (Hsp60, GPI).Cepas de ratones: uno de genética 

controlada (isogénicos C3H/He) y   otro no controlada (no isogénicos NMRI-IMT). El aislado 

resultó ser del genotipo TcI. La infección en ratones C3H/He, se caracterizó por ser sub-

patente, mortalidad nula, intensa inflamación del tejido cardiaco y moderada en músculo 

esquelético, bazo e hígado, ausencia de nidos de amastigotes. Los ratones NMRI-IMT, 

mostraron período pre-patente de 13 días, mortalidad nula, máxima parasitemia de 

1.59x105 parásitos /ml, el día 40, que disminuyó a los 50 días. Se evidenció inflamación 

intensa en músculo esquelético, moderada en músculo cardíaco y ausencia en bazo e 

hígado, observándose nidos de parásitos en músculo esquelético y músculo cardíaco. Se 

detectó ADN del parásito en todos los tejidos analizados Mediante LSSP-PCR se demostró 

la presencia de subpoblaciones y diferencias histotrópicas, en los perfiles de bandas 

obtenidos en los tejidos seleccionados, demostrando heterogeneidad genética del aislado, 

diferencias entre sí y entre cada cepa de ratón. Estos hallazgos demuestran, la importancia 

de los factores genéticos tanto del parásito como del hospedero en un modelo murino de la 

enfermedad de Chagas (crónico experimental).  

Palabras clave: T.cruzi, TcI, Venezuela, Chagas I asintomático, histotropismo, hospedero, 

Chagas crónico experimental, C3H/He, Histopatología, Lssp-Pcr 
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ABSTRACT: Chagas disease represents a public health problem in Latin America. In 

Venezuela, the genotype associated with the production of heart disease is the TcI, 

however, some individuals develop symptoms and others do not (Chagas I). Genetically and 

biologically isolated characterization of Trypanosoma cruzi (T.cruzi) allows understanding 

parasite-host interactions. We evaluated the isolate (X12422), obtained from an 

asymptomatic patient (Chagas I). Genetic typing was performed using RAPD (primer A2) 

and RFLP (Hsp60, GPI). Mice strains: one of controlled genetics (isogenic C3H / He) and 

another uncontrolled (non-isogenic NMRI-IMT). The isolate was found to be of the TcI 

genotype. The infection in C3H / He mice was characterized by being sub-patent, zero 

mortality, intense inflammation of the cardiac tissue and moderate skeletal muscle, spleen 

and liver, absence of amastigote nests. NMRI-IMT mice showed a pre-patent period of 13 

days, zero mortality, maximum parasitemia of 1.59x105 parasites / ml, on day 40, which 

decreased after 50 days. Intense inflammation in skeletal muscle, moderate in heart muscle 

and absence in spleen and liver, evidenced by parasites nests in skeletal muscle and heart 

muscle. Parasite DNA was detected in all tissues analyzed. LSSP-PCR showed the 

presence of subpopulations and histotropic differences, in the profiles of bands obtained in 

the selected tissues, demonstrating genetic heterogeneity of the isolate, differences 

between each other and between each mouse strain. These findings demonstrate the 

importance of the genetic factors of both the parasite and the host in a murine model of 

Chagas disease (chronic experimental). 

Key words: T.cruzi, TcI, Venezuela, Chagas I (asymptomatic) histotropism, innkeeper, 

Chronic experimental Chagas, C3H / He, Histopathology Lssp-Pcr.

INTRODUCCIÓN 

     La enfermedad de Chagas, es una 

afección causada por el protozoario flagelado 

T.cruzi y representa un importante problema 

de Salud Pública en América del Centro y Sur 

1. Luego de una fase aguda, la cual a veces 

pasa desapercibida, la enfermedad progresa 

hacia un período indeterminado asintomático, 

con parasitemia indetectable durante el cual 

aparentemente el sistema inmune garantiza 

un control no estéril del parásito. Luego de 

varios años de la infección inicial, una 

proporción significativa de individuos 

infectados (20-30%), desarrolla daños 

cardíacos o digestivos serios, como 

manifestaciones de la fase crónica de la 
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enfermedad. Se cree que tal diversidad está 

asociada   a   la   capacidad   de   adaptación  
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y supervivencia del parásito en distintos 

hospederos 2. 

     Diferentes manifestaciones clínicas de la 

enfermedad en humanos, podrían estar 

asociadas con cepas específicas o con 

marcadores genéticos del hospedero, ya que 

ambos pueden influir en el curso de la 

infección 3. A fin de unificar criterios acerca de 

la heterogeneidad de T.cruzi se llegó al 

consenso de que las cepas de Trypanosoma 

cruzi pueden ser agrupadas en seis unidades 

discretas de tipificación o DTUs, 

genéticamente caracterizadas mediante 

análisis multilocus 4. En Centroamérica, 

Colombia y Venezuela se encuentra 

predominantemente el DTU I o TcI, en 

humanos, triatominos y reservorios 5, siendo 

este genotipo el responsable de la mayoría de 

los casos de Chagas crónico y agudo 

reportados 6. En condiciones naturales, 

T.cruzi puede infectar alrededor de 100 

especies de mamíferos de diferentes órdenes, 

incluyendo animales silvestres y domésticos 7. 

El ratón es un excelente modelo experimental 

para el estudio de la dinámica de la infección 

con T.cruzi, ya que la existencia de diferentes 

cepas endogámicas de ratón con diferencias 

en relación a la susceptibilidad a la infección, 

ha permitido demostrar la existencia del 

control genético del hospedero 8. Hasta el 
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momento, considerando al humano y a 

diversos modelos experimentales, no se 

conocen con certeza los factores involucrados 

en la resistencia o susceptibilidad a la 

infección con este parásito. En el modelo 

murino experimental de la enfermedad, los 

ratones sobreviven un largo período de tiempo 

a la infección con ciertas cepas del parásito, 

desarrollando lesiones cardíacas y cambios 

electrocardiográficos similares a los 

observados en miocarditis humana 9-10. La 

patogénesis de la enfermedad de Chagas ha 

sido atribuida a procesos autoinmunes11-12, 

pero hasta ahora sigue siendo un hecho 

controversial 13. Diversos hechos sugieren 

que independientemente de la contribución 

del componente autoinmune, la patología se 

relaciona con la persistencia del parásito en 

los órganos afectados, donde ellos originan un 

proceso inflamatorio crónico 14-15. De acuerdo 

con esto, el nivel de inflamación se convierte 

en un reflejo de la carga parasitaria local, lo 

cual depende de elementos propios del 

parásito como virulencia, tamaño del inoculo y 

tropismo 16-17 y por otra parte de factores 

asociados al hospedero, tales como la 

respuesta inmune 18-19. Caracterizar los 

elementos o factores del hospedero que 

contribuyen a la producción de lesiones 

crónicas es de gran importancia en relación al 

pronóstico de pacientes crónicos. Con el 

objeto de conocer si el aislado de T.cruzi 

(X12422), caracterizado genotípicamente 

como TcI provenientes de paciente con 

enfermedad de Chagas en estadío crónico 

(clasificadas clínicamente como Ch I) 6,20 

mostraba  un comportamiento en el modelo 

murino similar al del hospedero de donde 

procede, se empleó un para ello  dos cepas 

de ratones, una de endogamia no controlada 

(No isogénicos: NMRI_IMT), siendo 

genéticamente disímiles entre sí como suele 

ocurrir en los humanos y como control una 

cepa de ratones de endogamia controlada 

(Isogénicos:C3H/He) a fin de poder 

establecer, en la medida de lo posible, si el 

comportamiento observado en los ratones 

infectados con dicho aislado de debía a la 

genética del hospedero o a la genética del 

parásito.   

 

MÉTODOS 

 

Evaluación Clínico- epidemiológica  

     Se realizó el análisis de la historia clínica 

del paciente a partir del cual se obtuvo el 

aislado (X12422) de T.cruzi, la cual fue 

analizada por el Servicio de cardiología 

experimental y facilitada para su estudio por la 
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Sección de inmunología del Instituto de 

Medicina Tropical, con el objeto de conocer el  

 

estado clínico del paciente en estadío crónico, 

lo que permitió clasificarle clínicamente como 

Chagas I 6,20.  

 

Aislado de Trypanosoma cruzi y extracción 

de   ADN  

     Se utilizó el aislado X12422, obtenido 

mediante   xenodiagnóstico artificial o 

indirecto y cultivo de sangre cardíaca de 

ratones (NMRI-IMT)   inoculados con 

parásitos a partir de heces de triatominos 

(Rodnhius prolixus) utilizados para el 

xenodiagnóstico y   justo después de la fase 

inicial de crecimiento en el medio de cultivo 

una alícuota de cada aislado fue preservada 

en nitrógeno líquido 5,21-23.  

                                                                

 

 

Tipificación molecular de los aislados de 

T.cruzi 

La genotipificación del aislado se efectuó 

mediante amplificación aleatoria de DNA 

polimórfico (RAPD) 24 y el análisis de 

fragmentos de restricción RFLP de los genes 

Hsp60 y GpI 25. Los primers empleados se 

listan en la Tabla 1.  

 

RAPD 

     La reacción de PCR para RAPD se llevó a 

cabo usando el Primer A2, bajo las siguientes 

condiciones: cada reacción de amplificación 

constó de un volumen final de 20 ul, el cual 

contenía   10mM   de  Buffer  Tris- HCL  

(pH8.8)  (Invitrogen,  Brasil);   2,5  mM  MgCl2 

(Invitrogen, Brasil); 0,2mM de cada uno de los 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

   Tabla 1. Primers utilizados y sus secuencias para la tipificación molecular del aislado X12422 de T.      
                 cruzi 
   Fuente: Elaboración propia  

Técnica Primer Secuencia Referencia 

RAPD A2 5’-GAAACGGGTG-3’ (24) 

PCR-RFLP GPI (f) 5’-GGCATGTGAAGCTTTGAGGCCTTTTTTCAG-3’ (25) 

 GPI(r)  5’-TGTAAGGGCCCAGTGAGAGCG-3’ (25) 

 Hsp60(f) 5’-GTGGTATGGGTGACATGTAC-3’ (25) 

 Hsp60 (r) 5’-CGAGCAGCAGAGCGAAACAT-3’ (25) 
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dNTPs (Bioline); 20 pg de primer; 1,0 unidad 

de Taq DNA polimerasa (Invitrogen, Brasil) y 

5 ng de  

 

DNA del genoma del parásito 

     La reacción se realizó en un termociclador 

PTC 200 MJ-Research, en las siguientes 

condiciones: dos ciclos a 95ºC por 5min, 30ºC 

por 2 min y 72ºC por 1 min;32 ciclos a 95ºC 

por 1 min, 40ºC 30 seg y 72ºC por 2 min y una 

extensión final de 5 min a 72 ºC.24 

 

PCR-RFLP 

     El análisis del polimorfismo de fragmentos 

de restricción de productos de PCR (PCR-

RFLP), fue dirigidos a dos Loci: el gen que 

codifica para la enzima Glucosa fosfato 

Isomerasa (GPI)   y la región intergénica de la 

proteína de Choque térmico 60 (HsP60), 

cuyos productos  fueron amplificados  y 

digeridos usando las enzimas  HhaI y EcoRV 

respectivamente 25. Todos los productos 

fueron visualizados en geles de agarosa al 

2,5% (Invitrogen, USA) y teñidos con bromuro 

de etidio. 

 

Comportamiento biológico 

Ratones, parásitos e infección 

     Se empleó un total de veintiún (21) ratones 

machos pesando entre 10-15 grs y de seis 

semanas de edad, por cada cepa de ratón, 

tanto de la cepa no isogénica NMRI_IMT, 

suministrada por el Bioterio del Instituto de 

Medicina Tropical (IMT), como de la cepa 

isogénica (C3H/He), suministrada por el 

bioterio del Instituto Venezolano de 

investigaciones científicas (IVIC).  El inóculo 

fué de aproximadamente 1x105 parásitos/gr 

de peso del ratón vía intraperitoneal con 

formas tripomastigotas de T.cruzi. Se incluyó 

un grupo control inoculado 

intraperitonealmente con solución salina 

estéril. Cada grupo de ratones fue colocado 

en jaulas. Los animales recibieron agua y 

comida ad libitum.  

 

Evaluación de la Parasitemia 

     La evaluación de la parasitemia en los 

ratones, se realizó en forma interdiaria a partir 

del tercer día post-infección    y seguida   de 

acuerdo con el método de Brener ,1962 21. El 

contaje se realizó en 5 µl de sangre tomado 

de la punta de la cola del ratón, se contaron 

100 campos de 40x y el número de formas 

tripomastigotas contadas fue multiplicada por 

un factor que depende el microscopio, del 

ocular y del objetivo utilizado 21. Se estableció 

un promedio de las formas sanguíneas 

observadas en la sangre de los ratones por 

día de contaje y se elaboró una curva de 
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parasitemia. Los criterios para la evaluación 

de la parasitemia empleados en este estudio 

fueron: elevada cuando la cantidad de 

parásitos osciló entre 1500 o más en 5 µl, 

media entre 500 y 1.499 tripomastigotas y 

baja cuando la cantidad de parásitos fue 

inferior a 500 tripomastigotas. Con el objeto de 

estudiar la virulencia y patogenicidad de cada 

genotipo se evaluaron los siguientes 

parámetros en cada grupo de ratones: 1) PPP: 

primer día con muestra de sangre positiva. 2) 

DP: período con muestra de sangre positiva. 

3) NP/5µl de sangre: parasitemia expresada 

en número de tripomastigotes detectado 

diariamente en   sangre fresca. 4) DMP: día 

de máxima parasitemia, 5) M: Mortalidad 6) 

Histopatología: tropismo tisular y 

características de las lesiones 21,26-28. 

 

Mortalidad: Tasa de Mortalidad 

     Se realizó diariamente, mediante la 

observación del número de animales que 

morían durante el curso de la infección, 

calculando el porcentaje en relación al número 

total luego de excluir los animales 

sacrificados. Expresado a través del 

porcentaje de muertes en la fase aguda y 

durante la fase crónica 26,29. 

 

 

 

Estudio Histopatológico  

     Con el fin de realizar los análisis 

histopatológicos y moleculares, mediante el 

siguiente protocolo: Los ratones fueron 

sangrados y sacrificados por dislocación 

cervical de acuerdo con las pautas señaladas 

por el Código de Bioética del FONACIT 30, 

durante la fase inicial, aguda y día de máxima 

parasitemia en el caso de los aislados con 

parasitemia patente. En el caso de aislados 

con parasitemias subpatentes, la evaluación 

se realizó posterior a los 150 días en la fase 

crónica. Los órganos evaluados 

histopatológicamente fueron: corazón (Co), 

músculo esquelético (ME), hígado (H), 

bazo(Ba), Intestino delgado(Id) e Intestino 

grueso(Ig) 27-30. Se tomaron 2 muestras de los 

siguientes tejidos: corazón, músculo 

esquelético, intestino delgado intestino grueso 

, hígado y bazo; una porción del tejido fue 

fijada en formalina al 10% y se colocaron en 

un procesador de tejidos marca Shandon 

Elliot bajo el siguiente esquema de 

procesamiento: un baño de formalina al 10%, 

tres baños en  alcoholes crecientes (alcohol 

isopropílico al 70%, 80%, 90%) y dos en 

alcohol isopropílico al 95%; tres baños de 

xileno y dos de paraplast (Mc Cormick 

Scientific Cat. 501006) a 58°C, todos con una 

duración de cuarenta minutos. Embebido el 

material en parafina se procedió a su inclusión 
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con paraplast para hacer los bloques. Se 

hicieron dos cortes seriados de dos micras de 

grosor por lámina; a cada espécimen se le 

realizaron cuatro láminas con las 

especificaciones anteriores y se tiñeron con 

Hematoxilina-Eosina (HE). Las mismas fueron 

examinadas al microscopio.  

     La evaluación histopatológica, se llevó a 

cabo observando dos eventos importantes 

tales como: la inflamación para lo cual se tomó 

como criterio la presencia de células del 

sistema inmunológico en las diversas áreas 

del tejido estudiado, así como la presencia de 

lesiones fibróticas, que de acuerdo a la 

intensidad se gradúan en forma semi-

cuantitativa (cruces), de tal manera que (-,+, 

++, +++): ausente, escasa, moderada y 

severa respectivamente. Por otra parte, la 

presencia del parásito mediante la 

observación de nidos parasitarios o la 

detección de ADN (por PCR) del parásito en 

los diferentes tejidos evaluados. 

     La severidad de la infiltración inflamatoria y 

el daño tisular fueron expresados 

arbitrariamente según una escala de uno a 

tres cruces y considerando: (+) lesiones 

inflamatorias mínimas; (++) lesiones 

moderadas; (+++) lesiones severas con gran 

cantidad de infiltrado mononuclear. El número 

de células parasitadas (pseudoquistes) fue 

calificado de la siguiente manera: (+) 

presencia de 1-5 células parasitadas; (++) 6-

10 pseudoquistes; (+++) más de 10 células 

parasitadas 21. 

     El parasitismo tisular, la virulencia y 

aspectos de histopatología fueron descritos y 

registrados fotgráficamente con un 

microscopio Nikon E 200 con cámara Colpix 

y/o en un microscopio OLIMPUS BXG2.  

         La segunda porción de los órganos 

extraídos (corazón, hígado, bazo, músculo 

esquelético, intestino grueso e intestino 

delgado), se colocaron   en la solución de RNA 

later, éste último permite preservar los tejidos 

adecuadamente para someterlos a análisis 

molecular.  

 

Aislamiento de ADN de tejidos infectados 

     Se tomaron secciones de 5-10 mm de 

grosor de muestras de corazón, músculo 

esquelético intestino delgado, hígado y bazo 

que previamente fueron colocadas en RNA 

later (Ambion). Luego, cada sección de tejido 

fue digerida con 500 μL de tampón de 

digestión (60 mM Tris pH 8.0, 100 mM EDTA 

y 0.5% SDS) y 10 μL proteínasa k (500 μg/ml) 

para liberar el ADN y romper la estructura 

celular, la incubación se efectuó a 55 ºC 

durante toda la noche y con agitación 

constante 31. 
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     El ADN de los tejidos digeridos fue extraído 

con el kit de purificación “Wizard Genomic 

DNA Purification System (Promega, Madison, 

WI)”, el cual se basa en la cromatografía de 

intercambio iónico. Posteriormente su 

integridad fue confirmada mediante una 

corrida electroforética en gel de agarosa al 

0,8%, teñido con Bromuro de Etidio y 

visualizado con un equipo de 

Fotodocumentación Kodak Digital Science 

con una cámara DC120. 

 

Detección de ADN de T.cruzi mediante PCR  

     Las secciones de órganos preservados en 

RNA later (Ambion), fueron analizadas para 

detectar la presencia de ADN de T.cruzi 

mediante PCR. Se amplificó la secuencia de 

ADN de la región variable del kinetoplasto 

utilizando los cebadores específicos S35 

(3´AAATAATGTACGGGT/G) 

(GAGATGCATGA5) y S36 

(5´GGGTTCGATTGG GGTTGGTGT3´)161-163. 

Los tejidos que estaban infectados producían 

el amplicon de 330 pb de la secuencia 

diagnóstica para T.cruzi. 

 

Condiciones de la PCR 

     5μL del ADN purificado a partir de cada 

tejido fue adicionado a 15μL de una mezcla de 

reacción para PCR (20 mM Tris HCl pH 8.8, 

50mM KCl, 1.5 mM, MgCl2, 10mM dNTP´s, 10 

pmol de cada primer y 1 unid de Taq DNA 

Polimerasa). La amplificación se llevó a cabo 

de acuerdo a las siguientes condiciones de 

ciclado: Un paso inicial de desnaturalización 

durante 4 min a 94 ºC, seguido por 35 ciclos 

de 94ºC, 55ºC y 72ºC durante 1min cada uno, 

correspondientes a la hibridización y 

extensión de los primers y por último una 

extensión final durante 10 min a 72ºC, como 

extensión final de los productos amplificados; 

todo este procedimiento se realizó en un 

termociclador progamable MJ Research 

PTC200. 

     Los productos de la PCR con los 

cebadores específicos fueron sometidos a 

electroforesis en geles de agarosa a una 

concentración final de 1,5%(1/3 agarosa de 

bajo punto de fusión o Low Meltin Point- 

Agarosa Convencional Invitrogene) para 

facilitar la visualización y extracción del 

fragmento de ADN. 

     Fueron corridos con buffer TBE 1X durante 

1 hora a voltaje constante (80 v), luego el gel 

de agarosa fue teñido con Bromuro de Etidio 

(2 μl de 50ng/ml BrEt/100 ml de agua 

destilada) por 10 min y se lavó con agua 

destilada por 10 min. 
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Amplificación de la región variable del 

minicírculo k-ADN por LSSP-PCR 

     Esta técnica se empleó con el objeto de 

detectar  en primer lugar  ADN del parásito en 

los diversos  tejidos y posteriormente evaluar 

la composición poblacional de los mismos 

debido a que esta técnica permite evaluar el 

tropismo diferencial de los distintos clones que 

pueden constituir un aislado de T.cruzi. Una 

vez que se comprobó cuales órganos se 

encontraban infectados por el parásito se 

extrajo parte de la banda característica de 

amplificación correspondiente a 330 pb de 

cada muestra 32. Estos fragmentos se 

fundieron en baño de María y fueron diluidos 

10 veces con agua destilada y desionizada 

(18 Mega OMS, mQ (1/10) posteriormente se 

tomó una alícuota de 5 μl como molde para la 

reacción de amplificación por LSSp-PCR 33. 

 

Condiciones de la PCR 

     Se realizó la amplificación de la región 

variable del kinetoplasto ADNk con el iniciador 

121 modificado:(5`-AAATAATG TACGGG 

GGAGA TG-3`). A 5μl del ADN blanco 

obtenido de cada tejido se adicionó a 15μL de 

una mezcla para PCR:(20 mm Tris HCl pH 

8.8, 50mm KCl, 1.5 mm MgCl2, 10mm 

dNTP´s, 10 pmol de cada primer y1 unid de 

Taq DNA Polimerasa).La amplificación se 

llevó a cabo de acuerdo a las siguientes 

condiciones de ciclado: un paso inicial de 

desnaturalización durante 4 min a 94 ºC, 

seguido por 35 ciclos de 94 ºC, 55 ºC y 72 ºC 

de 1min cada uno, correspondientes a la 

desnaturalización, hibridización y extensión y 

por último una extensión final durante 10 min 

a 72 ºC. Los productos amplificados se 

analizaron en un gel de poliacrilamida al 6% 

con el buffer de corrida TBE 1X durante un 

período de tiempo de 2 horas a voltaje 

constante (90v). El revelado de las bandas se 

efectuó con un kit de Tinción de Plata de la 

casa comercial Biorad siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Tinción de los 

geles de poliacrilamida con Nitrato de Plata 

(Kit Biosilver de Biorad). 

  

Etapa reactivo tiempo 

Fijación Metanol: Ac. Acético (4:1) 30 

min.Oxidación Oxidante 5 min.Lavado Agua 

Milli-Q (3 lavados) 5 min (c/u).Tinción 

Reactivo de Plata al 10% 20 min.Lavado Agua 

Milli-Q 30 seg.Revelado Revelador 5 – 10 min. 

Solución de parada Ac. Acético al 15% 15 min. 

 

Análisis de los patrones de amplificación 

     Los fragmentos obtenidos mediante LSSP-

PCR fueron analizados directamente sobre 

los registros fotográficos para determinar la 
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presencia (1) o ausencia (0) de un fragmento 

en particular. Se construyó una matriz binaria 

con el objetivo de evaluar en los fragmentos 

presentes en los diferentes órganos de los 

ratones infectados con los tres aislados de 

T.cruzi estudiados. 

     Para calcular la diversidad genética a partir 

de los perfiles generados se utilizó el 

programa POPGENE versión 1.31 para el 

cálculo del índice de Nei´s que permite 

determinar la distancia genética. 

     Los dendogramas producidos por este 

programa fueron dibujados utilizando el 

programa TreeView Taxonomy and 

Systematics at Glasgow 1.6.6.  

 

Aspectos Bioéticos y administrativos 

     Los animales empleados para la 

experimentación, fueron tratados según las 

normas establecidas por el Comité de Bioética 

del Fondo Nacional de Ciencias y Tecnología 

en su capítulo 2 y Bioética animal en 

Venezuela 30, y refrendado por el Comité de 

Bioética del Instituto de Medicina Tropical de 

la UCV. 

     La manipulación de las muestras 

biológicas utilizadas en este proyecto, contó 

con el aval del Comité Ético Científico del 

Instituto de Medicina Tropical de la 

Universidad Central de Venezuela, quien 

además hace el seguimiento correspondiente. 

Este trabajo de investigación estuvo 

enmarcado dentro del Proyecto Fonacit de 

Grupo G-2005000827.  

 

Análisis Estadístico 

     Se realizó mediante, cálculo de promedios 

y porcentajes.       Los gráficos y análisis 

estadísticos se construyeron con el software 

libre “R” Foundation for Statistical Computing 

program, version 2.9.2 (Copyright 2006, The 

R Foundation for Statistical Computing, ISBN 

3-900051-07-0). 

 

RESULTADOS 

 

Tipificación Molecular 

     Los ensayos de RAPD permitieron 

identificar el genotipo del aislado X12422, al 

reproducir el patrón de amplificación de las 

cepas de referencias con el primer A2 (Figura 

1) 27. Así mismo, la amplificación de los genes 

GPI y HSP60 y su posterior digestión y con 

HhaI y EcoRV respectivamente, generaron 

fragmentos de 817 y 447 pares de bases 

característicos de los aislados TcI en el caso 

de GPI, mientras que para el caso de HSP60 

no se obtuvo digestión con la enzima HSP60. 

De esta manera el aislado X12422, pudo ser 

identificado como perteneciente al genotipo I 

de T.cruzi (TcI), según los criterios 

establecidos en la última reunión de expertos  
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del 2009 28. En las Figura 2 y 3, se muestra el 

perfil de fragmentos de DNA amplificados de 

las   cepas   de   referencia   internacional de  

Trypanosoma cruzi TcI, TcIII y TcIV, lo cual 

permite confirmar el genotipo del aislado.  

 

Evaluación del comportamiento biológico 

     El aislado X12422 de T.cruzi inoculado en  

 

 

ratones NRMI-IMT, mostró  un período pre-

patente de 13 días. La máxima parasitemia 

alcanzada fue de 1.59x105 parásitos /ml 

observada el día 40, la cual disminuyó 

alrededor de los 50 días como se muestra en 

la Figura 4. En   la cepa de ratón C3H/He la 

parasitemia fué subpatente y la mortalidad fue 

nula en ambas cepas de ratón. 

 

 

 

 
 

Figura 1: Perfiles de aislados de T. cruzi (X12422) obtenidos mediante amplificación aleatoria de DNA 

polimórfico (RAPD) con el primer A2. M=marcador de peso molecula:1Kb ladder. CN:1:X12422; 2:TcI; 

3TcIV: Cepas de referencia  Internacional. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 2: Productos de digestión obtenidos con la enzima HhaI para el Gen GPI. Hiperlader I. Aislados: 

(1)= X12422;(2) y (3)= Cepas de referencia internacional, TcI y TcIV respectivamente. S=Producto sin 

digerir; D=Producto digerido. Agarosa:2,5%.80V. 

Fuente: Elaboración propia 

 

 

 

 
Figura 3: Productos de digestión de la region intergénica del gen que codifica para la proteína  Hsp60 

con la enzima EcoRV Hiperlader V. Aislados: (1)= Cepas de referencia internacional, TcIII; (2)= 

X12422;(2). S=Producto sin digerir; D=Producto digerido. Agarosa:2,5%.80V. 

Fuente: Elaboración propia 

Kb 

Kb 
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Figura Nº4: Curva de Parasitemia del aislado X12422 proveniente de humano con enfermedad de 
Chagas en fase crónica en modelo murino con ratones no isogénicos (NMRI-IMT). 
Fuente: Elaboración propia

 

 

Estudio histopatológico 

     Las secciones obtenidas a partir de 

corazón, músculo esquelético, bazo e hígado, 

fueron examinadas con microscopio óptico, 

observándose inflamación, fibrosis y 

alteraciones en la arquitectura de los tejidos, 

en los 4 órganos analizados en la cepa de 

ratón C3H/He y en 2 de los órganos en los 

ratones NRMI-IMT. Se observó inflamación 

más intensa en tejido cardíaco, en los ratones 

de la cepa C3H/He y en músculo esquelético 

de los ratones de la cepa NRMI-IMT. Solo fue 

posible detectar nidos de amastigotes en 

ratones NRMI-IMT, en músculo esquelético y 

en músculo cardíaco (Figuras 5 y Tabla 2). 

 

 

Diagnóstico tisular por PCR 

     Se pudo evidenciar la paninfectividad de T. 

cruzi al detectar la amplificación del fragmento 

de 330 pb, que contiene la región variable del 

DNA del minicirculo del kinetoplasto, en todos 

los órganos analizados en las dos cepas de 

ratones (Figura 6 y Tabla2).  

 

Caracterización de los parásitos en tejido 

mediante LSSP-PCR 

     Se aprecia que el comportamiento 

histotrópico de las sub poblaciones que 

conforman el aislado X12422, fue distinto en 

las dos cepas de ratones (isogénico: C3H/He 

y no   isogénicos: IMT:NMRI),  encontrándose   
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Figura 5: Microgafía de distintos tejidos de ratones infectados con T.cruzi y coloreados con H/E. Aislado  
X12422. A: Musculatura cardíaca (C3H/He), Se observa infiltrados inflamatorios de moderada intensidad 
( ) con separación de la fibra muscular cardíaca (*) (Fc). Aumento 400x. B: Musculatura cardíaca (IMT: 
NMRI) con nido de amastigotes ( )   y espacio intercelular (*). Aumento 1000x. C: Musculatura 
esquelética (C3H/He) con infiltrado celular escaso, separación de fibra muscular (*). Aumento 400x. D: 
Musculatura esquelética (IMT-NMRI) con nido de amastigote, Infiltrado mononuclear intenso y 
reemplazo por tejido conectivo. Aumento 1000x E y F:. Tejido hepático mostrando signos de alteración 
celular, asi como infiltrados inflamatorios (E: C3H/He y F: IMT-NMR). Aumento 100x. G y H: Tejido 
esplénico, se observan alteraciones de la arquitectura tisular, así como células nucleadas grandes y de 
contorno regular similares a megacariocitos ( ) (G: C3H/He y H: IMT-NMRI) Aumento 400x. 
Magnificación 200 µm.  
Fuente: Elaboración propia 
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Tabla 2. Comparación entre el estudio histológico y molecular de tejidos en dos cepas de ratones NMRI-
IMT y C3H/He, inoculados con el aislado  X12422 de T.cruzi. 
Fuente: Elaboración propia 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Detección mediante PCR de parásitos  en  los tejidos de ratones inoculados 
experimentalmente con el aislado de T.cruzi (X12422). PM:marcador de tamaño molecular(100pb 
Axigen);CN: Control Negativo; CP: cxontrol positivo; Linea 1: Corazón; Linea 2:Hígado;Linea3:Bazo; 
Linea 4: Músculo esquelético. 
Fuente: Elaboración propia 
 

 

Aislado/cepa de 
Ratón 

Parámetro de 
Análisis 

Corazón M.esq Bazo Higado Int.Delg Int.Grue 

X12422  IMT: NRMI 

Inflamación ++ +++ - - - - 

Nidos + + - - - - 

PCR + + + + + NR 

X12422 C3H/He 

Inflamación +++ ++ ++ ++ - - 

Nidos - - - - - - 

PCR + + + + + NR 
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diferencias bien marcadas en los perfiles 

multibandas generados en el ensayo LSSP-

PCR de los tejidos seleccionados La 

heterogeneidad genética se evidencia en los 

patrones observados en corazón, bazo, 

músculo esquelético e hígado, los cuales son 

diferentes entre sí y entre cada cepa de ratón 

como se observa en las Figuras 7-9, donde las 

flechas reflejan la ausencia de fragmentos en 

los tejidos.  La evaluación mediante la LSSP-

PCR mostró un perfil de bandas heterogéneo 

y diferentes en todos los órganos, lo cual 

indica una   mayor   diversidad   de   genotipos 

y una complejidad  genética.  

Análisis de Diversidad Genética 

     El análisis de Diversidad Genética se 

utilizó para cuantificar la separación o 

agrupación de sub-poblaciones presentes en 

los diferentes tejidos pertenecientes al 

aislado, reflejado en el dendograma. Se utilizó 

el programa POPGENE, el cual generó 

análisis de distancias genéticas basadas en 

las distancias de Nei´s (1978), que permite 

visualizar la relación entre las sub-

poblaciones de parásitos (Figura 10). 

 

      

            

Figura 7. Perfil electroforético generado mediante LSSP-PCR de los tejidos provenientes de ratones 
C3H/He experimentalmente con el aislado X12422. PM: marcador de tamaño molecular (100 pb, 
Axígen); CN: Control Negativo; CP: Control Positivo, 1: Corazón; 2: Músculo esquelético; 3: Bazo;  
4: Hígado. 
Fuente: Elaboración propia
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Figura 8. Perfil electroforético generado mediante LSSP-PCR de los tejidos provenientes de ratones 
NMRI: IMT: infectados experimentalmente con el aislado X12422. PM: marcador de tamaño molecular 
(100 pb, Axígen); CN: Control Negativo, CP: Control Positivo; 1: Int. Delg; 2: Bazo; 3: Hígado; 4: Corazón. 
Fuente: Elaboración propia 
 
 
 

                                        

 
  

Figura 9. Gel de poliacrilamida al 6% de los patrones de amplificación del aislado X12422 mediante 
LSSP-PCR. PM:Marcador de Peso molecular (100 pb), Axigen);CN:Control Negativo; CP: Control 
Positivo; 1: Corazón (C3H/He);2: Corazón (NRMI-IMT);3:Bazo (C3H/He);4Bazo (NMRI-IMT);5Hígado 
(C3H/He). 
Fuente: Elaboración propia 
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Figura 10. Dendograma de agrupamiento por distancia genética de las subpoblaciones presentes en 
los tejidos provenientes del aislado X12422 inoculado en ratones C3H/He  e IMT:NMRI, basado en las 
distancias genéticas de Nei´s. 
Fuente: Elaboración propia 

 

 

DISCUSIÓN  

     En la segunda reunión de expertos 

realizada en Buzios Brasil 2009, a fin de 

unificar criterios acerca de la heterogeneidad 

de T.cruzi se llegó al consenso de que las 

cepas de Trypanosoma cruzi, pueden ser 

agrupadas en seis unidades discretas de 

tipificación o DTUs, genéticamente 

caracterizadas mediante análisis multilocus. 

En Centroamérica, Colombia y Venezuela se 

encuentra predominantemente el DTU I o TcI, 

en humanos, triatominos y reservorios.4-6 En 

este trabajo  se tipificó el aislado X12422, 

como perteneciente al DTU I o TcI de acuerdo 

a la nueva clasificación vigente 4, siendo este 

genotipo el responsable de la mayoría de los 

casos de Chagas crónico y agudo reportados 

en Venezuela y se demostró, que existe la 

posibilidad de desarrollar patología 18,6 

veces más en la fase crónica de la 

enfermedad de Chagas, cuando la infección 

es causada con el genotipo TcI en 

comparación con en el genotipo TcIV 5,6.   La 

caracterización biológica de estos aislados y 

su comportamiento en diferentes modelos 

murinos aportan información que ayudan a 
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ampliar nuestros conocimientos para explicar 

la diversidad de manifestaciones clínicas, 

severidad y mortalidad de esta enfermedad.    

     En este estudio trabajamos con un aislado, 

obtenido de un paciente cuyas características 

clínicas permitieron clasificarlo como 

asintomático, y por lo tanto, considerado como 

Chagas tipo I 20. Al evaluar el comportamiento 

biológico  de dicho aislado en dos grupos de 

ratones (genética controlada y no controlada), 

en ambos se reprodujo lo que se considera el 

estadío crónico de la enfermedad, 

observándose diferentes niveles de 

parasitemia, subpatente en la cepa de ratón 

C3H/He  y la cepa NRMI-IM, se hizo patente a 

los 13 días post-infección, con un pico de 

máxima parasitemia a los 40 días pero,  no 

hubo mortalidad durante el periodo de 

observación en ambas cepas de ratón, por lo 

cual se considera un aislado poco virulento, 

que de alguna forma reproduce el 

comportamiento observado en el individuo a 

partir del cual se obtuvo. Estos hallazgos  

coinciden con lo reportado por Marinho et al  y 

Rimoldi et al  35-37, los cuales observaron 

diferencias tanto en susceptibilidad como en 

mortalidad, al inocular un mismo aislado del  

parásito en hospederos diferentes; y contrasta 

con lo reportado por Carrasco et al en 2013 6, 

con respecto a un aislado TcI, obtenido de un 

paciente Venezolano, clasificado clínicamente 

como Chagas III 20 (el estadío más grave de la 

enfermedad), el cual mostró un 

comportamiento de alta virulencia y 

mortalidad en ratones NMRI, lo que implica 

que el aislado conserva ciertas características 

biológicas que son capaces de causar daño 

importante tanto al hospedero humano como 

a los ratones a los cuales se les inoculó. Este 

hecho permite inferir, que existen condiciones 

intrínsecas del parásito perteneciente al 

mismo genotipo (TcI), que 

independientemente de las condiciones del 

hospedero, definen la posibilidad que pueda 

producirse o no daño en el individuo infectado. 

En este caso particular, podríamos asumir, 

que la condición genética del parásito 

prevalece sobre la del hospedero. 

Consideramos estos resultados muy 

importantes, debido a que se han hecho 

reportes en la literatura de modelos de 

Chagas experimental, con aislados de alta 

virulencia y del genotipo TcII, procedentes de 

triatominos, reservorios y humanos, y pocos 

con TcI, lo cual no permite hacer inferencias 

en relación al desarrollo de la enfermedad, en 

países donde el predominio de los aislados 

circulantes es TcI, y que en particular, se 

pueda trabajar con un aislado de baja 
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virulencia, que permita la evolución en forma 

crónica de la enfermedad 34.  

     Un hallazgo relevante es que las dos cepas 

de ratones crónicamente infectados con el 

aislado de T.cruzi X12422, muestran lesiones 

inflamatorias en diferentes órganos, siendo en 

la cepa C3H/He moderada en todos los 

órganos excepto en músculo cardíaco, en la 

cual la inflamación es intensa. A diferencia de 

lo que ocurre en los ratones NRMI-IMT, en los 

cuales solo se observan procesos 

inflamatorios en músculo cardíaco y 

esquelético siendo más intenso en este 

último. Estos resultados coinciden con lo 

reportado por Marinho et al 35, en relación a la 

diferencia demostrada en los órganos blanco, 

en los cuales el parásito induce patologías. 

     El análisis histopatológico también reveló 

la ausencia de nidos de amastigotes, en el 

caso de la cepa C3H/He, en los tejidos 

evaluados, contrario a lo observado en la cepa 

NRMI-IMT, en la cual se observa la presencia 

de nidos de amastigotes en músculo 

esquelético en cantidad moderada y escasos 

en músculo cardíaco. Por otra parte, también 

se pudo demostrar la presencia de ADN del 

parásito en todos los tejidos evaluados en 

ambas cepas de ratones mediante PCR, lo 

cual confirma lo observado  por  Andrade et al 

9, en relación a la dificultad de observación  de 

nidos de amastigote en la fase crónica en los 

tejidos de los animales infectados, lo cual 

también concuerda  con  lo señalado por Añez 

et al 15 , donde evidenció la persistencia de 

parásitos en biopsias miocárdicas de 

pacientes crónicos, que aunque escasos,  

pueden causar daños en el transcurso del 

tiempo parecidos a los producidos en la fase 

aguda de la enfermedad 12. En el caso de los 

tejidos donde no se pudo observar la 

presencia directa del parásito mediante 

análisis microscópico, pero que resultaron 

positivos por PCR, sería recomendable 

realizar técnicas que nos permitan detectar la 

viabilidad del parásito, tales como cultivo de 

los órganos, así como técnicas de 

inmunohistoquímica, lo cual permitiría 

corroborar que la persistencia del parásito es 

la causa principal de los daños tisulares 

asociados a la enfermedad de Chagas 38. 

     Se han reportado casos de individuos 

aparentemente asintomáticos, que han 

muerto por otras causas distintas a la 

enfermedad y el análisis post-morten ha 

revelado la presencia de miocarditis focal 

discreta 10, en la cual el parásito es raramente 

encontrado. No obstante, el hecho de detectar 

la presencia de DNA mediante técnicas 

moleculares, ha contribuido a entender que 

las lesiones focales encontradas en la 

musculatura cardíaca y otros órganos durante 

la fase indeterminada, son parásito-
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dependiente 39-40. 

     En relación a las diferencias observadas 

de comportamiento biológico y hallazgos 

histopatológicos en los dos grupos de ratones 

evaluados, el uso de la técnica LSSP-PCR  

permitió evidenciar en el aislado (X12422) la 

existencia de subpoblaciones, mostrando una 

constitución heterogénea así como tropismo 

diferencial entre los tejidos analizados en 

cada cepa de ratón,  y entre ambas, 

encontrándose la existencia de un patrón 

multibandas distinto y a su vez se observó 

diferencias entre los perfiles de amplificación 

entre los mismos órganos que provenían de 

ratones C3H/He y de ratones NMRI-IMT, 

demostrando la variabilidad genética que 

presenta la cepa X12422, a lo cual podría 

atribuirse algunas diferencias de 

comportamiento intra en inter-hospedero 

observadas. Finalmente, se puede decir que 

la utilización de la técnica molecular LSSP-

PCR es una valiosa herramienta en los 

estudios epidemiológicos de infecciones tanto 

humanas como experimentales porque 

demuestra el tropismo diferencial del parásito, 

la variabilidad genética encontrada en ellos y 

a su vez en algunos casos podría permitir la 

correlación de las lesiones encontradas en los 

tejidos con su presencia en los mismos. 

     Hasta el momento no está claro, cuál es el 

elemento que determina la variación de las 

manifestaciones, el parásito, el hospedero o la 

interacción entre ellos. T.cruzi, está 

constituido por  sub-poblaciones que 

muestran una gran heterogeneidad 41, así que 

aunque el aislado X12422 pertenece al 

genotipo TcI, no podemos obviar que no es un 

clon y que por ende, está constituido por 

diferentes subpoblaciones  que  presentan 

histotropismo diferencial 42.   

 

CONCLUSIONES 

     Los resultados obtenidos en este estudio, 

permiten en primer lugar, evidenciar la 

importancia de la interacción parásito-

hospedero, ya que aún cuando el aislado 

X12422 se caracteriza por ser de baja 

virulencia, las manifestaciones 

histopatológicas observadas variaron al 

utilizar una cepa de ratón diferente, aunado al 

hecho de haberse determinado que es un 

aislado genéticamente heterogéneo, ratifica la 

importancia de la constitución genética tanto 

del parásito como del hospedero en la 

evolución de la enfermedad de Chagas. Lo 

cual permite inferir que posiblemente muchos 

pacientes con enfermedad de Chagas 

crónico, son el resultado de infecciones con 

parásitos de baja virulencia tal como el aislado 
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X12422.  Por otra parte, este estudio permitió 

el desarrollo de un modelo murino de la 

enfermedad de Chagas crónico, con un 

aislado tipificado genéticamente como TcI, lo 

cual constituye un aporte que permitirá en un 

futuro evaluar diversos parámetros 

bioquímicos y de expresión génica que 

contribuyan a esclarecer los factores 

determinantes en el desarrollo del Chagas 

crónico en países donde predomina este 

genotipo en humanos. 
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