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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
L1. EL AGENTE ETIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de chagas, es un protozoo
hemoflagelado que se encuentra en la naturaleza adoptando tres principales formas: tripomastigote,
epimastigote y amastigote; infecta de manera intraceluiar o extracelular al humano y a cualquier
animal de sangre caliente, excepto aves, se pucde encontrar infectando chinches redividas

denominadas triatéminos los que actian como transmisores del parasito.!
1.2. FASES MORFOLOGICAS DE Trypanosoma cruzi.

a) Tripom:'astigote: Tiene un tamafio de 18-22 pm de largo por 2-5 pm de ancho; presenta en su

extremo posterior una estructura prominente denominada cinetoplasto, del cual emefge un flagelo
que le rodea en todo su cuerpo formando una membrana ondulante lateral que safe libremente por ¢l
extremo anterior (Fig 1). Esta fase se encuentra de manera extracelular en la sangre del huésped
vertebrado y en la regién posterior del intestino del insecto; es la forma infectante para cualquier

huésped.’
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Fig.1. Representacion esquemitica de la ultraestructura del tripomastigote del T cruzi, C, cinetoplasto; M, mitocondria;
G, Aparato de Golgi; N, nircleo; Re, Reticulo endoplésmico; Mt, microtibulas subpeculiares; F, flagelo.’
b) Epimastigote: Presenta un tamafio de 18-20 um de largo pc;r 2-5 um de ancho; el cinetoplasto se
ubica cerca del miicleo, del cual surge el flagelo para salir por Ia parte posterior del parasito formando
una pequefia membrana ondulante ? (Fig 2).

Esta fase es extracelular y replicativa del protozoo; se le encuentra en la parte media del

intestino de los triatdminos y su desarrollo in vifro se logra en cultivos axénicos.

Fig. 2, Representacién esquemnitica de la ultraestructura del epimastigote de 7. cruzi. C, cinetoplasto; N, micleo; F,
flagelo.
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¢) Amastigote: Mide 2-6 ym, es ovoide y, aunque se le observa su cinetoplasto cerca del niicleo, no
presenta flagelo  (Fig 3).
Es el estadio intracelular y replicativo del parasito: soélo se le observa en los tejidos del

huésped vertebrado o en cultivos de lineas celulares.

Fig.3 Representacién esquemitica de la ultraestructura de un amastigote de T'eruzi. C, cinetoplasto; N, nicleo; Bf,
bolsa flagelar.’

1.3.CICLO BIOLOGICO.

Durante el ciclo bioldgico de T.cruzi intervienen los huéspedes vertebrados e invertebrados, Si
un triatdmino infectado con el protozoo pica 2 un vertebrado para alimentarse de su sangre, defeca
sobre su piel eliminando al parasito. La mayor parte de los pardsitos eliminados se encuentran en fase

de tripomastigote, que reciben también el nombre de tripomastigotes metaciclicos.
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Los protozoos penetran por la piel y mucosas del vertebrado a través del orificio de Ia
picadura que deja el insecto o por el rascado del mismo individuo, 7" cruzi puede seguir dos rutas; se
desplaza por via sanguinea a diferentes tejidos, principalmente al muscular o infecta las células del
huésped adyacentes al sitio de entrada del parésito. De cualquier manera los tripomastigotes, se
riueven hasta unirse a las células del huésped a través de su flagelo; y por diversos mecanismos se
introducen al citoplasma de la célula huésped;, en su interior inmediatamente se transforman a fase de
amastigote, este estadio se divide en repetidas ocasiones, y ahi mismo se convierten de auevo en
tripomastigotes lisando a la célula huésped. Los tripomastigotes liberados infectan las células
adyacentes o se transportan por via sanguinea a otros sitios. El ciclo biolégico se completa cuando un

trigtomino se infecta al succionar la sangre det individuo con parasitemia * (Fig 4).

Fig4 Ciclo de vida del T. cruzv. 1: Tripomastigotes metaciclicos mvaden cdiulas del vertebrado ; 2.. transformacitn ded tripomastigote 5 amastigate; 3.
plicacion en e citopl: ; 4. diferenciacid du-nmdelﬂujosanguinoo;i:mmsa:dmpormpmmdch&lulabnésped_L‘mlhanaiv:wbddimmd
vmdrndnpuedeoan'rirummmmﬁmm&hhwmthoﬁuhhu@d(hyhxo proliferacidn extravelular de los
tripomastigates (1a).!
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El humano se puede infectar con Tecrwzi de diversas maneras ademas de la descrita
anteriormente por transfusién sanguinea de donadores con parasitemia; > congénitamente cuando
en una futura madre con parasitemia el flagelado traspasa la barrera placentaria hasta el feto; 2
algunos investigadores proponen que por via alimentacién con leche materna,’ PEro aun no existen
suficientes evidencias; por el transplante de érganos infectados con amastigotes en las células del
donador; * por infecciones accidentales en el laboratorio,” y por via digestiva.

Por cualquier via de infeccion, 7.cruzi puede llegar a ocasionar los mismos problemas en la
fase cronica de la enfermedad, pero en la fase aguda los problemas difieren clinicamente en funcién

de la via de transmision.

1.4. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

Para describir la enfermedad de chagas se tiene que sefialar la via por la cual el parasito

infectd a su huésped y las manifestaciones subsecuentes que se desencadenan.

1.4.1. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA PUERTA DE ENTRADA.

Como se menciond anteriormente, si las deyecciones de triatdminos infectados con T.cruzi

llegan a estar en contacto con la piel de un individuo, el flagelado penetra al tejido subcutaneo.

En esta zona se produce inflamacién eritematosa, indurada e indolora, con diametro de tres a
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diez cm como consecuencia de la respuesta al agente invasor. A este signo se le denomina “
chagoma de inoculacién ; la lesion permanece durante una a dos semanas.' La dimension del
chagoma estd en funcién del tamafio del inoculo y la reaccion de hipersensibilidad efectuada por el
individuo cuando ésta se ha desarrollado.

Si la Iesién ocurre en el rostro del individuo, se llega a presentar una inflamacién que
involucra las zonas oftalmoganglionares, la conjuntiva y buena parte de musculos de fa cara. La
inflamacién es indurada y poco dolorosa, bipalpebral, con reaccion conjuntival generalmente
unilateral; a este signo en el rostro del infectado se denomina signo de Romaiia “, el cual dura de

dos a cuatro semanas.! No toda la gente infectada resenta el signo de Romafia se estima que solo
g P 2 q

det 5-10% de los infectados lega 2 presentarlo, y es mas frecuente en los nifios,’

1.4.2. FASE AGUDA.

El periodo de incubacion oscila de 4-10 dias. Algunas veces y cuando la transmision se realizo
por las deyecciones de los triatominos, aparecen las manifestaciones de puerta de entrada con el signo
de Romafia o bien chagomas de inoculacién, El crecimiento de los ganglios linfaticos satélites es otro
signo importante. En el caso de! complejo oftalmoganglionar son palpables los ganglios
preauriculares y los de las cadenas cervicales; y cuando la puerta de entrada esta en otra parte de la
piel, los ganglios vecinos son los que reaccionan. La adenopatia puede persistir durante meses.'

La fiebre es un signo muy importante en esta etapa observandose en el 95% de los casos

10
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agudos.

La temperatura se eleva tempranamente oscilando entre 37-38 °C con un perfil irregular,
generalmente con picos vespertinos. A veces puede ser continua y elevada, su intensidad esti en
relacion con la gravedad de la infeccion segin lo observado por Carlos Chagas. Generalmente la
fiebre se acompafia de cefaleas, astenia, malestar general, mialgias, artralgias e hiporexia. La duracién
del periodo febril guarda relacion con la parasitemia, persistiendo de 2-4 semanas después de las
cuales comienzan a ser detectados los tripomastigotes en sangre. La disminucion de la parasitemia se
produce por la lisis de los parasitos via complemento que es efectuada por el sistema inmune del
huésped.'?

El edema subcutineo se observa en mas de la mitad de los casos agudos, presentindose
inicialmente en la cara y progresando hacia el tronco y extremidades. Es caliente, elastico e indoloro,
generalmente discreto 0 moderado. Esto se debe al incremento de la permeabilidad capilar periférica
y la salida de agua plasmatica hacia los tejidos.

La hepatoesplenomegalia se presenta en el 30-40% de los casos con repercusiones clinicas y
ocurre en forma discreta. El higado suele aumentar ripida e intensamente de volumen si se instala una
insuficiencia cardiaca aguda.'

La meningoencefalitis es rara y de prondstico sombrio, se presenta principalmente en
lactantes.

En estos casos son comunes los fendmenos convulsivos generalizados, con crisis frecuentes o

espaciadas. En casos menos graves el compromiso del SNC se limita a una irritacién meningea fugaz

11




INTRODUCCION

manifestandose como contracturas o paralisis localizadas.

La cardiopatia es comin en la fase aguda y parece ser la lesion anatomopatolégica mas
importante, ocurriendo en aquellos pacientes que en vida presentan signos minimos de compromiso
cardiaco."

iil electrocardiograma suele ser normal en mas de la mitad de los casos agudos, presentando

apenas taquicardia.
1.4.3. FASE INDETERMINADA.

Durante la fase indeterminada desaparece la sintomatologia y el individuo se considera
curado, sin embargo, la serologia es positiva y si s¢ le estudia adecuadamente, con frecuencia se les
encontrarn datos electrocardiograficos y ecocardiogrificos sugestivos de miocarditis."

La fase indeterminada es la forma mas frecuente y mas importante desde el punto de vista
epidemiolégico. Ha sido denominada “ forma subcliniea “ o simplemente “ infeccién chagdsica ”.

Este concepto comprende la gran mayoria de los chagisicos menores de 25 afios de edad. Un
porcentaje elevado de este tipo de casos evolucionan a las formas cardiacas o digestivas después de
esta edad, aunque un nimerc no inferior al 25% permanece indefinidamente en Ia “etapa
indeterminada”. '

Se ha demostrado que es frecuente hallar lesiones especificas minimas en el corazén de

chagasicos en la fase “ indeterminada “, en individuos a los que se realizo autopsia después de la

12
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defuncion debida a accidente u otras causas.

1.4.4. FASE CRONICA.

Puede aparecer 10 o mas afios después de la fase aguda, en la que pudieron presentarse o no
sintomas ( pasar inadvertida y por tanto no haber antecedentes de signos de puerta de entrada ).2

Los individuos en fase cronica, suelen presentar dafio irreversible en corazén u otros organos
{esofago, intestino, etc.), que se descubren por hallazgos electrocardiograficos o radiograficos.

De los datos mas sobresalientes en esta fase se pueden mencionar la cardiomegalia, con
insuficiencia cardiaca de predominio derecho, alteraciones del ECG, que indican bloqueo completo de
rama derecha del haz de His y hemibloqueo anterior izquierdo. Los pacientes pueden vivir muchos
afios asintomaticos o bien se hacen aparentes la disnea, palpitaciones, dolor precordial e insuficiencia
cardiaca o presentarse muerte sabita en individuos sin sintomas importantes previos. La evolucién de
la miocarditis es insidiosa y en ocasiones se suelen presentar accidentes cerebrales de tipo vascular

ocasionadas por trombos.?

1.5. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE T.cruzi

El parasito agrede al huésped de varias maneras, pero quizas la destruccion de las células del

sistema reticulo endotelial y de otros tejidos, por el crecimiento y multiplicacion del flagelado sea de
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los més importantes: Koberle sefiala la produccién de una tripanotoxina en la miocarditis Chagasica y
en la produccitn de “ megas “ (megaesofago, megacolon principalmente).’ Los intentos por sefialar

la etiopatogenia de las lesiones producidas por T.cruzi_son muy variadas y con frecuencia
contradictorios, de ellos Meira de Oliveria hace una sintesis interpretativa e indica que existe la
teoria inflamatoria por la teoria alérgica, en la que las lesiones se deben a fendmenos de
inmunoalergia causados por los productos de la desintegracion de los parasitos, asi como de los
tejidos daftados por los mismos.® Lo que si es claro es que las lesiones en ¢l miocardio causada por
el parésito o por autoinmunidad bloquean los haces, produciendo disfuncién (bloqueos de rama),
dilatacién, cardiopatias o también inflamacién miocardica (miocarditis aguda) con infiltracién celular
(presencia de polimorfonucleares y mononucleares) que posteriormente se traduce en infiltracion
mononuclear con fibrosis {miocarditis nucleares) lo que conduce a la miocarditis chagasica cronica.
Los parésitos invaden gran cantidad de tejidos y Organos, como corazén, cerebro, higado, bazo,
ganglios linfaticos, misculos, etc. produciendo lesiones y cuadros clinicos diversos. También se ha
demostrado que moléculas presentes en T.cruzi estan en los tejidos nerviosos del huésped; lo
anterior ocastona amenudo, mecanismos de autoinmunidad que producen la desnervacion de tejidos,
los més afectados son los del miocardio; de este modo se presenta relajacion del tejido muscular del

Organo y por consiguiente su agrandamiento: los “ megas “°

14
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1.6, RESPUESTA INMUNE A T.cruz.

Durante la infeccién ocurre un contacto directo entre el parasito y la célula hospedera, con la
subsecuente interiorizacion del parasito. Un nimero de antigenos en la superficie de 7. ¢ruzi han sido
identificados y pueden tener un papel en el reconocimiento ¥y penetracion hacia dicha céluia.®* Muchos
de estos antigenos pueden estar asociados a la penetracion mientras que otros participan como
receptores de superficie que se enlazan con la fibronecting 7 y la coligena * de ia célula huésped y
por tanto pueden estar involucrados en el entace y el reconocimiento celutar ® Seguido del contacto
mediado por receptores entre la célula def hospedero y Teruzi, es posible que proteasas ° y
glicosidasas '*!! secretadas por el parasito, digieran las proteinas de membrana de las células durante
Su penetracion y posiblemente esas enzimas usen su sitio activo para el enlace especifico con la
superficie de la célula def huésped. "'

Una vez en el interior de la célula hospedera, T.cruzi se transforma a la fase de amastigote y
escapa a fa destruccion potencial de las enzimas lisosomales, y a metabolitos derivados del oxigeno.
Los productos de secrecion y excrecion del parasito, asi como algunas de sus moléculas estructurales
inducen la activacion de macrofagos y linfocitos T ¥ B, desencadenando una respuesta cetular y luego
humoral con la subsecuente eliminacion de los parasitos presentes en la sangre por efecto de
anticuerpos y complemento del huésped.® Esto ocasiona la disminucion gradual de ta parasitemia.

Mediante estudios in vitro, se demostré que los tripomastigotes sanguineos pueden ser lisados

por contacto con eosindfilos y neutrofilos y por exposicion a linfotoxinas, independientemente del

15
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complemento. Con los eosinofilos y neotrofilos la citotoxicidad contra los tripomastigotes depende
de la presencia de anticuerpos (ADCC).?

Tres de los cinco tipos de interferones conocidos, IFN-q. INF-B, INF-y, activan a los
macrofagos, estos aumentan su capacidad tripanocida. El INF-y es mas efectivo como estimulador de
dicha actividad.” Otras citocinas tales como factor estimulador de colonias de macrofagos y
granulocitos (GM-CSF) y factor de necrosis tumoral {TNF), son también efectivos en la induccién de
la actividad tripanocida. Las células asesinas naturales (NK) aumentan su actividad por el efecto dei
INF-o. & INF- para matar a los tripomastigotes de T, cruzi,'"

Las células estin involucradas en la resistencia a la infeccion. Las céhulas de ratones
recuperados de una infeccion con 7.cruzi confieren proteccion a ratones normales ®

Las células T citotoxicas (Tc) se encuentran también presentes en la infeccion y actian en
contra de las células del huésped infectadas por T.cruzi probablemente por medio del reconocimiento
de antigenos del pardsito adheridos a la superficie de las células infectadas pero no matan
directamente al parasito, aunque tal destruccion de la célula hospedera puede dejar al parasito

vulnerable a otras formas de ataque.®

L.6.1. MECANISMOS DE EVASION A LA RESPUESTA INMUNE EFECTUADOS POR

T.cruzi

Los tripomastigotes son capaces de evadir los mecanismos dependientes de anticuerpos
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mediante dos formas: 2

a) Un rapido recubrimiento de los anticuerpos anti-T.cruzi sobre la superficic del parsito y la

incorporacitn y posterior destruccion de los complejos antigeno-anticuerpo en su interior. '’

b) La produccion de enzimas que 7.cruzi secreta y rompen la porcién Fe de las inmunoglobulinas
evitando un mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), o bien su lisis

por complemento. '®

1.6.2, MECANISMOS DE RESISTENCIA DEL HUESPED A LA INFECCION..

En la enfermedad de chagas se ha demostrado, de manera importante, la participacién de la
respuesta inmune humoral y celular ¢n la proteccién contra la infeccién por Tcruzi.

Apesar de que la inmunidad humoral, via complemento y anticuerpos, ha conducido a la
proteccion, experimentos de transferencia adoptiva de células inmunes de ratones previamente
infectados, han demostrado que la inmunidad celular participa de manera activa."’

Por otre lado, las evidencias indican que mediante transferencia adoptiva se ha logrado
proteccion a la infeccion por Tcruzi® Aunque el sistema inmune influye en la resistencia a la
infeccion, dicha resistencia también depende de la virulencia de las cepas y la susceptibilidad del

hospedero.
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Un aspecto muy importante de la respuesta inmune, es ¢l sistema humoral; estd demostrado
claramente que los anticuerpos, via ¢l complemento, eliminan los tripomastigotes sanguineos. Tay y
cols. 1975, demostraron que un cultivo de epimastigotes en un medio con suero hiperinmune anti-

T.cruzi elimina los parésitos, deformandolos.

1.7. IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA.

L7.1. PREVALENCIA EN EL MUNDO.

La infeccién sélo se presenta en el Continente Americano; se caleula que existen afrededor de
24 millones de individuos infectados por T.cruzi y 90 mitlones estin expuestos a la infeccién por vivir
dentro de zonas endémicas.’

En Brasil se considera a la enfermedad de Chagas como un grave problema de salud publfica, -
siendo las partes Centro, Sur, Este y Noroeste del pais las més afectadas, presentando los pacientes
dafio cardiaco severo, muerte sibita en jovenes (muerte det lefiador), asi como .la alteracion de
otros organos como el intestino y esofago (megaesdfago y megacolon) que se observan con relativa
frecuencia en los Estados de Minas Gerais, San Pablo y Goias.?

En Argentina se han realizado estimaciones sobre la incidencia de la infeccién y se sefialan
unos 10 millones de personas expuestas a contraer la infeccién, y 2.5 millones de personas

infectadas.®
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En Chile se calcula que el nimero de infectados es de 350 mil, en Perii de 80 mil; en
Venezuela mas de 4 millones de personas estn infectadas.?

En Mexico se ha descrito 250,000 individuos infectados, comprobados parasitolégicamente y
mas de 1, 400,000 con diagndstico serologico, principalmente en los estados de Qaxaca, Chiapas,
Jalisco, Michoacan, Guerrero, Zacatecas, Yucatan Veracruz, Estado de México, Sonora, Nayarit y

Tabasco ® (Fig 5).

b

* Confirmados por haliazgo de
Tryparoyoma cruzi

A Positivos a Serologfa

8l Miocarditis compatible cn
Chagas - -

Fig.5. Nimero de casos humanos de enfermedad de chagas.
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En cuanto al riesgo por transmision sanguinea, en México se han efectuado numerosos

estudios en hemodonadores.! Los més conocidos aparecen en el cuadro 1.

CUADRO 1

SEROPOSITIVIDAD A T.cruzi. EN HEMODONADORES MEXICANOS.

BANCO DE SANGRE TECNICA %
(TITULO) POSITIVIDAD

Oaxaca HAI(1:128) 48
Hosp.Universitario, Puebla HAI (1:16) 16.5
CNTS. HAI (1:16 ) i0
Acapulco HAIL IFI(1:16) 12.5
Hosp. Ruben Lefiero D.F HAIL TFI( 1:16) 20
Instituto Nacional de Cardiologia HAI, CIEF ) 2.0

Hasta 1990, habia alrededor de 300 casos agudos comprobados, posteriormente se
encontraron casos en otros estados: Aguascalientes, Colima, Campeche, Durango, Guanajuato,
Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa. En otros estados, la casuistica se ha
incrementado y amenaza con continuar ascendiendo como en Jalisco, Veracruz, OQaxace, Zacatecas,

Nayarit y Chiapas.'
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En cuanto a caso de miocardiopatia cronica, éstos se han incrementado notablemente con las
recientes investigaciones de nuevos grupos de estudio y se puede calcular que al menos existen 300
bien comprobados.

Respecto a la magnitud de la infeccion, fas cifras son controvertidas, Las encuestas
seroepidemiologicas realizadas en grupos de campesinos mayores de cinco afios, sefialan cifras de
alrededor del 20% de prevalencia serologica.!

Por otro lado, los resultados de la encuesta serologica nacional, sugieren que aunque
aparentemente poco intensa, la infeccién chagasica se distribuye en todo el pais, solo que situada en

bolsones ubicados en las areas rurales de practicamente todos los estados.’

L8. EL PAPEL DE LOS TRIATOMINOS EN LA TRANSMISION DE Tcruz.

1.8.1. TRANSMISORES,

El transmisor y su relacion con la vivienda humana, Jjuegan un papel sumamente importante en
el establecimiento de zonas endémicas; no existe ningun estado de la Republica Mexicana en donde

no se hayan encontrado estos insectos * (Fig 6).

21




INTRODUCCION

* Triatéminos infectados por T, cruzi
4 Triatorminos libres de infeccion

Fig.6. Nimero de colectas de triatéminos por cada estado de la Republica Mexicana.
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Los triatéminos que transmiten a 7. cruzi se ubican taxonémicamente como sigue:

Phylum Arthropoda
Sulophylum Mandibulata
Clase Insecta
Orden Hemiptera
Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae
Géneros Triatoma
Dipetalogaster
Faratriatoma
Eratymus
y Panstrongylus
Belminus

Rhodnius

Durante su ciclo de vida atraviesan por la fase de huevo, cinco fases larvarias denominadas
ninfales y una de adulto: macho o hembra. Estos insectos son hematéfagos; este hecho duplica el

potencial de transmision de T.cruzi,

23
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Otro factor de gran importancia es la preferencia alimentaria; ya que algunos triatéminos se
alimentan del vertebrado mas préximo, otros exhiben preferencias por determinado tipo de huésped,
CO]’I-IO sucede en los tristdminos silvestres.2' En la actualidad, al transformarse la ecologia, los habitos
de estos insectos también han cambiado, y algunos de ellos realizan todo el ciclo dentro de la
habitacién humana, como sucede con Tinsfestans y T. barberi por lo que el riesgo de adquirir la
infeccion es mucho mayor. Otro aspecto es la periodicidad en Ia defecacion, durante o
inmediatamente después de la ingesta de sangre.?! También es posible la infeccién de triatoma que ha
sido observado en varias especies. Asi mismo, se ha sefialado que algunas personas presentan
reaccién de hipersensibilidad a la saliva del insecto, caracterizada por prurito, eritema y edema.’ Eg
posible que esta reaccion sea importante en pacientes dormidos, que tendrian que rascarse
fuertemente y ayudarian asi al éxito de la infeccién con T.cruzi. En cuanto a la susceptibilidad de los
triatdminos a este protozoo, se ha observado 'que depende de la parasitemia del huésped y de la
afinidad de la cepa.2

En el caso de 7.dimidiata, éste adquiere mas facilmente 1a infeccion con cepas de Costa Rica
que R prolixus y Tinfestans.”

Los estudios sobre habitos de preferencia alimentaria, horario de actividad, longevidad y
algunos otros aspectos relacionados con la biologia de los transmisores, son muy amplios, como es el
caso de los llevados a cabo con I'dimidiata; ® en donde se indica que, desde un punto de vista
epidemiologico, quizé sea el triatémino la causa mis importante para la transmisién de T.cruzi desde

Meéxico hasta el norte de Penii; en México la especie de triatomino mas importante en la transmisién
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del pérasito es T.barberi. Zirate y cols. han deserito claramente el ciclo biclogico del triatomino, la
longevidad de los adultos, relacién con el clima, altura sobre el nivel del mar, habitos domiciliarios
condicion en el medio urbano, preferencias alimentarias, resistencia al ayuno y patrones de defecacién

entre otros aspectos.’!

1.8.2. DISTRIBUCION DE TRIATOMINOS EN MEXICO.

En Ia Republica Mexicana se considera como area endémica probable, todo el territorio que
se encuentra entre los ¢ m y los 2200 m sobre el nivel del mar, es decir las dos terceras partes del
territorio nacional, ya que en poblaciones localizadas dentro de las altitudes mencionadas se han
encontrado Triatéminos infectados por 7.cruzi dentro de la habitacion humana.

En México los triatéminos se encuentran distribuidos por todos los estados de la Replblica

(Fig.7), pero en mayor abundancia de géneros y especies hacia la vertiente del Pacifico.
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B=Balminus cosiariscensis 1sp.
T=Triatoma sp. 26 sp. y shap
Pr=Paratrictoma sp., 3 sp.
P=Panstrongylus sp. 1 sp.
D=Dipetalogaster p. 1. gp.
R=Rhodnitus sp. 1 .
E=Eratirus sp. 1, sp.

Fig.7. Distribucién geografica de los siete géneros de triatéminos encontrados ¢n la Repiblica Mexicana
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1.8.3. ANATOMiA DE LOS TRIATOMINOS.

Estos insectos son de color café o negro, miden de dos a siete cm de longitud, poseen alas
bien desarrolladas. En la parte posterior de Jos ojos se encuentran los ocelos, {a cabeza es conica y
larga, en la porcién anterior presenta un par de antenas muy delgadas. Su probdscide es targa,
seccionada en tres partes y estd doblada en angulo agudo hacia la porcion ventral, el abdomen es
elargado y ovoide, su conexivo presenta marcas de colores brillantes que van del rojo al amarillo que
se alternan con colores obscuros, segin Iz especie *** (Fig 8). El ciclo dura de tres meses a dos afios,

de acuerdo al género y especie, y la disponibilidad de la sangre en una region. >

v

Fig.8. Morfologia externa. 1. Tylus, 2. Gena, 3. Antena, 4. Jugum, 5. Qjo, 6. Ocelo, 7. Cuello, 8. Lébulo anterior del
prohoto, 9. Tubéreulo distal, 10. Anguto humeral, 11. Lébulo posterior del pronoto, 12. Lébulo, 13. Clavus, 14,

Escutelo, 15. Corio, 16. Fémur, 17, Tibia, 18. Conexivo, 19. Membrana, 20.Ovipositor, 21. Garras, 22. Clavus.
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1.8.4.FISIOLOGIA DE LOS TRIATOMINOS.

El conducto alimenticio de los triatéminos esta dividido en tres regiones: intestino anterior,

medio v posterior (Fig 9).

Fig.9. Esquema del tubo digestive de un triatdmine. 1. Eséfago, 2. Promesenterio, 3. Post-mesenterio, 4. Ampollas de
los tubes de Malpighio, 5. Tubos de Malpighio, 6. Proctodeo, 7. [leon, 8. Ang.

la. Inicio del piloro, 2a .Post-mescnterio, 3a. Ampollas de los tubos de Malpighio, 4a. Zona clara, 5a. Tubos de
Malpighio, 6a Proctodeo, 7a. ileon, 8a. Ano
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El intestino anterior comprende al conducto faringeo, y al esdfago. El conducto faringeo
consiste de un tubo delicado, e! cual conecta la faringe con el canal de succion de sangre formado por
las placas bucales. La faringe, que es un 6rgano alarpado, puede ser considerado como la porcién
mas altamente especializada desde el punto de vista fincional del canal alimenticio de los hemipteros.
El esofago es un canal delicado que se expande en forma de vestibulos proventricular antes de [legar
al proventriculo.

El intestino medio comprende la porcion principal del canal alimenticio y consiste de
proventriculo, estomago y de una parte delgada. El estomago es un saco alargado que cuando esta
lleno de sangre ocupa una mayor porcién de la cavidad general (celoma) del insecto, empujando el
resto de los érganos hacia la region posterior, Por este mecanismo es que son estimuladas las
glandulas productoras de hormonas de crecimiento ¥ juvenilizantes existentes en Ia cavidad general
del hemiptero.

El intestino posterior o proctodec es una porcién mas corta del canal alimenticio y se contina
hacia el recto y los tubos de Malpighio. El recto es un saco muscular relativamente grande, de
considerable capacidad de distension que contiene normalmente materia fecal, y es donde se
mantienen los tripanosomas metaciclicos que son eliminados por las heces.’

Las glindulas salivales secretan sustancias que probablemente facilitan la penetracién de la
proboscide del insecto, su composicién varia de acuerdo a la especie de triatomino, sin embargo

puede ser irritante y alergizante en grado variable dependiendo del huésped.*
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1.9. IMPORTANCIA DE Triatoma pallidipennis EN LA TRANSMISION DE T.cruz.

T pallidipennis tiene una amplia distribucién en el territorio nacional, sobre todo hacia la
vertiente del Pacifico y Centro de la Republica, que incluyen zonas secas y semidesérticas de los
estados de Colima, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Puebla, Querétaro y Zacatecas.?
Este insecto se ha encontrado frecuentemente colonizando viviendas. En el laboratorio se mantiene
alimentandolo do sobre aves y mamiferos,

Los estudios realizados sobre el ciclo biologico de este triatémino evidenciaron diferencias
notables en cuanto al tiempo que tarda en efectuarse dicho ciclo, sin embargo se desconocen otros
aspectos de la biclogia de este triatémino como son: susceptibilidad a la infeccion por T.cruzi,
sobrevivencia a la infeccion, capacidad hematdfaga, selectividad de huéspedes, tiempo de
alimentacion, habitos de defecacién y porcentaje de formas infectantes en heces que nos permitan

conocer su importancia en la transmision de 7.cruzi en la Repuiblica Mexicana.
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2. HIPOTESIS.

Por un lado se sabe que la respuesta inmune humoral mediada por complemento estd
involucrada en la eliminacion de T.cruzi eh huéspedes vertebrados y en medios de cultivo que
contienen suero anti-Z.crwzi. Por otro lado, se ha demostrado que en diversos artropodos,
anticuerpos y factores del complemento provenientes de un huésped inmune logran permanecer
dentro del intestino de artropodos hematéfagos durante varios dias conservando su actividad. Dado
lo anterior es probabte que 7.cruzi sea eliminado en el mismo intestino de triatc')minoé infectados
cuando se alimenten de un huésped inmune al parisito, ya que los componentes inmunes pasarin y

permaneceran activos dentro del insecto.

3. OBJETIVOQS:

1. Demostrar si la alimentacién de triatdminos infectados con T, cruzi, sobre los ratones inmunes,

afecta a los pardsitos por accidn de factores inmunes humorales,

2. Determinar el grado de eliminacion de las distintas fases morfolégicas de 7.cruzi presentes en las

heces de triatéminos infectados por efecto de su alimentacién sobre ratones inmunes.
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2. HIPOTESIS.

Por un lado se sabe que la respuesta inmune humoral mediada por complemento estd
involucrada en la eliminacion de T.cruzi eh huéspedes vertebrados y en medios de cultivo que
contienen suero anti-T.cruzi. Por otro lado, se ha demostrado que en diversos artropodos,
anticuerpos y factores del complemento provenientes de un huésped inmune logran permanecer
dentro del intestino de artrépodos hematéfagos durante varios dias conservando su actividad. Dado
lo anterior es probable que T.cruzi sea eliminado en el mismo intestino de triatéminoé infectados
cuando se alimenten de un huésped inmune al parasito, ya que los componentes inmunes pasaran y

permaneceran activos dentro del insecto.

3. OBJETIVOS:

1. Demostrar si la alimentacion de triatéminos infectados con T, cruzi, sobre los ratones inmunes,

afecta a los parasitos por accidn de factores inmunes humorales.

2. Determinar el grado de eliminacién de las distintas fases morfologicas de 7.cruzi presentes en las

heces de triatominos infectados por efecto de su alimentacién sobre ratones inmunes.
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1.Resumen de las actividades desarrolladas.

Para la realizacion de la investigacion, se infectaron 43 ratones CFW con I1x10°
tripomastigotes sanguineos en un volumen de 200 pL/raton dejando que la parasitemia se produjera y
luego desapareciera, generalmente ocurre cuando se produce una respuesta inmune humoral contra
Tcruzi. Cuando desaparecio [a parasitemia se reinfectaron para aumentar tal respuesta humoral; del
mismo modo se repitid nuevamente la inoculacién. Para verificar que los ratones se encuentren
inmunes a 7.cruzi se investigé la presencia de anticuerpos anti- 7.cruzi en los sueros de cada uno de
los 43 ratones mediante la técnica de ELISA indirecto previamente estandarizada. Se separaron los
cuatro ratones que presentaron mayor titulo de anticuerpos, es decir los més inmunes, los cuales se
utilizaron como fuente de alimentacién de un grupo de cinco triatominos infectados'y con ello
demostrar si los parasitos presentes en el tubo digestivo de los insectos serian eliminados por los
factores humorales presentes en el ratén inmune. Estos ratones inmunes también fueron utilizados
como fuente de alimentacion de un grupo de cinco triatéminos no infectados con la finalidad de
asegurar que los ratones inmunes no tuvieran parasitemia que condujera a la infeccion.

Otro grupo se cinco triatéminos se alimentd sobre los ratones no inmunes para demostrar si la

sangre del raton per se podria eliminar los parasitos.
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Los otros 39 ratones inmunes se sangraron para obtener sy suero, la mitad de éste se inactivo
4 56 °C durante 30 min, se colocd dentro de una bolsa de latex y se equilibré a 37 °C; la otra mitad
del pool de sueros no se inactivo, se coloco dentro de otra bolsa de ldtex y se equilibrd a 37 °C.
Cinco triatéminos se alimentaron sobre la bolsa de latex con el suero inactivado y cinco sobre la que
contenia el suero sin inactivar. Con esto se buscaba ver si el complemento era indispensable para la
eliminacion de los parasitos en caso de que ocurriera,

Cinco triatominos se mantuvieron alimentados sobre una paloma no inmune como control de

alimentacion de los insectos, ya que anteriormente se alimentaban sobre aquella.
5.2.Infeccion de ratones con Trypanosoma cruzi.

Con la finalidad de obtener ratones inmunes, se inocularon por via intraperitoneal 43 ratones
hembras de 6-8 semanas de edad pertenecientes a la cepa CFW, con 1x 10° tripomastigotes
sanguineos de la cepa Qrx. por raton. Se realizd un seguimiento de la infeccion durante 90 dias
buscando parésitos en su sangre, momento en que desaparicid la parasitemia. Para ello se realizaban
examenes directos en fresco de la sangre de los ratones obtenida al cortar la punta de la cola y
observandola entre cubre y portaobjetos bajo el microscopio. Cuando la parasitemia desaparecié se
inocularon de nuevo con la misma dosis; al desaparecer la parasitemia de nuevo se inocularon de la

misma forma que la vez anterior.
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S5.2.1.Estandarizacién de ELISA indirecto.

Una vez que los 43 ratones mencionados arriba dejaron de presentar parasitos en sangre se
verificd que estuvieran inmunes a 7.cruzi, para lo cual previamente se estandarizo la técnica de
ELISA indirecto y luego se detects la presencia de inmunoglobulinas en los sueros de los animales.
La estandarizacion se efectud en términos de concentracion de antigeno acoplado al poliestireno yla
dilucion del suero. Como antigeno se emplearon epimastigotes fijados con paraformatdehido al 2%
desarroltados en medio LIT a concentraciones de 10410° y 10° parasitos/pozo .

Para determinar la dilucion optima del suero se empled suero de un raton seropositivo a
Teruzi diluido 1/100, 1/1000 y1/10000 con PBS-Tween 20 al 0.5% (PBS-T20). Como conjugado se
utilizé inmunoglobulinas de cabra con reactividad a cadenas v de anticuerpos de raton acopladas a
peroxidasa y diluidas 1/10000 con PBS- T20 ¥ K3 Fe(CN)s. Para realizar este ensayo se emplearon
placas de poliestireno de 96 pozos COSTAR, médium binding. A los pozos se colocd 200 pl de la
suspension de parasitos desarrollados en medio de cultivo LIT, previamente lavados tres veces en
PBS-T20 y fijados con paraformaldehido al 2% se dejaron evaporar las placas a temperatura
ambiente (T.A.) durante 3 dias evitando contaminacién por polve. Cuando los pozos de las placas
estaban secos se lavaron nuevamente con PBS-T20 tres veces para eliminar las sales; enseguida se
colocaron en cada pozo 200 pL de sol.bloqueadora (BSA al 0.1% en PBS .T20 al 0.5%) por dos
horas a T.A. Se lavo tres veces y se adicionaron a cada Pozo 100 pL de los sueros diluidos dejando

actuar dos horas a T.A. se lavaron tres veces los Poz0s nuevamente y se colocaron a cada pozo 100

o

36




MATERIAL Y METODOS

pL del conjugado, también se incubararon dos horas 2 T.A. Se lavaron de nuevo los pozos y
enseguida se adicionaron a cada pozo 100 pL de tetrametil benzidina (TMB) como sustrato de la

peroxidasa y después de 15 min se par6 la reaccion colocando 100 WL de H,80; IN. La placa se ley6

4450 nm.

5.2.2, Deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi en sueros de los ratones.

Se busco la presencia de anticuerpos anti-T.cruzi en los sueros de los 43 ratones inoculados
con T.cruzi y los seis de referencia negativos, ademas de dos sueros positivos a 7.cruzi otorgados por
un laboratorio de investigacién en diagnéstico de enfermedad de chagas. Durante {a estandarizacién
del ELISA indirecto, las condiciones optimas resultaron ser: una concentracién de antigeno de 10°
parésitos/pozo (ver resultados) y una ditucién del suero 1/1000.

En placas de poliestireno de 96 pozos, COSTAR, médium binding, se realizé el ensayo de
ELISA indirecto. Para ello, en cada pozo se colocaron 200 ML de suspension de epimastigotes de
Tcruzi desarrollados en medio LIT y previamente lavados con PBS-T20 (solucién de lavado) a
concentraciones de 1x 10° parasitos/pozo. Se dejaron secar a T.A. y se lavaron los pozos con la
solucion de lavado tres veces y se agregaron 200 uL de sol. bloqueadora (albtimina sérica bobina
(BSA) con PBS-T20 al 0.5%), dejando incubar dos horas a T.A. En seguida se lavaron los pozos
con sol. de lavado por tres veces y se agregé el suero de cada ratén empleando tres diluciones: 1/100,

1/1000 y 1/10000 por duplicado (dos pozos por cada dilucion). Se incubaron a T.A. dos horas y
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luego se lavaron tres veces con sol. de lavado para agregar el conjugado como en la estandarizacion
de esta prueba; se incubo dos horas a T A, y se adiciond el sustrato (TMB) y después de 15 min se
pard la reaccion con la adicion de 100 uL de H,SO; IN. Se leyo la placa a 450 nm.

Con este ensayd se verifico que los 43 ratones infectados con T.cruzi estuvieran inmunes al
parasito, por la presencia de anticuerpos anti-T, cruzi, y que los seis ratones controles sin infectar no

tuvieran anticuerpos contra el parisito.
5.2.3.0btencién de sueros de ratones.

Se obtuvo el suero de los 43 ratones inoculados con T.cruzi y otros seis ratones libres de
infeccion que se emplearon como sueros de referencia negativos en la prueba de ELISA. Cada ratoén
se sangrd por la cola, hasta obtener 100-200 pL de sangre por raton; cada muestra se colecté en
microtubos de poliestireno de 1.5 mL secos; la sangre se dejo coagular durante dos horas a T.A., el
codgulo se separd de las paredes del tubo y se dejo retraer durante toda la noche a 4 °C, Se
centrifug6 a 2700 xg durante 1S mina T A, el suéro obtenido se pasé a microtubos limpios y secos
para repetir la centrifugacion con el fin de asegurar la ausencia de globulos rojos; el suero final se

pasé a microtubos limpios , secos y estériles y se almacenaron a -12 °C hasta su uso.
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5.2.4.0btencién de pool de sueros de ratones inmunes a T.cruz.

Ya que los 43 ratones infectados con 7.cruzi estaban inmunes, se sangraron solo 39 de éstos
para obtener un pool que se empled para alimentar triatominos sobre membranas de latex. Para ello
se realizé puncién cardiaca de los 39 ratones y se obtuvo el maximo de sangre posible de cada ratén,
depositindolas por separado, dentro de tubos de 16X150 mm limpios y secos, y se dejaron a T.A.
durante 2-3 horas para que se coagulara la sangre. Pasado este tiempo, se separd el codgulo y se
guardaron en refrigeracién por dos horas mas para que se retrajera el codgulo; enseguida, los tubos
se centrifugaron durante 15 min a 5000 rpm y se separé el suero de cada tubo, pasando cada uno a
microtubos para centrifugarlos durante 15 min a 2700 xg. Los sueros se mezclaron pasando todos a
un mismo tubo de 16x150 nm y se guardaron en refrigeracion. El suero se colocd en tubos
graduados para conocer el volumen total obtenido. Este se separ en dos partes iguales colocandolos
en tubos limpios, secos y estériles,

Uno de los tubos se incubo en baflo maria a 56 °C durante 30 min con el fin de
descomplementario. Ambos tubos, aquél que contenia el suero inmune inactivado y € que lo
contenia sin inactivar, se guardaron un dia en refrigeracitn para observar si se formaban precipitados;
€stos se separaron por centrifugacién de acuerdo a las condiciones anteriores y se congelaron a -20

°C hasta su uso,
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5.3. Infeccibn de triatéminos con tripomastigotes sanguineos.

Para la investigacion se requerian triatéminos infectados con 7.cruzi. Se emplearon ninfas de
tercer estadio de la especie 7riatoma pallidipennis. Treinta triatominos se distribuyeron en seis lotes
con cinco ejemplares cada uno. Veinte triatominos se infectaron con Ticruzi de la siguiente manera:
Se colocarén sobre uno de los 43 ratones infectados con. T.cruzi y que presentaba la mayor
parasitemia durante 15-30 minutos. Periodicamente se revisaban sus heces para asegurar que se
habian infectado.

Cuando se observaron parasitos en las heces de los 20 triatdminos, éstos se utilizaron pars los

experimentosAde alimentacion sobre ratones y sueros inmunes.
5.4. Alimentacioén de triatéminos infectados sobre un ratén inmune ( lote 1),

Uno de los lotes de cinco triatominos infectados con T.cruzi se colocod sob.re ¢l raton con
mayor titulo de anticuerpos contra el parésito para alimentarse de su sangre durante 30 min, tal como
se describié anteriormente. Se revisaron las heces de los insectos mediante examen en fresco y
también se determiné el porcentaje de formas de T.cruzi y numero de parésitos/mL de heces, en una

observacion de 5 ul. de heces.
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5.5.Alimentacién de triatéminos infectados sobre un ratén no inmune a T.cruzi (lote 2).

Al igual que la alimentacion del lote 1 de triatéminos sobre el ratén inmune, uno de los
cuatro lotes infectados con T.cruzi se expuso sobre un ratén serologicamente negativo al parésito

{lote 2).

5.6.Alimentacién de triatéminos infectados sobre sueros inmunes en membranas de litex,

Dos de los cuatro lotes de triatominos infectados se alimentaron sobre sistemas de membrana
de litex, uno conteniendo suero inmune inactivado (lote Dy el otro lote sobre suero inmune sin
inactivar (lote 4). Este sistema consistié en una bolsa de latex nyeva lavada con extran y seca, dentro
de la cual se colocaron 4 mL de suero (inactivado o sin inactivar) el suero inmune, se amarré con un
hilo del extremo abierto, para evitar su salida y se introdujeron dentro de un vaso de pléstico limpio y
seco.

Se incubaron en una estufa a 37 °C hasta que se equilibrd, aproximadamente en 15 minutos.
Después de este tiempo se pesaron cada uno de los triatoéminos y se colocaron dentro de su
respectivo vaso durante una hora | los cuales fueron retirados hasta que completaron su alimentacién

(mediante pesada) y conocer ¢f volumen de suero inmune que habian ingerido,
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5.7.Alimentacién de triatéminos no infectados sobre ratén inmune (lote 5).

Dado que un ratén cronico puede, en escasas ocasiones presentar parasitemia, un triatomino
puede infectarse de aquél.

De este modo, con la finalidad de asegurar que los ratones inmunes que se emplearon como
fuente de alimento de un lote de transmisores, no tuvieran parasitemia que condujera a infeccién de
triatéminos y que éstos solo ingirieran componentes humorales inmunes. Un lote de triatominos no
infectados se expuso sobre el ratén inmune y se revisaron sus heces durante todo el experimento, de
esta manera se empled como contro! de infeccién inesperada. Por otro lado, también era necesario
saber si el SUETO per se no era toxico para los triatéminos, entonces este lote fue para asegurar que

los insectos no mueren por la simple ingestion de suero inmune.
5.8.Control de triatéminos (lote 6).
Uno de los lotes no infectados conteniendo cinco triatdminos libres de infeccién se

mantuvieron alimentados sobre una paloma no inmune como control de alimentacién de los insectos,

Ya que anteriormente se alimentaban sobre aquelta.
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5.8.1.Presencia de parisitos en heces de triatéminos.

Se tomé cada uno de los triatéminos de los diferentes lotes y se provocod su defecacion
presionando su abdomen de manera de que las heces se colocaron sobre un portaobjetos limpio, seco
y desengrasado.

La muestra de materia fecal fresca obtenida de cada triatomino revisado se deposité entre un
porta y un cubreobjetos limpios y secos, se observo bajo el microscopio a 10X y 40X. Si en las heces

habian parasitos se cuantificaban.

$.8.2.Cuantificacién de pardsitos y determinacién del porcentaje de formas de T.cruz,

De las heces de cada triatominos se tomaban 5 HL de heces y 5 pl. de DPBS, se mezclaban
perfectamente y con 1a micropipeta se tomaban SpL depositéndolos entre porta y cubreobjetos y se
contaba el No. de parésitos presentes en toda la muestra (5uL), luego se realizaba un extendido
uniforme y se cubria con metanol durante 3-5 minutos para fijar la muestra; se adicionaba sofucion de
Giemsa durante 30 mimutos, aproximadamente, se lavaba bajo chorro fino de agua; después de dejar
secar al aire se observaba al microscopio a 40X y 100X, para cortar el mimero de epimastigotes u

otras formas de T.cruzi, entonces se calculaba el porcentaje de cada fase observada.
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6. RESULTADOS.

6.1.Basqueda de anticuerpos anti-T. cruzi en ratones.

Para detectar anticuerpos anti-T.cruzi en el suero de ratones, se realizé la técnica de ELISA
indirecto. En esta técnica, la cantidad de anticuerpos presentes en el suero de los ratones es
proporcional a la absorbancia registrada. Primeramente se estandarizd la técnica y después se
investigé la presencia de anticuerpos anti-T.cruzi en el suero de los 43 ratones que se infectaron y se

reinocularon dos veces con T.cruzi,

6.1.1.Estandarizacién de la técnica de ELISA indirecto.

Se consideraron como condiciones ptimas de 1a técnica de ELISA indirecto a aquellas que

permitieron obtener la mayor absorbancia a la mayor dilucién de suero con la menor concentracién de

epimastigotes/pozo. Los resultados se muestran en la fig, 10.
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Fig.10. Estandarizacién de la técnica de ELISA indirecto. La dilucion del conjugado utitizada fue 1/10000. A= 105

cpimastigotes/pozo; W = 10° epimastigotes/pozo; =10 epimastigotes/pozo.

En la figura 10 se puede observar que la concentracion de antigeno 10° epimastigotes/pozo
presenta los valores mas altos de absorbancia a todas las diluciones del suero probadas; la diferencia
de absorbancia de esta concentracién con respecto a la de 10° epimastigotes/pozo, no es significativa,
sobre todo al emplear una dilucién del suero 1/100, por lo que se decidio utilizar el antigeno a la
concentracion de 10° epimastigotes/pozo con una dilucion del suero 1/100, de acuerdo al criterio
seflalado arriba. |

Por otre lado, la figura 10 muestra que las absorbancias son mayores cuando se emplea el suero

1/100 a las tres concentraciones de antigeno empleado.
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Por tanto, las condiciones dptimas para realizar la técnica fueron 10° epimastigotes/pozo, suero

diluido 1/100 y ditucion del conjugado 1/10000.

6.1.2.0btencién de sueros control negativos.

Con la técnica de ELISA indirecto se verifich que los seis sueros de ratones no infectados
fueron negativos a T.cruzi y se escogieran como controles los de menor ruido de fondo.

En la figura 11 se observa que de los seis sueros de ratones libres de infeccién a Tcruzi, el
nimero uno y el tres son los que dieron los mayores titulos por lo que se descartaron como controles
negativos.

En tanto que, los sueros dos, cuatro, cinco y seis, al presentar los valores mas bajos de
gbsorbancia, a las tres distintas diluciones del suero, con respecto al control positivo, fueron incluidos
dentro del grupo de sueros control negativos.

El suero numero seis no se empled dada la escasa cantidad que se obtuvd y por muerte del ratén
posterior al ensayo. De este modo se emplearon los sueros de los ratones dos, cuatro y-cinco como

referencia negativos.
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Suero de ratones no infectados " Suero contyol positiva
Fig.11.- Los sueros sec emplearon a diluciones 1/100, 1/1000 ¥ 1710000
(Ver material y métodos),
Los nimeros en cada curva representan a cada uno de los seis ratones.
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6.1.3. Deteccién de anticuerpos anti -T.cruzi.

Se consideraron como sueros positivos a aquellos que presentardn una absorbancia mayor a la
del valor mas alto de los sueros de referencia negativos, y por tanto como ratones inmunes. En la
figura 12 se observan los resultados, estos indican que con todos los sueros procedentes de los
ratones inoculados se obtuvieron valores de absorbancia mas altos que con los de referencia

negativos. La absorbancia en los sueros positivos varia desde 1.2 hasta 2.16.

2571

0s |

Fig 12. Los sucros diluidos 1/100 dc los ratones infectados se probaron mediante un ELISA indirecto en placa de 96
pozos cubiertos con 10° epimastigotes/pozo fijados con p-formaldehido (ver material y métodos).
E = Sueros negativos; 4 = Sueros problema; @= Sueros control positivos.
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6.2. Alimentacion de triatéminos sobre ratones inmunes, no inmunes o sueres inmunes.

Los triatdbminos infectados se expusieron sobre un ratén inmune, no inmune, o suero activo
inmune en membrana de litex y suero inactivado no inmune sobre latex: lotes 1,23 y 4
respectivamente. Esta alimentacion se sigui6 durante 60 dias, mismos en los que se registro el efecto
sobre la eliminacion de T.cruzi. En la tabla 1 se presentan los volimenes y los dias en que se
alimentaron los triatéminos infectados y los que no estan infectados {lote 5,6). S6lo uno de los
triatominos del lote1,4 y otro del 5 no comieron en ningiin momento del estudio. En general los que

comieron varian en volimenes de ingesta por dia y por un triatémino desde 0.0048 mL hasta 0.77
mL,

Los triatominos de los lotes 1, 2 y los triatéminos no infectados del lote 5 se alimentaron mas
en cuanto a namero de ingestas y volumen total de sangre ingerida, esto puede deberse a preferencias
alimenticias sobre el ratén, en cambio se alimentaron menos los que se sometieron a la ingesta de
ingerieron suero inactivado inmune y también el namero de ingestas fue menor, esté se debe a que el
suero como fu€ inactivado y por tanto las prpteinas se desnaturalizaron , los triatéminos perdieron el
interes ai comer dicho suero ya que sin embargo con e suero sin inactivar el nimero de ingestas y el

volumen total ingerido por los triatéminos fu¢ mayor con respecto al suero inactivado.
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6.2.1.Efecto de las diferentes fuentes de alimentacién de triatéminos sobre la cantidad de

parasitos.

Se tratd de conocer el efecto que se produce en la cantidad de parasitos por la alimentacion de
tos triatominos infectados sobre un ratén inmune, no inmune, suero inmune pero inactivado o sin
inactivar, en funcion del tiempo.

En la figura 13 se observa, en términos generales, que la cantidad de tripanosomas observados
en las heces de'los insectos disminuye con el tiempo al alimentarse en repetidas ocasiones cén su
respectiva fuente de alimento. Resaltz que la disminucion de parasitos tlega a ser de cero wgndO' se.
alimentan con suero inmune sin inactivar, lo cual ocurre hasta el dia 35 después de iniciar la
alimentacion. Para el caso de los triatominos alimentados sobre el raton inmune la disminycion
también se dio, desde 30x10* parasitos/ mL de heces hasta 10x10° parasitos/ mL de heces al dia 14
después de comenzar la alimentacién y luego se mantiene casi constante, entre 10 y 16x10*
parasitos/mL heces hasta el dia 60.

También ocurrié una disminucién de parésitos cuando los insectos infectados se alimentaron
sobre suero inmune inactivado desde 30X10* a 15X10* parasitos/mL. En cambio, cuando se
alimentaron de raton no inmune la disminucion varié desde 21 hasta 17X10° parasitos/mL, es decir,
s6lo una diferencia de 7X10* parasitos/mL, en varias ocasiones se llegé a abservar la misma cantidad
que la inicial. Lo anterior indica definitivamente que factores de fuente inmune estan eliminando a los

parasitos. También se puede decir que el complemento es un factor indispensable en la eliminacion
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total de los parisitos ya que el suero sin inactivar es &l que los elimina por completo. EL porqué

cuando se alimentanratén inmune hay una eliminacion farcial, quizis se deba a que el complemento

esta diluido en la sangre completa que el suero solo.

N.parsaitcs (formas totalespmi. de heces

Dias

Fig. 13:Efecto de las diferentes fuentes de alimentacién de triatéminos sobre la cantidad de tripanosomas.

O =Ratén inmune O = Ratén no inmune A = Suero inmurne inactivado x = Suero inmune sin inactivar
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6.2.2.Efecto de la alimentacién de triatdminos sobre las fases morfolégicas de T.cruzi presentes

en heces.

En Ia figura 14 se observa que para los cuatro lotes de triatominos el mayor nomero de formas
que siempre se observaron corresponde a tripomastigotes, cuando los triatominos se alimentaron de

raton inmune, no inmune o de suero inmune inactivado,

Cuando se alimentaron sobre ef ratén inmune la cantidad de tripomastigotes  disminuyo
ripidamente y la de epimastigotes se mantiene casi constante, lo cual indica que el efecto de
eliminacién sobre T.cruzi ocurre para tripomastigotes. Esta explicacién es apoyada con el resultado
obtenido de los triatdminos alimentados con suero inmune inactivado y mas claramente con suero
inmune sin inactivar. Estos resultados también indican que la eliminacién va dirigida contra
tripomastigotes. Este resultado puede explicarse si recordamos que la fase que estimulé la respuesta
inmune en los ratones es el tripomastigote, ya que se encuentra en la sangre; la parasitemia en los
ratones dura alrededor de 30 dias, de manera que la respuesta inmune del huésped se ha dirigido
contra componentes de tripomastigotes por lo que el suero y dentro del 'mtesﬁno del triatomino,
actia sobre aquéllos. La eliminacion de los epimastigotes u otras formas de T'cruzi se debe a que

éstos contienen componentes que estin presentes también en los tripomastigotes.
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La figura 14 muestra los resultados obtenidos.

RATON INMUNE

No.pardsitos/imL de
hecesX10expd _
nSaSBREKE

|

0O 20 40 &
Dins

No.parésitosimL de

hecesX1Dexp4

RATON NO INMUNE

cnd BB BES

)
]
5
2]

SUERO INACTIVADO

No.parisitosimL de
hecesX10exps

cmaasﬁgfﬁ‘ﬁ

|y 2n

No.parisitos/mL de

hecesX10exp4
og.aag;;gg&:s

SUERO SIN INACTIVAR

Fig 14: Efecto de la alimentacién de triatéminos sobre las distintas formas de Tcruzi.

# = Tripomastigotes M = Epimastigotes
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7.- DISCUSION,

Definitivamente los resultados obtenidos durante esta investigacion han demostrado clara
eliminacion de 7. cruzi dentro del insecto transmisor por efecto de su alimentacion sobre componentes
de origen inmune, ya sea de raton inmune o suero inmune contenido en membranas de litex; tal
efecto es dirigido principaimente hacia tripomastigotes, quiza por ser las formas que indujeron la
respuesta inmune anti-7.cruzi, El complemento es el factor inmune principal para la eliminacion de
los parsitos, sin embargo no se puede descartar la participacién de células de la respuesta inmune
que hayan sido efectoras contra el parasito puesto que esta ha sido observada en inmumerables
estudios.

Los resultados son congruentes con lo observado en otros trabajos relacionados con Ia
eliminacién de T.cruzi por la resdpuesta inmune. Por ejemplo el estudio de Hudson 1985 apoya
fuertemente que el papel del complemento es importante para la disminucion de T.cruzr', en particular

en fase de tripomastigote sanguineo por la via cldsica y alterna. ®

Por otro lado, otros estudios también apoyan estos resultados en relacion a la persistencia de
componentes humorales cuya actividad se conserva durante varios dias, en este sentido se ha
demostrado que persisten hasta por cuatro dias conservando su actividad (J.A.Vaughan AS.

AF.Azad,1988; R B.Tesh,et.al. 1988).
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Efectivamente se observé una eliminacién de los pardsitos cuando los insectos se alimentaron sobre
suero inmune sin inactivar en membranas de litex, lo que permite inferir que su actividad eliminadora
anti-7.cruzi se conserva por dias. Quizés las fluctuaciones de dichos respuestas se deben a que la

actividad de anticuerpos y qomp!emento se pierde en pocos dias, sin embargo los resultados no

apoyan claramente esta suposicion,

En el trabajo de Hudson 1985 se de muestra claramente que el suero inmune puede eliminar a
tripomastigotes sanguineos pero cuando se inactiva por calor o por presencia de veneno de cobra
(factor anticomplemento), se exacerba el efecto patogénico de una cepa virulenta de T.cruzi en

ratones, esto confirma el resultado que el complemento es un factor preponderante contra T.cruzi.

Una evidencie mas que apoya la accion de sueros inmunes en la eliminacién de T cruzi es el
trabajo de Tay Zavala y colaboradores (1975), en el cual formas de cultivo son deformadas por la
presencia de suero inmune al parisito obtenido de un conejo inmunizado con epimastigotes. ¥ Por
tanto hay una ligera especificidad en la eliminacion de las fases del parasito por los sueros inmunes

que es ocasionada por la fase que induce la respuesta inmune en el huésped.
Si los triatominos que se encuentran infectados en zonas endémicas picaran a individuos

vacunados, con una respuesta inmune humoral anti-T.cruzi, los compoenentes actuarin contra el

parasito en su tubo digestivo eliminando a los parésitos. Esto permitira que no se elimine al
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transmisor, organismo biologico que ha sobrevivido en la naturaleza desde antes que existiera el
humano, sin embargo se podria eliminar al parasito, es decir, funcionaria como una vacuna para el

propio insecto, y asi cortar la transmision %
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8.- CONCLUSIONES.-

* Fuentes alimenticias para triatominos que contenfan componentes de la respuesta inmune fieron

capaces de eliminar a 7.cruzi en el interior de los transmisores.

* EL complemento fue un factor importante en la eliminacién de T cruzi, incluso dentro del tubo

digestivo del transmisor,

® La principal fase de T.cruzi eliminada fue el tripomastigote.
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9.- APENDICE

1.- Deteccion de anticuerpos anti-T.cruzi.

a) p-formaldehido al 2%:
p-formaldehido 2g
H:O destitada 100 mL.

b} PBS.T20: NaCl 0.15 M, NaH,PO, 10 mM, pH= 7.8, 0.05% tween 20

 ..Stock 10x : NaCl Wg
NaH,PQ,.2H;0 138¢g
H;O bidestilada 900 mL
Disolver

Ajustar pH a 7.8 con N2OH 5M
Aforar a 995 mL
Fiitrar sobre membrana de 0.2 pm
Tween 20 5mL

Se conserva 6 meses a T. ambiente.
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c) PBS.T20-BSA AL 1%:
PBS.T20 10x 10 mL
H>0 Dest. 90 mL
BSA (albimina sérica 1 g
bovina)
d K, Fe(CN),: Stock 100x:
K; Fe(CN); 033g
H,0 dest. 100 mL
Se conserva 6 meses a Temperatura ambiente.
e) TMB 100x:

P 3,3°,5,5" tetrametil- 13 mg
benzidina
DMSO I mL
Guardar & 4° en la obscuridad,

f) H,0,. 130 mM (100 x):
H;0; al 30% 143 pL
H;O bidest. 10 mL
Guardar por lo menos 1 mes a T. ambiente.
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8) Buffer para sustrato: 0.1 M acetato de sodio/Acido citrico pH=6.0
Acido citrico 0.1 M {50mL):
Acido citrico monohidrato  1.05 g
H;0 bidest. 50 mL

Acetato de sodio I1.36 g

H,0 dest. 80 mL

Bisolver

Agregar acido citrico 0.1 M hasta la obtencion de pH=6.0
H,0 dest. Aforar 2 100 mL

Filtrar sobre membrana de 0.2 pm

Guardara4° C

h) Conjugado GAM-POD (anti-y- globulina de raton-peroxidasa):
Diluyente:
KsFe(CN)s 100% 100 pl
PBS.T20-BSAal 1% 99mL
Conjugado:
Dilucién 1/10000
GAM-POD 4uL
Diluyente 400 L
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i) Sustrato a preparar al momento de su uso:

Buffer para sustrato
TMB 100
Agitar

H,0; 100

DstO4 1N:
H;SO4 Conc. (36N)

H>0O dest.

k) Dulbecco’s PBS (DPBS):
NaCl
Kel
Na-HPO,
KH,PO,
H,0O Mega

pura

9.8 mL
100 pL
100 pL
10 mL
350 mL
8g 138 mM
02g 27mM
115g 8.1mM
02g 12mM
1600 mL

Filtrar por una membrana de 0.22 umy

esterilizar en autoclave, Se conserva

indefinidamente a Temperatura ambiente.
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