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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, la cual se
descubrio por primera vez en Brasil en 1909. La sintomatologia muchas veces es
confundida con otras enfermedades debido a que la fase aguda presenta sintomas comunes
como fiebre, sin embargo, existen métodos de diagndstico de la enfermedad eficientes que
se pueden utilizar. El protozoario puede infectar al humano mediante diferentes tipos de
transmision, tales como vectorial, de transfusion sanguinea, congénita y oral, ésta ultima
es el enfoque del estudio, ya que el consumo de alimentos y bebidas contaminados por el
parésito puede provocar la enfermedad en quien los consuma. Para comprobar esto, se
realizd la preparacion de jugos naturales de naranja para realizar la inoculacion de
muestras con formas epimastigotes de T. cruzi y lograron sobrevivir después de 21 h, de
manera que se confirmd la sobrevivencia del parasito. Posteriormente, se suministraron
los jugos contaminados a los roedores con diferentes concentraciones; debido a que no se
observaron los tripomastigotes en sangre de ratén en fase aguda se extrajo el ADN del
parasito para después confirmar la infeccion molecularmente por PCR. Asimismo, se
realizaron cortes histoldgicos y microscopia electronica de transmision (MET) a partir de
tejido infectado de los ratones que murieron y los que fueron sacrificados, en los cuales
se observaron nidos de amastigotes de T. cruzi en el tratamiento de mayor concentracion
(1.5 millones de células/mL), por lo que se logré confirmar por segunda vez la infeccion
via oral. Mediante un analisis de varianza con la prueba de Tukey se determin6 que no
existe diferencia significativa en los tratamientos. Con base a lo obtenido, podrian
realizarse ensayos con otros frutos (o alimentos) o evaluaciones para medir la

sobrevivencia del parasito en la superficie de estos frutos.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas disease, which was first
discovered in Brazil in 1909. The symptomatology is often confused with other diseases
because the acute phase presents common symptoms such as fever, however, there are
efficient diagnosis methods of disease that can be used. The protozoan can infect humans
through different types of transmission, such as vector, blood transfusion, congenital, and
oral, the latter is the focus of the study as the consumption of contaminated food and
beverages by the parasite can cause the disease in those who consume them. To verify
this, preparation of natural orange juices was carried out to inoculate samples with
epimastigote forms of T. cruzi, which survived after 21 h, so the survival of the parasite
was confirmed. Subsequently, contaminated juices were supplied to rodents with different
concentrations; because of trypomastigotes were not observed in mice blood in the acute
phase, DNA was extracted from the parasite and then the infection was confirmed
molecularly by PCR. Likewise, histological sections and transmission electron
microscopy (TEM) were performed from infected tissue of the mice that died and those
that were sacrificed and nests of amastigotes of T. cruzi were observed in the treatment
with the highest concentration (1.5 million cells/mL), so the oral infection was confirmed
for a second time. An analysis of variance with the Tukey test determined that there is no
significant difference between the treatments. Based on what was obtained, tests could be
carried out with other fruits (or foods) or evaluations to measure the survival of the parasite

on the surface of these fruits.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis es una enfermedad cuyo agente
etioldgico es el protozoario Trypanosoma cruzi y su incidencia es estimada en 200,000
casos por afo; la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha indicado que entre 7y 8
millones de personas estan infectadas con la enfermedad en América Central (Pereira et
al., 2009). Se estima que 1.1 millones de personas se encuentran infectadas en México
(Rojo et al., 2018). Los modos predominantes de transmision de la enfermedad de Chagas
son a través de las deyecciones contaminadas de insectos triatominos que se alimentan de
sangre, mediante transfusion de sangre, ingestion de alimentos y liquidos contaminados
con pardsitos y congenitos de la madre al feto, ademas, los mecanismos menos frecuentes
son los accidentes de laboratorio, el manejo de animales infectados y los trasplantes de

organos de donantes afectados por la enfermedad de Chagas (Coura, 2015).

A partir de 1990 se encontraron dos casos de personas infectadas con T. cruzi por
transmision oral en Colombia y reaparecieron 10 nuevos casos en 2002 (Filigheddu et al.,
2017). Los pocos estudios que han investigado las vias de infeccién orales e
intraperitoneales se han realizado principalmente en ratones, en donde se encontr6 que el
linaje de T. cruzi influye en la infeccion murina por estas vias, por lo que se observo, que
tanto la forma infecciosa del parasito como el volumen del indculo influyen
diferencialmente en la tasa de infectividad en base a diferentes rutas de inoculacion y se
demostrd que el sitio inicial de entrada del paréasito afecta de manera critica la respuesta
inmune del hospedero y el resultado de la enfermedad (Barreto et al., 2015).

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo, con varias etapas de desarrollo en insectos
vectores (en donde parece no estar afectado por la infeccion con el parésito) y hospederos
mamiferos; los tripomastigotes en el torrente sanguineo no replicativo y amastigotes
intracelulares replicativos son las formas tipicas del organismo que se identifican en
hospederos mamiferos, mientras que los epimastigotes replicativos y los tripomastigotes
metaciclicos infecciosos infectan el vector triatomino, lo cual es la etapa aguda, en donde
todos los tipos de células nucleadas en el hospedero humano son los blancos potenciales

para la infeccion y con el desarrollo de la respuesta inmune, la parasistemia se reduce a
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una concentracion subpatente y el nimero de parasitos en los tejidos disminuye
sustancialmente, lo que permite el fin de la fase aguda; sin embargo, dado que el parasito
no se elimina por completo, la infeccion de tejidos especificos, como los ganglios
musculares o entéricos, persiste indefinidamente durante la vida del hospedero (Rassi et
al., 2010).

Debido a la importancia de la transmision oral de la enfermedad de Chagas, en este
estudio, el objetivo fue buscar la dosis infectiva via oral de T. cruzi de la cepa neolonesa

en modelo murino y determinar a nivel experimental su patologia en el hospedero.



ANTECEDENTES

Enfermedad de Chagas

Mas de un siglo después del descubrimiento de la enfermedad por Carlos Chagas,
a pesar de los avances en el control de la enfermedad en paises endémicos, la enfermedad
de Chagas es actualmente una preocupacion para la salud publica debido a su
globalizacion (Margioto, 2016).

Trypanosoma cruzi y su ciclo biolédgico

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado y agente causal de la
enfermedad de Chagas. El ciclo de vida natural de T. cruzi incluye el paso a través de dos
tipos de hospederos. Los hospederos intermediarios incluyen insectos verdaderos
hemipteros hematofagos llamados triatominos, en donde T. cruzi se multiplica en el tracto
digestivo. El hospedero definitivo consiste en mamiferos como los humanos, en donde
generalmente el parasito circula en la sangre y se aloja en el tejido muscular y/o cardiaco
de estos (Coura, 2003).

Este paréasito tiene un rango de longitud que va entre 12 y 30 um y posee tres
formas: epimastigote (fase de division), tripomastigote (fase infectiva) y amastigote (fase
infectiva en tejido) (Kohl y Bastin, 2005). El epimastigote tiene una forma elongada, con
kinetoplasto en forma de barra o bastdn que esta en la region anterior del nicleo; esta fase
es la que se encuentra en el tubo digestivo del vector y en cultivo axénico (Figura 1). En
cuanto al tripomastigotes, tiene forma elongada, fina y larga, y tiene un kinetoplasto
terminal o subterminal largo, un nacleo ubicado en el centro de la célula, una membrana
ondulante y un flagelo que recorre la membrana ondulante y deja el cuerpo en la parte
final anterior; esta es la forma infectiva del parasito y puede ser encontrada en el vector,
sangre y espacio intercelular de hospederos vertebrados; en glandulas anales de mamiferos
del género Didelphis y cultivos de células infectadas (CDC, 2019). La forma de
amastigote es redondeada y tiene kinetoplasto en forma de barra o baston en la region

anterior del nucleo como epimastigote, pero difiere en que esta tiene un flagelo corto; esta



forma puede ser encontrada en el interior de las células de hospedadores infectados, asi
como en cultivo axénico (Figura 1) (Diaz y Gonzélez, 2014).
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\ Golgl
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Fhrel kinetoplast w 'W

(a) (c)

Figura 1. Formas evolutivas de T. cruzi. (a) Epimastigote, (b) amastigote, (c) tripomastigote (de Souza,
1999).

Un vector infectado toma su alimento de la sangre y al mismo tiempo libera
tripomastigotes en sus heces cerca del sitio de la herida de la mordedura en la persona.
Los tripomastigotes ingresan al huésped a través de la herida o por medio de las
membranas mucosas intactas, como la conjuntiva, esto puede ser al momento de que el
hospedero se rasca o por una herida. Una vez dentro del hospedero, los tripomastigotes
invaden las células cerca del sitio de inoculacion, donde se diferencian en amastigotes
intracelulares. Los amastigotes se multiplican mediante fision binaria y se diferencian en
tripomastigotes, para después liberarse en la circulaciébn como tripomastigotes en el
torrente sanguineo. Los tripomastigotes logran infectar células en una variedad de tejidos
y se transforman en amastigotes intracelulares en nuevos sitios de infeccion. Durante este

ciclo infeccioso se presentan algunas manifestaciones clinicas. Los tripomastigotes del
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torrente sanguineo no se replican (a diferencia de los tripanosomas africanos). La
replicacion puede continuar s6lo cuando los protozoarios entran en otra célula o son
ingeridos por algun otro vector. El vector se infecta al momento de que se alimenta de la
sangre humana o animal que contiene a los parasitos circulantes. Los tripomastigotes
ingeridos se transforman en epimastigotes en el intestino medio del vector. Después los
parasitos se multiplican y diferencian en el intestino medio y finalmente se diferencian en

tripomastigotes metaciclicos infecciosos en el intestino posterior (Figura 2) (CDC, 2017).

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal
|passes malacycic inpomastigotes in feces, e. Metacyclc trypomastigates
Irypomashigates enter bile wound or penetrate varicus cells at bite
oSl membranes, Such as the confuncliva) wound site. Inside cells 1.|'rl}:|'

ﬁ - fransform info amastigotes.

Metacyelic Irypomastigotes

E:ndg? ﬁ : ..

Multiply in midgut

Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues,

and transform inlo

intracellular amastigotes

in nenw infaction sites.

Clinical manilestations can

result from this infective cycle.

Triatomine bug takes
. a blood meal
o Epimastigoles Ibrypomastigobas ingesied)

in midgut

transform into trypomastigotes,
then burst out of the cedl
and enter the bloodstream

A = Infective Stage
A = Diagnostic Stage

Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi (CDC, 2015).



Sintomatologia

La manifestacion clinica mas caracteristica de la enfermedad es la fiebre
prolongada, que puede estar asociada con sintomas inespecificos como postracion,
diarrea, vomitos, cefalea, mialgia, erupcion cutanea y linfadenopatia, que puede estar o0 no
asociada a sintomas especificos como miocarditis aguda, pericarditis aguda, insuficiencia
cardiaca aguda, taponamiento cardiaco, derrame pleural, dolor epigastrico, ictericia,
hematemesis, hematocezia melena y en algunos casos meningoencefalitis, o frecuente en
otros sitios como cara, miembros inferiores o edema generalizado, tos, disnea, dolor

torécico, palpitaciones, arritmias, hepatoesplenomegalia (Figura 3) (Rueda et al., 2014).
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Figura 3. Distribucién de signos y sintomas en brotes de la enfermedad de Chagas transmitida oralmente
(Alarcon et al., 2016).



Transmision vectorial

Una de las formas en que T. cruzi puede transmitirse es mediante la transmision
vectorial. De las 141 especies descritas, 125 pertenecen exclusivamente a Ameérica
(Bargues et al., 2010). El principal vector en México es Rhodinus prolixus, el cual se
considero eliminado entre 2009 y 2010 (Rojo et al., 2018). Sin embargo, se han detectado
8 géneros y 31 especies de triatoma, entre ellas Dipetalogaster maxima, Triatoma barberi,
T. dimidiata, T. gerstaeckeri, T. longipennis T. mazzotti, T. mexicana, T. pallidipennis, T.
phyllosoma, T. picturata, T. recurva, T. rubida y T. sp. (Secretaria de Salud, 2015).
Especies como T. gerstaeckeri y T. lecticularia se han aislado en Nuevo Ledn (Martinez
et al., 2007).

Vectores en Sur América

Se ha reportado a Panstrongylus geniculatus en brotes en Venezuela. También se
ha descrito que los principales vectores de transmision de la enfermedad son Rhodnius
pictipes y Panstrongylus geniculatus en la Cuenca del Amazonas (Alarcon et al., 2016).

En Colombia, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata son las principales especies
domesticas conocidas por transmitir T. cruzi. Sin embargo, se han reportado transmisiones
de T. cruzi en donde se involucran triatominos invasores domésticos secundarios 0 no
domeésticos, como R. pallescens, Eratyrus cuspidatus, T. venosa y T. maculata. En Brasil,
se han descrito especies como T. tibiamaculata, T. sordida, T. braziliensis y P. lutzi
(Cantillo et al., 2015; Shikanai y Barbosa, 2012).

Reservorios

Los reservorios naturales de T. cruzi son armadillos y marsupiales (de la familia
Didelphidae) principalmente, asi como roedores, patos, hurones, murciélagos y primates.
También se ha reportado casos de mascotas como perros, gatos o inclusive ratas (Rattus
rattus) (Filigheddu et al., 2017).



Reservorios en Nuevo Leon

En Nuevo Ledn, México, se han reportado a zorrillos, zarigieyas o tlacuaches
(Didelphis marsupialis) y perros como los principales reservorios en esta localidad, asi

como las ratas de campo (Neotoma micropus) (Galaviz-Silva et al., 2017).
Transmision por transfusiones

La transmision por transfusiones de sangre es la segunda manera mas comun de
transmision que existe y tiene un alto riesgo ya que de esta forma podria extenderse a
lugares mas alla de las areas endémicas de esta enfermedad, esto es debido a la migracion
de latinoamericanos hacia otros paises en Norteamérica, Europa, Asia y Oceania (Gascon
et al., 2010). En investigaciones realizadas en Europa se ha detectado un 2% de
inmigrantes latinos infectados con T. cruzi que pueden ser importantes en la trasmision de
la enfermedad cuando actian como donadores de sangre, lo cual se ha demostrado segun
reportes en Estados Unidos en la década de los ochenta de cinco casos de infeccion por
este protozoario a través de transfusiones sanguineas, ademas de que entre 2006 y 2011
se reportaron mas de 1,400 casos de donaciones que resultaron ser seropositivas para este
parasito (Bern et al., 2011).

Transmision congénita

La transmision congénita es comin que ocurra en lugares donde la transmision
vectorial y la transmision por transfusion sanguinea han sido controladas. Se estima una
incidencia de méas de 15,000 casos al afio en paises de Latinoamérica como Argentina,
Bolivia y Brasil. Ademas de esto se calcula que en Colombia hay una incidencia anual de
1.04 casos de Chagas congenito por cada 1,000 nacidos, esto quiere decir que hay

alrededor de 1,000 casos nuevos de forma anual (Carlier, 2011).
Transmision via oral

Existen diferentes formas de transmision en la via oral: la primera es por
contaminacion de alimentos, bebidas (que incluye frutas y jugos) preparados con las heces
de triatominos infectados en areas donde los humanos han invadido el nicho ecolégico y
donde ocurre el ciclo enzodtico del vector-reservorio o por el consumo directo de los

vectores infectados con T. cruzi cuando se demostré en animales de laboratorio con la
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utilizacion de triatominos y vectores mecanicos como Musca domestica (Alarcén et al.,
2015). Otras formas son mediante el consumo de alimentos contaminados con orina o
secreciones de glandulas de olor de los marsupiales que tienen lo tripomastigotes
metaciclicos del protozoario, por la ingesta de carne cruda o mal cocinada o por el
consumo de sangre de animales silvestres durante rituales religiosos o medicina popular

en zonas rurales y selvéticas del continente (Thomas et al., 2007).
Alimentos asociados

La transmision generalmente coincide con el clima calido, ya que es el momento
mas activo para los triatominos (donde hay una mayor movilidad, hematofagia y
contaminacion del medio ambiente con heces infectadas) y, segun sea la temperatura, la
humedad y la desecacién, T. cruzi puede sobrevivir durante algunas horas o dias y a bajas

temperaturas su viabilidad puede durar hasta semanas (Rueda et al., 2014).

La contaminacion de los alimentos puede ocurrir por el contacto con las heces del
vector infectado cuando por malas practicas de higiene en las materias primas, ya sean
accidentes o negligencias, se procesa un alimento que ha sido expuesto a secreciones
anales de marsupiales infectados, en cuyo caso deben mantenerse himedos o parcialmente
liquidos para permitir la transmisién del parasito, por lo que se ha asociado con jugo de
cafia, jugo de frutas, sopa, caldo, leche, agua, carne de caza, entre otros (Parker y Aisa,
2011). Las condiciones en las que se encuentran los alimentos pueden afectar la viabilidad
del protozoario, se ha reportado que pueden sobrevivir a temperaturas de 4 °C hasta por 9
horas, o inclusive hasta 12 horas a 5 °C, aunque no mas de 2 horas a -20 °C (Shikanai y
Barbosa, 2012).

Tipo de jugos de frutas

Se realizd un estudio en Chichiriviche de la Costa, Venezuela, en donde obtuvieron
informacidn del consumo de jugos artesanales en una escuela con 83 personas infectadas
y 30 no infectadas. Los pacientes positivos consumieron cualquier tipo de jugo que se da
en la escuelay lo asociaron con T. cruzi en la infeccion aguda. Cuando los jugos naturales

contaminados provenientes de diferentes tipos de frutas son consumidos, se comparan los
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consumidores para discriminar si estan infectados o no, dentro de los cuales el de guayaba

fue estadisticamente relacionado a la enfermedad (Tabla 1) (Alarcon et al., 2016).

Tabla 1. Factores de riesgo en personas con y sin enfermedad de Chagas oral.

Infeccidn de T. cruzi
Consumo y tipo de jugo No infectados
Infectados (83 personas)

(30 personas)
Cualquier tipo de fruta 83 (100 %) 23 (76.7 %)
Guayaba 61 (73.5 %) 13 (43.3 %)
Melo6n 41 (49.4 %) 10 (33.3 %)
Fruta de la pasion 44 (53.0 %) 10 (33.3 %)
Tamarindo 45 (54.2 %) 11 (36.7 %)
Durazno o guanabana 36 (43.4 %) 9 (30.0 %)
Pifia 38 (45.8 %) 10 (33.3 %)
Sandia 35 (42.2 %) 8 (26.7 %)
Naranja 36 (43.4 %) 8 (26.7 %)
Papaya 34 (41.01 %) 7 (23.3 %)

Casos clinicos por transmision oral

La transmision oral puede ocurrir en zonas rurales y urbanas. En las zonas rurales,
la contaminacion de alimentos y bebidas por parte de vectores peridomesticados o
silvestres carecen de medidas de control. La transmision oral de la enfermedad de Chagas
que ocurre en zonas urbanas se deriva principalmente por triatominos infectados que
logran llegar a esos lugares debido al transporte mediante fomites, tal como ocurrié en
Belén, Brasil (Xavier et al., 2014).

La transmision oral de T. cruzi se ha convertido en la causa méas frecuente de casos
agudos de enfermedad de Chagas en Brasil y Venezuela principalmente. Entre algunos
casos en Venezuela: en el 2007, en Caracas, se observo un tripomastigote en un frotis
sanguineo de una nifa, se relaciono el caso con el de una maestra infectada de la misma

escuela, por lo que se realiz6 un tamizaje en 1,000 personas de la escuela, en el que se
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incluyen personas a cargo de la preparacion de lonches y jugos artesanales, con un
resultado de 102 personas infectadas. En 2012, se demostraron tripomastigotes de T. cruzi
en la sangre de 5 pacientes gravemente afectados asociado con transmision oral por la
ingesta contaminada con T. cruzi, ocurrido en la ciudad rural de EI Bordo, en donde un
adulto muri6 con miocarditis aguda y se encontrd a Triatoma maculata y P. geniculatus
dentro de la casa y Rhodnius prolixus y Eratyrus mucronatus durante la inspeccion
entomoldgica de las casas vecinas, en donde T. cruzi fue encontrado solamente en P.
geniculatus. En Mirimire, estado de Falcon, en el 2013, se diagnostico un caso de
enfermedad de Chagas aguda en un muchacho de 16 afios el cual estaba hospitalizado en
Caracas mientras, la serologia fue positiva para T. cruzi, observandose una alta
parasitemia. Este paciente tenia 8 familiares con sintomas similares, los cuales también
fueron diagnosticados con Chagas aguda, mientras que una joven puerperal murié pocos
dias después de comenzar el tratamiento antiparasitario. La relacion entre estos pacientes
fue que P. geniculatus se recolecto en la casa donde se prepar6 jugo de mango y se ofrecid
aestos individuos, incluida la fallecida. En San Cristobal, estado de Tachira 2014, un brote
de enfermedad de Chagas transmitido por via oral afectd a cinco personas en una familia
(1 nifio y 4 adultos), de los cuales tres fueron hospitalizados con miocarditis. (Alarcén et
al., 2015; Martin et al., 2009; Afez et al., 2013).

En 2005, se registr6 un brote agudo de Chagas en la zona turistica de Santa
Caterina, Brasil, tras la ingesta de zumo de cafia de azlcar contaminada con restos de
chinches o heces de estas y que fue procesado durante la trituracion la materia prima. Se
confirmaron 25 casos, de los cuales uno fue un turista italiano y 3 personas murieron. En
enero de 2010, se reportd otro brote en la region amazonica brasilefia de 17 con casos por
consumo de acai, y en el mismo mes, pero del 2015, se presentd otro evento con
caracteristicas similares. También se menciona el primer brote de Chagas agudo de
transmision oral en Bolivia ocurrido en octubre de 2010 debido al consumo de majo
(Oenocarpus bataua), una fruta local cuyo jugo se obtiene por aplastado del producto.
Veinticuatro personas fueron expuestas, de las cuales 16 desarrollaron la enfermedad,
aunque no hubo muertes. Los signos y sintomas mas comunes fueron fiebre y cefalea
(100%), seguidos de vomitos, diarrea, esplenomegalia y aumento de las enzimas hepéticas
(Steindel et al., 2008; Santalla et al., 2011; Souza et al., 2013).
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Diagndstico

Para realizar un adecuado diagnéstico es necesario realizar una evaluacion de la
historia epidemiologica del paciente como recorridos recientes, ingesta de alimentos
preparados en el hogar sin coccion, etc. Se deben descartar otras enfermedades con
sintomas en comun como leishmaniosis, malaria, mononucleosis, fiebre tifoidea,
toxoplasmosis, hepatitis, hantavirus, leptospirosis, fiebre amarilla, arbovirus (dengue,
chikungunya, zika), rickettsiosis, entre otros. Las pruebas de laboratorio incluyen métodos
parasitolégicos directos en los que se observa el parasito en la sangre y métodos
inmunologicos indirectos que detectan anticuerpos especificos. Entre los exdmenes
directos estan el examen directo de la sangre periférica, el cual es rapido, barato y
especifico, pero no siempre sensible; alternativamente, en presencia de sintomas durante
mas de 30 dias, se utilizan métodos de concentracidn como microhematocrito o el método
de Stourt. Entre los métodos seroldgicos se encuentran la hemaglutinacion indirecta, la
inmunofluorescencia indirecta y el ensayo inmunoabsorbente, los cuales utilizan un
antigeno del paréasito o extractos solubles; en contraste a estos métodos se encuentran la
inmunocromatografia y Western Blot. Los cuales utilizan antigenos recombinantes o
péptidos sintéticos. Si en la serologia inicial se obtiene un resultado negativo, se vuelve a
realizar 3 semanas mas tarde y el diagndstico se confirmaria si hay seroconversion o
variacion de 3 titulos seroldgicos por inmunofluorescencia indirecta. EI xenodiagnostico
puede utilizarse, aunque no es un método utilizado en Europa, ya que requiere el vector
para su realizacion. El diagndstico molecular por PCR se utiliza solamente en ciertos
centros de salud, pero permite la identificacion del paréasito en la fase aguda antes de la
positividad seroldgica. Las pruebas mas cominmente utilizadas son el examen directo, la
serologia por inmunofluorescencia indirecta y el método de inmunoensayo de enzimas
(Figura 4) (Diaz y Gonzélez, 2014; Noya et al., 2015; Filigheddu et al., 2017).
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Figura 4. Métodos de diagndstico utilizados en brotes de enfermedad de Chagas aguda transmitidos por via
oral (Filigheddu et al., 2017).

Tratamiento

El tratamiento especifico es estandar para todos los modos de transmision de T. cruzi y
debe iniciarse en la etapa aguda. El fin del tratamiento es la prevencion del dafio a los
organos, asi como la reduccién de la posibilidad de transmision. El benznidazol es el
farmaco de eleccidn (tabletas de 100 mg) y la dosis varia segun la edad y el peso. Se toma
por via oral en 2 dosis diarias durante 60 dias (en adultos: 5 mg/kg/dia, en nifios de 5 a 10
mg/kg/dia'y en bebés de 10 mg/kg/dia). Las reacciones adversas mas comunes que pueden
ocurrir tras la utilizacion de los farmacos son enfermedades de la piel, neuropatia, nauseas,
vomitos y diarrea. En algunos casos donde las enfermedades o sintomas son leves, el
tratamiento se mantiene, en casos moderados, se recomienda interrumpirlo
temporalmente, tratar los sintomas y reintroducir gradualmente el medicamento. En caso
de que ocurran efectos secundarios graves como ageusia (pérdida completa del gusto) o
hipoplasia medular (<1%), el tratamiento debe ser interrumpido (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2010).

El farmaco alternativo que se utiliza para el tratamiento es el nifurtimox
(comprimidos de 120 mg), cuya dosis también depende de la edad y el peso del paciente,
administrados 3 y 4 veces al dia durante 90 dias (en adultos: 8-10 mg/kg/dia y en nifios:

15 mg/kg/dia). Los efectos secundarios mas comunes son anorexia, pérdida de peso,
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trastornos psicoldgicos, irritabilidad, somnolencia, nauseas, vomitos, calambres y diarrea.
También se han observado dafio a los testiculos, toxicidad ovarica y efectos perjudiciales
sobre la suprarrenal, el colon, el es6fago y el tejido mamario. En ambos farmacos, se han
mostrado efectos mutagénicos significativos y resultaron carcinogénicos en algunos
estudios. En caso de ocurrir esto, el tratamiento debe posponerse hasta después del primer
trimestre. La remision implica la negatividad seroldgica, que en la mayoria de los casos
ocurre hasta 5 afios después del tratamiento, por lo que se recomienda realizar pruebas
serologicas (IgG) cada 6 meses 0 anualmente hasta que 2 pruebas sucesivas no sean
reactivas (Bermudez et al., 2016; Castro et al., 2006).

El tratamiento para la enfermedad de Chagas esta indicado para la fase aguda y se
recomienda para la infeccion cronica que se adquirié hace menos de 10 afios. Estos
medicamentos son moderadamente efectivos, logran una curacion en el 60 % de los casos
en la fase aguda y pueden causar muchas reacciones adversas en los pacientes como
hipersensibilidad, depresion de la médula dsea, neuropatias y agranulocitosis (Pereira et
al., 2009).

Histotropismo

El miocardio es uno de los tejidos mas afectados durante la infeccion por T. cruzi
en pacientes, se podria afectar claramente la gravedad de la fase aguda. En las etapas
iniciales de la infeccién (3-9 dpi). Sin embargo, la infiltracion inflamatoria fue
significativamente mayor en los ratones infectados con Gl que en la Ol después de 15 ppp,
por lo que afecta tanto al pericardio como al miocardio. De conformidad con estudios
previos en estos modelos experimentales, los ratones infectados con IP mostraron una
infiltracion inflamatoria extensa en el corazén a lo largo del curso de la fase aguda (Barreto
etal., 2015).

Consumo de jugo de frutas naturales por ratones

Se realiz6 un estudio en donde analizaron el efecto obtenido de dos variedades de
naranja dulce sobre la acumulacion de grasa en ratones alimentados con una dieta estandar
0 una dieta alta en grasas. Para esto, verificaron si el jugo de naranja fue tolerado por las

diferentes especies de ratones utilizadas en el experimento. Obtuvieron que los animales
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de todas sus cepas lograron tolerar perfectamente el reemplazo de agua potable con jugo
de naranja (100% de jugo de naranja, como la Unica fuente de bebida) y no mostraron
ninguna alteracion de comportamiento (actividad, interacciones sociales y cuidado
personal) (Titta et al., 2010).
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JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas por transmision oral se ha vuelto un problema para
algunos paises de América Latina debido a que cada vez se reportan mas brotes de casos
en donde gente es infectada por T. cruzi e inclusive ha llegado a haber muertes por
infeccion oral. Se ha estudiado la forma en que se puede transmitir este protozoario por
via oral, de la cual, la principal es por la contaminacion de alimentos por el vector y sus
heces. Aunque no es la forma de transmisién mas comun, los efectos que conlleva esta
forma resultan ser los mismos que los demas tipos de transmisién. Debido a esto, se probd
la sobrevivencia de las formas epimastigotes de T. cruzi en jugos naturales de naranja, se
determind la dosis infectiva oral de T. cruzi en modelo murino y su comportamiento
histopatolégico. Por lo cual se determind si la cepa neolonesa de T. cruzi puede ser

infectiva via oral.
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HIPOTESIS

La cepa neolonesa de T. cruzi es capaz de sobrevivir en jugos naturales de naranja

y mediante infeccidn oral experimental logra causar dafios histopatoldgicos en murinos.
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OBJETIVO

Objetivo general

Determinar experimentalmente la dosis infectiva oral de la cepa neolonesa de las

formas epimastigotes de T. cruzi en modelos murinos.

Obijetivos especificos

e Obtener el pH y los grados Brix de jugos naturales de naranja previo a su
utilizacion.

e Medir la sobrevivencia de T. cruzi inoculada artificialmente en jugos naturales de
naranja.

e Realizar bioensayos en modelos murinos con jugos inoculados con T. cruzi.

e Confirmar la infeccion a nivel murino por la técnica de la reaccidn en cadena de
la polimerasa punto final.

e Determinar el histotropismo de T. cruzi de la cepa de Nuevo Ledn por cortes
histolégicos y microscopia de luz en drganos de animales infectados
experimentalmente.

e Comparar el histotropismo de la cepa Brener internacional de T. cruzi (control
positivo) con la cepa regional en los ratones infectados experimentalmente
mediante cortes histoldgicos y microscopia de luz.

e Observar formas de amastigotes de T. cruzi en tejido infectado mediante la técnica

de microscopia electronica de transmision.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de la cepa neolonesa de T. cruzi en forma epimastigote

Se prepararon tubos con 10 mL de medio infusion de higado triptona (LIT) para el
cultivo de los pardsitos en su fase epimastigote hasta la fase exponencial, a una
concentracion de 5x10° parasitos/mL, la cual se determiné mediante el recuento en camara
de Neubauer y expresada en nimero de parasitos por mililitro de medio (parasitos/mL)

para iniciar el experimento (Margioto et al., 2016).

Preparacion de jugos naturales

Se prepararon tubos con 9 mL de jugos de fruta a base de naranja en condiciones
de esterilidad con ayuda de un tripié y un embudo (que contenia papel filtro Whatman
nimero 1) previamente esterilizado (Figura 5). Los jugos fueron identificados con
diferente nomenclatura conforme a las caracteristicas de cada uno de ellos como se lee en
la Tabla 2. Las soluciones S3 y S6 fueron diluidas con agua bidestilada pH 7 estéril (Titta
etal., 2011).

Tabla 2. Nomenclatura de soluciones de jugo natural de naranja.

Nomenclatura Solucién Temperatura
S1 Jugo sin filtrar
- 28+1°C
52 Jugo filtrado (Temperatura éptima de crecimiento)
S3 Jugo filtrado diluido 1:1
S4 Jugo sin filtrar
- 4°C
S5 Jugo filtrado (Temperatura de refrigeracion)
S6 Jugo filtrado diluido 1:1
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Figura 5. Preparacion de jugos naturales de naranja.

A cada solucion de jugo se le midi6 su pH con un Potenciometro HANNA Hi3220

asi como los grados Brix con un Leica Abbe Mark 11 Plus Refractometer.

Aislamiento de T. cruzi

Posteriormente se inocularon via intraperitonial ratones macho BALB/c de 20 dias
de nacido y se obtuvieron los parasitos en 25 dias post infeccion (PI), tiempo en el que se
ha observado el incremento del nimero de parasitos en sangre y a los 90 dias se ha
observado la fase crénica en ratones. Se extrajo sangre a los ratones y se centrifugd en un
equipo Allegra X-12R a 1.500 g para la separacion de elementos sanguineos, el
sobrenadante se lavé con PBS (buffer de fosfatos) pH 7.3 y se repitid la centrifugacion a
4.500 g; el sedimento fue suspendido en medio LIT y asi tener lista la cepa para la
realizacion experimental. Este paso es para mantener la patogenicidad del parasito
(Espinoza et al., 2011).
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Este proyecto ha sido revisado por el Comité de Etica de Investigacion y Bienestar
Animal (CEIBA) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL con clave de registro
CEIBA-2020-009. Los ratones fueron proporcionados por el bioterio de la FCB-Unidad
B, asi como manipulados y sacrificados bajo los lineamos de los principios del uso
humano de animales de laboratorio aprobado por la NOM-062-Z00-1999. Se utiliz6 una
cantidad minima de ratones para llevar a cabo esta investigacion y se minimizo el

sufrimiento de estos.

Inoculacion de muestras con formas epimastigotes de T. cruzi

Se coloco 1 mL del cultivo de epimastigotes ajustado a 5x10° parasitos/mL en los
tubos con las soluciones de jugo de naranja. Los jugos inoculados se incubaron a
temperatura de 28 £ 1 °C (6ptima de crecimiento) y en refrigeracién a 4 °C durante 24 h,
los cuales se observaron cada hora con ayuda de un microscopio optico LEICA CME
Modelo 1349521x y se contaron en una camara Neubauer para registrar su sobrevivencia
en el jugo (Titta et al., 2011).

Suministro de jugos contaminados a roedores

Se suministraron alicuotas de 250 uL de jugos naturales inoculadas con formas
epimastigotes de T. cruzi a roedores (libres de algin tratamiento) por via oral (Tabla 3y
Figura 6), (Camandaroba et al., 2002). Una vez inoculados, los roedores fueron colocados
en las jaulas correspondientes de su alojamiento en el bioterio proporcionandoles su
mantenimiento durante 36 dias hasta que presentaron sintomas de la enfermedad como
piel erizada, decaimiento, apatia etc., finalmente fueron sacrificados en la fase cronica de

cada grupo experimental (Barreto et al., 2015).
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Tabla 3. Nomenclatura de tratamientos en los ratones.

Tratamiento Tratamiento Celulas/mL
1 Control positivo (Cepa internacional Brener) 1.5x10°
2 Control positivo (Jugo con cepa internacional Brener) 1.5x10°
3 Control positivo (Cepa de Nuevo Leon) 1.5x10°
4 Jugo con cepa de Nuevo Leon 5x10%
5 Jugo con cepa de Nuevo Leon 5x10°
6 Jugo con cepa de Nuevo Ledn 1.5x10°
7 Control negativo (Jugo sin inocular) N.A.
8 Control negativo (sin tratamiento) N.A.
N.A.: No Aplica.

Figura 6. Suministro de jugo contaminado a roedor.
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Observacion de tripomastigotes en sangre de raton en fase aguda

Después de presentar la sintomatologia de la fase aguda (7-15 dias PI), se corto la
cola de los ratones experimentales de cada grupo 0.5 a 1.0 cm para obtener la sangre
(Figura 6), la cual se colocé en un tubo Ependorff de 1 mL de donde se tomaron 10 pL
para observar la parasitemia con un microscopio optico LEICA CME Modelo 1349521x
(Espinoza et al., 2011).

B 4

Figura 7. Extraccion de sangre contaminada de raton infectado.
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Extraccién de ADN en ratones de fase aguda

Para una primera confirmacion de la infeccién y debido a que no se logré a
observar los parasitos en microscopia de luz se realizo la extraccion de ADN en ratones
para luego realizar la amplificacion. Con la sangre obtenida de los ratones experimentales,
se les realizo la extraccion del ADN mediante la técnica del DNAzol para formar una
solucién que estuviera en una proporcion 1:1 en tubo Falcon de 10 mL. La solucién se
incubd a una temperatura de 4 °C. Se le adicion6 cloroformo a una proporcion de 1:2 y se
mezcld, dicha mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Después de esto,
se transfirié el sobrenadante en un tubo nuevo y se agreg6 etanol puro frio hasta estar en
una proporcion 1:1. Se mezcld por inversion y se incubd a temperatura ambiente durante
15 min. Posteriormente se realizé una centrifugacion al tubo a 5,000 rpm durante 5 min

para después decantar el sobrenadante (Galaviz-Silva et al., 2013).

Se realizé una centrifugacion al tubo a 5,000 rpm durante 5 min y se decantd el
sobrenadante. Una vez obtenido el pellet, se agregaron 300 uL de etanol 70 % frio y se
mezcld para después volver a centrifugar a 5,000 rpm durante 5 min y decantar. Se dejo
secar el exceso que hubiera quedado de alcohol del tubo a temperatura ambiente durante
15 min aproximadamente. Se agregaron 100 pl de agua libre de nucleasas y se
resuspendio el ADN extraido para después almacenarse a -4 °C hasta su analisis. En
cuanto al control positivo se utilizo6 ADN de forma de epimastigote de T. cruzi obtenido

del medio de cultivo LIT. Esto se realizé en ambos casos (Pérez-Trevifio, 2013).

Confirmacion molecular por técnica de PCR

Para la amplificacion del gen del mini exdn se utilizaron dos oligonucle6tidos, uno
para upstream y otro para downstream, los cuales fueron TCIl: 5’-
GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC-3’y TCC: 5’-CCCCCCTCCCAGGCCACACTG-
3’ respectivamente. La amplificacion se realizé con un termociclador (Labnet, MA, USA).
La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 20 uL, los cuales contenian 5 uL. de
Buffer MyTaq 5X, 1.2 uLL de cada primer (10 uM), 0.2 puL del Taq Polimerasa (QIAGEN,
MA) y 2 uL del ADN (80-100 ng). El programa del perfil térmico consistio en una
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desnaturalizacion a 94°C durante 3 min, 40-45 ciclos de amplificacion a 94 °C durante 30
s, 58 °C durante 30 s y 72 °C durante 30 s, ademés de una extension terminal a 72 °C

durante 10 min.

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % y como solucién tampén
TAE (Tris 40 mM, acetato 40 mM, EDTA 1 mM) en presencia de 0.5 g/mL de bromuro
de etidio (Montes et al., 2016).

Confirmacion histopatoldgica

Para una segunda confirmacién de la infeccion, los ratones infectados (30 dias PI)
fueron anestesiados intramuscularmente e inyectados con ketamine (100 mg/kg of body
weight; Fort Dodge Laboratories, Inc., Fort Dodge, 1A, USA) y se realiz6 una eutanasia
por una inyeccion una sobredosis de pentobarbital sodico (Butler Company, Columbus,

OH) seguido de una exanguinacién clof (Montes et al., 2016).

Se colect6 1 cm? aproximadamente de drganos presuntivamente infectados como
est6fago, estbmago, intestino delgado, colon, corazén y cerebro de los ratones sacrificados.
Estos fueron fijados en un tubo con 9 mL con solucion formaldehido al 10 %. Los tejidos
ya fijados se enviaron al Laboratorio de Analisis en Sanidad Acuicola del Instituto

Tecnoldgico de Sonora (ITSON) para su procesamiento (Espinoza et al., 2011).

Microscopia electronica de transmisién (MET)

Para obtener una segunda confirmacion de la infeccion, se colecté 1 mm?®

aproximadamente de drganos presuntivamente infectados, los cuales fueron eséfago,
estémago, intestino delgado, colon, corazon y cerebro de los ratones sacrificados. Estos
fueron fijados en un frasco ambar con 0.9 mL de solucion de glutaraldehido al 2.5 %. Los
tejidos ya fijados se enviaron a la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)

para su procesamiento (de Souza, 2008).
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Andlisis estadistico

Los datos que se obtuvieron fueron analizados estadisticamente con el programa
SPSS 18.0. Se realizo6 un andlisis de varianza mediante la prueba de Tukey para determinar
si hubo diferencia significativa entre los tratamientos con los jugos y con los grupos (Titta
etal., 2010).
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RESULTADOS

Preparacion de jugos naturales

Se obtuvo un pH promedio de las soluciones de 4.35. Asimismo, se obtuvieron los
grados Brix permaneciendo en un rango de 13 en las soluciones de jugo normal y filtrado,
pero de 6 en filtrado diluido (Tabla 4).

Tabla 4. Grados Brix de las soluciones de jugos naturales.

Grados Brix
Tipo de jugo

Repeticiones Promedio

13.4

Jugo normal 134 13.3666667

13.3

13.2

Jugo filtrado 135 13.4333333

13.6

6.9

Jugo filtrado diluido 6.9 6.9

6.9
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Inoculacion de muestras con formas epimastigotes de T. cruzi

Trypanosoma cruzi logro sobrevivir después de 21 h a la exposicion de jugo
natural de naranja sin filtrar (Figura 8), filtrado y filtrado diluido, en donde se obtuvo una
mayor concentracion células/mL en el jugo sin filtrar (Tabla 1, 2 y Figura 9).

Figura 8. Sobrevivencia de formas epimastigote de T. cruzi en jugo de naranja. (a) Célula de

T. cruzi. (b) Resto de pulpa de naranja.
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Tabla 5. Sobrevivencia de formas epimastigotes de T. cruzi en jugo natural de naranja a temperatura

Optima de crecimiento (28+1 °C).

Células de T. cruzi/mL

Horas Jugo filtrado
Jugo sin filtrar Jugo filtrado o
diluido
0 50,000 50,000 50,000
3 48,000 45,000 40,000
6 30,000 27,000 26,000
9 17,000 13,000 11,000
12 9,000 7,000 4,000
15 3,000 1,500 1,000
18 800 500 400
21 40 30 20
24 0 0 0
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Tabla 6. Sobrevivencia de formas epimastigotes de T. cruzi en jugo natural de naranja a temperatura de

refrigeracion (4 °C).

Células de T. cruzi/mL

Horas Jugo filtrado
Jugo sin filtrar Jugo filtrado o
diluido
0 50,000 50,000 50,000
3 46,000 40,000 39,000
6 28,000 26,000 24,500
9 16,600 12,000 11,000
12 7,000 6,500 3,000
15 3,500 1,200 900
18 600 300 150
21 25 18 10
24 0 0 0
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Figura 9. Sobrevivencia de formas epimastigotes de T. cruzi en jugo natural de naranja con diferentes

soluciones (Ver Tabla 2).
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Suministro de jugos contaminados a roedores

Al suministrar los jugos contaminados a los roderoes, el raton del tratamiento 1
murio a los 12 dias PI, mientras que el del tratamiento 6 murio al dia 18 (Figura 10).

367

337

304

277

24+

21

Tiempo (dias)

3-

0-

Tratamientos

[CJ1: Control positivo (Cepa internacional Brener)

[CJ 2: Control positivo (Jugo con cepa internacional Brener)
[[13: Control positivo (Cepa de Nuevo Leén)

[C]4: Jugo con cepa de Nuevo Ledn (5x10%)

[[]5: Jugo con cepa de Nuevo Leén (5x105)

B &: Jugo con cepa de Nuevo Ledn (1.5x10%)

[0 7: Control negativo (Jugo sin inocular)

Figura 10. Sobrevivencia de ratones con diferentes tratamientos.
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Confirmacion molecular por técnica de PCR

Después de realizar la PCR a partir del ADN extraido de la sangre obtenida de los
roedores infectados se obtuvo una amplificacion de los genes. Se obtuvo una
amplificacion de 300 pb para el control positivo, asi como de 300 y 350 pb para la cepa
Brener y alrededor de 200 pb para la cepa de Nuevo Ledn como control y del tratamiento
6. De igual manera no hubo amplificacion para los tratamientos 4, 5y el control negativo
(Figura 11).

Figura 11. Amplificacién de gen mini exon de T. cruzi en los tratamientos realizados.
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Tabla 7. Nomenclatura de la amplificacion por la técnica de PCR.

Carril Corresponde
M Marcador
+ Control positivo
1 Tratamiento 1 (Cepa internacional Brener)
2 Tratamiento 2 (Jugo con cepa internacional Brener)
3 Tratamiento 3 (Cepa de Nuevo Leon)
4 Tratamiento 4 (Jugo con cepa de Nuevo Ledn — 5x10* células/mL)
5 Tratamiento 5 (Jugo con cepa de Nuevo Ledn — 5x10° células/mL)
6 Tratamiento 6 (Jugo con cepa de Nuevo Ledn — 1.5x10° células/mL)
7 Tratamiento 7 (Jugo sin inocular)

Control negativo
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Confirmacion histopatoldgica

Una vez realizados los cortes histolégicos se lograron observar nidos de
amastigotes de T. cruzi en sistema digestivo (Figuras 12 a 21), por lo que se logrd
confirmar la infeccion via oral.

Figura 12. Nidos de amastigote en tejido de esdfago del tratamiento 6 (100X).
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-

Figura 14. Nidos de amastigote en tejido de intestino del tratamiento 6 (100X).



Figura 16. Nidos de amastigote en tejido de intestino del tratamiento 6 (100X).
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Figura 18. Nidos de amastigote en tejido de colon del control positivo jugo con cepa Brener (100X).
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Figura 20. Nidos de amastigote en tejido de colon del tratamiento 3 (100X).
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Figura 21. Nidos de amastigote en tejido de colon del tratamiento 6 (100X).
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Microscopia electronica de transmision (MET)

La observacion de los tejidos mediante MET constato la presencia de alteraciones
graves en las células de colon y en donde se visualizaban las formas amastigotes (Figuras
22 a 25).

Figura 23. Amastigote en tejido de intestino del tratamiento 6.
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Figura 24. Amastigote en tejido de colon del tratamiento 6.

Figura 25. Amastigote en tejido de colon del tratamiento 6.
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Andlisis estadistico

Después de realizar un andlisis de varianzas de los valores obtenidos en la
sobrevivencia de T. cruzi en las diferentes soluciones de jugo de naranja se obtuvo una
Fca=0.038, por lo que se puede decir que no hay diferencia significativa entre los

tratamientos.
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DISCUSION

En los ultimos afios, la enfermedad de Chagas en América Latina ha ido en
aumento por infecciones orales, relacionados estos brotes por la ingesta de bebidas y
alimentos contaminados; En algunos paises supera la mortalidad de esta enfermedad,
producida por la picadura de vectores infectados (Barreto et al., 2015; Silva-dos-Santos
et al., 2017). En México no se ha registrado ningln brote por ingerir alimentos o bebidas
contaminadas, por lo cual el objetivo de este trabajo fue demostrar si la cepa de T. cruzi

de Nuevo Leon es capaz de sobrevivir en jugos naturales.

Los jugos utilizados en el ensayo de sobrevivencia de las formas epimastigotes de
T. cruzi procedian de naranjas en estado de madurez, ya que los valores de pH de las
soluciones tenian un promedio de 4.35, los cuales entran en el rango de valores normales
que va de 2.9 hasta 4.5 tal como lo menciona Bai et al., (2016); Asimismo, los grados
Brix de las soluciones de jugo de naranja utilizados tuvieron en promedio 13.37 en el jugo
normal, 13.43 en el filtrado y 6.9 en el diluido 1:1, como los reportados por Timmermans
et al., (2011). Por lo que se concluye que las naranjas utilizadas para el ensayo se

encontraban en un adecuado estado de madurez.

Las formas epimastigotes de T. cruzi lograron sobrevivir a un pH acido (4.35 en
promedio) durante 21 horas de exposicion en las diferentes soluciones de jugos naturales,
si se compara el pH intracelular de T. cruzi, este es mas neutro: 7.33-7.35 (Van Der
Heyden y Docampo, 2000), de igual forma, en otra investigacion la cepa Y y Colombiana
lograron sobrevivir en condiciones de un pH de 5 (Tomlinson, 1995), por lo tanto, la cepa
neolonesa resistié a la acidez de los jugos y fue capaz de infectar a los roedores en el
bioensayo. Se ha descrito la transmisidn de este parasito por jugos naturales de diferentes
frutas, entre ellos, el de naranja con una sobrevivencia de T. cruzi de hasta 12 horas
(Thomas et al., 2007; Shikanai y Barbosa, 2012). Las formas epimastigotes de T. cruzi de
la cepa de Nuevo Leon en las soluciones de jugo de naranja sobrevivieron a una
temperatura de 4 °C, lo cual demuestra que el parésito resiste temperaturas bajas,

diferentes a las de su rango 6ptimo. Esto puede ser debido a que, aunque T. cruzi no es un
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parésito fitdfago, la transmision generalmente coincide con el clima célido, el momento
mas activo para los triatominos debido al as temperaturas altas de hasta 40 °C y humedad
de 60 %, el protozoario puede sobrevivir durante algunas horas o dias a bajas temperaturas

y su viabilidad puede durar hasta semanas (Rueda et al., 2014; Gonzalez-Rete et al., 2019).

Todos los roedores utilizados en esta investigacion lograron sobrevivir después de
la inoculacién de la cepa de Nuevo Ledn con jugo de naranja, a excepcion del tratamiento
6, el cual murio6 a los 18 dias Pl ya que se utiliz6 una concentracion mayor de parasitos
(1.5x10°). Comparado con otras cepas como la Ninoa y la Querétaro, la inoculacion
intraperitoneal de los roedores fue de 1x10%-1x10° células/mL, la cual es una
concentracion menor que la del ensayo realizado, y la sobrevivencia de los ratones fue de
40y 60 dias respectivamente (Espinoza et al., 2010). Cortez et al., (2006) reportan que la
via de administracion oral tiene una tasa de mortalidad menor a la peritoneal, esto explica

la sobrevivencia de los ratones utilizados en el bioensayo.

No se observo la parasitemia por microscopia de luz en la fase aguda (10-14 dias
PI), ya que T. cruzi puede llegar a infectar tejido de eséfago, intestino, células adiposas
etc., a partir del dia 15 PI segun lo reportado por Espinoza et al., (2011), sin embargo, en
la PCR se obtuvo una muestra positiva, la cual es de 1.5x10° células/mL (concentracion
mayor), ademas de los controles positivos de la cepa Brener al observarse amplificacion
en las bandas de 200 y 300-350 pb respectivamente. Se ha reportado la cepa Brener como
hibrida, por lo que presenta bandas de 300 y 350 pb (Machado y Ayala, 2001), asi como
200-250 pb para la cepa de Nuevo Ledn (Pérez, 2013), lo cual coincide con los resultados
obtenidos en la PCR.

Por histologia se observaron los nidos de amastigotes en esofago, intestino y colon
de los ratones infectados que murieron a los 12 y 18 dias PI, asi como los sacrificados a
los 30 dias (Figuras 12-15, 17-21) tal como mencionan Camandaroba et al., (2002),
quienes observaron al parasito en tejido del tubo géastrico de ratones infectados. De igual
forma, por MET, se observaron amastigotes en tracto digestivo de los ratones infectados

(Figuras 22-25). Se ha descrito previamente la infeccion de T. cruzi en roedores donde se
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describe claramente el kinetoplasto, el nucleo, la organizacion general de la forma
amastigote del parasito (Santa-Rita, 2006; de Souza, 2009).
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CONCLUSION

Se midié la sobrevivencia de formas epimastigotes de T. cruzi inoculada en jugos
naturales de naranja, de la cual sobrevivio a la acidez y las condiciones de azucares de
este citrico, por lo que podria realizarse el mismo estudio para diferentes tipos de frutas o
alimentos. En este ensayo no hubo diferencia significativa en los tratamientos de las

soluciones de jugos debido a que Fca es <0.5.

Después de realizar los ensayos in vivo, se logré determinar la dosis infectiva oral
de la cepa neolonesa de T. cruzi, la cual es de 1.5x10° células/mL, lo que puede dar nuevas

perspectivas a la utilizacion de ésta para distintos ensayos.

Trypanosoma cruzi posee un histotropismo hacia el tejido intestinal después de
dos semanas P1 oral, como se observo en los cortes histoldgicos e imagenes de MET en

donde se observaron nidos de amastigotes de este parasito.

Se concluye de esta manera que la cepa de Nuevo Ledn de T. cruzi es capaz de
infectar al humano por alimentos contaminados, por lo cual se recomienda tener mas
vigilancia y control con los vectores ya descritos en el estado, ademas de concientizar a la

poblacién sobre la Enfermedad de Chagas.
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PERSPECTIVAS

Podrian realizarse ensayos similares con diferentes tipos de frutos que tengan
diferentes valores de pH y azlcar, asi como otros alimentos como carne mal cocida con

el fin de observar el comportamiento de T. cruzi expuesto a estas condiciones.

Con los datos obtenidos y los previamente reportados podrian realizarse ensayos
para medir la sobrevivencia del parasito en la superficie de diferentes frutos, tanto de
naranja como cualquier otro, con el fin de conocer el comportamiento que tiene después

de ser expulsado en las deyecciones del vector.

Se puede probar otras concentraciones de células del parasito/mL para determinar

puede ocurrir una infeccion con valores intermedios a los utilizados en esta investigacion.
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