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Situacion actual

Actualmente se estima que en Latinoamérica existen de 7-8 millones de personas infectadas
con T. cruzi 'y que mas de 25 millones estan en riesgo de contraer la ECh [1, 73], solamente
en el afio 2008 se reportaron mas de 10.000 muertes por ECh [73]. Desde la década de 1990
las iniciativas multinacionales han conducido a una reduccion significativa en el nimero de
casos agudos de ECh, asi como también en la presencia de Triatomineos domésticos en
muchas regiones endémicas en Latinoamérica [1]. En Centroamérica el rociamiento con
insecticidas residuales ha eliminado el R. prolixus [74]. A pesar de estos logros en el
control del parésito y del vector han aparecido nuevos desafios, incluyendo nuevos brotes
de ECh en la cuenca amazonica, una regién que se creyd previamente libre de la
enfermedad, debido a transmision oral por alimentos contaminados [74, 75, 76], y la
transmision activa de ECh en la region del Chaco Boliviano a pesar de los programas de
control de vectores en progreso desde el afio 2000 [77]. Otro problema es la aparicion de
vectores Triatomineos resistentes a los insecticidas en el Gran Chaco una region localizada
al oeste del rio Paraguay y al este de los Andes [78]. A pesar de los numerosos esfuerzos en
las décadas pasadas no se han desarrollado drogas para el tratamiento de la ECh croénica, y
de acuerdo a las nuevas recomendaciones hechas en 2005 y 2007 el tratamiento con
Nifurtimox y Benznidazole esta indicado para pacientes con infeccion aguda asi como
también para pacientes menores de 18 afios de edad con infeccion cronica, asi como
también en pacientes inmunosuprimidos [79, 80]. Los costos para el tratamiento y
prevencion de la ECh son otro desafio y son una carga muy alta para los sistemas de salud

en los paises afectados. En Colombia solamente los costos para la atenciéon médica de los
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pacientes con ECh son de US $ 267 millones y para el rociamiento con insecticidas para el
control, de vectores de US $ 5 millones, [81]. (Fig 14). La ECh se esta transformando en un
problema global debido a las migraciones de personas infectadas con 7. cruzi desde los
paises endémicos a Norteamérica, Europa y la region del Pacifico Oeste. El numero total
estimado de pacientes con ECh fuera de Latinoamérica es mas de 400.000, siendo USA el
pais mas afectado con 3-4 partes de todos los casos [82, 83]. En Europa solamente el

nimero de pacientes con miocardiopatia cronica chagasica se estima en 54.000 casos [83].

Biologia Molecular 7. cruzi

Encontramos que varias proteinas del suero fetal de ternera (SFT) estimulan la division y la
incorporacion de 3HTimidina en T. cruzi mediante su interaccion con la membrana celular
de los tripanosomas. En nuestro primer medio de cultivo [84] , [85] el T. cruzi presentd un
ciclo con 100% de epimastigotes en la fase exponencial de crecimiento al dia 12 y 88% de
tripomastigotes en la fase estacionaria al dia 16 de cultivo. Cinco proteinas del SFT
estimuladoras de la division del 7. cruzi mostraron los siguientes pesos moleculares:
Proteina 1: 100.000 Da; proteina 2: 76.000 Da; proteinas 3, 4 y 5: 68.000 Da [86]. Las
proteinas cambiaron su estructura durante la fase logaritmica de crecimiento del 7. cruzi,
base de la autoinmunidad en la ECh [87]. El complejo mitocondria-kinetoplasto en los
epimastigotes mostro una nueva estructura formada por un patron de canales con una
estructura como un cristal en el citoplasma y también otra nueva estructura al final del
flagelo para fijar el 7 cruzi a la superficie de los frascos de cultivo plasticos, y a las

membranas celulares de las células de los mamiferos [88]. La inmunoglobulina IgG de
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cabra con actividad especifica anti-proteinas del SFT que estimulan la division de T cruzi
marcada con fluorocromos se localizo6 en el citoplasma de 7 cruzi. Usando las proteinas que
estimulan la division del parasito en el SFT marcadas con !*I en el medio de cultivo, estas
también se encontraron en granulos citoplasmicos en el T cruzi mediante autoradiografia.
Igualmente las proteinas del SFT que estimulan la division marcadas con oro coloidal, se
encontraron en las membranas, citostoma, libres en el citoplasma y en granulos
citoplasmicos, probablemente lisosomas algunos abiertos al nticleo del parasito en division
en contacto con la membrana perinuclear enviando péptidos que inducen la division del
DNA y la division celular en los tripanosomas [89]. La fraccion insoluble de las
membranas de 7. cruzi, L. donovani y L. mexicana inducen la lisis de gldbulos rojos de
mamiferos y células Vero. El agente litico es resistente a la pronasa, a la tripsina y al
aumento de la temperatura, su accion tiene un pH optimo de 6.5 y esta presente en la fase
lipidica de los extractos de 7. cruzi; su accidn litica es inhibida por la albumina [90] , [91].
El T. cruzi tiene un patrén caracteristico de aminoacidos libres diferente al de las células de
mamiferos, producidos por su actividad proteolitica, formado en un 75% por acido
glutamico, prolina, glicina y alanina, lo cual debe tenerse presente en los procesos de
purificacion de antigenos en los extractos de pardsitos para la produccion de vacunas. La
actividad proteolitica del parasito tiene un optimo entre pH 4.5 a 8.0 y es inhibida por
inhibidores de enzimas proteoliticas tales como ZPCK, TPCK, PMSF, and TLCK [92].
Estos resultados demuestran que la inyeccion de parasitos o sus fracciones, debe considerar
la destruccion de las proteinas antigénicas en un periodo de tiempo muy corto, inhibiendo
la respuesta inmune protectora contra los parasitos virulentos. Con los valores obtenidos de
la concentracion de aminodacidos libres en 7 cruzi producto de su actividad proteolitica a las
24 horas en los extractos totales del parasito preparamos un nuevo medio de cultivo
enriquecido (medio O’Daly) que permitid el crecimiento de epimastigotes de 7' cruzi entre
26° - 37° C. donde analizamos los requerimientos nutritivos de 7' cruzi a diferentes
temperaturas con SFT o en péptidos purificados del SFT. Un péptido compuesto por un
acido glutamico, dos alaninas y una lisina substituyo al SFT en el crecimiento de los
tripanosomas en el medio O’Daly [93, 94]. Ratones homocigotos C3H/He y C57Bl/6
infectados con 500 tripanosomas de la cepa Y de 7. cruzi mostraron parasitemia, aumento

del bazo y de los ganglios linfaticos, parasitos intracelulares en el corazén y aumento en la
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concentracion de la IgG y la IgM en el suero. En el punto mayor de la parasitemia los 17
dias post-infeccion, se encontr6 una disminucion marcada de la respuesta de los linfocitos a
mitogenos de linfocitos T y B a los antigenos del parasito y a las células formadoras de
placas a globulos rojos de carnero [95]. Tripomastigotes sanguineos de la cepa Y de T.
cruzi inhibieron la respuesta de mitdégenos T y B en células nucleadas de bazo de ratones
C3H/He, C57B1/6 y BALB/cJ, mientras que epimastigotes de cultivo de la misma cepa de T
cruzi cultivados en medio O’Daly que permite el crecimiento de los parasitos a 26°, 30°,
34° y 37°C indujeron un efecto estimulador muy fuerte, aun mayor que el efecto de los
mitogenos solos. Tanto el efecto estimulador como el efecto inhibidor mostraron una
relacion dosis-respuesta. El efecto estimulador dependié de la temperatura, los indices de
estimulacion fueron mayores al aumentar la temperatura de los cultivos [96]. Los
sobrenadantes de células de bazo de ratones C3H/He y C57Bl/6 infectados con T. cruzi
mostraron proteinas hidroinsolubles de peso molecular entre 14.000-15.000 daltons, pl 6.6,
capaces de inducir un efecto inmunosupresor de la respuesta blastogenica a mitogenos in
vitro. El efecto inhibidor atravesd de la barrera haplotipica H2K-H2b, su actividad fue
dependiente de la dosis, su produccién se relacion6 con el periodo de infeccion mostrando
un maximo a los 17 dias post-infeccidon por los esplenocitos infectados. Es un producto del
huésped infectado y actia a través de su interaccion con macréfagos normales
transforméandolos en inmunosupresores. Una proteina inmunosupresora con igual pl de 6.6,
ausente del suero normal se detectd en el suero de los animales infectados [97]. A fin de
detectar antigenos de tripanosomas en la superficie de linfocitos de ratones infectados se
usaron antisueros anti-epimastigotes y anti-tripomastigotes de 7. cruzi. Solo el suero anti-
tripomastigotes reconocidé antigenos expresados transitoriamente en las membranas de
esplenocitos de animales infectados. El nimero o la conformacion estructural de los
receptores de Concanavalin A fueron también afectados y se vio una correlacion clara entre
estos dos tipos de cambios en la membrana y la inmunosupresion a mitogenos y a globulos
rojos de carnero (GRC) encontrada en los ratones infectados. Los animales re-infectados no
mostraron evidencias de proliferacion de tripanosomas en la sangre o en los tejidos, ni
tampoco antigenos de tripomastigotes en los esplenocitos, pero presentaron una
inmunosupresion transitoria menos intensa, medida por la respuesta a mitogenos y GRC lo

cual sugiere que el sistema inmune activado una primera vez puede eliminar el nuevo
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inoculo parasitario antes de que el huésped este inmunosuprimido y también que la
liberacion de antigenos fuertes inmunosupresores por los tripomastigotes induce el nuevo
estado menos intenso y transitorio de supresion [98]. Epimastigotes de 7. cruzi cambian el
patron de proteinas de superficie cuando la temperatura de crecimiento en el cultivo
aumenta de 30° a 34° C. El reto de los ratones con tripomastigotes sanguineos produjo
parasitemias altas cuando los animales fueron inmunizados con proteinas de superficie de
epimastigotes cultivados a 30° C y con sedimentos de epimastigotes extraidos con Nonidet
P-40 cultivados a 34° C. Por el contrario se observaron parasitemias bajas después de la
inmunizacion con proteinas de superficie de epimastigotes cultivados a 34° C o de
sedimentos de epimastigotes extraidos con Nonidet P-40 y cultivados a 30° C. La
parasitemia menor con el mayor tiempo de sobrevida y ausencia de inmunosupresion se
observd después de la inmunizacion de los ratones con el producto extraido con el
detergente no-ionico NP-40, de epimastigotes cultivados a 30° C y tratados con Tosyl-L-

lysine-chloromethyl ketone [99].

Productos secretados por L. (L) amazonensis (La); L. (L) venezuelensis H16 y H17 (Lv16,
Lv17); L. (V) brasiliensis H27 y H2 (Lb27,Lb2); L. (L) chagasi (Lch); L. (L) pifanoi (Lp) y
L. garnhami (Lg) fueron caracterizados en un medio de cultivo quimicamente definido [93]
(Medio O’Daly) donde se encontraron bandas de proteinas y glicoproteinas reveladas en
geles coloreados con los siguientes nimeros, Coomassie (13.8+1.5), Plata (10.2+3.3),
PAS-Schiff (7.4+2.5) y ConA(5.33#1.9). La inmunizaciéon con productos secretados de
Lg, Lvl6, Lp y con amastigotes de cultivo tratados con TLCK y extraidos con NP-40
indujeron proteccion completa contra la infeccion con amastigotes virulentos desde la
semana 14 a la semana 24 de seguimiento. ANOVA unidireccional entre Lg, Lv16, Lp,
vacuna polivalente (VP) y control no inmunizado (CNI) mostraron p<0.001. Lch, Lv17, Lb
and La, también mostraron regresion de las lesiones con solo un 5%-10% de aumento en la
almohadilla plantar comparadas con el CNI. La reacciéon de hipersensibilidad retardada
(DTH) fue mayor con los productos secretados de Lg, Lvl6, Lp y la VP, lo cual se
correlaciona con la ausencia de lesiones después de la infeccion. Lch, La, y Lb también
mostraron valores de DTH positivos pero menores que la VP. Los immunoblottings con
sueros de ratones inmunizados con Lg, Lv16, y Lp mostraron bandas densas de 83 kDa y

de 50 a 55 kDa. Después de la infeccion de los ratones inmunizados ocurre un suiche en las
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células B, los anticuerpos IgG ahora reconocen productos secretados de bajo peso
molecular entre 27-33 kDa y 23-26 kDa coincidentes con la regresion completa de las
lesiones lo cual no ocurri6 en ratones infectados con Lch, Lv1l7, Lvl6, and Lp donde las

lesiones persistieron [100].

Proteinas de superficie, secretadas y totales de 7. cruzi y T. rangeli crecidos en medios
sintéticos, quimicamente definidos (medio O’Daly) [93] se usaron como antigenos para el
diagnostico de la ECh por ELISA e Immunoblottings. El suero de pacientes con
miocardiopatias Chagasicas y no Chagasicas, de donantes de sangre, de controles sanos, y
de pacientes con otras enfermedades tropicales mostraron extensas reacciones cruzadas
entre los antigenos de 7. cruzi y T. rangeli, los cuales mostraron patrones muy similares en
los immunoblottings. El patréon antigénico con sueros chagasicos es muy especifico y
diferente a los patrones con otras enfermedades tropicales. Las proteinas secretadas por
T. cruzi asi como también las infecciones por 7. rangeli juegan un papel importante en la

patogenia de la ECh [101].

Patogénesis de la Enfermedad de Chagas

El ciclo de vida del 7. cruzi nos ilustra sobre la versatilidad del parasito en colonizar
vertebrados e invertebrados (Fig 13) en un area geografica extensa en Norte, Centro y Sur
América (Fig 14). La patogénesis de la ECh parece estar relacionada a una mutacion
inducida por el parasito en el genoma del vertebrado infectado. Se ha detectado
transferencia horizontal de los minicirculos del DNA del kinetoplasto (kKDNA) al genoma
del huésped mamifero [102], [103],[104], [105], [106]. Mas aun, una secuencia truncada
de kDNA se encontré en el genoma de un baboon (Papyo hamadryas) en los flancos del
DNA del huésped [107]. Transferencias (Blots) con el método de Souther del DNA
genomico de corazén, musculo esquelético e intestino de un conejo con ECh cronica
hibridizaron con una sonda de kDNA de 7.cruzi. Se ha sugerido que la infeccion persistente
por T cruzi puede ser una fuente acumulativa de mutaciones en el KDNA del parasito [107].
En la actualidad los tratamientos no son satisfactorios. Existen 40 especies de Triatomineos
que pueden ser portadores de 7. cruzi y transmisores potenciales de la infeccion [19], las

cuales se adaptaron al area peri-domiciliar en los ecosistemas secos de América Central y
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América del Sur y son los principales transmisores de la infeccion (Fig 13) responsables de
10-12 millones de casos humanos de ECh [4, 108]. Luego siguen en importancia
epidemioldgica las especies de Rhodnius que habitan en climas humedos tropicales y las
especies de Panstrongylus que son ubicuas [4, 108]. Después de una comida con sangre los
Triatomineos se hinchan y los tripomastigotes metaciclicos infecciosos pasan a las heces
del vector. Los tripomastigotes entran al cuerpo cuando el individuo se rasca la piel en la
herida producida por la parte bucal del insecto o también a través de una mucosa permisiva
o la conjuntiva ocular (Fig. 15). Al entrar en el cuerpo (Fig. 13), los tripomastigotes
invaden a los histiocitos, sobreviven a las vacuolas parasitoforas y evaden el ambiente
hostil para permanecer libremente en el citoplasma celular de la célula huésped. En la
puerta de entrada, tanto en la piel como en la conjuntiva ocular, clinicamente se observa un
proceso indurado inflamatorio croénico, tipico de una reaccion de sensibilidad retardada
(DTH). Los flagelados intracelulares se redondean y se transforman en amastigotes que
sufren muchos ciclos de multiplicacién por fision binaria, los cuales posteriormente se
diferenciaran en tripomastigotes moviles (Fig. 13) que al romperse la célula llegaran al
torrente sanguineo para infectar otras células en el cuerpo del mamifero. Las primeras
investigaciones en la ECh mostraron una relacion directa entre la densidad de los receptores
en la membrana del huésped infectado y la carga parasitaria en los tejidos [109]. Cada
célula en el cuerpo humano excepto las neuronas puede ser colonizada por el 7. cruzi in
vivo. La infeccion por 7. cruzi persiste en el cuerpo humano toda la vida, comienza por la
invasion tisular de las células reticulo-endoteliales locales, donde posteriormente el parasito
se multiplica, penetra el endotelio vascular de los pequefios vasos intraparenquimatosos
como los capilares y precapilares hasta alcanzar la circulacion sistémica e invadir varios
tejidos de acuerdo a su tropismo tisular, fundamentalmente musculo esquelético, y
cardiaco, sistema digestivo, drganos linfohematopoyeticos, y sistema nervioso (Fig. 16 y
17). La disfuncion endotelial dispara la cascada de eventos subcelulares que conducen a la
inflamaciéon del miocardio, pericardio y endocardio con la aparicion progresiva de
cicatrices en la matriz extracelular. La accion mas evidente del 7. cruzi es el bloqueo de las
células presentadoras de antigenos a través de la proteina Tcsc y su inmunoglobulina,
agonistas de los receptores [-adrenérgicos. La inoculacion de 7. cruzi en huevos

embrionados de gallinas, genera pollos libres de parésitos que retienen secuencias de
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minicirculos de kDNA en el cuerpo, en ausencia del DNA nuclear del 7. cruzi. E1 kDNA se
integra en el genoma de las células somadticas y germinales, desde donde es transmitido
verticalmente a la progenie que al ser cruzados entre si, progenie positiva para kDNA. Las
mutaciones en el KDNA se detectan principalmente en regiones codificadas o codones, en
varios cromosomas. Es de hacer notar que los pollos con mutaciones en kDNA, desarrollan
cardiomegalia con una miocarditis inflamatoria similar a la que se ve en la ECh en
humanos, donde miofibrillas libres de parésitos son destruidas por las células efectoras del
sistema inmunoldgico originando insuficiencia cardiaca. La progresion de un estado
fisioldgico a una condicion fisiopatoldgica esta asociada con una mutacion multigenica del
kDNA, y es dependiente de una proliferacion clonal de células T en el modelo de los
pollos, mostrando ruptura de multiples genes, citotoxicidad acelerada anti-antigenos del

animal y enfermedad de Chagas cardiaca autoinmune [104, 107].
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Fig 13. Ciclo del T. cruzi en el hombre (flechas azules) y en los Triatomineos, como la

vinchuca y el chito (flechas rojas). Fuente: adaptado del CDC.
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Approximate Geographic Distribution of Chagas® Disease
{Parasiles and Parasitological Resources)

Fig. 14 (izquierda). Poblacion humana en riesgo de contraer la ECh. Fig. 15 (derecha).
Signo de Romafia: Inflamacion en el parpado izquierdo, es un indicador de la ECh aguda,
debido a que se colocaron en el ojo las heces depositadas por el insecto infectado por 7.

cruzi en la piel. Foto de WHO/TDR.

Trypanosoma cruzi

N

trypomastigote

Fig. 16 (izquierda). Nidos de amastigotes en miocarditis chagasica. Fig. 17 (derecha)

Tripomastigote en sangre periférica.

Conclusion
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La historia de la ECh nos ensefia que los cambios ambientales de origen humano son la
causa primaria para la transmision de la infeccion siendo la deforestacion el factor mas
importante, al traer las poblaciones a un contacto mas directo con los vectores transmisores
de la enfermedad. Esto se basa en el hecho de que la transmision de la ECh se indujo desde
tiempos antiguos cuando los humanos comenzaron a limpiar la tierra para habitarla y
practicar la agricultura. La mineria, la industria de la madera y la urbanizacion unida a la
deforestacion, condujeron a la diseminacion de la ECh en tiempos recientes. También
hemos aprendido que los vectores Triatomineos tienen una habilidad increible para
adaptarse rapidamente a nuevos ambientes y a nuevos huéspedes creando ciclos de
transmision domestica entre animales y humanos cruciales para la distribucion de la ECh en
Latinoamérica. A través de las migraciones la ECh se ha transformado en un problema de

salud global.
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