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"CHAGOMA EXPERIMENTAL EN MODELO MURINO"

1. OBJETIVOS:
1.1 OBJETIVOS GENERALES;

Dascribir la cinética de inflamacién durante la etapa primaria o fase aguda postinfaccién dal

Chagoma expetimental en modelo murino.

1,2 OBJETIVOS PARTICULARES:
- Realizar la curva de parasitemia de un lote de mtones susceptibles {BALBYc) infectados con
k de

- Comelacionar los datos do la curva de parasitemia con los estudios anatomo @ histopatoldgicos de distintos
&rgancs (ganglio lintitico regional, piel, higado, bazo, musculo ostriado y corazén) a diferentes tiempos
postinoculacién,

- Revisar cortes da tejida tefiidos con H y E y tratados por el método de i (IHO) &

dptica, para detoctar al Pardsio y/o antigeno.

-C los en la técnica de 1HQ cuando se emplea un anticuerpo monoclonal anti-
¥ un policl o
- Evidi fos posibles da durante [a fase aguda de fa enfermedad,




2. INTRODUCCION
2.1 ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas tiene un gran impacto sobre (a salud pUblica latincamericana debido a sut amplia

olavada p de la de vida y sobre fa
calidad de ésta, ya que es una enfermedad invalidante Io que a su vez repercute sobre la economia de los
puaeblos que la sufren.
DEFINICION: La deCh: M. Ida tambié: deCh: M A I’y

g ga! maiia,

o § 1,

° cruzl), es una p cuyo agente o

cnal parisito del sistema que otaca ol

miocardio, la musculatura lisa y e! SNC. {Pub Téc det INDRE),
2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DE T. cruzi;

Pertencce al:
Phylum: Protozoa
Subphylum; Sarcomastigophora
Suparclase: Mastigophora
Clase: Zoomasligophora
Orden: Kineloplastida
Suborden: Trypanosomatina
Género: Trypanosoma
Seccién: Stercoralia
Especia: cruzf (Velasco C., et al, 1990).
2.3 MECANISMOS DE INFECCION:
En & hombre la puede ser é o Los p! de defa

parashiosis comprenden:



2.3.1 Las deyecciones del artrépodo sobre ia plel no indemne, donde el artrépodo al picar en zonas descubiertas
da la pie! dol hombre y tas mamiferos durante el suefio, ellmina sus hecas con los tripomastigotes metaciclicos
que penatran por el sifio de la picadura, a través de la piel escoriada o por las mucasas.

2.3.2. Las transiusiones sanguineas, ya que T. cruzi se mantlene vivo alin en refrigeracién hasta por dos meses,

233.la y de cames a crudas de animales Infectados.
2.9.4.in utero o via que Ia Una madre puade
los i al durante el dela por un aumento en la

permeabilidad de la placenta,

2.3.5. La leche materna.

2.3.6. La falta de cuidado en ol laboratorio.

2.3.7. El transplante de drganos (Costa R., ot af, 1991).
2.4 VECTOR TRANSMISOR;

El cklo blolgico de T. cruzf esth involucrado con vertebrados que fungen como Hospederos y reservorios y con

un vector, el llamado y chipo® an los pafses dsi cono sur; mientras que en México
se le conoce como "Pick" {en lengua Maya), *Chinche de Compostela, talaje, chinche hecicona, besucona,
voladora®, etc.

Los triatomincs son insectos pertenecientes al;

Orden: Hemiptera
Familla: Reduvildae
Subfamilia: Triatomninae

repartidos en seis géneros y cionto catorce especies.

Se enel desde los 43° de lattud norte a los 49° de lalitud sur.

Estos insectos miden entre 1.0y 8.5 cm de longitud. Poseen un cusrpo segmantado en cabeza, téraxy abdomen,
y tres pares de patas que nacen deltérax. Casi todos los triatominos adultos tienen un par de alas membranosas.

Son animales de aclividad noctumna; durante el dia reposan en sus ’ oenlas di de

paredes, techos, etc., de la habitacion humana. Durante la noche se acercan a las camas de las
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[:] son Yy de sangre para su alimentacién, las

cuales fluctian entra 0.5 y 6.0 ml (Pub Téc INDRE).

Deacuerdoaia i en la Repu d se diversas ies de

P! P

(Velasco C., et a!, 1088}, asi pues existen:

25 espacios dal género Triatoma

1 espacie del género Rhodnius (R. prolixus)

1 especie del género Panstrongylus (P veloluberculatus)

1 especie del gdnero Belminus (8. costamicencis)

2 especie del género Eratyrus (€. cuspidatus y E. mucronatus)
2 especie dal género Paratriatoma (P, hirsuta)

- 1 espacie del género Dipetalogaster (D. maximus)

Por su mayor il A Yy las espaci de mayor son: A,
prolixus, T. barberl, T. dit T.p T, longip y T. picturata.
(Mapa Ne. t}.

2.4.1, CICLO DE TRANSMISION DE T cruzi POR LOS TRIATOMINOS:

Realizan tres ‘difnmnle_- ciclos, en relacidn directa con su antropofilia:

2.4.1.1, Ciclo silvestre o S que sdlo pican al hombre.
24.1.2Ciclop i a aquellos que habitan en las cercanlas de la vivienda
humana y qua han iniciado la colonizacién de ésta.

2.4.1.3.Ciclo é iario o Gtico: son que tianen como principal fuente de alimento
al hombre y en menor grado animales -] clertos ete}

gque viven en la habitacidn humana o penetran en ella. De ahi que el hombre con malas condiciones de vida en

zonas sea por 1a pk da los {Fig. 1). (C: R., 1975).




@ LOCALIBADES EN DONDE SE HA ENCONTRADO TRIATONIOEDS INFECTADOS COW T. CRUZE
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FIGURA 1. LOS TRIATOMINOS ¥ SUS CICLOS EN LA NATURALEZA

Triatomino

silvestre
Ciclo silvestre o zodtico. /
Lugares: seiva, campo, Anlmal Anlmal

) silvestra silvestre
desierto.
\ Triatomino /
silvestre
Mamfero

doméstico
Ciclo intermedio o zocantrépica, - \

Lugares: ambiente peridoméstico,

o silvestre o silvestre
galhinero. /
\ Mamflero
doméstico
Triatoming
domiciliatio
Ciclo domicillario o J
anrdpico, Anlmal dofméstico Animal doméstico
© humano © humano

Lugares: vivianda



2.5 RESEAVORIOS NATURALES DEL, PARASITO;

La infeccién es principalmente una enzootla, por fo que los & actdan como

resetvorios, enire otros se han reportado a:

Ratus novergicus (rata)
Neotornma sp (rata de campo}
Peromiscus sp (ratones da campo)
Dacypus novencinclus (armadillo}
Didelphis marsuplalis (tlacuacha)
Canis familiaris (perro)
2.6 EPIDEMICLOGIA:
La I es una ofiunda y iva de este Su 6

geogrifica comprende desde el sur de los Estados Unidos de América, donde se han registrado casas
autéctonos, hasta la provincia de Rio Negro, en ef sur de Argentina.

En Brasil se condisera a la enfermedad de Chagas como un problema serio, slendo las partes def Sur, Este y
Noroeste del pais as mds afectadas (Mapa No. 2).

Los estados de la p son: Oaxaca, Chiapas, Jalisco, Nayarit,

Yucatdn, Veracruz, Estado de México, Sonora, y en manor grado:

Aguascalientes, Morelos, Colima, C: Durango, Quaré Quintana Reo, San Luis Potos]

y Sinaloa [{Pub Téc INDRE,, Velasco C., et al, 1890; Velasco C,, et al, 1988) Mapa No. 3]
F ! IC RASITO:

g enila en tres estadfos queson:

apimastigote y amastigote. La forma de enel mide de 15 & 20 u de fongltud,
al cinstoplasto migra desde (a porcién anterior del cuerpo, hasta la poskidn posterior al nicleo (pu!dén
anteronuctear), pero todavia no se establece en su sitio final, of flag: una

Este estadio morfoldgico se multiplica en el intestino de los triatominos, para dar lugar a los tripomastigotes
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metaclelicos, La fase de an |a materla fecal del trialomino infecta al

Hospedero vertebrado penetrando por la solucién de continuldad causada por la plcadura del insecto, por las

mucosas y probablemente por la ple! Indemne. Dentro del Hospedero panetra a células no fagochticas y

macrdfagos (M@s); en éstos {ltimos si logra 30 ysa en quo mide de
2-7 u de didmetro, sin flagelo libre, presenta un niclec grande y axcéntrico y un cinetoplasto en forma de

bastén incurvado a partir del cual se orgina el flagelo en las diversas formas evolutivas, se reproduce

por en el citop rompe la célulay penetra a otras (Tay J., et al, 1980).

Esto astadio poco después se on trij ks quees de cuerpo

que mide unas 20 a 25 » de longitud y generaimente esta incurvado en forma de C, U o S. Presenta un gran

Gcleo de centro yci del una q

en flageic, El citoplasma es poco granuloso y cuando se tiie al parksito con Glemsa o Wrigth, se ve azul pélide,
el nticleo color carmin y ef cinetoplasto morado (Tay J., et al, 1880).

En esta fase o! pardsito se encuentra en la sangre de los mamiferos y en elintestino posterior de los triatominos.
Segin Romaia y otros autores en el vestebrado parasitado ocurre de manera simultdnea un clclo vital de
progresién fusforme, que termina en tripomastigote deigado y otro de progresidn orbicular que origina
tripomastigotes gruesos (Romaiia C., 1963; Siiva L., 1959; Brener 2., 1975).

Brener propone que ambas formas son del del géi y que
differen en su capacidad de penetrar a las células del bl on la ala del
F y enl para infectar al Asl, las formas

con rapidez en las cdlulas dol Hosp son idas por el sistema y @s dificit que

] do este las ingiere, Sucede todo lo contrario conlos tripomastigotes gruesos, que
al parecer son los Unicos capaces de infectar a lostriatominos (Silva L., 1859; Brener 2., 1963; Brener Z., 1975).

2.8 CICLQ BIOLOGICO DEL T, crizf EN EL HOMBRE



Triatomino no
Infectado.

€ICLO BIGLOGICO DE T. crual

Picadura a mamftero
ey Infectado (tripomas-
tigotas sanguineos).

Salida de amastigotes
fue se transiorman
répidamenta a tripo-
mastigotes sanguineos.

+

Usis calular.

.

Muttiplicacién
por divisién bl

Evolucién a su forma
e

El parésito llega al Pasa al intestine del
tbo digastivo del ey transmisor en forma de
triatomino en forma de tripomastigote metacklico
epimastigote {forma infectante).

Picadura de! triatomino infectado al vertebrado; ingestién de
sangre y deyeccidn sobre la plel o mucosas del individuo,
depasitando junto con la crina y el excremento a ios tri-
mastigotes metaciclicos infectantes.

los por 1a piel
© mucosas escorladas

|

Introduceidn del pardsto a las célutas

Inaria.

del tejido cercano al stio de
penetracidn.
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28 PATORENIA;
€l Par&sito agrede al Hospedero de varias maneras, siendo una de las primeras formas, la destruccién de las
células parasitada, entre ellas Ias dei sistema mononuclear fagochtico y de otros tefidos, por ot parte las

células de respuests Inflamatoria causan también un dafo tisular consilerable. En ia cronicidad de la

f s0 lesiones por fané de as{ como

reacciones de Hipersensibllidad tipo I, la cual se presenta en algunos individuos que desarrolian dichos

at tipoill da porlos p da delos pard:
y los tejidos que te comoe inmunes sobre estructuras tisulares tales como los
é del rifén, L] via clésica, {Brenar Z., 1975).

Los parésitos invaden gran cantidad da tejidos y drganos, tales coma: corazén, cerebro, higado, bazo, ganglios

diversas.

otc., leslones y
2.10 CUADRO CLINICO:

Ala de T, cruzien el sigue un perfodo de Incubacién que suele durar entra 4 a 14 dias,

tiempo en @l que los sufren las yse alas

células.

Las manifestaciones clinicas que sutre el el humano se pueden resumir

de la sigulente manera:

ENFERMEDAD DE CHAGAS:

2.10.1 ADQUIRIDA
2.10.1.1. FASE AGUDA: - CHAGOMA DE INOCULACION

- COMPROMISO VISCERAL

2.10.1.2. FASE INDETERMINADA
2.10,1.3. FASE CRONICA: CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA
2.10.1.4. OTRAS FORMAS CLINICAS

NITA

15



2.10.1 ADQUIRIDA (Pub Téc INDRE)

2,10.1.1. FASE AGUDA:

Existe un perfodo de bacién que o 4 y oscila da 4 a 14 dias. Algunas vaces

cuando la fue por las de puerta de entrada con ol signode

Aomaia (complejo ofalmoganglionar) que consiste en una blefartis Indolora, bipaipabral, unilateral,

aritemo-papulosa con edema eldstico, reaccidn y 6 blen deint S
en otras partes del cuerpo, los que se pueden definir como duras, erit que pueden
presentar paquofias vasiculas. Estas jesiones no supuran y (a4

El crecimiento de ics ganglios linfdticos satélites es otro signo importante. En ol caso del complojo
oftalmoganglionar son palpablas los ganglios periauriculares y los de las cadenas cervicales, cuando la puerta
de entrada ocurTié en otra parte del cuerpo, los ganglios vecinos son los que reaccionan, La adenopatla puede
persistir durante meses.

La fiebre es of signo mds importante en osta etapa, observindose en el 95% da los casos agudos. La

temperatura se elova oscilando sntra 37°y 38°C, con un perfil eiregular, con picos
vespertinos. A veces puede ser continua y elevada, 4nd: W con la de la
i 36 la fiobre se de cefalea, sstenia, malastar general, miaigias, artraiglas ¢

ip Los nifios se irritables, A N en los casos més graves.
La durackén del perfodo febrll guarda relacién con la de2a4 después de

datectados [os iripomastigotes en sangre. La caida de la curva térmica generaimente ocurre por lisis celular
£l edema subcuténeo se observa en mds de 1a mitad de los casos agudos clinicos, presentindose iniciaimente
&n la cara y prograsando hacla el tronco'y extramidades. Es calienta, eldstico @ indoloro, generalmente discreto

o moderado. Segin Rasst y Neto se debe al dela capilar

La Hepatoesplenomaegalia se presenta en el 30-40% dae los casos con repercusiones clinicas y ocurre en forma
.precoz pero discrota. €l Rigado suele aumentar répida e intensamente de volumen i se instala una insuficiencia

cardiaca aguda.



La itls 0s ram y de 4 sombrio, se presenta principalmente an lactantes. En astos casos

son fos

con crigls o vémitos y
afecciones sensoriales. En casos menos graves al compromiso del SNC se limita a una Initacidn meningea

fugaz como o pardlisis {Pub Téc INDRE)

El encéfalo puede presentar parasitismo de las células gliales y muy rara vez de las neuronas (Brener Z., 1975).

La cardiopatia en la enfermedad de Chagas aguda parace ser (a lesiin 16 més en

pacientes que en vida presentan signos minimos de compromiso cardiaco. En el pericardio se observa un
aumento de liquido como consecuencia de una pericarditis fibrosa (Brener Z,, 1975).

Los casos graves de miocardiopatia chagésica aguda pusden evolucionar hacia la Insuficlencia cardiaca

aveces, de sibita y curso viols que conduce a la muerte en cuestién de horas o dias,

El ECG suele ser normal en mds de la mitad de los casos agudos, presentando apenas taquicardia sinusal.
El prondstico en la fase aguda generalmento es bueno y el cuadro remite esponténeamente entre los 30 y 90
dias posteriores a su instalackén,
2.10.1.2, FASE INDETERMINADA:

Durante la fase la fay el L] cuado, Sin embargo,

Ia seroiogla es positiva y con frecuencia se les encuentran datos electro y ecocardiogrificos que sugieren
miocarditis, Segln Laranja y col, se trata do la forma al més frecuente @ importante desde @l punto de visia

Si riza porla glica enun

{ECG) y radicgrafias normales para corazén, eséfago y colon. Un porcentaje elevado de este tipo de casos

& las formas od daespués de este estadlo, aunque un nimero aproximado del
70% permanece Indefinklamente on la "etapa indeterminada®.
2.10.1.3, FASE CRONICA:
Esta fase s@ manifiesia en personas de 20 a 50 afos. Puede ocurmir que en las tases iniclales el individuo sea
hipa o asintomético, @ inclusive el examen fisico no revele ninguna anormalidad o apenas una cardiomegalia

discreta.
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En esta fase el yia sufren un y se hace dificil el hallazgo del

agente etlolégico en la sangre y en los lajidos (Brener Z., 1875).

El

p se cantra en el y on el tubo ivo, En estos casos, so

por L] del con zonas de adelgazamiento

de la pared ventricular que pueden ocasionar un anourisma, sobre todo en la punta del comzén (Brener Z.,

1978).

La miccardiopatia chagdsica crénica (CCC) avanza haciala cardlaca, pero aunque
en las droas se va por la muerte sibita debido a la fibrilacién
ventricular, alrededor del 40% de los casos una benigna una del

enfermo hasta de 60 o més afios de oedad.

El dailo comienza slempra en un periodo subclinico, con alteraclones del ECG, el cual generalments indica un
bloqueo completo de la rama derecha del Haz de His. (Brener Z., 1975). Si el paciente se hace sintomadtico
entonces el cuadro clinico varia considerablemente de acuerdo al grado de Insuficlencla cardlaca o al tipo de

alleracidn dal ritmo, Los més s0n las y la disnea, p! y

ofiginados por éstasis visceral, particularmente hepatica.
En las fases finales de la insuficiencia cardiaca es comin que Junto con los signos de congestidn general

derecha, se instalen también i i de

2.10.1.4. OTRAS FORMAS CLINICAS:

Las meg Slago y lon) son en algunas regiones de Brasil, se deben a la

disfuncién motora de los segmentos del eséfago y colon debido a la & En

México se han descrito ya varios casos do cada una de estas entidades clinicas, en los estados de Chiapas,
Qaxaca, Guerrero, Jalisco y Tabasco.
En 1a CCC existen otras alteraciones visceralos debidas a 1a accién directa del pardstto, a la denervacién, a la

éslasis

alos inmunes y Los drganos as! afectados pueden ser estémago,
intestino delgado {duodeno), higado, vias biliares extrahepéticas, pAncreas {que por ser una gléndula ademds

de enddcrina, exéerina se ve afectado ditectamente cuando hay dafo del SNC), bronquios, pulmdn, tracto

18



urinario y ademds produce a nivel de salivales y ya que éstas

depanden directamente del SNC. La o3 una bilateral de las pardlidas que se

manifiesta clinicamente por sialorrea, y es causada por la denervacién parasimpética de la glandula,

2.10.2. CONGENITA:

El paso de 7. cruzi al feto, durante la gestacién determina un cuadro clinico caracterizado por el nacimiento

y variable del SNC y det mlocardio.
La enfermedad de Chagas congénita produce una elevada mortalidad, especialmente en aquellos niics qua
presentan la sintomatologla al nacer. En otros, la causa inmediats de! doceso susle ser una enfermedad
concomitante sobre todo la bronconeumonia, dado que en la mayoria, se desarolia una distrofia grave, con
profundas alteraciones del sistema inmune,

2.11 DIAGNOSTICO:

La én y ai del pardsito en del paciente, el 4 Esto

es facil en la etapa aguda, pero muy dificil en la crdnkea. Por elio, durante esta etapa se consideran buenas

para el las pruabas & alECG, al etc. Desde luego,

en el di ico son i los clinicos y Junto con los estudlos de gabinete

y de laboratorio.

2.11.1 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL:

La enfermedad aguda puede ser confundida con varias febrites, i y
LEY ol di las de puorta de entrada, !a ficbre olw‘lda continua con
& partina de un mes da duracién que suele tener dos picos en el dia y

de I dela edemas duros @ Incluso, anasarca que

aparece frecuentemente.
2.11.2, ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS;
Los antecedentes det caso, of estudio de campo y Ia vivienda crientan y fundamentan el dlagndstico. En

habitantes de las regionas émicas debe enla de tri cronica al

cardiacay



2.11.3. ESTUDIOS DE LABORATORIO:

En’ ol perlodo agudo de la hay 1 con de
Yy L La puede ser muy elevada, particularmente en nifios. Los
itos y la a veces on forma importante, aungue por lo comun sélo se aprecia

anemia moderada, Ocurre ademds hipergammaglobulinemia.
El diagnéslico parasitoldgico esta basado en las pruebas: directas, que demuestran fa axistencla de 7. cruz/,

y en las que en

2,11.3.1. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DIRECTO:
2.11.3.1.1, Examen microscdpico directo de sangre fresca: ae usa en fa fase aguda, es el mélodo emplsado
para ef diagndstico répldo de las formas congéniias.

2.11.3.1.2. La gota gruesa: es un método para buscar pardsitos sangulneos, que requiere de hemolizar los

para que su no impida a observacién de los pardsitos.
2.11.3.1.3. El método de contrifugacién de la sangre fresca o técnica de Strout: en donde se utiliza sangre
venosa totat o el suero. Se usa principalmente para la fase final de la etapa aguda cuando los pardsitos ya no
son tan abundantes en la sangre.

2.11.3.1.4. Bl basado en la activa de T cruzi en el tubo digestivo de los

El sirve para ol & de la infeccién en la fase aguda y l:ﬂSr‘!lca.

2.11.3.1.5, Hemocultivo,

211.3.18. i6n an de

2.11.3.2. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO INDIRECTO (SEROLOGIA): es el diagnéstico inmunolégico que

los (Acs) en el p 4 Los métodos saroldgicos mas utllizados

son: HAl (Hemaglutinacién Indirecta), RFC (Reaccién de Fijacién de C i (2]

Indirecta), AD (Aglutinacin Directa} y las dcnicas inmunoenzimaticas. La AFC debido a sus dificultades técnicas

y la tardanza do los resultacios ha caldo en desusa,
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E! antigeno utilizado en HAl, RFC y en aigunas varianlas de ELISA os e! lisado de epimastigotes de T. cruzi
provenientes de cultivo. En cambio, en la IFI, AD y en algunas de las Técnicas inmunoenziméticas se utilizan

epimastigotes de medlo de cultivo (Brener Z., 1875).
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3. ANTECEDENTES:

3.1 INTERACCION CELULA HOSPEDERA.PARASITO

Acerca de los factores que la resk o e la célul durante la

por T. cnazl atn se sabe poco, por ello un andlisls mis detallado da las interacciones do la célula

hospedera-pardsito podria pruv;er tos para los de durante la
infaccién,

Muchos los de S y destino del pardsito
en una gran variedad de célulaa tanto como no i técnicas de

Splica y Bnil en algunas
Se sabe que T cruz/ requiere de una L[ lar para a su forma de amastigote,
noecesaria para la multiplicacién del parasito en las células de! d Asila én de las
formas Invasivas (tripomastigotes) y las células del p asume particul para el
y dela i6

En 1973 Dvorak y Hyda, uno delos estudios al en el que ta refacién
de la célula de b con o pardsito en su estadio de tripomastigote sangulneo,
para ollo cultivos cel ios de muscuio esqueiético de embridn bovino y la linea celular

Hela, donde abservaron que los eventos durante la interaccién In vitro de T, cruzi con las células del hospedero

se podian clasificar en cinco fases, las cuales la de A gl
siando éstas:

1) P Kn de los trip a la célula

2) de los trip a

3) Reproduccidn de los amastigotes.

4) Di de los if a i

5) Muerte de la célula yli 5n de los tri i {Dvorak J., et al, 1973; Hyde T., et al, 1973},

1) FASE DE PENETRACION:
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Los tripomastigotes sangulineos se adhleren al Alix de la célula Yy
formando un surco en ef plasmalema, posierormente se dirlgen hacla el citoplasma con movimlentos rdpidos

del fiagelo; aparentements no existe una relacién directa entro la én de los yla

capacidad de Infectar las células hospederas. Estas células pueden sufrir multinfecciones con un nimero
promedio da 8-10 parasitos, lo que indica que la penetracidn de un parésito en fa célula hospedera na impide

{a de ofres. Por olro lado, el ndmero y localizackin tisular de los pardsitos varia en funcién de la cepa empleada,

mientras que ia enla de fos para penatrar tipos de células del
vertehrado, esté relacionada con su tropisma tisular (Dvorak J,, et al, 1873; Hyde T., et al, 1973},
2) FASE DE TRANSFORMACION DE LOS TRIPOMASTIGOTES EN AMASTIGOTES:

Esta fase requlere aproximadamente de 3 h para que se llavea caboy P! una

de los tripomastigotes a amastigotes, en donde ol primer cambio es un adelgazamiento gradual de la parte
posterior del pardsito, la cual se ve acompafada por un movimiento flagelar, en donde éste se dispone

fracuentementa alrededor de su cuerpo, que migra & la regién de la célula dera; durante este

proceso, la i y P {Dvorak J., et al, 1973; Hyde T, ot al, 1973).

3) REPRODUCCION DE LOS AMASTIGOTES:

Pravio a la reproduccién de los amastigotes, se obsarva que éstos parsisten en forma latente en fase /ag dentio
del citoplasma de la célula hospedera por un perfodo de tlempo de 26 a 44 h aproximadamente, durante el cual

se presenta un Incremento gradual en el tamaiio del parasito, El nicleo del os

cuando no se encuentra en divisidn, sin embargo, cuando el pardsito entra en divisién, el nicleo se hace

indistinguible del citoplasma. El praceso se continda por fisién binaria del untiempo

de 25 h; las dh ocumren enfa én y el niimero de generaciones
producidas en promedic es de 9,

El nimero de on la céluk se

g por su ciclo mitético; las células

con una carga baja de paré on sy pueden pi una carlo y una citocinesis normal, en fa

que la distribucién de los pardsitos en las células hijas es al azar. La carga moderada de parésitos inhibe la

aunquenala i de la célula hospedera, lo que genera células con una mitosis atfpica. Una
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carga alta de pardsitos Inhibe tanto la carlo como la citocinesis, lo cuat quizd sa deba a una obstruccién en la

funcién normal dal aparato mitético. Por otra parte, el nimero de

proporcional al nimero de pardsitos que penetraron en la célula (Dvomk J., et al, 1973; Hyde T, et al, 1973).

4) DIFERENCIACION DE LOS AMASTIGOTES A TRIPOMASTIGOTES;

Esta fase se Inicla entre el 50 y 6o dia post la n de no se
sincrdnicamente, por ello pueden ser encontradas todas las formas lransicionales existenles entre (os

amastigotes y los tripomasligotes en una sola célula.

La én del pardsito una gradual del cuerpo y del flagelo lo cual se denomina,
prograsién fusiforme (Dvorak J., et al, 1873). En las fases transicionales tempranas, se observa un estadio

similar al de en donde o migra a la poskién posterior dal cuerpo y la membrana

delos

a los de la goneran la
anchos, los cuales poco a poco dardn origen a los delgados, durante esta fase el pardsfio llaga a ser
progresivamente mds activo (Dvorak J., t al, 1973; Hyde T, et al, 1973},

5) FASE DE UBERACION DE LOS TRIPOMASTIGOTES:

A\p! a {os 7 dias post. al de la célula se lieno de

tripomastigotes, se observa una degeneraciin del niickso que presenta grandes agregados da cromatina y

p finos onel los cuales se proy hacia Ia periteria de la célula limitando con
la membrana celular. La salida del pardsito de la célula hospedera muerta ocurre de manera extremadamente
rapida (en menos de 1 min), sin smbargo, no todos los pardsitos logran salir del citoplasma. St la célula
infectada est4 en contacto con otra célula, la salida de los tripomastigotes puede resuliar en una infeccldn
inmediata de las células adyacentes.

Continuando con la misma linea do

en 1976 Nog y cols, Ia dalos Mgs

y otros cultivos de células no fagociticas tales como la linea celular Hela, cultivos secundarios de

embriofibroblastos y células L, con los estadios de Yy donda tantoa
microscopla Sptica como electrdnica, que los epimastigotes se adherian por el cuerpo a la superficle celular,

inicidndose asl el proceso de ingestién que tenia un tiempo de duracién de 1 h, al final de este procesa se
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formaba {a vacuola donde se aun con al pardsito, minutos después éste

quedaba inmévil y al cabo de 24 h ya no era pesible hallar detalle morfolégico alguno del epimastigote

{Nogueira N., et al, 1976).

Con fos tripomastigotes se observé un proceso de similar al antetior, pero

diferia en qua los tripomastigotes eran capaces de sobrevivir a la con a vacuola de los

M@s y de multiplicarse en of citoplasma.

En los cultivos de células L, de embriofibroblastos y células Hela, se encontrd que los epimastigotes se

ala dela celular, sin go su al no se llevé a cabo

debido a que éstas son formas no Infectantes; en camblo las formas de

al citoplasma de estas células.

De esta modo, sa obsarvé que la de y a law células del hospedero

mamifero ocurria por fagochosis, cuando se trata de una célula fagocitica tal como el Mg ya sea libre o fjoy

por la entrada o penstracién de los tripomastigotes a las células no fagociticas.

Estudios par Ki y Wirth, datos a nivel molecular acerca do la
delos M¢s p: de ratén (M@$PR) con el pardsito y determinaron que los M@t sintelizaban
y liberaban fibronectina (FN), para la que axistia receptor ifice di i ambos; estos

receptores glicoproleicos eran capaces de modular la adherencia e internalizacién del pardsito (Wirth J., et al,

1984). La FN se encuentra presente no selo como una de matriz y como material
en el tejido sino tamblén en los flukdos corporales tales como el plasma sangulnec
‘E(panlclpando on un nimero de de la sup calular con el microamblente

extraceiular local). De osta forma, se ha observado que la FN del plasma humano (250 ug FN/ml de medio de

cultiva) i alos o a los M@FR durante una praincubacién de 1 h a 37°C,
aumentaba significativamente |a unién de fa célula pardsito y con ellosu ion; este efecto
unir enel de M¢PR con el pardsito y en el nimero de parasites/M$PR

(Wirth J., et al, 1964).
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En 1988 Quassi y cols., Interfierieron la Invasién /n vivo de fibroblastos murinos de [a cepa BALB/c (3T3) por

péptidos é a FN, pero an el sitio de reconocimlento

cuya de unién se formada por fos aminodcidos Arg-Asp-Ser. E) péptido sintético més

efoctivo, posefa la secuencla Arg-Gli-Asp-Ser que se unfa a fos receptores de fos tripomastigotes, evitando la

adhesién del pardsito a la célula h o que se i un dela
de los p! con el péptido sintético (Cuassi M., et al, 1980).
En 1974, Luban y Dvorak que el pH, la la presién, ol pase y mantenimiento del

parisito en medios de cultive in vitro, asl coma las alteraciones en el curso de laInfeccidn de cultivos de tejidos

{como I dela 6n de la son 16

que aiteran la invasién de

la célula hospedera por ol pardsito (Luban N., et al, 1874).

Por otro lado, se ha que los tlenen una

sin embargo ésta noinfluye positivamente en su capacidad infectiva ya que estas formas no han completado

sy y porlotantop una inucién en su para panetrary reproducirse
en un cultivo celular.

Ademés, se ha que algunas l intetizadas por of pardsito i fa i6n célula

hospedera-pardisito y con ello la infectividad, por ejemplo, los tipomastigotes y amastigotes, pero no los

epimastigotes (pues no es un estadio infectivo), sintetizan una proleina de F
de la Infectividad de los Ms (TcMIP), la cual se adiciona a la lista de proteinas sintetizadas por el pardsito, tales

coma: TeTOX, Penetrina, Trans-sialikdasa, Neuraminidasa, ete.

Lat I participa en la 6n de una

para fa invasién a [a céfula hospedera,
esta enzima es una variacidn de las sialitransforasas de las células eucariSticas y transfiere el dcido stilico de

los conjugados sial. T cruzi no sintetiza dcido sidlico, sin embargo contlene la enzima que lo transfiare de los

de la célula al parésito, El 4cido sllico es un hidrato de carbono cargado
negativamente que se Une a las pi Yy I ysu particlpa en ef reconocimiento de
las células. El &cido sidlico ha side a ligando P la dela

trans-slalidasa y la adquisicidn del dcido siélico por 7. cruzi es relevante en fa interaccidn det parésito con eof
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hospedero, lo que modifica la fade la Sehan i tanto los genes que codifican

para la enzima comoa laenzimaenla dalos g I y . Los genes
corresponden a una familia que codifica para mu coplas, de asi- familia génica son
de manera 4 yu pocos tienen actividad de trans-slalidasa, Todos ellos poseen
alas
La trans-sialidasa ¢s una enzima ffica, remueve ol @-2,3-4cido sidlico unido a
glicop i y adamés de residuos de D- ta

@3 una enzima Unica que parece jugar numerosos papeles en la supervivencia del pardsito, tales como, invasién,
escapa de la vacuola fagolisosomal, resistencia a la lisis mediada por complemento, ete,
El mecanismo probable de ta accién de T, cruz/ durante su penatracién a las células del hospedero mamffero

o3 el siguiente [Schenkman S., et al, 1983 (figura 2)]:

Por otra parte, la pratelna TeTOX es una toxina derivada de T. cruz/ que h los glébulos rojos

un poro de membrana a pH 6, ademéas participa en el ascape dal pardsito da la vacuola fagolisosomal y su

accién se facilita en p ia de la lalld §., et al, 1993).
Ademas, se conoce que T. cruz/ invade a las células del mamifero después do migrar de la matriz extracelular,
estas actividades estdn mediadas por una proteina da 60 KDa expuasta en la supaerficie del pardsito. Esta

proteina promueve la adhesikén selactiva de los alres de la matriz extracelular:

la heparina, el sulfato de heparén y la coldgena, de manera que la protelna purificada se une a fibroblastos y

cuando se adsorbe en pldstico se p la ény én de ostas células (Ortega-Barria E., at
al, 1991).
Libby y col., describleron tante /n vive como in vitro la de la enzima daala

superficle de los tripomastigotes, la cual en relacién al grado de parasitemia remuave el dcido sidlico de los.

giébulos rojos de humano, de fa supetficie do las células miocdrdicas y del endotelio vascular, Las

macromoléculas que contienen dcido sidlico son y como

para esta enzima. La ladaal pued: i por

la superficio de fas células intactas, de manera que !a pérdida de los sialiiconjugados de la superficle celular
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Figura 2

= Acldo Sidlico
_:,Trans-siandasa

—<Penetrina u otra Sialoadhesina
(¢ hceptor del 4cido sidlico
e lectina de la célula hospedera

Modelo de accidn de la Trans-sialidasa durante la penetracién de T, cruz/ a las células def hospedero mamitero.

Los pasos del 1-4 indican la de los a las células no fagociticas,
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participa en la (a del ta desialllacién da las células del hospedero mamifero puede
activar el complemento via alterna y provocar la destruceidn tisular. Los residuos de dcido sidlico en 1a superficle
luminal del endotello vascular pueden influenciar las interacclones de los glébulos rojos con ia pared de los

vasos sanguineos, lo que a su vez p! la ag yla dolog al

por elio,la ndefa i ala en las arterias
que se acompaiia de una fibrosis cardlaca an el ratén infectado experimentalmente. Ademds, los residuos del

acido sidlico pueden gonerar la adhesiin selectiva de los linfocil acélulas

Por su parte, los tripomastigotes vivos son capaces de liberar e dcido slilico de las células miocdrdicas

intactas, esta desialilacién as selectiva puesto que las formas de no ia actividad

Asi que esta o3

pl en el dala cardlaca

tardia (Libby P, et al, 1988),
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3.2 RESPUESTA INMUNE CONTRA T. cruz!

Algunos de los asp: més @ integ do las i son los diversos

que pi a inmune para aliminar al pardsito de ia célula hospedera ya que ésta le

sirve como medlo de supervivencila y multiplicacién.

Durante la respuesta inmune en ia infeccién por T cruzi, dos aspactos Interalacionados han side motivo de

estudio: uno es la p dola inmune del contra el pardsito y of otro es

el andlisis de la inmunosupresidn que se presenta durante la tase aguda y crénica de la Infeccién murina

exparimental, Ademés, este (timo se ha con la funcién de células Ty M¢s,
De talforma, los poli {PMNs) 6 (Eos) y 6 (Nos), asi como los M¢s (céiulas do
! de Kupffer, L | ele) yon el sistema

ftico @ | vi enla inmune Inespecifica y en la ifica (fase efectora) que
sa monta contra el pardsito tres

1) Tanto M¢s coma PMNs Nes (microfagocitos), son capaces de fagocitar ef material antigénico que penstra

en ¢l hospedaero y oxidarlo por accién de sus enzimas lisosomales.

2) Los M¢s, células B, gliales, del ete., pueden parenla &
de larespuesta inmune cuando actGan lulas p de antig (APC), péptidos del
g (Ag)a clase Il del jo principal de {MHC Il), que interactda con

el receptor de! linfocto T o TcR (subpoblaciones de Linfocitos Tht y Th2). La interaccidn MHC IIl-Ag-TeR se

CD3, CD4 y por las adhesinas a integrinas presentes tanto en el Mg

por las
{ICAM-1 y LFA-3) como en el linfocko T (LFA-1, CD2].
Los linfocttos T se clasifican en funcién del patrdn de sintesis de citocinas slendo los linfocitos Thi los que

liberan la iL-2 @ INF-y que activan y hacen prolifarar a los Th2 que a su vez liberan iL4, -5, 6,-8y 10y

3) Las células (CMNs) que on la tase yefectora de la inmune,

A parir de estos surge la de como sa estas

celulares que son capaces de montar una respuesta inmune contra los diferentes estadios del pardsito

y 9
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Los primeros estudios /n vifro gue se realizaron al respecto fueron a microscopla éptica y oloctrénica en Mps

poritoneales de hdmsler, ratén y rata, para obsetvar céma era la 51 celular con los di estadios

de T. cruzi durante el proceso de infecckdn (Milder R., et al, 1973; Milder R., et al, 1980; Teixeira de Pinho R.,

o al, 1981; Sanderson C., et at, 1879).

Investigaciones subsecuantes tomaron en cuenta los p ¥ de los M¢s duranta
ia Sn {que una de las pri estirpes cel que p en el proceso inflamatorio,
debido m que liberan algunas de fas citocl P que son capaces de:
i L] al parisito ya que poseen receptores especificos para

Yy {MacCaba, R., et al., 1884), de procesario u oxidarlo, asociando

algunos péptidos antigénicos con maléculas del MHC Il y presentarlo a los linfocitos Th. También se encontrd

que los M¢s les o i eran menos ! que los i por BCG o
(LPS} en 1a ali 4n in vitro de T, cruzi en sus distintos estadios; por otra parte, se determind

qualos Ms actr enila d y y menos
contra los Los M¢s actian por medio de sus enzimas lisosomales que

se vierien en la vacuola parasitéfora y cuyo principal contenido es el H,0, (que afocta al pardsito ya que es
deficlente de la enzima catalasa), NO (Muficz-Femandez M., et al, 1892) y en manor proporcién superéxidos,
fones oxhidrilo y oxigeno molecular (Nogueira N., et al, 1977).

ACCION DE LOS M¢s SOBRE CADA UNO DE LOS ESTADIOS DEL. PARASITO.

Los tripomastigotes sangulneos puedan infactaral M@ suN. il Ul

seorfagocitados (Snary D.. ot a, 1985). Los pardsitos permanecen poco tismpo dentro de la vacucla parasitéiora
ya que son capaces de escapar de ésta hacla el citoplasma de la célula, shio donde se diferenclan a su estadio
de amastigolas y se lleva a cabo su multiplicacién, proceso que refleja una adaptacién del pardsito a los

dala inmune del

La presencia tisular de los amastigotes asi como de los demds estadios, inducen una respuasta inflamatoria

cuya severidad esla en funciin de la cepa de T, cruzl y del estado de competencia del sislema inmune.
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En ol caso de los la ion a los Mps 5 min después del ) suglere

la pi la de p de que p la det pardsito por fagocitosis (8 min

después de [a Interaceidn del M@PR con la superficie de los amastigotes) ademas de la penetracidn activa del

parédsiio. La multiplicacié n de {os amastigotes es inhlbida en los Mgs acth ya que oxid

af parsito en un tlempao ap dadhy iyen la da los M@s 12 h después; un proceso

similar se observa en los monocitos (Mos).

Por otra parte, McCabe y cols., afirman que los dos do células son capaces de
otras células asf como no fagociticas y de I4 conloque
y amp la yla de células tanto /n vitro (McCabe R., et al, 1984) como /n

vivo (Villalta F., et al, 1934),

Los M¢s do con ahAgs lonad unaaccién trip que
presenta una cinética de aumento progresivo en el periodo de lentras que los
con BCG p una A més que (Nog N., etal, 1977).

Ademas se ha observado que los M@s activados in vitro, sintetizan y secretan grandes cantidadas de INF-y y

activador de plasminégeno, cuya funcin es activar a las p CtyCadel La de

activador de plasmindgeno se asocia a la presencia de una slevada actividad hasta

20 vaces de su valor basal), lo que indica qua asta proteasa neutra fue liberada al medio axtracelular, por ello
los M@ activados con INF.y que interactian con el pardsito cublerto con IgG son mds eficiontes en la
efiminacién del mismo ya que el opsonizado y el INF.y inducen una accidn citotéxica sinérgica por parte del
fagocito (Plata F, 1984).

Asl la acumulacién de linfocitos y Mps en ¢ tejida infectado del hospedero es comin, lo que indica que Ia
inmunidad mediada por células juega un papel importanta en la resistencia al parsito (Snary D., 1985).
PAPEL DE LOS LEUCOCITOS PMNs /N VITRO EN LA RESPUESTA INMUNE CONTRA 7. cruz/,

Se ha cbservado que tanto los Eos como los Nos (aiin a concentraciones muy bajas) pueden causarla lisis de

altas de Estos PMNs una i similar, ain emb,
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difieren en que los Eos muestran un ofecto dependiente de Acs, mientras que los Nos no, aunque su toxicidad

se incrementa aproximadamente 8 veces por la de las (Ldpez A, et al, 1978).

La cinética de activacidn de los Eos humanos se inicla durante fa interaccidn con los amastigotes; asi

anivel di lap de gréanulos con una matriz positiva cuyo conlenida

o de ¥y un ntcles formado por la proteina basica mayor, ademds de una
proteina catiénica eosinofllica y una proteina X, ambas secreladas cuando los Eos son estimulados. La proteina

basica mayor dastruye a [os tripomastigotes sangulneos, asl como a los a través del

de citotoxickdad celular dependlente de Acs (CCDA). Durante este proceso intervienen ademés, ta proteina

catidnica y ja X, al igual que la las cuales 4 h después da

Ia interaccidn del Eo con el parsito. Los grinulos de del Eo son de su

estado do activacién ya que pueden deteriorar y/o destrulr a los parésitos fagocitados, ademés de causar la
muerte o el daiic celular y/otisular en los sitios de inflamacién {Sanderson C., et af, 1979; Kierszenbaum F,,
oA al, 19686).

Por lo que toca a {a sccidn de los Nos duranta fa infeccién, los de humano poeseen receptores de supatficle para

los amastigoles quae interaccionan con la célula hospedera por mas de 30 min, de tal forma que el pardsito es

en la vacuofa y porfa P y ol H,0, de
los i fos P son hasta que finaliza ¢l periodo de digestién enzimética.
Los lones 0,",OH'y ¢l O,, como de fa molé de oxigeno, no juegan

un papel importanta en la eliminaciin del pardsito por los Nos ya que éstos se acumulan en e! sitio de

Yy del tejido on algunos casos actlian caomo células efectoras en la CCDA en

y ratones, alos if enp de Acs (Villalta F., et al, 1983),
Con base an lo anterior, se puede conclulr que la interaccién de! pardsito-fagocito se encuentra en funcidn de
Ia cepa y estadlo del pardsilo, del estado de competencia det sistema inmune del hospedero y del tipo de
fagocito al cual sa enfrenta,

Asi pues, para que se monte una respuesta inmune celulary humorat adecuada, se requiere de la interaccién

dol MHC |l da la APC asociada a un péptido ydelap lay idad de los del
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linfocito Th o bien de la interaccidn directa del Ag con la Ig de superficie de los linfocites B y de estas células
con las interleucinas {ILs) liberadas por los linfocttos T, ademds de las monocinas de la APC {Ramos C., et af,
1978).

PARTICIPACION DE LOS LINFOCITOS DURANTE LA INFECCION.

dela inmune durante la fase aguda

Muchos astudios reportan un
de la infeccidn, fonémeno observado tanto en cepas de ratones resistentas (C57B1/6) como an las susceptibles

(C3H) infectadas con aitas y ain bajas concentraciones de diferentes cepas delf pardstto, El control del intenso

parasitismo en la fase aguda de la dop del buen dela Inmune de las
células T, lo cual s9 dabe al Iniclo de la infeceién (Curotto M., et al, 1990},
Asl, y cols., que esta se dabe ala

en el nimero de los finfocitos T durante el nivel de mdxima parasitemla, mostrando ademds una baja respuosta

linfoprolferativa ante mitégenos (Con Ay PHA), lo que quizé sedeba ala la de un factor trip
inmunosupresor (FIT) secretado al medio de cullivo, que inhibe la expresidn del receptor para IL-2 con un efecto
impontante entre las 48 y 72 h post-infeccidn. Tal efecto es reversible ya que cuando se defa de agregar a las

células manonucloares aisladas de sangre {PBMNCs) &l del cultive del pardsio, éstas

la idad proli El del FiT con

su actividad, por lo que sa

Infiere que se trata de una protelna; su PM osclla entre los 30 y 100 kDa, Ademas se conoce que ol FIT afecta

la de los de alta y baja afinidad para la iL-2 sin modificar la produccién de

IL-2, IL-1 o INF-y. Esta es ain mas iva cuando existe la interaccién de la célula

hospedera con el pardsito {Kierszenbaum F., et al, 1990).

Szteiny cols que ademds de una disminucidn en la expresién del receptor de IL-2

de las poblaciones de linfocitos Th y Te, también hay una idn enla P dela

CD3 (que participa en la formacién del complejo TCR-CD3), CO4 y CO8 de los linfocitos Th y Te {que participan

enla y on de los linfocitos al MHC Ii-Ag y MHC I-Ag de la APC respectivamente; en la

activacidn de las células T a través de la interaccidn con ¢! complejo TcR-CDA y en la modulacién de la
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activacién), tal efecto sola fue observado cuando {as céiulas se enp de (Szteln

M., et al, 1990),

Por su parte, la de la exp de las é CD3, CD4 y CDB /n vitro se observé a las 18 h
post: fo cual ccurre con una 4n en la pi colular
tanto de los finfoctt como da de

Por otro lado, los linfockos B det bazo de ratones infectados se Incrementan en nimero hasta alcanzar sus
nivelas médximos duranta la fase aguda, lo que corralaciona con el cuadro de esplenomegalla, aungue se
presenta una disminucidn en el nimero de células productoras de Acs (hasta un 80%) con respeclo a grupos
control {Hayes M., et al, 1987).

F Cuyrotto y cols. i quela contralos Agsde T

cnal se lleva a cabo en los nédulos iinfdticos desde el principlo de la infeccién y durante la fase aguda, ain
cuando las células def bazo no respondan al Ag ni a la estimulacién con lectinas o LPS, La permanencia de
la tespuesta sapecifica en nédulos linfoides demostrd que la Inmunosupresién ne es genaral y que larespuesta
linfoprotiferativa se relaciona con la carga focal dal parésito {Curctto M. A., et al, 1990).

Las células def bazo siempre se inmunosuprimen durante asta fase, sin mostrar una correlacién entre ef indculo

y lavia da én (se ha do que la no aitera o curso de la infaccion), mientras que

Ia baja respuesta linfopraliferativa de los nédulos linfoides, s observa Unicamente en ratones que se inoculan

por la cola con una elovada de flos ya que cuando la via de inoculacién es subcutdnea y
ol inéculo grande, fos nédules son U los mds a la via de
inoculacién,

La concentracién clevada de Ag y la

by de los 8 la pérdida de la
efectividad en la respuesta inmune humoral, o que posiblemente participe en la eticlogia de la disminuckin en
Ia respuesta de las células del bazo contra el pardsito. El bazo es conslderado como un drgano de tamizado

para los pardsitos circulantes y como una fuente de células de inmune, la se

debe a un contacto iniclal de los linfocitos B con el pardsito y a uno posterior donde hay una activacién
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policlonal potencial dabldo a que e! pardsito en nimero, tanto en ef tejido como libra
en la sangre (Ortiz-Oriz L., et al, 1980).

Se debe hacer notar que si los pardsiios invaden a los M¢s del

P Y se

el controt del pamasitismo podria quedar excluido Unicamente a {os linfoctos que migran de compartimantos
inmunes no esplénicos, tales como los nddulos finfaticos (Curotto M., et al, 1690).

Asl pues para conclulr los principales efactos de fa infeccién por T. cnuzf en modelo murino, sobre la respuesta

inmune son:

a) an la ftica de las CMNs,

b) Disminucién de Ia respuesta de linfocitos T y B a fa estimulacién con mitdgenos.

c) D dela pi de células T da por et en la 6n del
receptor para IL-2.

d) Respuesta inmune humoral y celular {Ag e de linfockto T).

@) Disminucién de !a toxicidad de los M¢s.

) Activacién policlonal de linfocitos B.

@) Alteracidn de los isotipos de inmunogiobulinas preducldas ya que el pardsito es capaz de inducir & la
formacién de Acs no liticos (IgG,) y aunque el complemento se encuentro presente, el pardsito es capaz de
sobrevivir an |a sangre debido a que $o recubre con este isolipe de Ig no Inmune a 1a cual se une fuertemonte

a través de una preteine especifica de 52 kDa, por su fraccién Fab (Cicaraelli R, ot al, 1989),

h) Los el y da cultivo son capacas de libarar una proteina simliar al factor

del dels C3 del o DAF (Aimaldi M. T. et al, 1988).

Los efectos antericres pueden daberse a tos mecanlsm;s de evasidn de ia respuaesta inmune por el parasito
tales como:
2) Liberackdn de Ags solublas.

h)' Liberacién de enzimas protecliticas .

<) dela
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d) Presencla de proteinas de choque térmico.

@) Induccidn de la sintesis de Acs con tiempo do vida media baja.

1) Inhibicién de la activacidn de los M¢s debido a la produceidn de IL-10 por las células Th2, la cual inhibe {a
sintesis y ulilizacidn del INF-y durante la fase aguda de [a infeccién {Silva J., et al., 1992). Se conoce que los
M¢s activados con INF-y y TNF-a, son capaces de eliminar o Inhibir in vitro el crecimiento de las formas

intracelulares de manera eficiente, la delos i del ta

toxicidad de los dxidos del nitrégeno y del NO en particular, actian inactivando las enzimas criticas para fa

replicacién de! DNA y (as del ciclo de Krebs de la debidc a la én de los

grupos prostéticos Fe-S del sitio active de ia enzima blanco (figura 3). Estudios recientes indican quae el contro]

dela con este p por Mgs pueda ser por las
chocinas IL-4, -10 y TGF-B, qua inhlben de forma dosis dependiante la sintesis de INF.y (Gazzinelli R., et al.,

1992}, Por atro lado, 8 ha sugerido que o TGF-B y la iL-10 tlonen efectos reguladores negativos scbre Ia

ia ala en sl In vivo. Asi, of TGF-8 admi; durante la yo la

un enla y delos ratones infectados (Sher A., et

al,, 1992). Efectos similares fueron reportades en un estudio de ia infecclén de ratones suaceptibles (86) y

resistentes (BD2) con 7T, cruz/, donde se ohservs que (a cepa se en P cuando
se trataba con Acs anti INF.y, Ademds, se determiné que las células del bazo de los ratones B6 infectados

prodiucian iL-10 /n vitro, mientras que las células del bazo de los ratones B6D2 no. Ademds se cbservaron

P ip en {a p de la IL-10 @ INF-y, on ratones de la cepa CBA/N Infectados con T

crnuzi. Por otra parte, ratones hembra fuaron a la inf

ion y un en la

produccion de IL-10 y una disminucidn en la de INF.y, mientras qua los machos que poseen ¢l gen XID fueron

a la Infeccidn y oxp! grandes i da INF-y y bajas de IL-10, Asl pues, la IL-10 también
suprime [a capacidad del INF-y para activar a los Mgs y con allo inhibe la replicacién Intracelular del parédsito
(Silva J., ot al., 1992).

En funcién de lo antes mencionado, podemos conclulr que los de eli del

pardsito por el sistema inmune del hospedero son;
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FIGURA 3
MECANISMO DE ACCION DE LA IL-10 EN RATONES S.L.I'SCEPTIBLES INFECTADOS CON T. cruz/

llrlﬂl

(

=4
i sC:>\~°
Inhiblcidn da la actividad tumoricida y antimicrobiana de los M@s:

a) Indirectamente, a lravés de la inhibicidn de la produccidn da INF-y por las cdluias Thi, lo que impkde Ia activacikén dat M.
b) Di através de la da los M@s en presencia do INF-y y en ausencla del TNF-a {accién autécrina).

MECANISMO DE INHIBICION DE LA SINTESIS DE OX!OO NITRICO POR EL M@ A TRAVES DE LA IL-10




a) Fagocitosls profesional,

b} CCDA.

«¢) Opsonizacién del pardsito y fagocitosis.

d) Lisis dependionte de Acs y fijackén de complemento.

@} Destruccidn de las células parasitadas por el sisterna mononuclear fagecitico (aumenta durante la fase
aguda).

1) Destruccién por los linfocitos Tc y NK de células parasiiadas (Kuhn R., et al, 1977).
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3.3 MECANISMOS DE PATOGENIA

Los de enla de Chagas, se presentan como un cuadro complicado y
divarso tante en el hombre come en los de Seha que solo alguncs de
los [l son p para la aguda que los conlleve a la muerta

por una abrumadora parasitosis en los estadios iniciales de la infeccidn, mientras muchos otros scbreviven a

la én inlcial las endnicas de la enfermedad mesas o afios despuds y otros
més dasde ef principio hasta el fin de ésta.
En afios ! s8 han | las de que los i inmunes
ala i an la CCC y puede también estar implicada en las lesiones de
6 on la fonma crénica de la enfermedad.
La reaccién cruzada de que parte el agente yelmd triado, las

neuronas y algunos componentas de la membrana basal, 3¢ han descrito recienteaments y su papel

é yaseha La de T. cruzi para adquirir reversiblemente compcnentes
de la celular del tamblén se ha
Las p teorias que % para explicaria ia dela de chagas son
las siguientes:
1) DESTRUCCION DIRECTA DEL TE.! 0 Y/O LQS INFILTRADOS INFLAMATORIOS,

Las lesionas tisulares halladas en |a forma crénica de ia enfermedad de chagas son debidas a Ios efactos de
la parasitosls, fundamentaimente a la ruptura del pseudoquiste que produce una reaccin inflamatoria que se
resuelve con la restitucidn dal tejido nommal por tefido fibroso, La completa remisidn de la infecckin no asta
ahsolutamente comprobada, por eiio afgunos individuos aibergan al perésito durante toda su vida, teniendo
episodios repetidos de infaccién tisular-ruptura del p: i Ién-fibrosis. Después de muchos afios

de este proceso i se p las 4 do la forma crénica de la

enfermedad de Chagas.

Esta teorla presupone la presencla continua de T cruzi en la céiula del h ifero y 1a

parasitosis del corazdn.
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Por otra parte, segn Morales y cols, al infectar 41 ratones Swiss de 3 meses de edad, via Intraperitoneal, con
dosls entre 10 y 10° tripomastigotes de la cepa Tulahuen y al reinocular 1 mes después con una dosis quo

fiuctuaba entre 10% y 10° J desde

tinfocitarios laves y focales en el Intersticio hasta el reemplazo de miocitos por tefido conjuntivo, mientras que

en al misculo esquolético sa presentaron distintos grados de jesidn histolégica, desde Ia leve hasta extensos

con de fibras Sticas y en ambos casos, de Ag tisular (Moralas M.,
st al, 1887).
tas observaciones hechas por Morales y cols., fueron apoyadas con un estudio posterior realizado en 1988 por

Younes, an el cualse ) tales como I

corazén, higado, bazo, cerebro y nervio sidtico p de ratones on fase aguda y crénica de
la infeccién, Durante la fase aguda, los pardsitos fueron observados en estos tajkios, mientras que durante la
crénica, los nidos deo amastigotes se hallaron con una frecuencia menor al 1% en las secciones de tejido

analizadas por ol método histoléglco, en tanto que per el método de [HQ se evidencid en un 11% la presencia

de Ag on los que prog) con el tempo. Estos
hailazgos sugieren que la estimulacién antigénica persiste & través de la fase crénica aunque los parisitos no
sean {Younes-C| A., ot a, 1988),

En lo referente a fa fasién tisular causada por los infiltrados laucocttarios inflamatorios, Molina y Kierszenbaum

evidenciaron por medio de la técnica de IHQ los dep de los dot Eo en cortes de

miocardios que hablan sufrido Infarto, y TN que en las dos

primeras no se p de tpo ni p derivados de

estas células, mientras que en la miocarditis chagdsica, se obsenvs ef que a
ia dalos detEo, y basealos que los Eos

di en el de la necrosis del de con la

enfermedad de Chagas ya que e grado de yla de de sus de

sacrecin fueron importantes (Molina H., et al, 1888).
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Paosterior a esta Molinay i una acerca de la activacién de los

Eos on lesiones miocdrdicas agudas y crénicas pa}ﬁ st existla una del de

la lesién can las pi de Eos yla li idn de de los que los Eos

se presentaban en una proporcién del 42-78% en dreas del masculo cardiaco con un patién de células

(] fado a la Stica de las an p 6
con las cifras obtenidas para el caso de una itls leve con en las cuales ias cifras
i fuaren (<28%), lo cual se 6 por el ip de ja
protefna bésica mayor y enlas con lesiones il 5 Detal forma

se concluyd que son los grénulos téxicos de los Eos los que dafian a las células del mamifero ademds de los

y i (Molina H., et al, 1989).
2} DESTRUCCION DE LA INERVACION AUTONOMA DEL CORAZON

La acalasla del esédfago y/o coldn ocurre en con la crénlca, donde la

lesidn caracteristica es una destruccidn parcial o total de los plexos mientéricos parasimpdticos (plexos de
Melssner y Auerbach presentes en los érganos huecos) asl como la reducclén de un nimero considerable de
neuronas.,
Por olra lado, la destruccién dae las células da los ganglios del corazdn es un proceso que se resuclve por
fibrosis, la cual se desarrolla tanto en presencia como en ausencia de células inftamatorias.
3} CARDIOMIOPATIA AUTOINMUNE INDUCIDA POR 7. eruzi

3.1 RESPUESTA INMUNE ANT!-CORAZON EN HUMANOS Y EN LA ENFERMEDAD EXPERIMENTAL DE

CHAGAS.

Una de las dela da Chagas es la destruccidn grave de (o8 drganos
bilanco en ia ausencia de las formas intra o extracelulares del pardsito, sin embargo en su lugar son hallados

extensos infiltrados inflamatorios y el tejido propic del 6rgano se encuentra reemplazado portejido fibroso, Estas

sugleren la da Acs anti. n, los cuales podrian jugar un pape! importante on la

patogenia de la enfermedad cronica de Chagas.
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3.1.1) AEACCION INMUNE HUMORAL ANTI-CORAZON
En 1974, Cosslo y cols. raportaron la presencla de Acs en el suaro de pacientas infectados con 7. cruzi qua

fueron por IFl y con eof y {EV)) del

corazdn, miantras que en el misculo esquelético solo se encontraba una reacckén posiliva en ef intarsticio y

La del Ac EVI se encontré positiva por IFl en un 95% de los sueros de
con ¥y on un 45% da los enlafase
de la enfermedad. Sin embargo, el suero de un gran nimero de i de dreas no
y los de i con olras con de los de visceral, no
del Ac EVI. Of durante ests estudio sugirleron que la patogenia

de la miocarditis aguda involucraba la invasidn del miocardio por al pardsito, sin embargo la patogenia de la

CCC aparace muchos afos despuds, por lo que se cree se un la pi

de una y-globulina reactiva contra el y Esta reveldla

de una reaccién cruzada entre el factor EVI y determinantes antigénicos en T, cruzi ya que la adsorcién del

suero con epimastigoles elimind los Acs EVI, por lo que se ye que fa ién crénica y/o i
continua da los Ags propios da los tejidos dafiados puede ser al estimulo para la perpetuacién de la respuesta
auloinmune (Cossio P, et al, 1974).

Estudios p i delFy la de Acs en biopslas do

las miofibras del masculo cardiaco y de conla 1. La prop! variable dal dafo

lisutar, era acorde a la aparente deposicién in vivo de la inmunoglobulina, o que sugirid una relacién
causa-efecto. Este autoanticuerpo es capaz de fijar el complemento, es por ello que el efecto observado sobre
las miofibras fue de tal magnitud,

McCarmick y cols., proponen gus la principal causa del dario tisular en el misculo cardiaco fue una reaccién

autoinmune inducida durante la fase aguda de ia Infeccidn. Tanto la respuesta inmune humoral como la

respuesta autolnmune celular, se han como los en la patog de la

enfermedad (McCormick T, et al, 1989).



3.1.2) REACCION INMUNE ANTI-CORAZON MEDIADA POR CELULAS

Gusmao y cals., sugieren la o un fend como la del dafio difuso
al miocardlo en la CCC ya que el miscule cardiaco se observa Invadido por da CMNS (|
porMesy auna masiva dalas fibras, proceso que sa resolvia por fibrosis todo

lo cuat ocurria en ausencia del pardsito. Telxelra damostird que la destruccién de fibras del miocardio era por
los linfocitos T, lo que sugirié que la respuesta aulolnmune de estas células se disparaba por la participacion
de un Ag comin entre T cruz/ y las células del hospedero. Se datermind qua fa reaccién mixta de linfocitos

autélogos (AMLA) de los eon CCC poseia las claslcas de los

de la respuesta lnmune lales como memoriay ificidad. & valores de AMLR

con respecto a los sujetos control de la misma érea endémica (Barral A,, et al, 1984).

Younes-Cl y cola., con méa evil al respecto ya que encontraron que las lasiones

inflamatorias ocurrian durante ia fase aguda de la ylos de g h‘nllnd:n on la tase

crénica se atribufan a un mecanismo de DTH debido la persistencla del Ag en el tefldo quizd como

consecuencia de la lisls de las células infoctadas o a !a citculacidn de Acs que tienen la capacidad de

con la b del musculo células i o céiulas de

de! hospedero (Younes-C A., ot al, 1958).
3.2) TEORIAS DEL MECANISMO DE INDUCCION DE LA RESPUESTA AUTOINMUNE EN CORAZON:
9.2.1) AUTOINMUNIDAD PRODUCIDA POR LA ADSORCION DE LOS ANTIGENOS DE T. cruzi SOBRE
LA SUPERFICIE DE LAS CELULAS HOSPEDERAS CON LA SUBSECUENTE LIBERAGION DE
LOS ANTIGENOS PROFIOS,

Ribeiro dos Santos y Hudson, demostraron con un estudio in vitro que la ruptura del pseudoquiste y la

daios

que Ios Ags de este estadio fueran adsorbidos sobre la superficie de

las células vecinas no También que la i de los Ags de

epimastigotes o amastigoles en células de humano y raldn, las hacia vulnerables a la destruccién con suero
hiperinmune de conejo anti-. cruzi (SHIC) suplementado con complemento y a la lisis por un mecanismo de

CCDA cuando lag céiulas con el Ag adsorbido eran enfrentadas a células de bazo de ratén (BALB/c) o bien a
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esplenocitos infectados con T, cruzi no alal iyl en estos Ribeiro dos

Santos y Hudson postularon la siguiente teoria para tratar de explicar la patogenla de la CCC: ia ruptura de

los de los en las fases dela 6n libaran a los Ags de T, cruzi, los
cuales se adsorben sobre la superficia de las células vecinas no por lo que son
modificadas por el parasito ¥ i por la inmune humoral antl-T. cruzi,
liberdndose asl los Ags propios que p una 16 i que a las lesiones

pataldgicas halladas en la fase crdnica de Ia enfermedad®.
3.2.2) AUTOINMUNIDAD PRODUCIDA POR UNA REACCION CRUZADA ENTRE LOS ANTIGENOS DE T,
cruzi Y LA CELULA HOSPEDERA
Las reaccionas anth-corazén por células de humano y animales de experimentacién contra el pardsito, asf como

la de CMNs que i & la prueba de factor de Inhibicidn de la migracién

de linfocitos con Ags de corazén, genera la hipdtesis de que el misculo esquelético y el cardlaco poseen un
Ag en comuin con T. cruzi, lo cual podria ser causa d‘ la patogenia de las lesiones cardlacas cbservadas en
ta CCC.

Acosta y Santos-Buch, demostraron que la reaccién cruzada se relacionaba con la enzima adenosintrifosfatasa
del reticulo sarcopldsmico dependiente de calcio {(SRA), presente en al misculo esquelético, cardiaco y an e}

interior de los flagelados. La SRA es una proteina de amplia distribucién filogenética ya que se presenta en e

o d da la escala evolutiva con intervalos que abarcan desde los primates hasta

fos peces. Ademds se ha encontrado en 9 cepas de T. cruzi algunas aisladas de

de norteamérica.

4) OTROS ANTIGENOS DE REACCIO UZADA PRESENTES Ei CELULA HOSPEDERA Y EN T. eruz,
. QUE INDUCEN LA PRODUCCION DE AUTOANTICUERPOS

4.1) LAMININA

La taminina es una glicoproteina de membrana basal que funciona como material de adhesién de las células

Y i ala tipo IV. Esta proteina contlene dos cadenas polipeptidicas, una ligera

denominada B cuyo PM es de 220 kDa y una pesada 0 A de 440 kDa e hidratos de carbono en una proporcién
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del 13%. se ha que, en of suero de humanos con enfermedad de Chagas tanto

aguda como crénica y en el de monos thesus ln'wlﬂadoc exporimentalmente con el parésito, existen Acs def
tipo IgM @ IgG capaces de reaccionar con {a laminina, pero na con otros purificados de tejido conjuntivo tales

como colégena tipo |, lil, IV y V, FN, sulfato de heparina (BM-1), otros proteoglicanos o condranectina. Sin

soha lap in de una(s) a lalaminina en las membranas de las
;amlllal P Ademds, q so ha que una protaina
simllar ala laminina se encuentra localizada en clertas dreas dela p dtica def género
Trypanosoma spp, esta protelna os estadi y se 1] en y

amastigotes con una funcién celular definida, por lo que es posible que ésta actie en los tripomastigotes

il lal ién y i con la célula hosp através de fos pequefios vasos sanguinecs

{Brotafia A,, ot al, 1988).

4.2) TUBULINA
Los microtibulos del citoesqueisto de la célula h en cultive, ob duranta la infaccién con
i p una de! yuna 6n de las redes microtubulares
en ala en un parfodo de 5 dias, durante el cual los parksitos penetran & la célula
y se localizan en la regkén en donde se y el nimeroy delos

en la céiula hospedera so modifican. Se cree que los pardsitos pueden secretar enzimas que inician la

y/o los 7 do la regidn por lo que la radial
normat que se extiende desde el centro de la céiula hacla In perfferia e destrulda encontrdndose que los

la zona de p! dn deol pardsito hasta su liberacién como

b @ la d 1n total dei de la cdlula Ademds, existe un

amplic espectro de reacckdn cruzada entro las tubulinas (o y B) en los vertebrados, levaduras y protistas, en

donde las de las inas ya han sido Por etro lado, enlos

han sido G de b que [o cruzan a o fargo y of nimero de

microtibulos parece sor especle estos 0 P porios del
flagotar. Los G de los M¢s J-774, fibroblastos BSC-1 de riién de mono verde y células
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Vero, mostraron una reaccién cruzada con los microtidbulos de T. cnzi, lo cual no sucede con 7. rhodesiense
y 7. brucel cuando se emplea un Ac monocional antl-a o 8 tubulina (Paulin J,, et al, 1988),
4.3) MIOSINA

Ratones de la cepa BALB/c y CBAM con T. cnuzl, la crénica con la

panticipacién da linfocitos CD4* que responden contra la miosina, lo cual puede deberse a:

a) una reacclén cruzada entre los Ags de 7. cruz/ y a miosine; o

b)un que depende U dela provia de los Ags por el daiio do las
células miochrdicas.
Los autoanticuerpos puedan aparacer en las fases aguda y cronica de la enfermedad experimental y humana;

durante la fase aguda a la activacié da células T y B que podria persistir hasta !a fase

crénica a consecuencia de un defecto en los de la, por lo tanto, la

autoantigenicidad de la miosina podra explicar la patogenia de fa CCC (Rizzo L., et al, 1989).
4.4) SULFATIDOS

El 20% dal peso seco de 7. cruzl a é lipldicas; los como

de lag k pueden tener un papel importante en Ia relacién célula
hospedera-parésito,

La composicién lipidica de los en fase lca de {dla 7 y 8 de cultivo) es la
sigulente:

QOrigina 1.9 + 06%

Lisolecitina 0.7 +0.2%

Esfingomielina 38 £ 09%

Fosfatidilcolina 44.2 = 1.5%

Fostatidilinositol 123 £ 1.0%

Fosfatidiletanolamina 27.8 = 0.9%

Acido fosfatidico 42 £08%

Cardiolipinas 21 £1.1%

No identificados 29 = 1.2% (Olivelra M., et al, 1977).
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Hakomori y cols,, han aislado Ags de reacckén cruzada del pardsito con el SNC (mielina) y mucosa del tracto

vo de dichos Ags a la famllia de los sulfalipidos o lipides sulfatados, los cuales

contienen hidratos de carbono y se clasifican en tres tipos; las sulfogalactosll ceramidas {iI’SOH,LacCer), las

sulfogangliotriosiiceramidas (II°SOH,Gg,Cer) v los i [ Las i

quimicas indican que el grupo sulfato de estos sulfolipidos es un components esencial del epitopo raconoddo

por el Ac monocional VESP 6.2; los lipidos y Iip actian como o que hace
posible que [os pards ejarzan un efecto negativo en la regulacién del sistema inmune ya que
generan la expansién de clonas de linfocitos Asl, se ha que la enla

infeccidn crénica podria ser resuttado de una desreguiacién dal sistema supresor de las células T autélogas,
© bien daberse a la presencia de Ags de reaceidn cruzada presentes tanto en el pardaito como en la célufa
hospaedera (Petry K., ot al, 1988),

5) AUTOINMUNIOAD POR ACTIVACION POLICLONAL DE LOS LINFOCITOS B8

Librado Ortiz Ortiz, afirma que en fa infeceldn por 7. cruzf se observa una activacikin policional de linfocitos B

a Ags no espocificos, lales como glébulos rojos, haptencs, Ags protéicos soiubles, ete., lo que suglere que ia

respuesta inmune par 2e puade jugar un papel «n fos p que 26 p! en

osta Duranta el procesa seobservalap la da Acs ti-glébulos rojos
de bofrego, chivo, equino, burro y ratdn; Acs anti-proteinas solubles {IgG humana) y anti-haptenos (TNF); todos
elics son Acs de clase IgG,, @ IgG,, de bajs afinidad para los Ags de tejidos propiocs, pero que por ser tan
persistentes pueden propiciar e desarrolio de la patoiogia (Ortiz-Ortiz L., et al, 1980).

8) INMUNOSUPRESIO IBUCIDA PO 70

Como se habia menclonado en el capltulo referente a la respuesta inmune contra T, cruzi, existe un factor
Inhibidor tripanosdmico (FIT) ef cual se encarga de inhibir la expresién del receptor para IL-2, CD3,C04 y CD8,
ademis de inducir a las céiulas Th2 a la produccién de un factor inhibidor de la sintesis de citocinas (CSIF o

iL-10) tales como: IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, {L-6, etc.; por otra parte, se ha observado una induccién de Acs no liticos

dal tipo 1gG,, asi como una unidn de las a pl P {Fc) en la

del E, et al, 1690).
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Rodriguez de Cuna y cols.. que el Ac (lgG,} especifico para un epitopo de superficle

de membrana del pardsito, favorece la invasién do las células hospederas /n vitro, esto se debe a que T. cruzf
en sy estadio de tripomastigote sanguineo posee un receptor para Fe de la 1gG, en su superficl, que capacita
al pardaito para incremaentar su infeclividad slendo méxima cuando se emplean altas conceniraciones de la
Inmunoglobulina. Ademds, se cbservd que la saturacidn del recaptor para Fc de T. cnuzi se prasentaba a 0°C
pero no a 37°C, por lo que 89 cree que:

a) El pardsito regula la expresién de los receptores para al Fc,

b) La del Fi ptor se a 37°C.
¢) O bien, existe una de los ayhb |l 1 de Cuna C., et al, 1994).
Gorelik y cols,, determinaron la presencla de un Ac (IgG} en sk o cual
con les p By de los linfocitos, que peitenece a los B-agonistas e
fa pi de AMPc é lo que genera én, sin GO esia

depende de las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos. Por au parte, la activacidn de fos receptores

o

y B del linfocito T y B, se presenta por la unién de una IgG o el

F{ab’), p de suero auna i6n igual a 5-6 x 10* M, Jo que no

se cbserva con el emplea de igG y el fragmento F{ab'), pravenientes de un suero normal. Esta unién dei Ac

a los p é y é ocurre en un sitio p libre de P

o Los de esta se por el disparo en [a célula de una sedal de
transduccidn, ¢l Incremento de AMPc. Con ef F(ab'), de suero dsico en una Sn de ftos T
enriquecidos so observs un efecto bitdsico, pri por una dit enlapl de AMPc

enSminy valores mayores a los del control. Sin embargo, en

subpeblaciones de linfocitos Th se produce un incremento gradual en los niveles de AMPc, mientras que se
observa una disminucidn en los valares basales en poblaciones de linfocitos Tc; ademds, con of empleo del
F{ab'), def suera de ratones chagésicos, se incrementan los niveles de GMPc en las células Tc,

Las células B no muesiran alteracién do los niveles de AMPc cuando se aplica o} fragmento Fiab'), ya que

p [ pero no coli enlos que la adeni ictasa es menos
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activa. Por otra parte, cuando se agregé el Flab’), 4. a una poblaciin de Thy Tc, los niveles

de GMPc se incrementaron en los primeros 10-15 min, sin embargo eon las céfulas B no hubo alteraciones.

Ademds, la delos para los s modifica la activi dala U que
activa el del dcldo dnico (AA); debido a eliola delos B. é
conlalgG de sueros se porla 6n di Los (PGE,y TxB,)
son lib como dela én delos por los en

tejidos; son sintetizados a partir de! écido amquidénico,
Cuando a poblaciones da linfocitos T se les agrega F{ab'), se cbserva que grandes cantidades de PGE,y TxB,

son liberadas, las células Tc solo producen PGE,, mientras que las Th séio TxB,. La liberacién de PGE, esta

con la accién

del Ac en sl receptar colindrgicomuscarinico, mientras que en la

i6n de TxB, int el receptor B, $rgico. La do los Txs produce vasoconstriccidn y
greg ia, a dif de las p (PG} que son del agreg
plaquetario, por lo tanto Txs y PGs tienen una accidn énica. Existen evi que que los

linfocitos sintetizan y fiberan la PGE, y TxB, en concentraciones hasta dos veces mayores de su valor basai,

cuando son lratados con el Fab), de suero

y sl son después a células

atriales, In vitro se observa una disminucién on la contracclén de los atrios de un corazén murino normal,

un efecto negaltivo, por un Incremento en la concentracién de PGE, 1o que no se
observa con los linfocitos Th, jos B y las células cardiacas murinas tratadas con @l suero chagésico. Se cree

que la PGE, actia como una

fa fi iferacidn y

porun la Sn do AMPc onla énen la

de chagas aguda, Por ello se afirma que la interaccidn de la IgG de suero chagdsico con los recaptores para

fos de los alteran su funcién normat, por lo tante {a respuesta inmune asl como la

funckdn cardiaca podrian estar modificadas por los linfoctos (Gorelik G., et al, 1990).
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3.4 DETECCION DEL PARASITO Y/O ANTIGENO TISULAR POR EL METODO DE IHQ

De los primaros intentos para la se imté da un método de
diagnéstico tan sensible y especifico como la IFl, el cual se pudlera reallzar atin en los paquerios laboralorios

de rutina y bancos de sangre de Brasl, quo ademés fuera capaz de proporcionar datos sobre la seroprevalencia

y estudios deta la del pals. En 1975 se emplod la técnica de HQ para detectar
la presencia det pardsio en los sin no fue tan como se hublese deseado ya que
mostrd reaccién cruzada con los sueros de con i malaria,

mucocutanea @ histoplasmosis, razén par fa cual no e latomé laimporiancia debida como método diagnéstico
(Ferroira A., et al, 1975).

No fue sino hasta 1883, cuando Cracker y Kuhn retomaron o! empleo do esta técnica en la deteccidn del

parésito y/o Ag a nivel tisular y en lesiones en de tejido en
parafina, de ratones Infectados en fase aguda, un estudio entre la técnica de la
p yel fejo de 1a avidina-bioti slendo ésta Gltima aproximadamente 5 veces

mas sensible qua la primera ya que presentaba una reactividad positiva adn a grandes diluciones del susro

hiperinmune contra T. cruzi, Esta técnica las formas del pardsito ain on

ausencia de a40y 100 ademas de i también la p de un

inmunoprecipitado en las lesiones inflamatorias, lo cual no era evidente en los cortes lefidos con H y E. Par

allo, esta técnica se sugirid de gran valor en la i ly en el

gnéstico clinico, en donde

se trataron de i poces pardsitos o blen de éstos {Crocker B., et al, 1983).

En 1985 Barbosa identificd los amastigotas en cortes de tejido de ratén infectado en fase aguda y en tejidos
de humano {primer trabajo realizado con material humano) tales como placenta y corazén durante |a fase

crénica de la infeccién, argumentando que en la fase aguda, la locali de los pardsitos era

sencilta debldo a su gran nimero en el te]ldo, mientras que en la fase y crénica la

se hacia relativamente dificil y poco frecuante, sin embargo con la técnica de peroxidasa antiperoxidasa (PAP)

se enconlrd en todos los casos reactividad positiva {Barbosa A., et af, 1885).
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El siguiente trabajo fue realizado por Barbosa y cfolsA en el aflo 19886, en al cual se llevé a cabo un estudio
comparativo entre el método convencional de tincidn con H y E y ! de IHQ de PAP pam fa investigacién del
parasitismo tisular en la CCC de humanos, encontrando muy superior el métoda de IHQ en la deteccidn tanto
da nidos y amastigoles aislados como del Ag adsorbido en {a fase crénica de la infeccién. Este procedimiento
validé la importancia del métoda para su Introduccién a nivet de las pruebas diagndsticas posimortem en el

laboratorio (Barbosa A., et al, 1956).

El estudio anterior causé gran en los circulos d 6n da la de Chagas en Brasl),
en donde se consideraba a esta enfermedad como una de las [as mas de crénica,
por lo qus se realizd una i én con al fin de fa Yy esp do las técnicas

empleadas an su diagnéstico tales coma: ECG, histologla, IFD, IF y la técnica de IHQ practicada en blopslas

de corazén, llegando a la conclusikén de que ninguna de eilas era clen por clento sensible, ni cien por ciento

sin a de fa ECG y la (HQ resultaron ser clen por ciento sensibles para ol
diagndstico de dicha patologla (Morales M., ot al, 1987).
Por ella, se considera de gran utilidad aplicar esta técnica ya que durante la fase aguda de la enfermedad de

Chagas se pueden grandes ag d que podrian ser evidentes cuando los tejidos son

tedidos por la técnica de H y E o bien solo encontrarse foces inflamatorios en donde el pardsito no se logm

hacer evidenta. Para allc so empled on ¢ laboratorio (a técnica de 1HQ, en la cual se toman en cuenta tanto

como lo que hace de esta metodologia una técnica sensible para la

deteccién tanto de parasitos como de matorial antigénico,
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4, MATERIAL Y METODOS:
4,1,1 CULTIVO N VITRO DI osoma cruzi CEPA NINOA;

MEDIOS DE CULTIVO PARA T, cruzi:

1} MEDIO UT:
NaCl 40 g
KCl 04 g
Na,HPO, 80 g
Glucosa 20¢g

Triptosa {difco u Oxoid) 50¢g

Infusién de Higado 509

Suero fetal bovine (SFB) 100.0 ml

Hemina {disolver en trietanolamina o NaQH, para obtener una concentracién
de 50 mg/ml} 25.0 mg

Agua bidestilada cbp 1000.0 ml

Preparacién:
Disolver los componentes del medio de culkivo en agua bidestilada. Ajustar el pH a 7.2 con HCI concentrado,
Realizar una filtracién a través de un paped filiro Wathman, posteriormente prefiitrar ol medio de cultivo a través

de do 0.45 p de di da poro en EKS-Seitz, bajo presién negativa o a través de filtros Milllpore

desechables bajo presién positiva. Finalmente esterilizar el medic de cultivo por filtracién a travds de una

membrana de 0.45 p, en i de idad en una de flujo laminar,

4.1,2 MEDIO NAKAMURA {DIALIZADO):
Extracto de higado o de carne 100 g

NaGt 40 g
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Na,HPO, 50 g

Agua destilada 500.0 m}

Sangre Humana tipe O 5000 mt
Preparacién:

Disalver las sales con e! agua destilada.

Calentar un poco la solucién,

Agregar ol axtracto de higado y mezclar hasta
Ya sin calentar agregar la sangre poco & poco, mantenar en agitacién constante.

Calocar la mezcla en membranas de didlisis midiendo el volumen del contenido (aproximadamente 20
mi/membrana).

Colocar de 2 & 3 membranas de didlisis en un matraz Erlenmeyer de 500 mly agregar el doble da volumen del
contenido en tas membranas, de SSI.

Esterilizar el medio en autoclave.

Una vez esterilizado ef medio, someter a prueba de esterilldad, incubdndolo durante 24 h a 37°C.

OBTENCION DE LAMINILLAS CON EPIMASTIGOTES
1. A pariir del medio de cultivo obtener los

2. En un tubo de ensaye Pyrex can tapén de rosca de 13 X 100 mm, vertir aproximadamente unos 5 m! del
medio de cultivo.

3. Centrifugar a 3000 rpm durante 10 min (Backman Model J 2-21 Centrifuge).

4. Lavar 3 veces ol paquete calular con PBS 0.01 M, pH 7.2,

$. Reconstituir en PBS el paquete celular en una cantidad equivalente a 10 vecas el volumen de! botén,

6. Observar en e! microscéplo de contraste de fase con ol objetive de 25X y verificar que hayan

de 10 a 25 pardsil de no ser as!, ajustar la concentracion.
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7. Colocar una gota de la de sobre un il (dentro de una zona
delimitada previamente con un ldpiz con punta de diamante).
8. Dejar sacar al aire.

9. Conservar en refrigeracién a -20°C,

4.1.3 MEDI .16 (MEDIO CULTIVO PARA INDUCIR A ETACICLOGENESIS):
NaCl 0.40 %
KCI 0.04 %
Na,HPO, 0.80 %
Glucosa 0.20 %
Triptona 012 %
Suero Bovine inactivado 250 %
Hemoglobina 200 %
Preparacidn:

Disolver todas las sales y ta hemogiobina en agua destilada,

AjustarelpHdela a8.7¢con HCI oNaOH 1 M, amp
Zeromatic il).

Fillrar la suspenskin con papet filtro Wathman,

Fittrar Ja solucién por presidn positiva a través de un prefiltro calocado dentro de una unidad de filltracion,

Filtrar 2 veces por una membrana de 0.45 .

Filtrar en i de idad {en da flujo laminar), a través de un prefiltro seguido de un fittro
de 0.45 p de didmetro de poro, contenidos en una unidad de filtracién praviamente esterilizada y recibir el
filtrado en frascos estériles.

El medio de cultivo se somele a prueba de estetilidad, incubdndolo durante 24 h a 37°C.
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OBTENCION DE METACICLICOS /N VITRQ:
Partir de un indculo de 2 X 107 epimastigotes del medio BHI, que se transfieren a madio UT.

Incubar a 20°C y cada 48 h, realizar pases hasta afcanzar una de 8 X 10" I

Una vez obtenida esta 16, la én de pard a50009 RT €000 B},
durante 10 min.

Eliminar el sobrenadante y lavar el botén con medio M-16.

Resuspender e paquete celular en M-18 a una concentracion final de 2 X 107 células/ml,

Incubar la suspensidn durante 5 dias a 29°C.

Revisar el cultiva al quinto dia y varificar que existan de un 70 a un 0% de tripomastigotes metaciclicos.

De sar asl centrifugar a 5000 g durante 10 min,

Rasuspender ¢l paquete celular en un volumen igual de suero humano fresco,

Incubar la suspensidn a 29°C durante 1 h. proceso durante e! cual los epimastigotes susceptibles al

complemento se lisan.

Tr a i f & 800 rpm, 3 minutos.

Reposar &l centritugado durante 30 min, tiempo durante el cual los metaciclicos viables, comenzardn a

pl hacla o! q en el fondo del tubo los datritus celulares y en el sobrenadanie
fos pardsitos vivos,

Tomar et scbrenadante y trabajar con éste.

Si se desoca obtener i ol y el paquete celularen
e} mismo voluman de medio LIT,
Incubar durante 5 dias a 29°C.

Obtenar los amastigotes centrifugando a 2000 g durante 1 minuto,
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4.2 CULTIVI INEAS CELULARES:

LAVADO DEL MATERIAL DE VIORIQ;

a) Si ¢l material es nuevo o liene residucs de material seco, se debe colocar en una solucién de extrén del 2-5%
a ebullicién durante 30 min. Enjuagar con abundante agua de !a llave. Si el malerial no estd muy sucio,

continuar con o siguiente paso.

b) Remojar en soluckén de cloro 110 con agua de la llave) durante toda
la nocha.
¢) Enjuagar con agua coftiente y remojar en HC| 1:60 (solucién preprarada con agua de la llave) durante toda

la noche,

d) con agua ysles taflarcon un én do usg P
etto matorial (nunca usarlo para detergente).
@} Enjuagar de 3 a 4 veces con agua destilada,

) Secar ont ol homo y esteriiizar.

MEDIO DE APMI-1640 PARA CULTIVO DE CELULAS:

RPMI-1840 10X 10.0 ml
NaHCO, al 7.5% 1.5 ml
Hepes 1 M, pH 7.2-7.3 25 ml

Suero fetal bovino inactivado 100 m!

Agua destilada estéril cbp 100.0 ml

Preparacién:

RPMI)-1840 10X:

Pesar 1.04 g del medio en polvo y disclverio en 92.85 ml de agua destilada,
Filtrar con un papef fiitro Wathman,
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Esteriflzar por filtracién pasando el RFMI, a través de una membrana con didmetra de poro de 0.45 p.
Hepes 1 M: '

Pesar 11.6 g de Hepes y disolverlo en 50 ml de agua destilada.

Alustar ol pH con HCI concentrado o con NaOH 1 N a 7.2.7.3.

Esterilizar en autoclave.

NaHCO, al 7.5%:
Pesar 7.5 g de NaHCO, y disclver en agua destilada.
Esterilizar por filtracién, con fitros millipere desechables de didmatra da poro de 0.45 .

Nota: si el RPM! en polvo no se con L.Gln, a 99,0 ml del medio de cultive

preparado agregar 1 ml de t-Gin 100X.

CULTIVO DE t A LINEA CELULAR P.388 (Mds HUMANOS):
a) Sacar de la cémara de nitrégeno liquido las alicuotas de la linea celular,

b) D las células ¢l vial n un bafio maria a 37°C moviéndolas constantemente (se deben
descongalar lo mas rdpidamente posible).

c) Centritugar la suspensién celular a 1000 g, durante 8 min (centrifuga AT 8000 B).

d) Eliminar el on de

©) Lavar las células con § ml de medio de cultiva RPMI-1640.

f) Centrifugar a 1000 g, durante 8 min,

9) Agregar ¢ medio de cultive RPMI-1840,

h) Resuspender tas células.

§) Transferir a una botella de cultivo Nunclon de 25 cm® (50 mi). ‘

J) Colocar las botetlas horizontaimente y con el tapdn blen cerrado en una incubadora a 37°C si el medio
contiena Hepes; o bien con el tapdn flojo en una atmdsfera con el 5-8% de CQ, y ol $4-95% do aire estéril si

no contiene Hepes.
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%) Cambiar e medio cada vez que éste se acidifique y adqulera un color amarillo (aproximadamente cada tercer
dla).
1) Observar al microscéplo invertido el cultivo (Zelss West Germany), si la monocapa ya esta formada tripsinizar

pam hacer ol pase celular a otra botella,

PASE CELULAR;

2) Decantar el medio de cultivo acidificado y agregar de 1 2 2 ml de una solucién de tripsina-versenc al 0.05%
estérit (IN VITRO). Dejar que la tipsina bads a la células durante 30-45 seg rotando la botella (entamente.

b} Dmnuf la tripsina y repatir ef paso anterior. Colocar (a botella en 1a incubadora y observar cada 2 6 3 min
hasta que las células so desprendan de la superficie (dar ligaros golpes a la botella).

¢} Agregar 10 m! de medio de cultivo y acabar de

g las células y con una
pipeta de 5 6 10 ml. Colocar 2.5 m! de la suspensidn da células en otra botella pam cultivo y agregar 7.5 ml
més de medio de cullivo: preparar 2 botellas de cultivo Nunclon de 50 ml. El pase roalizado es de 1:4 lo cual
significa que de una botella se diluyeron las células lo suficiente para tener 4 cuitivos nuavos, o blen emplaar
sala 1 frasco de cultivo celular Nunclon de 75 cm? {260 ml).

d) Colocar las boalellas horizontalmente e incubar.

©) Revisar los cultives diarlamente en el microscdpio invertido,

CONSERVACION DE LA LINEA CELULAR (CONGELAMIENTO):
3, C una in ap de 5 X 10° cél en tubos Falcon de 15 ml estéril a 4°Cya

3000 rpm, depositar el tubo con ef paquete celular an hislo, eliminar el medio de cultivo y agregar 1 ! del
madio para congelar (suero fetal bovina Inactivado con 10% de DMS), enfriado previamente a 4°C. Realizartodo
en condiciones de esterilidad dentro de una campana de flujo laminar.

2. Resuspender las células y transferirias a una ampolleta da pldstico estéril con tapén de rosca (Blo-Freeze)

para su congelackin. Catrar la ampolleta tratando de no mojar fa parte superior para evitar Ia contaminackn.
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3, Depositar las ampolietas en una gradilla e introducir ésta en una caja de poliestireno con tapa, de paredas
de 14 mm de grosor aproximadamante. ’

4. Dapositar la cafa a -70°C durante 1 dia y después transfarir las ampolletas a una cdmara de nitrégena liguido.

OBTENCIO Mds INFECTADOS CQN TRIPOMASTIGOTES METACICLICOS EN CUBREQBJETQS

a) Esteriilzar los cubreobjetos de 13 mm de didmetro con éxido nitroso,

b) Colocar los cubreobjetos ya estériles an cajas multipozos {(Multidisch 24 Waells, Nunclon Delta Si).

c) Roalizar ol pase celular de los M@s P-388 de humano de a botalla, a los cubreobjetas.

d) Agregar medio de cultivo RPMI-1640 @ incubar a 37°C, con una atmésfera del 5% de CO, y 95% de aire
estérll,

@) Camblar el medio de cultivo diaramante.

) Cuando se obtanga la 2] de fos M¢s con tripomastigotas
metaciclicos del medic de cultivo M-18, en una proposcién pardsito:M@ de 1:1.

Q) Incubar los M¢s infectados a 37°C durante 2 horas, tiempo durante el cual el M¢ fagocita a los pardsitos que
se han adhstido a su membrana,

h} En condiciones de esterilidad lavar los pozos da ta placa 3 veces con RPMI 1640,

i) Incubar las cajas multipozos durante un tiempo aproximado de 120 h {5 dlas) en las condiciones antes
referidas, ya que después de este tiempo el ciclo de vida del parasito es complatado y se libera en forma de
tripomastigote,

J) Eliminar of medio de cultivo de las cajas multipozos, lavar 3 veces con PBS 0,01 M, pH 7.2 y finaimente fijar
los M¢s con metanoi absoluto.

k) Los j con M¢s se en refri I6n a -20°C.
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4.3 TECNICA DE [HQ PARA EL. ANTICUERPO MONOCLONAL Y EL POUCLONAL;

43 it iclonal;

a) Bloquaar la peroxidasa endégena con una solucisn do Metanol-H,0, {® ml de metanol absolute + 1 ml de
H,0, ai 30%).

b) Lavar las laminilias 3 veces en una solucién amortiguadora de PBS 0.01 M, pH 7.2 (3 min cada !avada),
<) Eliminar gl exceso de solucién amortiguadora con una gasa.

d) Bloguear los sitios que pudieran genarar un pegado inespacifico de los Acs, con una soluckn de albimina
sérica bovina (ASB) al 1% en PBS 0.01 M, pH 7.2,

@) Lavar las laminillas una vez con solucién amortiguadora de PBS,

1) Secar las laminitlas con una gasa.

g) Agregar el Ac primario diluldo en solucksn de ASB al 1% (Suero hip de conejo antt
de T cnuzi).

h) Incubar Ias laminillas durante 1 h o a temperatura ambiente en una cdmara himeda.

i) Lavar las laminillas tres veces con PBS.

}) Secarlas con una gasa.

k) Agregar ¢l Ac secundario diluldo en ASB a! 1% (Ac blotinilado, ant-igG de conejo, preparado en chivo),
1} Incubar las laminillas durante 1 h a temperatura ambiente on una cémara himeda.

m) Lavarias tres veces con PBS.

n) Secarlas con una gasa.

©) Agregar el sistema avkiina peroxidasa.

p) Incubar durante 1 h a Tempaeratura ambiente en una cdmara himeda,

q) Lavarlas 3 veces,

r) Secarias con una gasa,

3) Agregar ef sistema DAB (3,3-Di I ) que 6 mg de DAB; 10 mi de

soluckén amortiguadora Tris 0,05 M, pH 7.6 y 10 ul da H,0, al 30%.
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1) Incubar durante 10 min.
u) Parar ia roaccién sumergiondo fas laminlitas nr; 'PBS.
v) Contratadilr los tejikios con hematoxiina de Harris, durante 10 min.

w) Lavar las taminillas con agua da la llave, o exceso de

x) Montar con una resina a base de glicerol y polivinilo.

4.3.2 Anticugpo

a) Bloguear ia peroxidasa endégena con una soluckén de Metanol-H,0, (¢ mi de metanol absciulc + 1 mida
H,0, al 30%).

b} Lavar las laminilias 3 veces en una solucidn amortiguadora de PBS 0,01 M pH 7.2, durante 3 min cada
lavado,

<) Eliminar of exceso de solucidn amortiguadora con una gasa,

d) Bloquear los sitios de pegado inespecifico de los Acs, con una solucién de atbimina sérica bovina (ASB) al
1% en PBS 0.01 M pH 7.2, durante 30 min a temperatura ambiente,

#) Lavar las laminilias una vez con solucién amortiguadora de PBS.

) Secar las laminitias con una gasa,

g) Agregar ef Ac primario dilukio en sclucidn de ASB al 1% (Ac ti T cnzi
o0 2C2),

h) Incubar las laminillas durante 1 h o & temperatura amblente on una cdmara himeda.
1) Lavar fas laminillas tres veces con PBS,

j} Sacarias con una gasa.

k) Agregar ol sistema avidina peroxidasa,

1) Incubar durante 1 h a temperatura amblente en una cAmara humeds,

m}) Lavarias 3 veces,

n) Secarlas con una gasa.
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o) Agregar el sistama DAB {3,3-D il que 6 mg de DAB; 10 mlde
solucikin amortiguadora Tris 0.05 M pH 7.6 y 10 pl do H,0, sl 30%.

P) Incubar durante 10 min,

q) Parar la reaccién sumerglenda las laminklas en PBS.

1) Contratediir los tejidos con hematoxilina de Harris, durante 10 min.

s) Lavar [as laminillas con agua de |a jlave, ol oxceso do

1) Montar con resina a base de gliceral y poiivinilo.
NOTA: EN NINGUN MOMENTO DEBE PERMITIRSE QUE EL TEJIDO SE SEQUE, YA QUE ENTONCES SE
PRODUCE UN PEGADO INESPECIFICO QUE GENERA UNA REACCION FALSA POSITIVA.

4.4 ESTANDARIZACION D T IC: i

Para realizar {a estandarizacion de 1o susos, &6 ik do o das como
positivos y conMgs infe dos con g dos como [ del
tejido. -
SHIC SHIC SHIC SHIC SHIC
8co C 1:50 1:100 1:200 1:400
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OOOOOO

SHIC SHIC SHIC SHIC
BCO (13} 1:50 1:100 1:200 1:400
.. El blanco consiste en eliminar el Ac primaric o suero de conejo anti: do T cnal

{SHIC} y en su lugar incubar las laminillas con PBS 0.01 M, pH 7.2.

- a) Para el Ac policional:

Ef contro! hogativo [C(-)), consiste en sliminar el Ac primario (SHIC) y en su lugar incubar las laminlilas de M¢s
Infectados y epimastigotes con Suera normal da canejo {SNC). (Figura §).

- b) Para ! Ac monoclonal biatinilado:

El C(-} consiste en smpiear Mgs no con el Ac | anti i

- En'ln P sa ensayan dif il dal SHIC y del Ac monoclonal biotinilado, fas
cuales comprenden un intervalo de dilucidn de 1:50 a 1:400. (Figura 6).

-Para o deia

Se flige la méxima dilucidén del Ac a Ia cual todavia se observa nitido ef Inmunoprecipitado color sepia.
4.5 INFECCION DE RATONES DE LA CEPA BALS/c.

Se inocularon 20 ratones de la capa BALB/c via con 10° k ‘en ambos

p de las

Los Il tueron de Is ofina de tristomas infectados con el parésito. Esta

suspensidn celular, se lavé tres vaces en PBS 0.01 M, pH 7.2 ¥ «l paquste calular fue resuspendido en PBS a

ia concentracién daseada.
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Figura 5

L4

Fotografla que muestra el blanco de reactivos en la técnica de IHQ. P = Pardsitos de cultivo (400 aumentos)

ura A ra '

RN

Fotografla que muestra la reaccién positiva con el SHIC a dilucién 1:100. P = Parésitos de cultivo que presentan un
(400

Inmunopreciptado color sepla sobre la
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4.8 CURVA DE PARASITEMIA.

S los niveles di i dotres ratones infectados cada tercar dia durante 80 d, secclonando

una porcién de ia cola del animal y tomando con una microplpeta 5 i de sangre que era colocada entre porta

y cubraobjetos. En el microscdplo dptico (Leltz) se 6l ndmero de haliados on todos los

campos a 16X y posteriormente sa obtenla el numero total de

# P/ml| = # P cuantificados en 5 ul * 1000 pl sangre

5 ul de sangre
Donde:
# P/ml = nimero de parésitos por cada ml de sangre deal animal

# P cuanlificados en 5 ul = nimero de parésitos totales cuantificados en los 5 ul.

Finalmente se realizé o de los 3 y éstos 39 contra el tiempo de

inoculacién,
4.7 Of NCION DE LOS ORGANOS DE LOS RATONES DE LOS GRUI [+{e) o] INFECTADOS,

Materiat biaiégico:

Se emplearon ratones jévenos adultos de la capa BALB/e yno enlos perfodos
de tiempo establecidos parm el modslo,

Metodologia:
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Se obtuvieran ios Srganos de los ratones infectados, por medic de una evisceracién /n situ & diferentes tlempos

postinoculacién {P1.), como se muestra en la Tuhl.n iH

TABLA 1 @
No. DE RATONES ORGANOS
NO INFECTADOS [ INFECTADOS | TIEMPO PI, “P ME G H B C
2 2 1h L - .
2 4 4 h e - . - .
2 2 24 h e e e
2 2 48 h D
2 2 o6 h e e e e s
2 2 74 e 4 e e e
2 2 5d s e e e e
2 2 30d e e e e e
* P=PIEL G=GANGUO B8=BAZ0
ME=MUSCULO H=HIGADO C=CORAZON
ESQUELETICO

a) Forrar una tabla de unisel con papel de estrasa.

b) Aseptizar of 4

¢) F para la del animal, colocd los lentos de seguridad, guantes y cubrebocas.

d) Descerabrar al ratén,

e} Fljar las patas del animal sobre la tabla de unisel con alfileres.
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) Humedecer !a piel del ratdn con un algodén impregnado de agua para evitar que os érganos se cantaminen
con los pelos dal animal.

¢) Estirar la plel del abdoman empleando las pinzas con diantes y estirarla para realizar una pequeiia incisién
en forma da ojat con las tijeras curvas.

h) Tomar con !os dedos Indice y pulgar de la mano derecha, la parte proximal alrededor del ojal y con la mano

izquierda la parte distal alredador del ofal y tirar con fuerza en is para desp |a plel de!
animal de manera rapida y sencilla.

[} Una vez desprendida la plel realizar una Incisién en el petitoneo para obtener et higado y el bazo,

)) Postariommente se abra la caja tordxica de donde se obtiene el corazén.

k} La muestra de piel se obtiene de las zonas de Inoculacidn {cofinete plantar de ambas extremidades
posteriores).

I} E! ganglic se obtiene de la regidn del poplitea.

m) La muastra del misculo estriado sa obtiena de la pata trasera,

n) Los érganos se flan en formol al 10% o en solucidn de Bouln se incluyen en parafina y se cortan en el
microtémo de rotackén (Minot). Parte de los cortes son tedldos con H y E para microscopla dptica, y la otra
patte se emplea para realizar la técnica de (HQ.

©) Aseptizar ef drea de trabajo cen lodo, lusgo con soluckén de anlibenzal dejando que actie durante unos
minutos. Finalmente limpiar la zona.

P} Incinerar los restos de los ratones.

4.8 TECNICA HISTOLOGICA DE RUTINA,

a) Los tragmentos de los Srgancs deben tener ap 1 em® de volumen.

b) Fijar tos tejidos en una solucién de formo! al 10% o de Bouin.
c} Lavarlos en agua corriente y se colocarios en las rejillas.
d} Dashidratarlos con alcoholes del 70, 80, 90, 86, 96, 100 y 100%.

@) Aclararlos con xilol.
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1) Infiltrar Jos tejidos en parafina Ifiquida.

@) Incluirlos en los cassettes,

h) Rebajar el bloque y obtener los cortes en el microtomo de rotacién Minot,

1) Realizar la tincidn de! tefido por la técnica de Hy E:

i.1 Desparafinar los cortes de tejido en xilot, durante 10 min.

.2 Deaparafinar los cortes de tejido en xllol, durante 10 min.

1.3 Hidratar los tejidos con alcohol-xilol, durante 2 min,

i.4 Hidratar de los tejidos con alcohol al 100 % durante 2 min, al 100% por 2 min, al 96% por 2 min y al 86%
por 2 min,

1.5 Lavar los tejidos en agua corrlente.

1.8 Tedirlos con hematoxilina de Harris, durante 3 a § min,

1.7 Lavarios en agua carriente.

1.8 Sumergirios en una solucién de alechel Acide al 1%, durante un par da segundos.
1.9 Lavarios en agua corrients.

1.10 Sumergirios en catbonato de litlo, durante 30-50 seg.

.11 Lavarios en agua comiente.

i.12 Tefiirlos con ecsina amarilla, durante 2 a 4 min.

1.13 Deshkdratar los tejidos ya tedildos en alcoholes dol 86, 96, 100 ¥ 100%, durante 2 min en cada uno.
1,14 Sumergirios en Alcohol-Xilol, durante 2 min,

i.15 Sumergirios en Xilol, durante 3 min,

i.16 Sumerglrlos en Xilol, durante 3 min.

1.17 Montarlos con bélsamo de Canads.

NOTA: antes de emploar ia hematoxilina de Hanis, debe ser filtrada.
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Resultados:

Nicleos: azul oscuro.
Ribosomas:  azul oseuro.
Choplasma:  rosa claro,

Misculo: rosa claro,

4.9 Ol 10} SAMI (o] ] CORTES HISTO! COS PARA LA TECN|CA DE IHi
a) FRoailzar cortes de 6 u de los bloques de tefido inclufdos en parafina.
b} Desparafinar los telidos en una estula a 54°C, durante 30 min.

¢} Sumergir las laminillas an Jos 2 recipientes de xilol dal tren de tincién para H y E, durante 2 min.

di glr fas illas en etanof absoluto durante 2 m|n,'dnspu6| de lo cual quedan listas para su empleo

en la técnica de HQ.

4.10 ICA I IN
Una vez quae se estandarizé 1a técnica para ¥y Mos con se amplean las
mismas en los tejidos on parafina, de acuerdo con la técnica de IHQ:

1) Realizar la desparafinacién ¢ hidratackin doet tefido corio se indica en ¢l punto 4.9,
2) Reallzar |a técnica de IHQ como sa Indica en el punto 4.3,

Los érganos se pmcosalon‘do la siguiente manara (Tablas 2 y 3):
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TABLA 2

a) Con el Ac policlonal (SHIC):

8co

<

TIEMPO PI. Hs

1

4

DIAS

30| ORGANOS

" '| CORAZON
* | MUsSCULO
* | PIEL

* 1 GANGLIO
* | HIGADO

* | BAZO

TABLA 3

b} Con el Ac monoclonat biotinllado:

BCO

TIEMPO PRI, Hs

1

4

DIAS

ORGANOS

CORAZON
MuscuLo
PIEL
GANGLIO
HIGADO
BAZO
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Se tomaron como resultados positives, todos aguellos fragmentos de tejido 'que presentaban un

inmunoprecipitado color sepla y la morfologia caracteristica de! pardsito en el estadio Intracelular de

o nidos de ylola p da un que denote la

libaracidn de material antigénico.

De cada uno de los drganos que p una positiva, se un da 10 cortos

para realizar un estudlo semicuantitativo.
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5. RESULTADOS

5.1 CURVA DE PARASITEMIA:
Se investigd 1a presencia dol pardsito en la sangre del animal desda e! primor dia de [noculaciin y a

de tiempo de 72 h durante 80 dias, tiempo en el cual ya no se observaron

4 Los datos fueron los {Tabla 4):

Tabla 4

DA PI" PROGRESION FUSIFORME P? TOTALES/mISANGRE
24K [/ 0 0
48 H 0 [} [
4D o 0 0
7D o [} [
10D 1000 3500 4 500
50 2300 1000 3300
23D 2100 33 400 35 500
250 2000 60 000 82 000
20D 3 200 130 733 133 933
310 200 68 600 87 000

%0 0 39 800 39 500
3D 400 11 200 11 600
38D 400 4000 4 400
41D 200 5400 8600
430 200 2800 3000
B0 400 3000 3400
48D 800 2 000 2600
s3D 0 800 800
s D 200 200 400

L_sw 800 800 1 400
60 0 600 1400 2000
64D [ [ 0
67D [} 1600 1600
70D [ 800 800
73D o 400 400
70 0 200 200
780 [ 0 [
80 D o o 0

PI' = POSTINOCULACION
P? = PARASITOS
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Que proporcionaron Ia siguiente gréfica (Figura 4):

FIGURA 4

CURVA DE PARASITEMIA

140000
130000
120000
110000
100000
90000
80000
70000
60000
53000
40000
30000
20000
10000
0a

[IPARASITOS DELGADOS
ARASITOS GRUESQS
ARASITOS TOTALES

PARASITOS x 10 3/ml SANGRE

o8
-._.z&:l_-tm_%'-ea?ua!ﬁhawlwm“l
8 16 24 32 40 48 56 64 72 80

DIAS

Donde et pico de parasitemia sa registrd el dia 30 p.l. con 133 933 pardsitos/ml de sangre dei animal,
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Durante los dias previos al 10 p.i. ne se sin a partir de este difa so

detectaron 4 500, pradominanda las formas griesas. El nivel méximo de parasttemia se prasentd en e!

dia 29 con 133 933 pardsitos/m) de sangre. Después del dia 60 p.i. no sa detectaron formas deigadas,

sin los gruesos. la remitié on el dfa 76 pJ. (Tabla 4, Figum 4).
La gréfica muestra la dela y no describe semt oste p.
$.2  OBSERVACIONES ANATOMOPATOLOGICAS DE LOS RATONES INOCULADOS CON

JRIPOMASTIGOTES METACICLICOS;

Tabla &
DIA P :AsASITEMIA HALLAZGOS ANATOMOPATOLOGICOi
{ml SANGRE
DELGADOS GRUESOS
1H [} [} NINGUNO.
4H [} 0 NINGUNO,
24H [ 0 NINGUNO,
48 H 0 ] NINGUNO.
o6 H (] o NINGUNO,
7D [} ] ESPLENOMEGALIA E INFARTO
GANGLIONAR,
15D 2300 1000 UNFADENOPATIA (3mm DE
DIAMETRO)
HEPATOESPLENOMEGALIA.
00 3 200 133 733 UNFADENOPATIA (3 mm DE
DIAMETRO}
HEPATOESPLENOMEGALIA,
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En lo que resp 4 los

a partir del dia 7 p.l. se detectd una ligera

esplenomegalia 2demds de infarto ganglionar aunque el pardsito aiin no se detectaba en sangre

{posiblemente debido a la baja sensibllidad del método). Entre los dlas 15 y 30 p.i. se presenté una

y {ganglio lintatico regional) la cuai correlaclonaba con
ol inicio de la y las altas del pardsito, respectivamente (Tabla 5).
5.3 OBSERVACIONES D 'O DE | ADO E HISTOPATOLOGIA EN LOS TEJIDO: NIDOS CON
HEMATOXILINA Y EOSINA;
Tabla 6
" ORGANO TIEMPO PI HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS
MUSCULO 24H SIN ALTERACIONES.
ESQUELETICO 48 H SIN ALTERACIONES,
. H SIN ALTERACIONES.
7D MIOSITIS LEVE.
15D MIOSITIS MODERADA, NEURITIS, [INFILTRADOS
INFLAMATORIOS INTERSTICIALES Y
PERIVASCULARES DE CMNs, PRESENCIA DE NIDOS
DE AMASTIGOTES.
300 MIOSITIS GRAVE, PERINEURITIS, INFILTRADOS
INFLAMATORIO8 INTERSTICIALES Y
PERIVASCULARESDE TiPO CRONICO, FIBRAS
NECROTICAS CON Y .SIN PARASITO, NIDOS DE
AMASTIGOTES SIN INFILTRADO.
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'§IN ALTERACIONES.

CORAZON 24H
48 H SIN ALTERACIONES,
%6 H SIN ALTERACIONES.
70 INFLAMACION PERIVASCULAR DE TIPO CRONICO.
15D INFILTRADOS EXTENSOS INTERSTICIALES DE
FIPO MIXTO, PRESENCIA EN AMBOS VENTRICULOS
DE NIDOS DE AMASTIGOTES,
30D MIOCARDITIS SEVERA SUBEPICARDICA,
INFILTRADOS INFLAMATORIOS PERIVASCULARES
E INTERSTICIALES DE TIPO CRONICO,
PERIVASCUUTIS, NIDOS DE AMASTIGOTES EN LA
REGION APICAL Y VENTRICULAR MEDIA.
HIGADO 24 H SIN ALTERACIONES.
asH SIN ALTERAGIONES.
9 H SIN ALTERACIONES,
70 SIN ALTERACIONES.
15D HEPATITIS REAGTIVA, INFILTRADOS
PERIVENULARES EXTENSOS,
30D INFILTRADOS INFLAMATORIOS PERIVASCULARES
CRONICOS. A E
BAZO 24H SIN ALTERACIONES.
48 H SIN ALTERACIONES. -
o6 H SIN ALTERACIONES.
7D SIN ALTERACIONES.
150 HIPERPLASIA FOUCULAR,
30D ESPLENITIS REACTIVA E HIPERPLASIA

FOLICULAR.
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GANGLIO 24 H SIN ALTERACIONES.
48 H SIN ALTERACIONES.
88 H SIN ALTERACIONES.
70 HIPERPLASIA FOLICULARA,
150D HIPERPLASIA FOUICULAR.
30D ARTERITIS LINFOCITICA E HIPERPLASIA
FQUCULAR,

PIEL 1H CUADRO HEMORRAGICO, TEJIDO TEGUMENTARIO
LESIONADO, INFILTRADOS INFLAMATORIOS
LEUCOCITARIOS DE TIPO AGUDO.

4H EXTENSOS INFILTRADOS INFLAMATORIOS
LEUCOCITARIOS, DE TIPO AGUDO.,
GRANDES CONCENTRACIONES DE M¢s.

24 H INFILTRADOS SUBCUTANEOS DE PMNs {Nos).

48 H INFILTRADOS INFLAMATORIOS MIXTOS EN EL
TEJSDO SUBCUTANEO, QUE SE EXTIENDEN HASTA
EL MUSCULO.

96 H INFILTRADOS MIXTOS,

7D INFILTRADOS INFLAMATORIOS DE TIPO CRONICO.

15D INFILTRADOS INFLAMATORIOS PERIVASCULARES
CRONICOS EN LA DERMIS,

300D INFILTRADOS INFLAMATORIOS CRONICOS

PERIVASCULARES Y PERINEURALES, NEURITIS,

Con base en los resuliados de Ja tabla 6, se refiere al dia 7 como el tiempo post-inoculacién a partir de!

cual se ohservan patologias detectables, las cuales en su mayoria se manifiestan como lesiones

inflamatorias; sin embargo, no es sino hasta el dia 15 p.i. cuando se logran detectar hidos de amastigotes

en o tefldo

y cardiaco ya que tanto en higado como en bazo, ganglio

y Ple! no pudicron ser observados. Cabe sefalar que en piel los Infiltrados Inflamatorios agudos se

presentaron durante las primeras horas, evolucienando hacia ef dia 7 en tipo mixto para dar origen a

infillrados de tipo crénico a partir del dia 15 y hasta ef dia 30 p.i.
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ESTA TE3S RE  BEee
SAR B LA ESSLMTECA

5.4 ESTANDARIZAGION DE LOS SUERQS Y DEL COMPLEJO AVIDINA-BIOTINA EMPLEADOS EN LA
TECNICA DE HO: v

A) ESTANDARIZACION DEL ANTICUERPO POLICLONAL (SHIC ANTI-T cruzi):
Se empled e SHIC #84, el cuat presents un titulo de 1:32 por la técnica de IDD,
A partir de este suero so realizaron diluciones de 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400 con albimina sérica bovina

al 1% an PBS 0.01 My pH 7.2, las cuales se p en las illas control de y enios

cubreobjetos con M¢s de la linea R388 de humano, con

obtenidos /n vitro del cultivo M-16,
Se obtuvé el siguiente resuttadoe:

a.1) Diluckén 1:50. Se observé ia prasencia del inmunoprecipitado color sepia sobre la membrana y el

da los y onel do fos Mes,

a.2) Dilucién 1:100. Se observé la p del an los ¥

a.3) Dilucién 1:200. El inmunoprecipitado se observé muy tenus en ambos cascs.

#.4) Dliucidn 1:400, Casi no se cbservd el inmunopracipitado.

ElAc di al igual que ol p it 58 a una dilucién de

1:1000.
Se eliglé la dilucikin 1:100, ya que fué la maxima dilucién del Aca la
cual todavia se el !

b) ESTANDARIZACION DEL ANTICUERPO SECUNDARIO O ANTIIgG DE CONEJO  PREPARADOEN
CHIVO, BIOTINILADO {ANTI-RABBIT 1gG (WHOLE

MOLECULE} BIOTIN CONJUGATE ANTIBODY DEVELOPED IN GOAT. SIGMA

B-9642. L.OT 69F 8845].
El instructivo del equipe comercial sugiere, se ulilice el Ac secundario-biotinilado en una dilucién de

1:5000, por elio se ensayaron diluciones de 1:1 000, 1:2 000, t:4 000, 1:5 000, 1:7 000 y 1:10 000,
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utilizdndose o} SHIC a dilucién constante de 1:100, y el sistema avid| a

de 1:1000 se S fa ditucién de 1:1 000 de! Ac blotinilado,

c) ESTANDARIZACION DEL SISTEMA AVIDINA-PEROXIDASA.

Se empled el SHIC a dilucksn constante de 1:100 y el Ac biotinllado a dilucién da t:1 000, En ef equipo

se sugiere la del sistema avidi & una dilucién de 1:5000, por ello se
probaron las siguientes diluciones: 1:1 000, 1:2 000, 1:4 000, 1:5 000, 1:7 000y 1:10 000; encontrdndose
adecuada la dilucién de 1,5000.
d) ESTANDARIZACION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-AMASTIGOTES DE 7. cruzi,
Se ensayaron diluciones del Ac con un intervalo de 1:50 a 1:400 (1:50, 1:100, 1:200 y 1:400),
directamente sobre los tefidos en donde previamente se evidenclaron los nidos de amastigotas en

laminilas tefidas con Hy E de 15 dlas pl) ol vidina.-bioti

alas oplimas, Se 5 fa én de
1:100 para ¢f Ac monoclonal.

La técnica de 1HQ queds para los y los de los Ms, a las

siguientes diluciones:

Suera hiperinmune de conejo = 1:100
Anticuerpo monocional = 1:100
Anticuerpo biotinllado = 11000

Sistema avidina-peroxidasa = 1:5000

80



ESENCI. RASI G CORTES TEJDO SOMETIOOS Al Lal
CON EL ANTICUERPO POLICLONAL, '
Tabla 7 (Figuras 7-17)
Pl GANG
MUSCULO' | CORAZON HIGADO? BAZOL GANGLICKPIEL?
i) + Eey - - - -
AMASTIGOTES
SIN INFILTRADO 30D 44+ ++ - - - -
AMASTIGOTES 15D + + - - - .
AISLADOS SIN
INFILTRADO 300D + + - . - 8
ANTIGENO LIBE- 15D - - - - - -
RADO SIN IN-
FILTRADO 0D - - - - - A
NIDOS DE 15D + + - - - -
AMASTIGOTES
CON INFILTRADO 0D + + - . . .
AMASTIGOTES 1D + + - - . .
AISLADOS SIN
INFILTRADO 300D + + - - - .
ANTIGENO LIBE- 150 - - . - - -
RADO CON IN-
FILYRADO 0D . - - -
PMN O CMN 1H - - - - - 8
CON REACTIVI- 4H - - - . - -
DAD POSITIVA* 24H - - - - - -
48 H . - . . . -
86 H - - - - - -

* REACTIVIDAD POSITIVA=PRESENCIA DEL INMUNOPRECITPITADO.
1 REACTIVIDAD POSITIVA INESPECIFICA EN EL TEJIDO ADIPOSO, EN TODOS LOS

TIEMPOS.

2 REACTIVIDAD POSITIVA INESPECIFICA EN LOS CANALICULOS BILIARES, EN
TODOS LOS TIEMPOS.
3 REACTIVIDAD POSITIVA INESPECIFICA EN LAS VACUOLAS DE LAS GLANDULAS

SEBACEAS, EN TODOS LOS TIEMPOS.
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Fiqura 7

A .

ow

Fotografla del musculo cardlaco de ratdn BALB/c, 15 dias p.i. Se observa que la libras cardiacas se encuentran invadidas por
& Gan con los nkios de N = Nido de con ivi positiva; | =

Infiltrado inflamatotio (400 aumentos).

Figua 8

Fotografla del mosculo esquelético de ratdn BALB/e, 30 p.l. Se observa un nido de amastigotes rodeado por Infiltrados
inflamatorios.
N = Nido de amastigote con reactividad postiva; | = Infiltrado inflamatorio (100 aumentos).
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Figura 9

Fotografia del musculo esquelético de ratén BALBJc, 30 dlas p.l. Se observa un nklo de amastigotes sin Infiitrados
di

inflamatorios en la pariferia. N = Nido de con positiva {400
., * “_
: .
- .
. N v
Figura 10
. .
. 3.
. ' -8
N
.
N
. '
<

Misculo esquelético de ratén BALB/c, 30 dlas p.i. N = nidos de amastigotes con reactividad positiva; | = Infiltrados
inflamatorios {160 aumentos),
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Fotografla del misculo esquelético de ratdn BALB/c, 30 dias p.l. Se observa un nido de amastigotes infiltrado por células
inflamatorias. N = Nido de amastigote; | = Inliltrado inflamatorio (400 aumentos).

Figura 12
.
>
-
.
Fotografia del higado de ratén BALB/c, 15 dias p.i. Se observa que los ¢ i ylo una
positiva CS = Ci bitiar o si con ivi positiva (160
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Figura 13

Fotografia del bazo de ratdn BALB/e, 15 dias p.i. No se encontré 4 pasitiva (160

iqura 14

Fotografla del ganglio de la regién del popliteo, 48 Hs p.I. No se encontid reactividad positiva (100 aumentos).
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Figura 1S

Fotogratia de la piel del cojinete plantar (sitio de Inaculacién), 30 dlas p.i. Se extensos
de tipo crénico, 8in embargo no se observé rectivkiad positiva, | = {100

-

-~
Figura 16

"

-

~

-

Falagrafia de la plel del cojinete plantar, 15 dias p.i. Se observa la presencla de gldnduias sebiceas, folicuio piloso y pela
con reactividad positiva inespecffica. GBR = Glandula Sebicea con reactividad positiva; FPR = Follculo Piloso con reactividad
positiva y P = Pelo con una ligera vk positiva (100
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Fotogratia de la piel del cojinete plantar, 2 hs pl. No se encontré aln 9 58
infiltrados inflamatorios de tipe agudo y una gran cantidad de (enp mayores con respecto
da los ratones no infectados). GS = Glandula Sebdcea (100 aumentos).
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Como seindica an la tabla 7 y en [as figuras anteriores, fue entra el dla 15 y 30 p.i. cuando se detectaron nidos
de amastigotes en el masculo esquelético predominantementa durante el dia 30, obsarvandose de la miama
manera en el misculo cardiaco durante el dia 15 p.l. Es sorprendente el hecho de que la mayoria de los nidos

50 sin sobre éstos o on la periferia y que sus células no presentaban Ag

en el interior o blen adsorbido sobre las fibras. Como dato curioso so observa una reaccién positiva
“inespecifica® en el 1e]ido adlposo de! misculo esquelétice, en los canallculos billares ¥ en las vacuolas de las

glandulas sebiceas de la piel.

56 ESTUDIO SEMICUANTITATIVO DE JDENTIFICACION DEL PARASITO EN YTEJIDOS TENIDOS CON
HEMATOXILINA Y EOSINA Y SOMETIDOS A LA TECNICA DE JHQ CON EL ANTICUERPO POLICLONAL:

No se detectS antigeno tisular en ninguno de los seis tejidos procesados, (ganglio infilico reglonal, plef, bazo,

higado, miisculo esquelético y corazén) con el SHIC empleado a una diluckén de 1:100; mientras que solo se

identificé al pardsito en su forma on ol tejido lético y en la viscera cardiaca, porcién

media y apical, en ambos casos a fos tiempos de 15 y 30 dias p.i.

Parala de este estudio £ 10 cortes de cada uno de los Grganos y de
cada uno de los diferentes tiempos p.., la ob Sn se realizé en el plo dptico {Leitz), con el objetivo
de 16X {160 btenié los (Tabla 8 y 9):
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Tabla 8

I ORGANO MUSCULO ESQUELETICO)
30

# TOTAL DE NiDOS/# CAMPOS?

# DE NIDOS SIN INFILTRADO
LEUCOCITARIO/# CAMPOS®

# DE NIDOS CON INFILTRADO
LEUCOCITARIO/# CAMPOS*

# DE INFILTRADOS
LEUCOCITARIOS/# CAMPOS

# DE INFILTRADOS LEUCQCH-
TARIOS GON REAGTIVIDAD/
# CAMPOS*

# DE INFILTRADOS LEUCOC!-
TARIOS SIN REACTIVIDAD/
# CAMPOS®

" REACTIVIDAD EN LOS
CONTROLES

5/29 36/38
4f29 28/38
1/29 8/38
33/29 189/38
2/29 10/38 ’
;!1/29 179/38
0/29 o/s8

1 LOS VALORES OBTENIDOS CORRESPONDEN AL PROMEDIO DE 10 SECCIONES DE
AS,

TEJDO ANALIZAD,
2 OBSERVACION A 180 AUMENTOS.
3 Figura 9
4 Figura 11
5 Figura 7
6 Figura 15
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Tabla 9

Las tablas 8 y 9 tienen como principal fin of d“u;car como mecanismos de dafio Ilsul;r a |a presencia de
grandes nidos de amastigotes, de ios cuales la mayoria se
que se
f‘“ los infiltrados inflamatorios generan curvas cuyo inicio se registra en el dia 7 p.l,, se incrementa hacia el dia
15y elcanza su méxima expresidn en el 30; sin embargo, pocos de estos Infiltrados son los que poseen células

con material antigénico intracitopldsmico, por lo que se puede Inferir que los infiltrados lejos de abatir Ia

ORGANO CORAZON
30

# TOTAL DE NIDOS/# CAMPOS 11/18 4ns
# DE NIDOS SIN INFILTRADO 10/18 215
LEUCOCITARIO/# CAMPOS
# DE NIDOS CON INFILTRADO 18 2/15
LEUCOCITARIO/# CAMPOS
# DE INFILTRADOS 30/16 57118
LEUCOCITARIOS/# CAMPOS
# DE INFILTRADOS LEUCOCt- s/1e 418
TARIOS CON REACTIVIDAD/
# CAMPOS
# DE INFILTRADOS LEUCOCH- 25/18 s3/15
TARIOS SIN REACTIVIDAD/
# CAMPOS

y liberan asl las fibras, Por otra parte, se observa que las cinélicas de aparicién

infeccién, causan un dafio a su periferia.

libres de
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5.7 ESTUDIO COMPARATIVO DEL METODO DE_IHQ_EMPLEANDO EL_ANTICUERPO POLIGLONAL Y EL
MONOCLONAL. v
Se emplearon tres coftos da misculo esqueldtico Y tres de la viscera cardiaca (segmaento apical) de los tiempos

de 15 y 30 dias p.i, los cuales se somatieron a la técnica de IHQ, utilizando la dilucién da 1:100 tanto del

PO p como del
Los fueron al Splico a 160 aumentos (Tabla 10y 11).
Tabla 10
ORGANO  MUSCULO ESQUELETICO 1
1 150 30D
TOCTERTE COCIENTE

PC' MC* PC  MC| PC MC PC  MC
#TOTAL DE NIDOS/# CAMPOS 6/33  1/33 .18 03 32/43 32/48° .74 87
# NIDOS SIN INFILTRADO 5/33 1/83 15 .03 | 25/43 26/48 58 54
LEUCOCITARIO/# CAMPOS
# NIDOS CON INFILTRADO /33  0/a3 .03 .00 7/43  6/48 .18 43
LEUGOCITARIO/# CAMPOS
# DE INFILTRADOS 23/a3 23/33 .70 70 [171/43 128/48 4.00 2.87
LEUCOCITARIOS/# CAMPOS
# INFILTRADOS LEUCOCI- 3/33 2/38 .09 .08 11/43 0/a8 .26 .00
TARIOS CON REACTIVIDAD/
# CAMPOS
# INFILTRADOS LEUCOCI- 20/a3 21/33 .61 54 160/42 128/48 3.72 2.87
TARIOS SIN REACTIVIDAD/
# CAMPOS

1 = Anticuerpo policional

2 = Anticusrpo monoclonal

a = 26 nidos aparecen francamente marcados
3 nidos aparecen semimarcados
3 nidos aparecen sin reactividad

91



Tabla 11

ORGANO _ CORAZON
[“TIEMPO Pl 15D 00
I TCOCENTE
PC__MC_PC MC| PG MC__PC__ MC
# TOTAL NIDOS/# CAMPOS 9/17 8/16® 53 50 | 416 an7T 25 20
# NIDOS SIN INFILTRADO M7 8n6 .41 S0 | 3/16 417 19 24
LEUCOCITARIO/# CAMPOS
# NIDOS CON INFILTRADO 217 ofe a2 00 | 116 o017 .06 .00
LEUCQCITARIO/# CAMPOS
# DE INFILTRADOS 38/17 5116 224 3.19| 68/16 51/17 43  3.00
LEUCCCITARIOS/# CAMFOS
# INFILTRADOS LEUCOCI- 97 oM 53 .00 | ane 217 25 a2
TARIOS CON REACTIVIDAD/
# CAMPOS
# INFILTRADOS LEUCOCI- 2717 5116 159 3.9 ) 64/16 49/17 40 268
TARIOS SIN REACTIVIDAD/
# CAMPOS

b = 6 nides aparecen francamonte marcados
- 1 nido aparece semimarcado
1 nido aparece no marcado

€ = 3 nidos aparecen fracamente marcados
1 nido aparace semimarcado
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£n cuanto al estudio P entre el Ac p yel !l (Tablas 10 y'11) podria pensarse que el

empleo de un Ac th deblora

una técnica altamente sensible en el
raconocimiento de este estadio; sin ambargo, debemos considerar que este Ac fue sintelizado contra la
glicoproteina donominada Ssp 4 estadlo especifica y que quizd por ello no reaccioné con las formas transicionales

de los amastigotes. o bien que tue sintetizado contra una cepa brasiledia (Y) la cual podra tener una distinta

el Ag en ¢l alslado d como criptico. Estas se apayan

on el resultado del coclente de los pardmetros determinados por el totai de campos.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

En la curva de parasitemia durante los dlas provios al 10 p.I. no se detectaron pardsitos, debldo quizd a la baja

sensibilidad del método; a partir del dia 10 p.}. se 4 500 it {1000 y 3500 gruesos
(Tabla 4, Figura 4)). El méximo nivel de parasitemia se registrd en e! dia 29 p.i. con 133 933 pardsitos totales/m|
de sangre del animal, siendo en su mayoria gruesos (130 733) y una pequeiisima cantidad de éstos, delgados
{3 200), lo quo se fundamenta en el principio de progresidn fusiforme del parasito (Dvorak J.A, et al, 1973),
fendmeno que invelucra un efecto en su capacidad Infectiva. Después del dia 60 p.l. no se detectaron pardsitos
delgados mientras que los gruesos persistieron, aungue en bajas concentraciones hasta eldia 78 p.k finalmente
la parasitemia remitié despuds de este tiempa. Los datos manifestaron que los pardsitos gruesos son
predominantes a lo largo de todo el curso de la parasitemia (Tabla 4, Figura 4).

La curva de parasitemia (Figura 4) describe pequenos picos debldo a errores aloalorios del método de
cuanlificackn. La grédfica tiene como Gnlco fin el mostrar una tendencia en los niveles de parasitemia del ratén
de la cepa BAL8/c y no una descripcién seml o cuantitativa ya que para ello se requleren de determinaciones
en al menos un lole de diez ratones en cada uno do los tlempos p.l. y para el presente trabajo sélo se
emplearon tres.

Por otra parte, se realizé la caracterizacién de la cepa ninoa de T. cruzi, para lo cual se deban obsetvar
parametros tales como: a} La infectividad de las formas de cultivo, b) la curva de parasitamia, c) la morfologia

de {os tri dj la o) la el tisular y g} el tipo de

lesiones histoldgicas.

En loque toca a la infectividad de las formas de cultivo, se comprobd a través de la parasitemia de los animales

con {rip: i del cullivo M-16. En [o referente a la curva de parasitemia (Figura
4). se ovi la ickdn de & del dia 10, el pico de parasitemia en el dia 29 y su
desaparicién alrededor del dia 78 p.i.La dalos se ing en frolls
tedidos con Wright, en los que so observaron ambas formas de p if las ¥y p

las gruesas; la semicuantificacian se realizé en 5 pl do sangra. En cuanto a la mortalidad, ninguno de los

animales murié dentro del lapso de tiempo en que se realizé la curva de parasitemla.
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Correlacionande los datos de i curva de parasitemia con el tipo de tesiones anatomo o histolégicas (tabla 4,

§ y 6}, se encontrd que T cnuz/ cepa ninca (alstado mexicano) al parecer se comporiaba como una cepa

miotrépica, solectiva para fibras de tipa | del muscul qu porser donde

la contraccién es lenta y ia tensién sostenida por lo que también son denominadas fibras lentas, son féciimente

pero tienen una vels de i6n lenta (50-80 m/s) y estdn inervadas por axones pequefios,
son ricas en micglobina, por lo cual se les denomina fibras rojas y se encuentran altamante irrigadas (Fawcatt

D. W, 11a Edicién). Eslas fibras se presentan en mds det 50% del te]ido cardlaco y mascule esquelético que

fueron las mds dahadas durante la debido al trop selectivo del pardsito por estas
fibras {aproximadamente cinco veces mayor que por las flbras del tipo ll), que son destruidas progresivamente

durante la fase crénica de la tales L son por Cabeza & Laguens (Cabeza M.

P, et at, 1968),

Con base en las caracleristicas anteriores, T. cruzi cepa ninoca comesponde al biodemo Il de acuerdo a la
claslficacién de Andrade, que describa como cepas de lenta muitiplicacién, do tardio pero alte plco de
parasitemia (20-30 dias p.i.) y de baja mortalidad después dol dia 50 p.i., con predominic de formas gruesas
a través del curso de la infeccidn y miotropismo el cual implica principaimenta al misculo esquelética. Los
prototipos son las cepas colomblanas (Mem Inst Oswaldo Cruz, 1986).

ANALISIS ANATOMO E HISTOPATOLOGICO DE L OS ORGANOS,

En funcién del conocimiento dal tropismo da Ia copa y de su blodemo, se observ que las anatomo o
histopatologias correlacionaban con los datos da clasificacidn de la cepa y con la aparicién, méximo nivel y

desaparicidn de los pardsitos en sangre.

HIGADQ (Tabta 6)

En Higada (drgano que al gistema a los tiempos de 1, 4,24,48,98hy 7
dias p..no se ninguna a nivel e J sin a partir del dia 15 p.i.
se abservd b ia que al i h & [:] un cuadro da P

extansos, mitosls atipicas y hepalitis reactiva. Debido a que el higado es un érgano muy vascularizado que cada

minuto recibe aproximadamente 400 ml de sangre de la vena porta y 100 ml de la arteria hepélica en los
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humanos que fluye por los sinusoldes quedando expuesla a unas 1.2x10" células de Kuppfer por cada gramo

de tejido, este érgano se conoce como tamizador de la sangre. Se cree que durante la Infoccién en el animal,

s@ presenta la hepatomegalia como una patla ala i aguda {no
experimentalmente), que quizd se deba a quo en esta fase se presentan el mayor nimero de nidos de

que y las fibras durante su proceso de reproduccién y liborackin

ademas de la participacién del infiltrado inflamatorio, Dicha Insuficiencia cardlaca puede aumentar la presién

en fas venas que drenan al higado y los quedan di y un aumento del

volumen hepitico, aunado a una migracién de M¢s libres y a la activacién de las células de Kupptor para la

eliminacién del pardsito; por otra parts, la p ¥ ién de enla

deltejido hepdtico con célulasir y tambknse ha en trabajos previos realizados

con cepas mexicanas (Cdrdenas R, L., et al, 1975) e Intemacionales (Koberle F., 1961). Para el dia 30 p.i. en

¢l que se p ol plco de {133 913 it do sangre), se encontrd una franca

hepatomegalia, donde la imdgen histolégica correspondia a un tefido en cuyo parénquima se observaban

lipkiicas con mitosis atlpicus ¢ detipo

crénico, debido a la gran afluencia de sangre que tiena este drgano y porque en dicho fluldo se encontraban

los trij o material é que se sobro la sup de las células del endotelio

vascular o del panénquima hepdtico prevocando una reaccidn Inflamatoria. En ninguno de tos tiempos p.l.
analizados, se encontrd evidencia alguna del pardsito o antigeno {Cardenas R. L., et al, 1975; Koberla F., 1981},
fendmeno también observado por Cdrdenas y cols. an su estudio con seis cepas mexicanas de T, cruzl.
BAZO (Tabla 6)

Es la masa de tejido linfitico mas grande del cuerpo, el parénquima consiste de dos tipos de tejidos: [a pulpa

blanca que basicamenta s tejido linfolde itos que forman né

o corplsculos de Malpighi) y la pulpa roja (formada por senos venosos y cordones lienales o de Billroth los

cuales consisten en giébulos rofos, M¢s, linfocitos, células plasimadticas y granulocitos).

En Jos tiempos do 24, 48 y 96 h p.l. no se Vi i lo cual coinelde con

fa ausencla del pardsito en sangre, sin embargo a los 7 dias p.l. se pi S un cuadro de
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quizd por la de bajas de fos cuales fueron

por la de Mgps en los

aungue
histoldgicamente no se observd ninguna anomalia. La esplenomegalia persistié durante los dias 15y 30 p.t:

an el andlisis histolégico a los 15 dias p.. se observd hiperplasia follcutar y a los 30 dias esplenitls reactiva

segln

a [a folicular que con los dos nivales de i aste

Fawcelt parece deberse a que después de la infroduccién en el torrento circulatorio del pardsito o antigeno

que en nimero durante uno o dos dias ¥ se van concentrando en

ia periferia de la vaina. En los dias cuarto a sexto aparece un nimero creciente de células plasméticas

inmaduras. Al final de la primera semana 'Y el nimero de y de células

el nimero de las maduras mientras el proceso se continua hasta la
segunda semana, en la que se obseiva esplenomegalia (Fawcett D, W., 11a, edicién).
Por otra parte Librado Ortiz Ortiz y cols., afiifman que el bazo es un érganc de tamizado para los parésitos

clreulantes y que ademds es una fuente de células de |a respuesta inmurie, por lo que Ia cancentracién alta de

antigeno y Ia activacidn policlonal de los linfocitos B conla (Ontiz-Ortiz

L., et al, 1980), en

p con lo en el trabajo [ por Salazar y cols., donde se

Informan otros hallazgos tales como tejido linfdtico extracapsular, desorganizacidn de la pulpa blanca, necrosls,

de hipoplasia de pulpa blanca, y i no

en las
Finalmente, Koberle reporta la presencia de un *bazo aumentado® que presenta el aspecto de estar infoctado,
sin embargo, en ninguno de los tlempos se logrd evidenclar al pardsito y/o material anligénico.

GANGLIO LINFATICO REGIONAL, (Tabla 6)

Durante los tiempos de 24, 48 y 96 h p.i. no sa abservé morfo © alguna, sin go 8

partir del dia 7 y hasta el 30 p.l. se presents linfadenopatia, en donde los ganglios aumentaban de tamafio hasla

alcanzar una iongitud de 3 mm, que auna imdgen alos7y 15 dias

p.. de hipaerplasia folicular y a los 30 dias de arteritis it daa la folicular, alo

con la

encontrada y descrito por Koberle {Koberle F, 1661), Esla patia, se
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aparickin del parasito en sangre y linfa ademas del an la de células ¥y

linfocitos hallados durante e! dia 30 p.i. Estas fas no U con las por

Cérdenas y cols. {Cdrdenas R. L., et al, 1975} ya que no se logré idontificar al pardsito, material antigénico libre,

fagocitado o adsorbido, ni se observd sin emb reporta para la cepa Ei Capulin un

incremento en of tamario del ganglio.

MUSCULO ESQUELETICO (Tabla 6}

Partiendo del conocimiento de qua sa trataba de una cepa miotrdpica, se prasuponia atn antes de conocer los
resultados del estudio, que tanto el misculo esquelético como el cardiaco, eran los érganos principalmente
afectados, lo que resulls positivo al analizar histoldgicamente una seccién del musculo esquelético regional.
En los tiompas de 24, 48y 96 h p.i., no so presentd alterackén alguna, sin embargo a los 7 dias p.l. se observs
una miositis leve, quizd por que e! pardsito se encontraba en !a sangre a concentraciones no detectables por

ia metodologla empleada y en la fase inicial de Ia colonizacidn de las células hospederas del mamifero. Durante

el dia 15 p.i. se observé miositis neuritls, y

constituidos principaimente de PMNa y Mgs asi como nidos de cuadro bgico que
con la de las formas i y tisulares del pardsito. Los infiltrados de PMNs y M@s

‘puodun causarlalisis de los as{ como y/o causar Ja muerte o el dafio celular

y/o lisular en los sitios de inflamacin {(Sanderson C. J., et al, 1979; Kierszenbaum F,, et al, 1986; Ldpez A.F,

et al, 1978}, situacién tambidn descrita por Kierszenbaum y cols., de la cual se concluye que los PMNs se

enel de la necrosis degenerativa de las fibras muscularas

y que el grado de infiltracién y el depdsito de sus p de ion son imp: por lo qua se genera

un cuadro de miositis grave {(Molina H. A., el al, 1988). Posteriormente los infiltrados de PMNs se transformaron

encrénicos, de CMNs) v fact; ién por Molina

y cols., donde refieren la presencia en el tefida de focos necréticos aislados y difusos, infiltrados inflamalorios

con y sin fibras necréticas ademds de tejido p con ir no ivos ¥ nidos
de amastigotes, cuadro lambién hallado durante el andlisis de los tejidos en los tiempos de 15 y 30 dlas p.i.

Todos los pard antes

una cinética del tlempo involucrado en el desarrollo de
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1a gravedad de las leslones, pi da i del pardsito en el tefido y su

ib kin de la célula & as{ un nuovo procesc de reciutamiento de células
inflamatorias (Molina H.A., et al, 1988).

En ol dla 30 p.i. s¢ observé miositls grave. p i y da

tipo erdnieo, fibras necréticas con y sin pardsito, ademés de un mayor nimero de nidos de amastigates sin

infiltrado leucochario, donde fa gravedad ds! dafio tisular se debla alap del
nimero de nidos e infiltrados.

i ala de [a lesién

La aparicisn de CMNs y su sumento en nimero esta

(miositis grave, destruccién de las fibras y necrosis). Por otra parte se sugiere quo, ademds de la destruccién

del tefido por la presencla del pardsito y los olra de podria
d esla fase: una i de CMNs sobre las fibras no infectadas
e y da los q més no sobre éstos (Baral A, P, ot al, 1984).

Ademds existen evidencias fehaclentes de que T, cruz/ presenta cierto troplsma para fibras del tipo | presentes
on el musculo esquelético, del que constituyen casi su totalidad por [o que el pardsito es hallade ampllamente

distribuldo en este tejldo (Cabeza M, P, et al, 1888).

F Salazary col imilaresalas
las cepas Telitldn y La Higuera, ambas mexicanas (Cérdenas R. L., et al, 1875).
CORAZON (Tabla 8)

sin enaldia

Durante los tiempos de 24, 48 y 96 h p.i. no se cbservé ninguna

7 plse de tipo crdnico, que correlacionaban con el inicio

de (a parasitemia y siendo el corazén una masa de tejido muscular que se contrae ritmicamente, donda las
venas cava superior e [nferior traen la sangre venosa desde el cuerpo a la auricula derecha, pasando al

ventriculo derecho, de donde es atavés delosp & 1 para

después ser llevada de nuevo a la auricula izq. yal q para por el cuerpoa
través de todas sus ramas arteriales, podria pensarse que o pardsito quiza libere algin antigeno o blen se trate

de un de su di o que se deposita en el ylo
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la la de

p oque sea esto un reflejo de un proceso de
diapedasis.
Por otra parte la cepa hinoa a! parecer es miotréplca, especifica para fibras de tipo I por lo que no serla de

sorprender la presencia de nidos de amastigotes en este &rgano, los cuales sa observaron a partir del dia 16

@n un nimera mayor qua al dia 30 p.i. £n el dia 15 p.i. también se difuses,
intersticiales mixtos con una ligera destruccidn de las fibras resultado de las leslones causadas por la
reproduccién y liberacisn de! pardsito (Younes-Chennoufi A, B,, et al, 1688) y particularmente por la persistencia
da extensos infiltrados inflamatorios {Morales M. C., et al, 1987; Younes-Chennoufi A. B.,, et a!, 1988} cuya
cinélica de aparicién inicia en el dia 7 p.I. y aumenta progresivamente con el tiempo, estos hallazgos sugieren
que la estimulacién antigénica persiste a través de la fase crénica aunque los paristos no sean

(Younes-Cl A. B, et al, 1988). Por otra parte, no so observd destruceién

de fibras nerviosas {(Motina H. A,, et al, 1988).

Finalmente, en ol dia 30 p.i. se observd una grave que sedebeala
de las fibras por los e da tipo crénico y a la presencla de
nidos de en los que con los niveles méximos de parasitemia. Dichos

hallazgos lueran también encontrados en los trabajos de Koberle (1881), en los de Molina {1988) y en los do
Cardenas y cols. {1975) con las cepas Eslanzuala, Jojutia y el Capulin, todas provenienles de aislados

en donde

focos con y sin fibras necréticas, tejido

p y nidos do en

prop: alag en el p trabajo.

Un nimero relativamente alto de CMNs, Nos y nidos de amastigotes fueron observados entre [os dias 15 y 30

p.i. Como es sabido fas CMNs son las de montar una inmune contra T cruzi, mientras

que los PMNs participan en la eliminacién del pardsitc ademés de contribulr al agravamiento de la Jesidn.

Por otra parte, las lesiones [ P unaciertap én durante lafase crénica

de Ia infeccién con cepas del blodemo tipo }il, coma ha sido observado can las cepas colombianas (Andrade

* 5.G., 1990), donde 7. cruzi muestra una capacidad peculiar para generar una miocardiopatia crénica en el ratdn
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sin el dela crénica factores tales camo la cepa del pardsito, Ia

inmune del yiapi P genética,
BIEL (Tabla 6)
La Interaccién [nicial de fas formas infeciivas de T cruz/ y la célula hospedara en el sitic de inoculacidn

particularmente ha sido poca estudiada debldo a Ia répida desaparickin del pardsito del sitio de inoculacién,

La interaccidn del pardsito con ia célula la y el destinc de los

ftos ha sido iada /n vitro {Dvorak J. A, et al, 1973; Hydo T. R, et al, 1973; Luban N, A.,

et al, 1974; Noguelra N., et ], 1976; Wih J. J., et al, 1984; Ouassi M. A., et al, 1980) aunque por ofro lado

] no existen dela i6n inlclaly los eventos jocales postinoculacién
en el in vivo (Younes-Cl A. B., et al, 1980). En ol presente lrabajo tampoco fue posible
esclarecer dicha interaccién, debido a quo no se detectd al pardsita y U so varon

infamatorios abundantes (Tabla 6).

El no haber locallzado al pardsita /n situ pudiera deberse:

a} A la eleccién del sitio de Inoculackén.

b)A quin al inccular al animal se lesions el tejido por fa introduccién de la aguja , fo que permite una migracién

mis rdpida de! parésito a través del tefido dafado.

¢) A la valocidad que desarrolla el parisito por el de su flagelo, por
la imprimida durante el aumento de la presiin sobre el émbolo de la jeringa y el pequedo orificio de salida de
la aguja.

d) A que algunos tripomastigotes escapan del sitio da inoculacién a través de Jos vasos linfticos como principal
via y otros lo hacen hacia vasos sanguineos, evenlo que aumenta su probabllidad debido a que
aproximadamente a las 3 6 4 h de producida la lesidn mecénica, se verifica un proceso de angiogénesis con
capilares ya estructurados, a través de los cuales el pardsito podria migrar facilmente.

@) A que quiza no hay reproducekdn local del pardsito.

d) A que algunes son por los y/o M¢s en el infiltrado

inflamatorio.
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En los tlempos de 1y 4 h so da PMNs y pere no

se 4 al pardsito nl material ol de estas células en la roaccién inflamatoria persiste
hasta las 48 h.,
Alas 24 h se de PMNs, a las 48 y $6 h se presentaron

infiltrados inflamatorios mixtos que se extendian hasta el musculo; a los 7 dias se observaron Infiltrados

eneldia t5se y erénicos en la dermis

y en ol dia 30 p.i. se crénicos asl como neuritis, Se plensa
que los infiltrados inflamatorics de CMNs en ol dia 30 p.l. pudleran debaerse a una respuesta sutoinmuna celular

contra algin antigeno persistente o de reaccién cruzada del misculo del tejido tegumentario ya gue estos

infiltrados son en su mayorla peri yse hasta la

En un trabajo previo realizado por Milder y Bllovsky (Bijovsky A. T., at al, 1888), se encontraron resultados
similares con respecto & la clase da los infiltrados inflamatorios ya que a los tiempas de 1,4, 24 y 48 h p.l, eran
predominantemante de leucocitos PMNs, mientras gue a los tiempos de 96 h y 7 dias p.l. se ocbservaron
infitrados inflamatorios mixtos con un Incremento de CMNs maduras y finalmente a los 15 y 28 dias p.i. se
encontrd una destruccién grave de las células hospederas on donde el infiltrado inflamatorio consistia

da CMNs itos y Mgs). D al pardsko a jas 8 h p.i.en la pcv"aﬂa‘de los PMNs,

a las 24 h en el cikoplasma de los Nos, a las 48 h multiplicndose, a las 96 h ya habia tripomastigotes libres,
a los 7 dias se observaron nidos de amastigotes en las fibras del muisculo liso de los vasos sanguineos,
después del dia 21 casi no observaron parésitos y a partir del dia 28 éstos ya no se presentaron, situacidn que
difiere con la presente invesligacidn, quiza debido al indculo o al sitio de inoculacién elegido por Milder y
Bijovsky (urrilu; de himster) ya que carece de vasos linfiticos por los cuales el pardsito pudlese migrar,
mientras que el sitlo de Inoculacidn en nuestro caso fue ol cojinete plantar, donde sf existen vasos linfaticos y
abundantes vasos sanguineos.

En o que respecta a la técnica de la inmunoperoxidasa complejo avidina-biotina, se sabe que es mucho mds

sensible que los métedos de inmunafiuarescencia y las técnicas directas e dala

ya que el compleo avidina-bictina amplifica la sefal. Esta técnica ofrece la ventaja de que las muestras con el
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Ppueden ser y al ya que sl no

desaparece ni se deteriora con el tlempa y los 'tvojldm pueden sor contratefiidos lo cual provee de una

ional (Current Protocols In gy, 1991).

Esta técnica fue elegida debido a que durante |a fase aguda de la enfermedad de Chagas se pueden encontrar

grandes g de pardsitos que son por medio de la tinclén do H y E por que se difersncian

16 y dela normal def tefido, sin embargo pueden existir muchas otras lesionas
donde fos pardsitos se y no se logran lar por las téenicas de rutina. Por medio
delatécnica deIHQ un p nimaro de parésitos o bien Gl pueden ser identificados

empleando |os objativos de 4 y 10X, lo que hace de la obsarvacién microscdpica un proceso répido y sencillo.

El enla de la id I6n de los. por medio de (a IHQ se debe a que sa toman
en cuenta tanto como Algunas do las lesiones inflamatorias pueden ser

conun de material postivo, el cual no se evidenclarla por medio de la tincién
deHyE, aslen clinicas a la de pocos pard: o da éste.

€n cuanto a la determinacién del pardsito y/o antigeno en cortes de tejido sometidos al método de IHQ con el

Ac & det Jo de Younes-Cl acercadalap delos de T cruzl
cepa Y {bicdemo tipo [} en las lesiones de ratones en fase crénica (Younes-Chennoufi
A.B., et al, 1988), en esta investigacidn no se detectd la da aniig! en ninguno de los

tefidos ni do los tiempos analizados a pesar de haber empleado una metodologla méds sensible (complejo

avidina biotina} que la realizada por Younes, en donde solo empled el sistema de anti-Fab peroxidasa, aunque

quizd la @n la i de se deba al do la cepa amp en cada caso (Tabla

7). Por los resultados anterlores se descarté la p: de en e! tajido como uno de

los mecanismos de patogenia det final de ia fase aguda y de la fase crdnica.

Los érganos que pi una ividad posftiva color sepla) fueron Unicamente el

misculo esquelético (ME) y el cardiaco (MC}) y sélo en los tlempos de 15 y 30 dlas p.i. (Tabla 7). £n el ME en

eldia15p.i.se ron nidos de sin que

en numero hacia et dia 30, o que refloja una cinélica tipica para |a capas miotrdpicas {Molina H. A., et al, 1988},
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enla

tisular fa repi y én del pardsito como ¢l principal mecanismo de
las histopatologlas.
También se observaron amastigotes aislados sin infiltrados Inflamatorios en ambos tiempos p.i., aunque en

[ easl|

g dichos i les pueden propiciar el dafio tisular por
reproducirse y generar un nueve nido. Resultd sorprendente el hallar muy pocos nides de amastigotes y

amastigotes alsiados con ya que ostos eran o

yse lejos de con los nidos y amastigotes aisladas, esto llevé
a pensar en que ) segundo mecanismo de daiio tisular involucrado en el agravamiento de fa Jesién que
provocaba una degeneracién de fos miocitos eran los infiltrados inflamatorios que vertian sus contenldos

las fibras

En ninguno de los tlempos anteriores al dia 15 p.l. se observé la presencia de CMNs o PMNs cuyo citoplasma

presentase una roaccidn positiva,

En el MC se observé précticamente el mismo patrén del ME sin fos nidos de sin

aunque

scobre los que p; se an niimera

mayor en el dia 15 y disminuyaeron significativamante hacla et dla 30 p.i. Los amastigotes alslados sin infiltrado

P y en nimero muy bajo en ambos tlempos.

El dafo més importante al tejido muscular cardiaco fue debldo a la destruceidn de las fibras por el pardsito

y ala y de a viscera por los infitrados inflamatorios, que tienen una

cinética de aparickin hacla el dia 7 p.l. y at tiempo.

Por medio de esta técnica tampoco fue posible detectar al pardsito o materia! antigénico adsarbido en el sitio
de inoculacién (plel del cojinate plantar) [Tabla 7], las razones sugeridas anteriormente podrian explicar este
curioso fanémeno. No s¢ puede pensar en que la técnica no fuese suficlentemante sensible ya que logra

detectar ] de éste, ademads de amplificar 4 & 5 veces !a sodal,

Tampoce fue detectado pardsito y/o antigeno tisular en ganglio linfatico regional, bazo e higado, lo que

probablementa se deba al tropismo de la cepa empleada y a la via de inoculacidn del pardsito.
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En los canaliculos yfo sinusoidas del higado se cbservé una reactividad posiliva [nespecffica, al igua! que en
el tejido adiposo del ME y en Ias vacuolas de la glvé.r;dula sebdcen, lo que quizd se deba a ia presencla de Acs
de reaccién cruzada en el SHIC {fenémeno autoinmune producide por una reaccion cruzada entre los antigenos
de T cruzi y ia célula hospedera).

Algunos reportes hechos por Acosta y Santos-Buch, refieren la presencla de Acs de reacclon cruzada entre el

ME y antigenos del interior del del reticulo de calcio
o SRA). Seg(n Fawcett (Fawcett D. W., 11a edicién), la qua raviste los biltares es un sitio
de una gran actividad para esta enzima, lo que la i hacia este

fragmento de tejida. Por otro lado Hakamori y cols, {Petry K., et al, 1988), demostraron la presencla de Acs que

reaccionan contra un antigeno erfptico de . cnuz/ cuya quimica a un lfpido

o sulfitido tamblén en los antigenos de la célula hospedera (mielina do las
células del sistema nervioso centraly mucosa dal Loslipidosy a
coma por ell los P quen un efecto negativo en la regulacién del sistema
Inmune, que permita la expansién de clonas de vas, ¢ i p que la
reaceién i enel iculo billar, tejido adiposo y gldndula sebdcea, pudlera deberse a

Ia presencla de Acs de reacciin cruzada presentes en ol SHIC que reconocen la enzima SRA en ol caso dol
canaliculo biliar o blen la presencia de sulfétidos en los tres casos (tefido adiposo, gldndula sebdcea y
canaliculo biliar}, lo que raquiere someterse a comprabacién,

El realizar un aestudio semicuantitalivo en los tejidos tratados por la técnica de IHQ, tuvo como objetivo el

los p de durante la por T. cruzi, En ¢l caso
del ME en el dia 15 p.l. (Tabla 8) ¢l nimero total de nidos por el nimero de campos analizados fue de 5 en 29,

que a observar 1 nido por cada 5.8 eampos analizados; en el dla 30 p.l. se

encontraron 36 nidos en 38 campos, lo que Indica que se encontré 1 nido por cada 1.056 campos analizados,

observdndoge que el nimero de nidos auments aproximadamente 5.5 veces: por otro lado 4 de los 5 nidos

encontrados en eldia 15 p.i.no se p a i loq a hallar

1 nido sin infiltrado en cada 7.25 campos mientras que i se observd un nida con Infiltrada
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leucocitario en los 29 campos, Para el dla 30 p.i. se cuanlificaron 28 nidos sin infiltrado en 38 campos
analizados, lo cual indicarfa que por cada 1.358 campos analizados encontrarfamos un nido sin Infiltrado,

mientras que por cada 4.75 campos seria posible hallar un nido de amastigotes con infiltrado, tal refacién nos

Ileva a pensar que se trala de un procaso quiza similar al on en el cual se
secrelan sustancias antinflamatorias, que en nuestro caso serian del ¥ que
fan la de los i con el nkio de aunque seria

emitlr dicha suposicién ya que no existe referoncia alguna sobrs lo antes propuesto. En lo que toca al niimero

de infiltrados leucocitarios por nimero de campos analizados para el tiempo de 15 dias p.i. fue do 33 Infiltrados

on 29 campos que a10 por cada 8,788 campos analizados; mientras que

para el dia 30 p.l. se encontraron 189 infiltrados en 38 campos analizados fo que significa que habla 10

infiltrados por cada 2,011 campos. estos una cinética de aumenta progresivo
de Jos que prop un de 4.37 veces al nimero de infillrados en el lapso del dia
15130 p.i.y de estos, s6lo 2 de los 33 eneidla 15 con

un infiltrado con reactividad por cada 14.5 campos mientras que en el dia 30 p.i. se hallaron 10 infiltrados con
reactividad en cada 38 campos, proporcionando una relacidn de un infitrado con reactividad por cada 3.8

campos; ol nGmaro de i sin dfue Enealdia 15 p.i. se delorminaron

31 Infiltrados por cada 29 campos, as decir 10 infiltrados por cada 9.355 campos y en el dia 30, se cuantificaron

178 infiltrados por cada 38 campos es declr 10 infiltrados por cada 2.123 campos, dichos valores conservaron

su rofacién de Incremento en el nimero total de infilttrados, donda los que sin

en proporcidn de 4.408 veces del dia 15 al 30 p.l., lo que indica que los infiltrados inflamatorios lejos de

icip enla del pardsilo, la y necrosis do las fibras

musculares (Molina H. A., ot al, 1988).

En el caso dal MC los 4 [ el mismo patrén, aunque el nimero total da nidos

{ue mayor durante ol dia 15 p.i. (Tabla 9} una relacién $rica simitar respecto al total de nidos
an of ME en el dia 30 p.i.. mientras que fa relacién numérica del total de nidos hallados en el MC en el dia 30

p-I. resultd ser ligeramente mas elevada a la correspondiente del ME en el dia 15 p.i. {Tabla 8). El nimero total
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de nidos por ef nimero de campos analizados fue do 11 en 16, o que correspondla a observar
aproximadamente 1 nido por cada 1.455 campos analizados en el dfa 15 p.l., sin embargo durante el dla 30 p.i.,

se encontraron 4 nidos en 15 campos observados, lo que indica que se enconlrd 1 nido por cada 3.75 campos

una en el nimero de nidos de aproximadamente 2.58 veces; 10 de los 11

nidos enconirados en el dia 15 p.l. se sin infiltrado {o que a hallar 1 nido

sin infiltrade en cada 1.1 campos analizados, mientras que Gnicamente se observé un nido con Infitrado
lsucocitario en los 16 campos; para al dia 30 p.i. se cuanlificaron 2 nidos sin Infillrado y 2 con infillrado an 15
campos anallzados, lo cual Indica que por cada 7.5 campos analizados encontrarfamos un nido aln infiltrado
y por cada 7.5 campos seria posible hallar un nido de amastigoles con Infittrado. El nimero de infiltrados

Ieucocitarios por nimero de campos analizadas en et MC presentd una cinética similar a !a del ME, donde los

tienden a p del tiempo asl, en el dia 15 p.i. fue de 30 Infiltrados en 16
campos, que corresponde a hallar 10 [nfittrados por cada 5.333 campos analizados, mientras que para el dia
30 p.l. se encontraron 57 infitrados en 15 campos lo que significa que se observan 10 infiltrados por cada

26315 pos; estos una cinética de aumento en el nimoro de Infiltrados de 2.027 veces,

an el lapso del dfa 15 al 30 p.i.: de estos infiltrados 8dlo 5 de los 16 cuantificados en el dia 15 aparecen con
una reactividad positiva al Ac lo que equivala a ancontrar un Infiltrado con reactividad por cada 3.2 campos.
miantras qua en el dia 30 p.i. se hallaron 4 infiltrados con reactividad en cada 15 campoes proporcionando una
telacién de un infiltrado con reactividad por céada 3.75 campos. E! nimero de Infiltrados leucocitarios sin
reactividad fue predominante; asl en el dia 15 p.i. se determinaron 25 Infiltrados por cada 16 campos, es decir
10 Infiltrados por cada 8.4 campos y en el dfa 30, 53 infitrados por cada 15 campos es decir 10 Infiltrados por

cada 2.83 campos, estos valores conservaron su relacién de donde los sin

aumentaron en proporciin de 2.26 veces.

Aunque por fa cifras en {a Tabla 8 el ME fue el érganos mds afectado debido al

nimero de nidos y al nimero de infitrados inflamatorios, cuando se realizé el analisis de las resultados se
encontrd un mayor nimero de infiltrados sin reactividad en el MC que an el ME duranto el dia 15 p.i.y un mayor
-

nimero de infitrados totales durante en el dia 15 en el MC.,
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En funcién del andlisis de p que los de para ambos
drganos son:

1} Ln destruccién directa del tefido por el pardsito.

2} La pi de ir que agravan la severidnd do !a lesién, produciendo dostruccion y
necrosls en la fibras é y L
3) P d enla viscora cardiaca, medlada

ot linfocitos T CD4* (Barral A, P, et al, 1884; Ribelro dos Santos R., ot al, 1992}. Aunque muchos autoras
[l

apoyan lateorfa de una persistencia antlgénica en las lesiones I enratones

(Younes-Chennoufi A, B., et al, 1988),

4) Posil un fend de porla de los de T. cruzi sobre

1a superficie de las células hospederas (Ribeiro dos Santos R., et al, 1992), sin embargoe esto no fue observado
ya que no se detectd al antigeno ni hubo reactividad dal Ac contra las células proplas del tejido, por lo que

descartamos los dos wiimos mecanismos de patogenia.

5}La pi de Acs 6 vascular e que no se igd en el p trabajo,
por lo que no se debe esta como un It de
En el estudio ivo del Ac | Yy {Tabla 10 y 11) se obsarvé que con ef empleo dol
se ob| mejores que con el f
P estos ! ya que podra pensarse gue el empleo de un Ac
t debi fa i de la técnica sin embargo, este Ac monoclonal
reconoce una glicoproteina {Gp} de 84 kD Ssp4, pi enla de los de

7. cruzi de la cepa Y (cepa brasileiia) y aunque es una Gp estadio especifica altamente consetvada an muchas
cepas del parasito e inmunodominante, debe tomarse en cuenta que el Ac fua sintetizado contra una Gp
presente en una cepa brasllefia {Andrews N. W., et aJ, 1989) y que en esta investigacién se empled una cepa

mexicana (ninoa), lo cual podrla sugerir una distinta i enla

P del por

otra parte, los resultados obtenidos podrian ser reflejo no de la ausencia de este antigeno en nuestra cepa

mexicana sino de que éste sea un antigeno erfptico (Kirchhoff L. V., et al., 1984), razén por la cual no sea
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Quizd este foné pudiera deberse a que la Gp Inlcla su exprasién 24 h después de

la fe 16 del que se a la forma de amastigote, expresando

totalmente fa Gp a las 96 h después de su aGpp en la sup del pardsito

durante 24 h mds aproximadamente, tiempo en ol que Inicla la expresién de las Gp Sspt, Ssp2 y Sspd

{p en jos trif g )y la paricién de la Ssp 4 L. V.. et al, 1984), razén

por la cual quiza algunos nidos de no p una vidad poshiva.
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7. CONCLUSIONES.
La cepa ninca de T cruzl, perteneca al bicdemo Ili segiin Adrade, es una cepa miotrdpica que posee un

tropismo especifico por fibras del tipo f,

La con 2000 trip i via 4 en ratones de la cepa BALB/c, presentd

una curva de parasitemia que inicid el dia 15 p.i. con 3 300 Pardsitos/mi da sangre del animal y un méximo de
parasitemla en el dia 29 con 133 833 pardsitos predominando las formas gruesas. La ramlsién de fa parasitemia

s@ cbservd hacla ol dia 78 p.i.

Eneldia7pl se algunas como aunada a infarto ganglionar
{en un sola ratén}, o que con {a provia n del pardsito en la sangro.

Durante el dia 15 p.i. se ré una fint fa en los ganglios linféticos regionales (poplitea)
on ambas P i a una evidente pl lla que con fa
parasitemia, .

Hacla el dia 30 p.i. 88 observé una importante hepatoesplenomegalia ya que estos érganos pertenecen al

sistema 1 y por eilo an la Inmune Y

especilica contra el pardsito,

Histoldgicamanie los drganos mas dafiados son el ME Y ¢! MC debldo al tropismo de la cepa del pardsito, en

ambos drganos se presenta una cinética do aparicién del proceso Inflamatorio similar, que inicla en el dla 7 p.i.

y asciende hacia el dia 30, El Infilirado sa 6 i an las pri etapas (dia 7) de leucocitos

PMNs y en las finales de CMNs (dla 15 al 30 p.l.). Estos son de tipo

perivasculares e Intersticiales.

Unicamente en ¢l ME y MC en los liempos de 15 y 30 dias p.i. se detectaron nidos de amastigotes, en los

demés drganos tales como bazo, higado, ganglio linfitico regional y piel no se observaron nidos de
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amastigoles, pardsitos alslados o antigeno parasitario. Sin embargo sl se observd {a presencia de Infittrados
Inflamaterios, que on el higado se presentaban en el dia 15 y permanscian hasta o! dla 30 siendo perivasculares
y delipa crénico, mientras que en piel se observaron desde la primera hora p.i. hasta el dla 30 pasando unde
tipo agudo durante las primaras 48 h, a mixto a las 86 h y finalmente a crénico hasta el dia 30, locallzdndose

principalmente en |a regién ° en la dermis.

Sa determiné que la técnica de IHQ es de mayor utilidad que la glca de rutina, en fa

de un

pequefio nlimero de pardsitos y/o Ags ya que la primera produce un inmunopracipitado color sepia que

evidencia al parésito a tan solo 160 aumentos, Ademds es pasible inar la de

aislados los cuales normaimente no se detectarian con fa técnica de tincién de H y E ya que la técnica de (HQ

emplea un criterio no solo morfoldglco, sino también antigénico.

En algunas lesionas inflamatorias, es posibla observar un contenido de material antigénico positivo,
Entre las ventajas que ofreca la técnica de IHQ quiza la més importante, es la de poder emplear tejidos incluidos
en parafina que han skic conservados durante un largo perfodo de tiempo, ademés se puede emplear en todo

tipo de te]ldos y podria implementarse como un método diagnéstico de faboratoria.

Con of mélodo de IHQ

p el Ac yel se 6 que, tanto el ME como el MC
fueron los Unicos érganos que presentaban formas intracelulares del pardsito durante los dias 15y 30 p.i.y por

lo tanto fueron los tejidos mds afectados. Ambos drganos presentaban una gran cantidad de Infitrados

que ap: enetda?y hasta el dia 30 p.l.

Elnimero de nidos con i iog fue casi i it con

pecto al niimero de nidos que se

presentaron aislados y que no entraron en contacto con los laucocitos, un fendmeno similar ocutrié con los

que una positiva,
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En ningn érgano fue posible detectar la ia do material en el tefido.

No se logré detectar al pardsito en el shio de inoculacidn {piel) lo cual podria atribulrse a:

a) Que ol pardsito escapa rp) dol sitio de

b) Que no hay reproducciin local del pardsito.

c) Que la de delos ftos que quedan en ol lojido es répida,
d) Que se requleren intervalos de tlempo menores para la obtenciin de la muestra de estudio.

Por otro lado sa observd una ap: reaccién de al maseulo de la epidermis para e dia 15-30
on el sitic de inoculacksn a pesar de no hater Ag ni pardsito.

Comparando !a técnica de IHQ elAc it yAc lse d que,
e i mejores con el p que con el

En cuanto a los da patog 5@ los

1) Destruccién directa del tejido por el pardsito,

2) Destruccidn def tejido por la p de los inff

3) Probable reaccién autoinmune de tipo celular, contra las fibras del midsculo dal tofido tegumentario y del

muscular esquelético.

4} de Acs y/o de reaccién cruzada.

Finalmente, con el empleo de la técnica de IHQ se abren nuaevas de estudio y

la enfermedad de Chagas.
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