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RESUMEN

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, es una enfermedad complejo, de diffc
diagndstico y con una prevalencia que se vé favorecida por las condidones sacioecondmicas y educativas
de [a pablacion que esta expuesta. Su agente causal es un protozoario parisito hemoflagelado de la especie
Trypanosoma (S} cuzi. Durante la infeccion provocada por este parisity, [ producdan de anticuerpos
influye en la muerte o sobrevivencia del hospedero., El objetivo del presente trabajo fue analizar la respuesta
inmune humoral en ratones singénicos infectados con custro diferentes aislados de T, omzi. El ensayo
inmunoenzimdtico (ELISA) e Inmunotransferencia (Western blot), se usaron para el andlisis de sneros de
ratones Balb/cANN infectados con los aislados mexicanos Z10 (Yucatdn), Ninoa (Oaxacn), Querélaro
(Querélaro) y H5 (Yucalin) de T. cruzic Se siguié el curso de In parasitemia y  se evalunron:  carga
parasilaris, presencia de anlicuerpos anti-T. cruzi , antigenos reconodidos por los diferentes  isotipos de
anticuerpos producidos. Se encontid que en ¢l desarrollo de la infeccion hubo diferendas sighificativas en
la morlalidnd indudida por los diferentes nistados. Los aisaldos Z10 y Querétaro fueron los que indujeron el
mayor porcentaje de mortandad, siendo  Z10 of mds virulento al producir un 100% de mortalidad,
siguiendo Querétaro con un 100 y 80% de mortalidad, mientras que el aislado H5 produjo porcentajes
intermedios de muerte y Ninoa no indujo mortalidad. No se encontrd correlicién entre o} nivel de
anticuerpos y el prado de virulenda de los aiskidos. En la infeccion producida por los cuatro diferontes
aislados se detectaran anticuerpos que reconocen antigenos de 4580 y 70 kDa que parecen ser
inmunodominantes. En los sucros de ratones infectados con cada aislado de T. cruzi, se observé que [gGa
¢ lgG2b predominan en los aislados que no inducen mortalidad, Se reporta tanbién la presencia del isatipo
IgA anti las aislados Ninoa y H5, mientras que el isotipo IpE no fué detectado. Finalmente se discuten estos
resultados en funcién de la respuesta inmune celular al que estdn asodindos. Este trabajo proporciena datos
que apoyan la heterogencidad biolégica entre aislados mexicanos de T. ernezi o cudl influy6 directamente
sobre ¢l desarrollo de la inmunidad humoral y que permite sugerir que los mecanismos inmunosupresores

del pardsito para evadir el sistema inmune son dependientes de los diferentes aislados de T, omzi.



1, INTRODUCCION

Durante muchos aiios en el Continente Americano, la enfermedad de Chagas fué considerada
como una enfermedad exélica y rara, restringida exclusivamente a Brasil. Sin embarga, con los
adelantos de las técnicas de inmunodiagnéstico y el mejoramiento de métados epidemiolégicos
ha sido posible una apreciacion més realista sobre ésta enfermedad. toy se sabe que la
enfermedad de Chagas es una de las enfermedades parasitarias que estd presente en tada
América y principalmente Latinoamérica, lo que constituye un problema de salud pdblica
(Lewinson, 1979). Su agente causal descrito en 1909 por Carlos Chagas, es un protozoario
pardsito de nombre Trypanosoama cruzi descubierto en el intestino medio de un insecto de la
familia reduviidae, con su descubrimiento se recanocié una nueva enfermedad y un pardsito con

un ciclo de vida muy complejo capaz de crecer y multiplicarse en células de mamiferes (Chagas,

1909; Brener y Krettli, 1990) .

1.1. El pardsito

1.1.a, Biologfa de Trypanosoma cruzi

T. cruzi, protozoario pardsito, es un hemoflagelado del orden kinetopldstida, llamado asf por la
presencia de un cinetoplasto, estructura con una gran concentracion de ADN mitacondrial
organizado en redes de circulos unidos llamades maxicirculos y minicireulos, tipicamente
localizado cerca de la bolsa flagelar de estos organismos y cuya presencia y funcién esta
relacionada con desarrolla. Siendo un manoflagelado, el flagelo emerge del blefaroblasto hacia el
fondo de la bolsa flagelar la cual puede ser abierta por una o mas vacuolas cantractiles, Junto al
flagelo se forma una membrana ondulante a la largo del cuerpo que agitindose es siempre
propagada hacia la parte anterior del {lagelo can solo dos o tres ondulaciones (Schmith y

Roberts, 1989; Sleigh, 1989). La presencia de una abertura apical en la bolsa flagelar comienza



como una depresién formando un tinel que continua en un tubo cilindrico estrecho
transcurriendo en lo profundo de la célula y cuya importancia en casi tedas las especies de
flagelados consiste en abrir o cerrar la bolsa flagelar.  Un beflaroblasto, cuerpo basal o centriolo
se encuentra localizado anterior al cinetoplasto, es un cilindre compuesto de nueve fibrillas
igualmente divididas y que presenta un contenido de ADN sin que se sepa con exaclitud su
origen, su funci6n es desconocida. Todas las formas tienen un solo nicleo de tipo vesicular y Ia
reproduccién sexual no ha sido ebservado directamente. Su alimentacion ocurre por pinogitosis,
la cudl involucra el paso de alimento a Ia bolsa flagelar, absorbiéndole directamente a través en
un alargamiento de vacuolas que se forman al {inal de la misma (Noble y col,, 1989). Basado en
las caracterfsiticas del desarrollo que tienen en su hospedero invertebrado son clasificados en la
seccidn Stercoraria por desarrolllar formas infectivas en el intestine del vector, siendo su
hospedero intermediario un insecto de la familia reduviidae principalmente de la especie

Triatoma (Cox, 1987 ; Schmidt y Roberts, 1989),

1.1.b. Posicion Taxonémica (Levine y col., 1980)

Reino: Protista Haeckel, 1860

Subreina: Prolozoa Goldfuss, 1818, emd. Vonsiebold, 1846
Phylum: Sarcomastigophora Honingberg y Balamuth, 1963
Snbphylum: Mastigophora Diesing, 1866

Clase: Zoomastigophorea Calkins, 1909

Orden: Kinetoplastida Honingberg, 1963

Subaorden: Trypanosomatina Kent, 1880

Familia: Trypanosomatidae Doflein, 1911

Género: Trypanosoma Gruby, 1843

Subgénero: Schizotrypanum Chagas, 1909
Especie: Trypanosoma cruzi Chagas, 1909



L.1.c. Morfologia

De acuerdo a su desarrollo, T. cruzi presenta cuatro estadios morfolégicos: amastigote,
epimastigote, tripomastigote y promastigote (Jocklik, Willet y Amos, 1986; Semidt y Roberts,
1989) pero algunos autores como Dusanic (1991) consideran solo tres estadios morfolégicos.
En éste trabajo consideraremos la clasificacion morfolégica propuesta por Dusanic, 1991 y

Mehlhorn y Piekarski, 1993 (Figura 1).

Amastigote, Tiene una forma esférica u oval de 2-4pm de didmetro y presenta un flagelo corto,
Constituye la forma de divisién que ocurre intracelularmente en el tejido de los hospederos

mamiferos,

Epimastigote. Los organismos tienen la forma elongada de aproximadamente 20pm de
longitud, su flagelo es libre y el cinetoplasto esta locatizado anterior al nicleo. Constituye la
forma que se mulliplica dentro del tubo digestivo del vector, asi como en los medios de cultivo
axénicos,

Tripomastigote. Mide aproximadamente 20um de longitud, su cinetoplasto esta localizado
posterior al nicleo, tiene un flagelo y una membrana ondulante que se extiende a lo largo del
organismo. El tripomastigote metaciclico es [a forma encontrada en el recto del insccto vector
redGvido y considerado como la fase infectiva en el hospedero mamffero. El tripomastigote
enconirado en sangre pertiférica de mamiferos es capaz de establecer infecciones intracelulares
principalmente en tejidos como corazén, eséfago y colon y transmitir la infeccién al vector
cuando este se alimenta de sangre infectada. En contraste con la forma de “c” encontrada en la
sangre del mamifero infectado, los tripomastigotes metaciclicos presentes en el inseclo son

delgados y usualmente rectos.
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Figura 1. Trypanosoma: esquema con los tres estadios morfologicos y su ultraestructura, 1) Flagelo
(representacion tridimensional), 2) Aparato basal (corte transversal), 3) Saco del flagelo (corte
transversal) y 4) Tripomastigote (corte transversal) AR=Varilla axilar; AX= Axonema; B=Aparato
basal; DG=Inclusion densa, glucosoma ({ugar de transformacién de la glucosa en glicerato-3-fosfato);
ER=Retfculo endoplésmico; F=Flagelo; FP=Bolsa del flagelo; FU=Canal digitado; GO=Aparato de
Golgi; K= Cinetoplasto; L=Lipido;Ml=Mitocondris; MT=Microtibulos; N=Nucleo; VE=Vesicula.

(Tomado de Mehthorn, H and Piekarski, G.1993).



1.1.d. Ciclo de Vida

Considerado como digenético, el ciclo se inicia cuando el insecto se ha alimentado con
sangre que contiene ripomastigotes circulantes, y ha desarrollado la forma infectante
conocida como tripomastigote meteciclico en su intestino medio, através de multiplicacién
por fisién binaria de epimastigotes. Los tripomastigotes metaciclicos salen en las
deyecciones del insecto, el cudl permanece alimentindose durante algunas horas, ingiriendo
varias veces su peso corporal en sangre y defecando en la misma proporcidn sobre la piel o
mucosas del hospedero mamifero. Los tripomastigotes penetran la membrana de nutcosas,
conjuntiva, abrasiones en la piel o pequeitas heridas causadas por el piquete del insecto,
debido al arrastre de la materia fecal hacfa estas zonas, Una vez dentro los tripomastigotes
invaden células cercanas al sitio de entrada y en éstas células son cercados por vacuolas
endocfticas. Aunque ocurre una fisién fagolisosomal, los pardsilos no mueren,
diferenciandose al estado de amastigote. Los amastigotes se multiplican profusamente por
fisién binarfa en el citoplasma celular, llenando la célula y produciendo su lisis, liberando
pardsitos hacfa la circulacion donde se transforman rdpidamente en tripomastigotes
sanguineos, disemindndose via hemdtica por todo el organismo y penetrando nuevas células
del hospedro, transforméndose asf nuevamente en amastigotes, repitiendo este proceso
varfas veces mas. El ciclo se completa cuando un insecto libre de infeccién se alimenta sobre
un mamifero infectado, pica y succiona sangre contaminada con tripomastigotes sanguineos
y reinicia los mecanismos antes mencionados (Romero y Rojas, 1988; Dusanic, 1991;

Mehlhorn y Piekarski, 1993) (Figura 2).

]
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1.5. Enfermedad de Chagas

Una primera descripcién de la enfermedad se da en Brasil en 1587, donde es conocida
como Mal de Bicho y es caracterizada por recto distendido, estos sighos se asociaron al
crecimiento de colon presente en casos crénicos de la enfermedad. Posteriormente en 1590, se
da la primera descripcién del insecto reduvido por un sacerdote misionero en Tucuman
Argentina, un drea endémica de la Enfermedad de Chagas (Tizard, 1992). Olros datos que
comprueban la existencia de la enfermedad, son los escrilos de Charles Darwin en un
capitulo en “ The Journat of the Voyage of H. M. 5 .B Beagle" al describir el contacto que
tuvo con una especie de redavido muy coman el la Villa de Luxan, provincia de Mendoza,
Argentina, conocida como benchuca y que por sus caracterfsticas correspondia a Triatoma
infestans, uno de los mas importantes vectores de T. cruzi en Argentina, Chile y partes de
Brasil (Adler, 1959). Esta es una provincia argentina que afios mas tarde, se report6é como
drea de alla incidencia de la Enfermedad de Chagas y en la que Darwin estitvo expuesto a la
infeccion en mas de una ocasién. Aunque es imposible afirmar con certeza que Darwin fué
victima de la Enfermedad de Chagas, hay dos puntos que no-pueden pasarse por alto como
son: sus sintomas, que encajan en lo descrilo para esta enfermedad y las condiciones
6ptimas en las que se mantuvo expuesto a la infeccién con T cruzi (Adler, 1959). Pero el
evento definitivo que vendria a confirmar la existencia de la enfermedad, fue su
descrubrimiento realizado en 1909 por Carlos Chagas, en el Estado de Minas Gerais, Brasil,
quién describe las formas clinicas, su palologia y ademds al transmisor, el hospedero

intermedio, reservorios y un modelo de transmisién (Chagas, 1909; Lewinson, 1979).



1.2.a. Distribucién Geografica

La infeccién por T. cruzi, es considerada como una zoonosis parasitaria que constituye un
problema de salud piiblica en los paises latinoamericanos (Schenone y Rojas, 1989) al involucrar
una gran variedad de vectores v reservorios mamiferos, Su distribucién ocurre desde la zona sur
de los Estados Unidos hasta Argentina y Chile limitandose tnicamente al Continente Americano
(Acha y Szyfres, 1986). La prevalencia de infecciones altas se da principalmente en paises de

Sudamérica (Dusanic, 1991).
1.2.b. Enfermedad de Chagas en México

En México, hablar sobre la enfermedad de Chagas implica enfrentar un problema complejo
donde el primer paso es conocer la magnitud real de la enfermedad. Durante muchos afios, ésta
enfermedad no ha sido considerada importante en el pafs, Sin embargo el primer registro de la
enfermedad se da en 1940, cuando se diagnostica el primer caso de infeccién humana (Mazzotti,
1940). De ahf hasta 1980 se tenfa el registro de 141 casos humanos comprobados
parasitolégicaments, aumentado en los (iltimos 12 afios con 46 casos mds, haciendo un total
aproximado de 187 (Tay y col., 1992). Al hablar de la distribucién de la enfermedad de Chagas en
Meéxico, diversos reportes han dado a conocer varias zonas endémicas y otras zonas aparecen con
una prevalencia variable (Velasco-Castrejon, 1992; Tay y col., 1992).

Trabajos basados en encuestas seroepidemiol6gicas muestran datos que permiten calcular una
infeccién de entre tres y cuatro millones de mexicanos afectados; entre 1949 y 1985 el andlisis de
un total de 6672 personas revela una seroprevalencia menor al 6% en los estados de Zacatecas,
Jalisco, Guerrero y Qaxaca, (Salazar, Do Haro y Uribarren, 1988) sin embargo estos datos no

concuerdan en otros reportes como un estudio realizado en Miahuthdn, Oaxaca que reporta una



prevalencia de 88% en nifios en etapa escolar (Tay y col, 1986). También en la conwnidad de
Chila del mismo estado de la Repiiblica, evaluaciones electrocardiogrificas demostraron
anormalidades cardlacas significativas en pacientes que mediante andlisis serologicos resultaron
positivos, sugiriendo al estado de Oaxaca tomo wna region del pafs con Mdices elevados de
infeccién por T. cruzi (Goldsmith y col, 1992). También se han registrada nuevas casos al sur de
Chiapas en la frontera con Guatemala y cercano a la Costa del Pacfico, asf como en el Estado de
Hidalgo principalmente en regiones ridas del Mezquital, las Huastecas potosina, hidalguense,
veracruzana y tamaulipeca; mientras que la Selva Lacandona y El Marqués de Comillas
presentaron una seropositividad elevada mayor al 20% en 1988 (Velasco- Castrején, 1992). En el
estado de Puebla, aplicando encuestas clinico epidemiolégicas se detectd una seropasitividad del
10% (Pérez y col, 1994) y en el estado de Guerrero se confirma la existencia de la infeccién por T.
cruzi en 20 comunidades (Anderson y col, 1990) colocindolo como una zena geogréfica de la

Reptiblica Mexicana que debe ser tomada como zona de alta prevalencia de enfermedad de

Chagas.

1.2.b.), Vectares

Se sabe que mias de 110 especies de insectos de la familia Reduviidae y subfamilia Triatominae
actlan como vectores de la Enfermedad de Chagos en Latinoamérica y se ha encontrado que 53
especies de tristominos se encuentran infectadas en forma natural y 36 se pueden encontrar en
viviendas humanas (Acha y Szyfres, 1986). Cowmo ejemplo de insectos vectores eficientes, se
encuentran: Triatoma fufestans, Rhodnius prolixus, Panstrongylus megistus y Triatoma dimidiata (Acha
y Szyfres, 1986; Garcla y Azambuja, 1991; Schenone y Rojns, 1989). Sin embargo en la Repiiblica
Mexicana, el género Trialoma es el que esta mas ampliamente distribuido con especies entre las

que se encuentran: T. phyllosoma, T. barberi y T. dimidiata, considerdndose a T. barberi como la
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principal especie transmisora de T. cruzi en México (Zdrate y Zarate, 1985 ), No obstante, otras
especies como Diperalogaster maxima al extremo sur de Baja California, Rhodniss prolixus al sureste
del pais o bien Eratyrus cuspidatus, Belminus costaricensis y Panstrongylus geniculatus en Veracruz,

han sido reportadas como transmisores (Salazar, De Haro y Uribarren, 1988; Tay y col, 1992).
1.5.b.1l. Reservorios

Otro aspecto importante en el estudio de la Enfermedad de Chagas en México, es ¢l que
concierne a los reservorios, un tema poco estudiado y por lo tanfo un drea con poca informacion
de lo que ocurre enel pafs. Iue en 1947 cuando se reporta a Didelphis marsupialis (tlacuache) como
el primer caso de un reservorio infectadocon T. cruzi en México (Aguirre, 1947). Posteriormente,
Mazzotti y Dias en 1949, reportaron a Dasypus novemcincties (armadillo) y Canis familiaris (perro)
como otras dos especies de mamiferos infectadas. Un estudio més reciente, realizado en 1979 por
Tay y cols, reporté como reservorio a Mus muscenlus (ratén). Por otro lado, segin datos
presentados hasta 1985, los estados de la Republica Mexicana en donde ha sido reportada Ia
presencia de reservorios infectados con T. crizi son muy pocos {Tay y col,, 1992), ademas de que,
como los mismas autores lo comentan, estos datos no pueden considerarse come representativas
debido a la falta de estudios bien disefiados, Finalmente en 1993, un estudio realizado en el estado
de Morelos, reporta la presencia de reservorios peridomésticos de T. cruzi como importantes en la
infeccién para esa zona del pafs, seitalando a Suis domesticus (cerdo) como un reservorio infectado

naturalmenle ( Bautista, 1993),

1.3. Patologfa de Ia enfermedad

Se conocen de tres a cuatro fases en el desarrollo de la infeccion (Rassi y col,, 1992).



Periado de incubacién.

Tiene una duracién de 7 a 10 dias, comenzando poco después de la penetracion al tejido
conectivo del hospedero, provocando una reaccién inflamatoria local conocida como signo de
Romaiia si la via de entrada fue através de la mucosa palpebral, teniendo como consecuencia
un edenma indoloro en los parpados, conjuntuvitis y adenopatia regional; o bien chagomas de
inaculacion si la via de entrada fue en cualquier otro lugar del cuerpo; en algunos casos pueden
presentarse edemas generalizados. Durante este periodo preliminar de incubacién los
amastigotes proliferan dentro de las células del tejido infectado para desarrollarse en
tripomastigotes, Al romper la célula los tripomastigotes se liberan hacfa el torrente sanguineo
para infectar de nuevo a otras células propagéandose la infeccién (Dusanic, 1991; Rassi y col .,

1992).
Fase aguda

Esta fase tiene una duracién de de 4-5 semanas post-infeccién. Es muy frecuente en nifios
menores de 5 afios y con menor incidencia después de los 15 afios (Tizard, 1992), pero también
puede presentarse a cualquier edad. La enfermedad se manifiesta por una reaccién febril de
moderada severidad que raramente excede de los 40°C, con carécter de intermitente o continda.

Hay dalor mwscular, sudor, hepatoesplenomegalia moderada, itritabilidad extensa,
linfoadenopatfa, anorexia y algunas veces vémito y diarrea. Puede haber manlfestaciones de
miocarditis con dilatacién cardfaca y cambios electrocardiograficas, hipotensién y taquicardia; la
agresién al sistema nervioso central puede manifestarse por una encefalomielitis o
meningoencefalitis de consecuencias letales en un 8% de los casos y que alecta principalimente

a wiiios (Rassi y col,, 1992; Tizard, 1992). Las lesiones en la fase aguda de la enfermedad son de



tipo inflamatorio, caracterizadas por una ruptura de células y la aparicién de tripomastigotes en
la sangre en donde antigenos y sustancias téxicas son liberadas, aunque el pardsito puede
enconirarse en cualquier parte del organismo tiene predileccion por células del sistema
reticuloendotelial, masculo esquelético o cardfaco y por el sistema nervioso central aunque la
infeccién en células del masculo liso en eséfago y colon son también frecuentes en algunos
casos, en éstos sitios los infilirados celulares estin compuestos por neutréfilos
polimorfonucleares, monocitos y linfocitos (Acha y Szyfres, 1986; Rassi y col,, 1992; Tizard,

1992).
Fase indeterminada o de latencia

Caracterizada por una serologia positiva y/o un xenodiagndstico positivo. Los parésitos
contintian una lenta multiplicacién intracelular dentro de los érganos y tejidos del hospedero,
Durante esta fase no hay manifestaciones clinicas o de alteraciones electrocardiogréficas y
radiolégicas habiendo una disminucién casi total en la sintomatologia. Su patologfa no es
particularmente remarcable y no muestra eVide:)cias de dafio en e} funcionamiento de 6rganos,
La fase permanece latente durante afios, reportdndose que en dreas endémicas ésta se

manifiesta durante las tres primeras décadas de vida (Acha y Szyfres, 1986) .
Fase crénica

Esla forma més evidente de la enfermedad de Chagas, no solo por incapacitar a las
personas infectadas en la edad mas productiva de su vida, sino porque con frecuencia los lleva
a la muerte. Esta fase de la enfermedad se presenta solo en un 10 al 30% de individuos
infectados, siendo los megasindromes y la cardiopatia chagdsica la forma mis comin ¢

finportante, aunque puede haber manifestaciones menos comunes como encefalitis,



exocrinopatias y endocrinopatias. En los érganes afectados hay disfuncién del tejido debido a
una hipertrofia de las capas musculares asi como también fibrosis que trae come consecuencia
un engrosaniento de la pared de los érganos (Acha y Szyfres, 1986; Dusanic, 1991;). Sus
manifestaciones pueden aparecer 10 o 30 anos después de la fase aguda, avanzando
progresivamente hasta lograr la total destruccion del lejido, provacado par sustancias
citotéxicas liberadas por el pardsito (Kierszembaum y col., 1986).

En varias dreas endémicas de América Lalina se observa con mas frecuencia fa forma
digestiva de la infeccidn chagdsica consistente en visceromegalias, especialimente en megacolon
y megaeséfago (Acha y Szyfres, 1986). En México se han descrito algunos casos de estos
megasindromes pa'ra los Estados de Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Jalisco y Tabasco, donde, sin

embargo, la cardiopatia chagdsica crénica es més conocida (Reyes, 1984).
14. Otras vias de infeccion en humanos

1.4.a. Enfermedad de Chagas congénita

Después de que Carlos Chagas sugirid la posibilidad de Ia transmision trasplacentaria en la
tripanosontiasis americana en 1911 (Referido en Velasco-Castrejon, 1992), diversos estudios
reportan del 2 al 4% de transmisién en casos de infantes de madres infectadas usualmenteen la
fase indeterminada de la enfermedad, se producen abortos espontincos, nacimientos
prematuros o muerte del feto con un 70% de casos de mortalidad (Dusanic, 1991; Tizard, 1992).

Los nifios que sobreviven, desarrollan manifestaciones clinicas similares a la fase aguda de la
infeccin. Se cree que su patologfa es debida a la parasitosis del tejido por T, cruzi, aunque los
amastigotes han sido observados ocasionalmente en el feto y la placenta, El corazén, miisculo

esquelético, cavidad visceral, cerebro y piel son frecuentemente afectados. En éstos drganos hay



infiltrado de células mononucleares, algunas veces acompaiado por granulomas compuestos
de linfocitos, monocitos y macrofdgos, mientras que en la placenta se observan reacciones

inflamatorias en las vellocidades (Tizard, 1992).
1.4.b. Enfermedad de Chagas por hemotransfusion

En el afio de 1950, un clevado niimero de estudios epidemioldgicos demostraron
prevalencias significativas de infeccion chagasica por hemotransfusidn en toda Lalinoamética
(Dias, 1987). En los tiltimos aiios esta via de infeccién ha sido considerada como un verdadero
problema en la transmision, y un riesgo hacia otros paises libres de vectores como Estados
Unidos y Canadd por la migracion de personas infectadas (Kirchoff y Neva, 1985). En dreas
endémicas, como Brasil, Chile y Venezuela, los niveles de transmision por este medio
constituyen una incidencia elevada y potencialmente peligrosa (Acha y Szfres, 1986). Diversos
factores estAn involucrados en esta forma de infeccion, la virulencia de aislados de T. cruzi, la
magnitud de la parasitemia en la sangre del donante, el estado general del receptor, la cantidad
y la frecuencia en donaciones son también factores relacionados con los riesgos de infeccion,
En México, el estudio de posible sangre contaminada por este protozoario en bancos de sangre
es relativamente nuevo asf como It obligacién en realizarlo (Diario Oficial México, 1992).
Estudios realizados en bancos de sangre de distintos estados de la Repiiblica Mexicana
reportaron una prevalencia de seropositividad que abarca un rango desde 0.67% en andlisis
realizados en el Centro Nacional de la Transfusién Sangulnea, hasta 165% en el Hospital
Universitario de Puebla, lo que a su juicio les permitié cansiderar a esta via de (ransmision

como potencialmente peligrosa en huestro pals (Velasco- Castrejon y cols,, 1992).
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1.5, Modelo murino de infeccion por T, cruzi

E} modelo murino de la enferimedad de Chagas ha provisto un patrén de estudio que se
asemeja a lo que sucede en fa enfermedad humana, representando una ventajosa posibilidad de
analizar la infeccion (Andrade y col, 1985; Mortatiy col, 1992),

Muchos han sido los trabajos que confirman su importancia, permitiendo comparar la
resistencia natural de diferentes cepas de ratén frente a aislados virulentos y no virulentos de 7.
cruzi donde el papel de la resistencia innata es influenciada entre otros factores, por el sexo y la
edad del hospedero (Trischmann y col,, 1978). Encontréndose que en la infeccién murina por T.
cruzi, los estrégenos podrian neutralizar toxinas producidas por el pardsito previniendo
choques endotéxicos, lo que confiere una mayor resistencia a ratones hembras que a machos
(Tay, Alonso y Salazar, 1978). Trischmann en 1978 y posteriormente en 1982, sugiere wna
asaciacion entre el fondo genético de las cepas de ratén y la respuesta inmune, encontrando
que el curso de la parasitemia varfa de acuerdo a la cepa de ratén utilizada, sugiriendo un
patrén de altas parasitemias en cepas susceptibles (C57BL/10), y bajas parasitemias en cepas
resistentes (C3H), mientras que en las cepas con una susceptibilidad intermedia (Balb/c), la
inoculacién con alto nilmero de pardsitos provocard altas parasitemios ¢ incrementarad la
mortalidad; esto se explica debido a que la resistencia en el ratén, puede ser gobernada por
componentes genéticos, capaces de variar los grados de expresién en susceptibilidad y
resistencia a la infeccion, En conclusion, en el modelo murino los niveles de tripomastigotes en
la sangre, su letalidad, la sobrevivencia hasta una fase crénica y su virulencia dependeran de:

a)las cepas del ratén y pardsito utilizados, bfla cantidad del inoculo en infecciones
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experimentales y ¢} a las diferencias en el tropismo hacfa diferentes tejidos del hospedero (Melo

y Brener, 1978; Mortati y col., 1992).
1.6. Heterogeneidad en aislados de T, cruzi

Estudios de aislados de T. cruzi han puesto de manifiesto un comportamiento heterogéneo
entre éstos. Bista heterogencidad puede ser la cuasa de las diferencias observadas entre
aislados de distintos pafses o de zanas dentro de un mismo pals, haciendo variar los cyadros
clinicos desde una muerte sibita hasta un comportamiento asintomatico (Miles y col,, 1981) .
Se ha sugerido que hay distintos aspectos involucrados en las diferencias encontradas entre los
aislados de T. cruzi. Por un lado, diferencias en el comportamiento en hospederos a nivel
experimental (Andrade, 1974), diferencias en la composicién antigenica (Andrade y col., 1981)
susceptibilidad al efecto causado por drogas (Andrade, 1979; Andrade y col,. 1981; Andrade,
Magalhaes y Pontes, 1985), diferencias en patrones izoenzimdticos que  demuestran
variabilidad genética (Andrade, Brodskyn y Andrade, 1983 ; Tibayrenc y col,, 1986;) asf como
diferencias en los patrones de ADN del cinetoplasto analizado por digestién de endonucleasas
(Miles, 1983; Tibayrency Ayala, 1988).

Los estudios de aislados mexicanos también presentan heterogeneidad en su
comportamiento. Tay y cols,, en 1973, encontraron diferencias en curvas de parasitemia,
mortalidad y patogenia en un modelo “in vivo “de infeccién con seis aislados mexicanos de
diferentes zonas geogréficas, mientras que Salazar y col, en 1975 y posteriormente en 1978
utillzaron el mismo modelo de infeccion, confirmaron la variabilidad que poseen en viruleneia
los aislados mexicanos de T. cruzi, reportando como ejemplo de ello la infeccién producida en
ratones por el aislado “Cocula”, la cual indujo una elevada parasitemia, cambios producidos

en su apariencia fisica como la presencia de una pardlisis de las extremidades traseras, alta
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virulencia y con ello elevadoes indices de mortalidad, impidiendo a los ratones sobrevivir la
fase aguda; contrariamente un estudio realizado por Cruz en 1994, con el aislado “Ninoa”,
documentd el comportamiento que presenta un aislado no virulento, al no inducir muerte en
los ratones ni cambios en su apariencia fisica, Estudios recientes de el comportamiente “in
vitro” de aislados de T. cruzi han permitide demostrar heterogeneidad en esle parésilo.
Comparando aislados mexicanos y sudaméricanos, Lopez en 1994, observé diferencias en las
caracleristicas de infectividad y metaciclogénesis, que permiten especular en torno a las
diferentes caracteristicas que presentan los aislados y por lo tanto la Enfermedad de Chagas en
México respecto a otros pafses de Latinoamérica. Estudios a nivel genético mediante andlisis
de ADN total y del cinetoplasto mostraron helerogeneidad en 17 aislados mexicanos de T.
cruzi, relacionando esta heterogeneidad con el origen geogrifico de los aislados del pardsito
(Zavala-Castro; Velasco-Castrejon y Herndndez, 1992). Mientras que Ramos en 1995,
renlizando un estudio molecular de aislados mexicanos de T. cruzi  mediante anlisis
isoenzimaticos y por amplificacién de ADN polimérfico (RAPD) reporté similitud entre
dieciocho aislados, con excepcién de C4 procedente de Jalisco, el cudl presenté un
comportamiento diferente y cuya relacién es inds cercana a el comportamiento de los aislados

stdamericanos.
1.7.Respuesta Inmune

1.7.a. Respuesta Inmune Celular
Siendo T. cruzi, un pardsito con multiplicacion intracelular, ha desarrollado mecanismos
de infeccién hacfa diferentes tipos celulares tanto células fagocflicas como no fagociticas
(Villalta y Kerszembaum, 1984). Diversos datos han sugerido que durante la fase aguda

provocada por T cruzi hay dos eventos importantes en la infeccidn: una activacion policlonal



de células T y B seguida de un estado de inmunosupresién, donde la interleucina 2 (1L-2) se
vé inhibida teniendo como consecuencia que otros mecanismos del sistema inmune se vean
afectados (Ortiz y col, 1980; D'lmperio-Lima y col, 1985, Minopario y col, 1986;
Kiersembaum y Stein, 1990; Pakinathan y Kuhn, 1992). Mientras que debido a la presencia
del pardsito se ha reportado ¢l desarrollo de lesiones en diversos tejidas que resultan
afectados durante la fase aguda y cranica de la enfermedad observando infiltrados de eélulas
inflamatorias {Molina, 1989; Villalta y Kierszembaum, 1984),

Un primer grupo de células, los macrafagos, que en forma general participan dentro del
sistema inmune como grupo de células presentadoras de antigenos (CPA), han jugado un
papel simultdneo en la infeccién por T. cruzi af contribuir en los mecanismos de defensa del
hospedero y al mismo tiempo proveer un ambiente favorable para la transformacién
intracetular y crecimiento del pardasito (Villalta y Kierszembaum, 1984).

Experimentalmente se ha demostrade que el efecto tripanomicida de los macréfagos es
activado por diversas sefiales, que pueden incrementar la muerte del pardsito mediante la via
del oxido nftico (Gazzinelli y col., 1992; Metz, Carlier y Vray, 1993). Estas seiiales son
producidas por tin grupo de protefnas solubles secretadas por diferentes tipos celulares
principalmente células T, y son llamadas citocinas, cuya funcién consiste en mediar y regular
la respuesta inmune, Se ha demostrado que el interferén gama (INF-y), durante la fase aguda
experimentalmente inducida en ratones con T, cruzi, es un activador de macréfagos murinos
confiriéndole a éstos Ia capacidad de matar el pardsito, permitiéndole al individuo infectado
sobrevivir a la fase aguda, incrementando la respuesta inmune especffica ¢ induciendo la
expresion de diversas células presentadoras de antigenos, ademas de los macréfagos (Wirth
y col., 1985; Reed, 1988". Por otro lado, estudios “in vitro” han presentado evidencias que

indican 1a presencia de otras dos citocinas relacionadas con la activacion de macréfagos, por
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un lado la presencia def factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) y el factor estimulante de
colonias granulociticas y macrofagociticas (GM-CSF), son sefialados en una posible accién
sinérgica con el INF-y (Muioz-Fernindez, Fernandez y Fresno; 1992; Reed y col., 1987),
mientras que Ho y col,, en 1992, reportaron que la interfeucina 3 (11-3) tenfa la capacidad de
activar macrdfagos en la infeccion por T. cruzi pudiendo ser este efecto semejante a la accion
realizada por el INF-y lo que permite refacionarla como un mecanismo de defensa en el
hospedero.

Los linfocitos T juegan un papel importante dentro de la respuesta inmune celular al
contribuir con una actividad antimicrobiana provocada por la presencia del antigeno. Las
células T producen citocinas con diversas funciones, con las cuales se incrementa el efecto
microbicida de otras células del sistema inmune como monocitos, macréfagos, neutréfilos,
células asesinas naturales (NK), también contribuyen en la diferenciacion de células B a
células plasmaticas para la produccién de distintas clases de anticuerpos ayudando en fa
opsanizacién del pardsito por fagacitosis y en los procesos de lisis por complemento (Levitz,
Mathews y Murphy, 1995), De acuerdo a sus funciones, las células T se han dividido en:
células T ayudadoras o CD4* y células citotéxicas o CD8*, mientras que conforme a las
citocinas secretada, se subdividen en dos fenotipos: Thl que secreta interfeucina 2 (IL-2) e
INFy que favorecen la inmunidad mediada por células y la produccitn de IgG2aen raton
(Cox, 1987; Romagnani, 1992) y el Th2 con la secrecién de: 1L-4, IL-5, IL-6 e IL-10 que
favorece la secrecién de IgE y la eosinofilia (Morikawa y col,, 1995). La importancia de las
subclases CD4* y CD8* en ratones infectados con  T. cruzi, se ha demostrado mediante
timectomias en etapa neonatal o eliminando alguna de estas pablaciones de células T por
medio de anticuerpos monoclonales anti-CD4 6 anti-CD8 en diferentes cepas de ratén,
obteniendo como resuftado una alta susceptibilidad y muerte en los individuos infectados
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(Kierszembaum, 1995; Tarleton, y col, 1994; Younes-Chennoufi y col,, 1988). TVrabajos
recientes han reportado que tos linfocitos T CD8¢ son importantes en la proteccion vontra T,
cruzi. Al analizar ratones deficientes en microgiobulina fi2 y en la poblacion de linfocitos T
CDB8*, estos organismos presentaron menor resistencia a la infeccion (Tarleton, 1990, 1991;
Tarleton y col, 1992). Sin embargo, otros trabajos apoyan la importancia de las célalas T
CDA4* en los mecanismos de defensa del hospedero contra T, crizi, ya que al trabajar con
diferentes cepas de ratén consideradas como susceptibles, intermedias y resistentes, a
quienes se les eliming la poblacion de células T CD4*, se observd un incremento en la
parasitemia y mortatidad de los individuos infectados (Minoporio y col, 1986; Rottemberg y
col,, 1992). Estos datos contradictorios indican que el papel de las subclases de linfocitos T en
la defensa contra T, eruzi no ha sido bien esclarecido, de tal forma que hasta la fecha no
pueda afirmarse nada concluyente del papel que desepefian los linfocitos T en a infeccion
provocada por T. cruzi (Kierszembaum, 1995).

Cabe mencionar que se han descrito otros tipos de células que también participan en los
mecanismos de defensa del hospedero frente a la infeccién con T crmzi através de
mecanismos t6xicos, ejemplo de ello son los grinulos de eosinéfilos, asi como las vacuolas
fagolisosomales de neutréfilos que mediante la actividad de peroxidasa pueden eliminar al
parésito, debido a la produccion de niveles altos de Ha0:. No obstante, es necesario hacer
notar que tales mecanismos t6xicos pudieran contribuir a la patogénesis de la enfermedad,
ya que se ha reportado gue en los érganos infectados se observa una gran infiltracién de
estas células en tejido mivcdrdico, trayendo como consecuencia lesiones necréticas y
degenerativas  (Villaha y Kierszembaum, 1983; Villalta y Kierszembaum, 1984b

Kierszembaum, 1986; Molina y Kierszembaum, 1989).
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1.7.b. Respuesta Inmune Humoral.

Se ha detectade la presencia de anticuerpos durante el desarrollo de la infeccion provocada por
F. cruzi lanto en pacientes que padecen de fa enfermwedad, como en modelos animales
experimentaimente infectados con el protozoario. A través de diversos estudios, se ha
comprobado que los anticuerpos especilicos contra el pardsito son importantes en el control y
resistencia a la infeccion (Kierszembaum y Howard, 1976; Takehara y col,, 1981; Brener y Kretit,
1990), pero también el efecto inmunosupresor, que como ya se menciond acompaiia a la fase
aguda de la infeccion por T. cruzi, involucra daio en fa inmunidad humorat (Cunningham, Kuhn
y Rowland, 1978; Ramos y col, 1978} y la importante activacion polictonal no especifica de
linfocitos B causada por la presencia del pardsito, puede provocar anormalidades responsables de
la sintesis y secrecién de inmunoglobulinas que pueden responder hacia antigenos exégenos, o
bien, activaderes policlonales con la consecuente perturbacion de la inmunidad humoral (Ortiz y
col., 1980).

Durante la fase aguda de la infeccién se ha reportado que ia parasitemia comienza a descender
a medida que la respuesta mediada p;; anticuerpos se eleva (Kretthi y Brener, 1976); evento que
tiene profundas implicaciones en la resistencia hacfa el pardsito en el modelo experimental murino
(Takehara y col, 1981). En modelos animales, usando principalmente los modelos canino y
murino, se ha demostrado que una vez que el animal ha sido infectado por T, cruzi hay un
incremento de las inmunoglobulinas 1pG e IgM que Hegan a su méiximo nivel apartir del dfa 35
post-infeccién (Lana y col,, 1991; Spinella y col,, 1992). Sin embargo, adn cuando sa ha podido
verificar que los niveles de anticuerpos son bajos durante la fase aguda, De Gaspari y cols., en
1994, reportaron que en esta fase de infeccién, los lripomastigotes sanguineos ya han sido
cubiertos con anticuerpos de la clase igG especificos contra el pardsito, teniendo éstos un papel

muy importante en el control de ta infeccion.

2



Sepin diversos esludios los niveles de la inmunoglobulina 1gG, tienden a aumentar a medica
que la infeccidn avanza hasta la fase crénica, permitiendo con esto la opsonizacion del pardsito y
la subsecuente intervencién de citotoxicidad mediada por células dependientes de anticucrpos

( Madeira y col, 1979; Lima y col, 1985; Brener y Krettli, 1990). En el modelo murino, este
evento tambien ha sido observado reportindose una respuesta inmune humoral dominada por
diferentes anticuerpos cuyos clases de isotipos especificos contra ol parisito son: 1pGl, 1pG2a,
IpG2be 1gG3  ( Takehara y col,, 1981, Spinella, Liegeard y Hontebyrie-Joskowicz, 1992; Bouhdidi
y col, 1994). Su papel protector ha sido asociado con el efecto Iitico hacfa tripomastigotes
sanguineos mediado por la via del complemento y se ha sugerido que la porcion Fe de 1gG es
requerida para la destruccién “in vivo" del pardsito (Umekita, Takehara y Mota, 1988). Hablando
de las clases del isotipo de IgG mencionados anteriormente, se ha encontrado que en modelo
murino, la subclase [gG2 es mas efectiva contra la infeccidn por T. cruzi por su habilidad de fijar
complemento y lisar al pardsito contribuyendo a los mecanismos de defensa del hospedero
(Takehara y col,, 1981; Cerban y col., 1993). Se ha mencionado que el isotipo IgG2b estd implicado
en laresistencia a T. cruzi, (Takehara y col, 1981; Rowland, 1992), pero también otros trabajos han
reportado a el isotipo 1gG2a como importante (Spinella y col, 1992; Bouhdidi y col,, 1994),
planteando que su sintesis puede ser explicada debido a una produccién endégena de interferén y

(INF- ¥} que promoverfa “in vive” la produccién de este isotipo por células B (Torrico y col,
1991). No obstante que se ha mencionado la importancia del isotipo 1gG2 en la infeccion por T.
cruzi, otro isotipo involucrado en la infeccién por éste pardsito es 1gG1, el cud! ha sido encontrado
en titulos altos, que a su vez han sido relacionado con una avidez funcional que le hace responder
mejor contra antigenos y que hacen a este anticuerpo importante, ain cuando su concentracién
corresponde tnicamente al 10-20 % de todos los unticuerpos (Bouhdidi y col., 1994). Sin embargo

otros trabajos proponen que los niveles elevados de IgG1 en suero de ratones infectados, podria

23



tener efectos que sean benéficos para el pardsito, con la posibilidad de actuar como bloqueadores
de otros anticuerpos, ademas de ser dirigidos hacia antigenos no importantes, desviando de ese
mado al sistema inmune hacia una respuesta no efectiva (Rowland, Mikhail y Mc Cormic, 1992).

En humanos, durante el curso de la enfermedad de Chagas, se han reportado isotipos anti- T.
czi de las clases lgGl e 1gG3 cono importantes contra la infeccién, siendo probablemente
equivalentes al isotipo 1gG2 del modelo mwrino (Cerban, Gruppi y Vottero, 1993).

También se ha reportado la presencia de otras clases de inmunoglobulinas, como ejemplo, se
menciona que IgM es una clase de anticuerpo que comienza a detectarse despuds de los primeros
14 dias de infeccién en el modelo nwirino (Araujo, Heilman y Magalhdes, 1984), también en
humanos, utilizando extractos de las tres formas del parésito, éste anticuerpo ha sido detectado en
sueros de pacientes en fase aguda de la infeccion ( Primavera y col, 1990). A este anticuerpo se le
ha conferido un papel dentro de la resistencia a 7. ouzi durante la fase aguda de la infeccién,
participando en acciones de lisis mediada por complemento (Powel y Wassom, 1993). No
obstante, otro estudio reporta la presencia de este anticuerpo en titulos muy altos durante la fase
crénica dela infeccién inducida experimentalmente, cuestionando con ésto la presencia de este
anticuerpo como un rasgo exclusivo de la fase aguda, lo cual no ha podido ser esclarecido
totalmente (Bouhdidi y col, 1994).

Trabajos recientes mencionan la presencia de IgA tanto en modelo murino como humana en
infecciones por T. cruzi, durante la fase aguda, lo que sugirie que este anticuerpo tiene un pasible
efecto protector contra fa infeccién (Primavera y col, 1990), aunque la importancia real de esta
clase de anticuerpo no ha sido bien establecida (Grauert, M Houdayer y Hontebeyrie-Joskowicz,
1993).

Otro estudio reciente sehala la presencia del isotipo de Ia clase IgE en Liinfeccién murina por

T. ceuzi (Bouhdidi y col., 1994) y este hallazgo provoca interés debido a que previamente no habfa
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sido reportada la presencia de este anticuerpo en esta infeccion parasitaria, los autores mencionan
que la concentracién de este anticuerpo fué similar a los valores que durante ¢l mismo estudio
fueron reportados para el anlicuerpo lgA, proponiendo que los niveles de IgE en éste andlisis
fueron significativos y explicando que la funcién de este anticuerpo puede estar relacionada con
la estimulacién de mecanismos efectores especificos contra 7. cruzi, de la misma forma como
sucede en infecciones provocadas por hehmintos y Toxoplasma gondii, (Ridel y col, 1988; Hagan,
1993). Sin embargo el papel del anticuerpo IgE en la infeccion provocada por T, cruzi no esta
claro.

Lo que si resulta ser un hecho, es que durante fa fase crénica de la infeccién, los anticuerpos
protectores estan dirigidos contra epltopos de la superficie de membrana de tripomastigoles
sangufneos independientemente del aislado de T. cruzi de que se trate (Kretlli y Brener, 1982). A
este respecto, otros estudios han reportado que las dilerencias entre aislados de T. cruzi influyen
enla proteccién, deteccién y produccién especfica de ciertas clases de anticuerpos que durante el
transcurso de la infeccién modifican sus ttulos de aparicién hasta llegar a la etapa erénica,
pudiendiendo  establecer una buena respuesta inmune que permita In recuperacion de los

animales infectados (Mikhail y Rowland, 1990; Pereira y Kretili, 1990; Lincony Pérez, 1994).



2. JUSTIFICACION

Los estudios realizados a nivel biolégico de aislados mexicanos de 1. cruzi han permitido
observar que entre ellos existe heterogeneidad que bien pudiera influir en las diferencias clinicas
reportadas en distintas zonas geogrificas. Un aspecto importante en la infeccién son los
mecanismos que el sistema inmune  utiliza en la defensa dol hospedero. Diversos trabajos han
reportado ka importancia de la inmunidad humoral en esta parasitosis. Por lo que, en este trabajo
se escogid el modelo murino de infeccién para analizar las diferencias a nivel de la inmunidad
mediada por anticuerpos inducida por los diferentes aislados del pardsito en éste hospedero, lo
cudl permitird sentar las bases para buscar mediante andlisis inmunolégicos, antigenos
importanies que puedan ser usacdos en inmunoprofilaxis y/o inmunodidgnostico, asi como
también describir anticuerpos relacionados con la defensa a la infeccién y relacionar éstos con fos
mecanismos de inmunidad celular que permitan conocer mejor esta interaccién  parésito-

hospedero,
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3. OBJETIVOS

3.A. OBJETIVO GENERAL.
* Estudiar la respuesta inmune humoral inducida por cuatro aistados mexicanos de Trypanosoma

onzi en modelo murino.

3.8. OBJETIVOS PARTICULARES.

* Caracterizar la infeccion por T. cruzi en sus periodas: agudo y crénico, determinando virulencia
y carga parasitaria.

* Carrelacionar la produccién de anticuerpos respecto al desarrollo de la parasitémia.

+ Identificar las clases de isotipos que se generan durante el desarrollo de la infeccion.

* ldentificar la presencia de antigenos inmunodominantes en modelo murino.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1, Pardsitos

Para el desarrollo del siguiente trabajo se emplearon cuatro aislados mexicanos de Trypanosonia
cruzi: denominados Z10, H5 (Zavala-Castro y col., 1992), Ninoa (Cruz,1994} (donados por ef Dr.
Roberto Hemnéandez, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM) y Querétaro (donada en su
fase de tripomastigote por el Dr. Rubén Del Muro, Facultad de Medicina, U NAM). Su

procedencia y origen se indica en la Tabla 1.

TABLA |
aislados de T. cruzi empleados para el desarrollo del presente trabajo
Aislado Procedencia Origen
Ninoa Oaxaca Humano
H5 Yucatan Humano
Querétaro Querétaro Tritoma barberi
210 Yucatdn Didelphis marsupialis

El origen de éstos nislados fue aparlir de reservorios, insectos y hospederos definitivos tanto
de la zona centro como del suruste de la Repiblica Mexicana,

4.2. Ratones

Se utilizaron ratones de la cepa singénica Balb/cANN hembras de 6-7 semanas, con peso
promedio de 1820 g, producidos y mantenidos en el Bioterio del Instituto de Investigaciones

Biomédicas, UNAM.

4.3. Establecimiento del modelo murino
Los aislados Z10, 15 y Ninoa se cultivaban en fase de epimastigote por lo que fué necesario

transformarlos a fa fase de tripomastigote para establecer la infeccion en modelo murino. Cabe
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mencionar que el aislado Querétaro fué donado en s fase de tripomastigote en el modelo murino

por lo que para este aislado no fue necesario realizar el procedimiento antes mencionado.

4.3.1. Infeccion a raton Balb/cANN apartir de epimastigotes de cultivo.

Se cultivaron pardsitos de los aislados Z10, H5 y Ninoa agreganda 1ml de sangre de ratén sano
y 1ml de pardsitos en su fase de epimastigole a 4m! de cultivo LIT (Liver Infusion Tryptose)
{Apéndice 1) a pH 7.2, suplementado con 25mg/mli de hemina (SIGMA) y 10% de suero fetal de
bovino (GIBCQ) inactivado a 56°C durante 30 minutos (Chiarl y Camargo, 1984; Lopez, 1994),

El cullivo se dej6 envejecer durante 20 a 22 dias para permitir su transformacién a fa fase de
tripomastigote. Posleriormente se contd el niimero de pardsitos y se renlizé 1a prueba de lisis con
complemento de cobayo para determinar el porcentaje de transformacién (L6pez, 1994). Una vez
realizada la prueba del complemento, se vealizé el primer pase de infeccién a ratones Balb/cANN
de cinco dfas de nacidos, inoculando a tres ratones via subcutdnea en la regién de la nuca con
1x10¢ pardsitos/mi de cultivo por cada cepa de T. cruzi. Se dejaron transcurrir 15 dias post-
infeccién y pasado esle tiempo se tomé una muestra de sangre apartir de un corte en la regién
distal de la cola del raténn y se revisé la canlidad de pardsitos. Si se detectaban parédsitos en
circulacién eran sacrificados colectindose el total de la sangre de los tres ratones. Esa sangre fue
usada para realizar el segundo pase de infeccién a otros cinco ratones de cinco dias de nacidos
inoculdndoles via subeutdnea en la region de la nuca 100p de sangre a cada uno con una cantidad
de parésitos que no fue determinada debido a la poca cantidad de éstos; una vez infectados se
dejaron transcurrir 15 dias y pasado este liempo los ratones fueron sacrificados. Se realizé un
tercer pase de infeccion pero esta vez fue a ratones Balb/cANN hembras de 6 a 7 semanas de
edad, inoculdndelos via intraperitoneal con 1x10¢ pardsitos/m, a quienes se les registrd la

parasitemia, determinando el dia en que el nitrmero de parasitos fue mayor.
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43.2. Mantenimiento de la fase de tripomastigote en modelo murino

Una vez establecida la infeccion en ratones de la cepa Balb/cANN, los animales fueron
sacrificados el dia miximo de parasitemiia colectando la sangre infectada con tripomastigotes
mediante un corte en ¢l plexo axilar; para mantener la infeccion se inocularon con 5x108
pardsitos/ml via intraperitoneal a ratones hembras de 8 semanas de edad de la cepa CD-1;
realizando periddicamente este mismo paso de acuerda al comportamiento independiente de

cada aislado de T.cruzi en los dias en que alcanzaba su méximo pico de parasitemia,

4.3.3. Infeccion

Se obtuvieron tripomastigoles de sangre periférica de ratén de la cepa CD-1 y con ella se
infectaron vfa intraperiloneal a tres grupos experimentales de ratones de la cepa Balb/cANN,
cada uno con cinco individuos. Los inoculos por cada grupo fueron de: 5x105 y Ix105

pardsitos/ ml.

4.4. Curvas de Parasitemia

Para detectar los pardsitos en sangre y poder observar la carga parasitaria se tomé una muestra
de sangre de la regi6n distal de la cola de los ratones infectados, se hicieron diluciones 1:50 y 1:100
en una solucidn de Alsevers (Apéndice {1} para contar el niimero de tripomastigotes sanguineos
por ml se contaron 10ul en camara de Neubauer (Deane, 1984) utilizando un microscopio 6ptico
MICROSTAR 1V, (Reichert Jung) objetivo de 40x. El tolal de parédsitos contados, fue multiplicado
por 10! para corregir el volumen utilizado en la cdmara, este resultado se multiplica por el factor
de dilucién, obteniendo el valor total de parasitos por mililitro en la sangre. Este procedimiento
fue realizado apartir del cuarto dfa postinfeccién continudndolo con un intervalo de cada tercer
dia, hasta que los pardsitos desaparecian de circulacién o bien los ratones morfan a causa de la

infeccién.
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4.5, Preparacion de extractos totales de epimastigotes

Para la preparacién de exiractos totales que se usaron como antigenas en las pruebas de
deteccion de anlicuerpos, se utilizaron epimastigotes mantenidos en medio de cultivo de los
aislados: Querétaro, Z10, H5 y Ninoa con 20 dfas de crecimiento, los cuales se concentraron por
centrifugacién a 3000 g durante 10 minutos. Una vez concentrados, se decanté el sobrenadante y
los botones fueron lavados dos veces con amortiguador de fosfate salino (PBS) pl1 7.2 . De los
botones se obtuvo su peso y por cada gramo de peso hitmedo se le agregé 5 ml de amortiguador
Tris-HCl 10 mM pH 82, conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas con una
concentracion final de: EDTA 500 mM, PMSF 200 mM, Leupeptin 10 mM, Pepstatin 1 mM y
Bestatin 1 mM. Posteriormente la solucién fue sonicada en cama de hiclo para evitar que se
desnaturalicen las prolefnas en sonicador (modelo Ultra-Sonics) 60 Hz de amplitud, con pulses
de 2 segundos durante dos minutos, repitiendo el proceso tres veces, Una vez terminado dicho
proceso la muesira fue agitada durante cinco minutos en vértex (Micro Mixer modelo MM-50)
para terminar de romper restos celulares, se verificé la lisis celular al microscapio dptico.
finalmente la muestra se concentré por centrifugacién a 15000 g durante 30 minutos. Se colecté
el sobrenadante de la muestra dividiéndolo en pequeiias alicuotas en tubos Eppendorf y

congeldndolo a - 20°C hasta su uso.

4.6 Cuantificacién de proteinas de extractos de epimastigotes

Se llevé a cabo la cuantificacién de protefnas de los extraclos tolales obtenidos para los
diferentes aislados utilizando el méiodo de Bradford (1976), distribuido por Bio-Rad.  Se
construyd una curva patrén utilizando albimine g/l i en PBS en concentraciones de 5, 10, 15,

20 y 25 pg/nlk. El blanco consistié anicamente de amartiguador de fosfata salino (PBS) pH 7.2
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Todo el proceso se realizé en una placa suave para ELISA, tomando fa lectura del microensayo a

595 nm en un lector de ELISA (Bio-Rad Modelo 3550),

4.7. Obtencion de suero de ratones infectados
Este procedimiento fue realizado en los mismos dias post-infeccidn que para la determinacién
de las curvas de parasitemia. Se tomé la mayor cantidad de sangre apartir de I regién distal de
la cola de cada ratén mediante un pequefio carte. La sangre fue colectada por grupo de acuerdo a
cada lote experimental y a cada aislado de T.cruzi en tubos Eppendorf. La sangre se procesé
dejando que coagulara para posteriormente centrifugar su contenido en microcentrifuga a 300 g

durante cinco minutes, el suero fue guardado en pequefias alicuotas a temperatura de -20° C

hasta su uso.

4.8. Anilisis inmunologico
4.8.1. Ensayo de ELISA

Para poder verificar la presencia de anticuerpos anti-T.cruzi, se llevé a cabo el ensayo
inmunoenzimético ELISA (Voller, Bidwell y Barfett, 1979). Se usaron placas de 96 pozos (Costar)
en donde se agrep6 la cantidad de 5pg/ pozo del extracto total de los aislados, incubando durante
dos horas en cimara hiimeda a 37°C. Pasado este tiempo, el pegada inespecifica fue bloqueado
con 200pl/ pozo de albimina al 1% diluida en amortiguador de fosfato salino (PBS) pH 7.2,
incubado por dos horas en las mismas condiciones anteriores, Una vez bloqueado, se afiadieron
fos sueros de ratén infectados, a una dilucién de 1:100, incubando durante toda ia noche a 4°C,
para posteriormente agregar un segundo anticuerpo anti- 1gG (cadena pesada y ligera) de ratén
unido a peroxidasa (Zymed) diluido 1:2000, incubindose durante das horas a 37° C. Después de
cada incubacién se realizaron tres lavados de diez minutos cada uno con salucién PBS-tween 20 al

005 % para climinar pegados inespecificos. Posterionmente, I reaccién en las placas sé reveld con
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100/ paza del sustrato ortofenildiamina (OPD), en amortiguador de citrato- fosfato pld §
incubando a temperatura ambiente el tiempo necesario para que diera una reaccién colorida. Para
finalizar se paré la reaccién con 50ul/ pozo de dcido sulfirico al 25 Ny se leyé a 405 nmn en un

lector Je ELISA (Bio-Rad Modelo 3550).

4.8.2. Ensayo de Inmunotransferencia
Con el propésite de identificar el nimero y caracteristicas de las proteinas antigénicas
reconocidas por los anticuerpos anti-T.cruzi, se utilizé la técnica de Inmunotransferencia o
Western-blot (Gershoni y Palade, 1982 y 1983), Se realiz6 una separacion de proteinas por medio
de elctroforésis en geles de poliacrifamida a 12 % con SDS en condiciones reductoras (Laenymli,
1970) separando 150 pg de protefna de los extractos correspondientes (Apéndice If1).
Se transfirieron las proteinas separadas a papel de nitrocelulosa (Apéndice IV). Posteriormente
se bloqued con leche al 10 % diluida en amortiguador de fosfato salino (PBS), toda la noche a 4° C,
para luego cortarlo en tiras de 0.5 cm, e incubar éstas por dos horas con los sueros de ratones
infectados  diluidos 1:500, pasada este tiempo se agregé el conjugado anti-lgG de ratén cadena
ligera y pesada unido a peroxidasa, diluido 1:2000, incubado durante dos horas a 37° C. Entre
cada periodo de incubacién se altern6 una serie de tres lavados cada uno de diez minutos con PBS
tweenn 20 2101 %. Finalmente fa reaccién se revelé con el sustrato 33 diaminobenzidina a una
concentracion de 0.5 pg/ mt dituida en amortiguador de fosfato saline (PBS) y se paré la reaccién

lavando con agua destilada.

4.8.3. Ensayo de inmunotransferencia para determinacién de isotipos
Una vez analizada la produccién de anticuerpos anti- T.cruzi y los antigenos que reconacen,
se procedié a realizar ef ensayo que permitiera identificar el isotipo al cual pertenecen fos

anticuerpos praducidos por los ratones infectados. Se realizé una electroforesis para separar las
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proteinas de los extraclos correspondientes a los diferentes aislados y se transfirid a papel de
nitrocelulosa tal y como se refirié anteriormente. Los sueros de ratones infectados fueron
incubados a una dilucién 1:500, durante dos horas a temperatura ambiente, Posteriormente, se
agregaron los isotipos: anti- 15G1, anti-lgG2a, anti-IgG2b, anti- 1gG3, anti-lgM y anti- IgGA de
ratén producido en cabra (Sigma), diluidos en leche 10 % en una dilucién 1:2000, dejindolos
incubar durante dos horas a temperatura ambienle. Pasado esle tiempo, se agregé un conjugado
que consisti6 en un tercer anticuerpo anti-lgG unido a peroxidasa (Sigina), diluido 1:2000 en PBS
tween 20 al 0.1%, que fue incubando durante dos horas a temperatura ambiente. Finalmente, la

reaccién se reveld como se indicd anteriormente,

4.8.4, Deteccién del isotipo JgE

Tomando en cuenta que los niveles de IgE en la sangre son muy bajos, se realiz6é un ensayo de
Western blot preliminar para determinar la sensibilidad del ensayo.

Se realiz6 una electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% con SDS en condiciones
reductoras de distintas concentraciones de un anticuerpo monoclonal IgE (SPE-7) producido en
raton, se transfirid a papel de nitrocelulosa, como anteriormente ha sido referido. Una vez
transferido el anlicuerpo, se bloqueé en leche al 10% diluido en amortiguador de fosfatos (PBS) al
1% y se incubb con el anticuerpo anti- IE de ratén unido a biotina (Pharmingen) diluido 1:200,
duranle dos horas a temperatura ambiente, posteriormente se incubé con el conjugado
estreptoavidina unido a peroxidasa (Amersham), diluido 1:500, durante dos horas a temperatura
ambiente. Una vez que se delerminaron las condiciones para detectar IgE, se analizaron los
sueros de ratones infectados, transfiriendo las protefnas del extracto a papel de nitrocelulosa y
procediendo a realizar la determinacion del isotipo como fue referido anteriormente. El papel se

cort6 en tiras y se incubd con los sueros de ralones infectados, y posteriormente con el segundo
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anticuerpo anti-lgE de ratén(Pharmingen) diluido 1:200 durante dos horas a temperatura
ambiente, y por dltimo se incubd con el conjugado estreptoavidina unido a peroxidasa
{Amersham) diluido 1:500 durante dos horas o temperatura ambiente. Los lavados fueron
realizados de la misma forma que refiere la técnica, usando el mismo sustrato para revelar y

parando la reaccion con agua destilada.

4.9. Analisis estadistico

Los resuitados obtenidos fueron analizados usando los programas Microsoft Excel para
desviacién estdndar y Statgraphics para la prueba de T student comparando dos inoculos
distintos en ratones inducida por cada aislado, andlisis de varianza y comparacién milliple para

comparar el comportamiento entre aislados del parsito.
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5. RESULTADOS

5.1 Mortalidad producida por los diferentes aislados de T. cruzi

5.1.1, Cinética de mortalidad individual

Se analizé la mortalidad inducida por cuatro aislados de T, cruzi en ratones de la cepa
Balb/cANN, usando dos diferentes inoculos. La Figura 3, muestra los resultados obtenidos en
donde se puede observar que los aislados: Z10, Querétaro y H5 indujeron mortalidad en ratones
infectados con los dos tipos de indculo, no asi el aislado Ninoa. Estamortalidad se inicié entre la
segunda y tercera  semana post-infeccién. En el grupo donde se usé un inoculo de 5x10°
parésitos/ml, se observé que los ratones infectados con el aislade Ninoa sobrevivieron en su
totalidad. Mientras que en los ratones infectados con el aislado Z10, hubo una sobrevivencia de
cuatro individuos al dia 24 post-infeccién, los cuales finalmente murieron el dfa 26. Por otro lado
para el dia 28 casi todos los ratones infectados con el aislade Querétaro habfan muerto.
Finalmente, los ratones infectados con el aislado H5 empezaron a morir al mismo tiempo que en
los otros grupos, pero presentaron un niimero mayor de individuos sobrevivientes respecto a los
ratones infectados con los aislados Z10 y Querélaro. En los grupos en que se usé un inaculo de
1x105 pardsitos/ml, se volvid a observar que en los ratones infectados con el aislado Ninoa no
hubo mortalidad. Los ratones infectados con el aislado Z10 empezaron a morir apartir del dfa 19
post-infeccién, observando que para el dfa 36 post-infeccién todos los ratones habfan muerto. Ei
aislado Querétaro por su parte, indujo la muerte de los ratones apartir del dia 22, observindose
finrlmente que tres individuos lograron sobrevivir después del dfa 30 post-infeccién. Por tltimo,
los ratones infectadas con el aislado HS, en forma diferente al grupo infectado con un inoculo de

5x105 parésitos/ ml, empezaron a morir hasta el dfa 25 post-infeccién.
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Figura 3. Cinctica de mortalidad indudida por cuatro aislados diferentes de T, cruzi en ratones Balb/cANN
evaluando un total de 15 individuos, Grupo A ratones inoculados cun 5x10° pardsitos/ml y grupo B
ratones inoculados con 1x108 pardsitos/ml.
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5.1.2. Mortalidad acumulada

También se evalué la mortalidad acumulada inducida por los cuatro aislados de T, cruzi en
modelo murino durante un periodo de tiempo de 150 dfas de infeccién. En la Tabla 11 se observa
el resultado promdio de tres experimentos. Pudo observarse que, en los ratones infectados con
un inoculo de 5x 1P parasitos/mi (grupo A) hubo diferencias en el porcentaje de muerte inducido
por todos los aislado, en cambio Ninoa no indujo mortalidad. H5 indujo un 66% de muerte, lo
cudl fue diferente a lo observado en los ratones infectados con los aislados Querétaro y 210 que
presentaron 100% de mortalidad. En el grupo de ratones infectado con un inoculo de 1x105
parasitos/ ml, (grupo B) el aislado Ninoa tampoco indujo mortalidad. Por otro lado, H5 mostré
ser un aislado con un comportamiento més heterogéneo, donde la cantidad de inoculo influyé
significativamente sobre el porcentaje de muerle, ya que con este inoculo la mortalidad decreci6 a
un 27% (p2 0.05). En los ratones infectados con el aislado Querétaro la mortalidad se redujo al
80%, porcentaje que no fue significativa con respecto al porcentaje de mortalidad en el grupo
infectado con 5x105 pardsitos/m! (p< 0.05). Finalmente se observé que en los ratones infectados

con ¢l aislado Z10 se indujo, como en el grupo A, un 100% de mortalidad.

TABLA Il
Porcentaje de mortalidad acumulada inducida por cuatro aislados de T. cruzi

Porcentaje de Mortalidad Acumulada

Aislado Grupo A Grupo B

Ninoa 0 0
HS 66 27

Querétaro 100 80
Z10 100 100

Porcentaje de morlalidad indicido por cuatro aislados mexicanos de Trypanosoma cruzi en modelo
murino con dos diferentes inoculos: Grupo A (Sx10° pardsilos/ml) y grupo B (1x10° pardsilos/ml).
Las valores represenlan el promedio de Ires experimentos evaluados hasta ef dfa 150 post-infeccion.
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5.2.. Anilisis de la parasitemia producida por cuatro aislados de T, cruzi,

Para analizar la parasitemia producida por cada aislado de T. cruzi en el modelo mwurino, se
realizaron de tres experimentos, evaluando en cada uno de ellos los parimetros de: promedio
miximo de pardsitos, dfa de maxima parasitemia, dia de aparicién y dia de desaparicion de
pardsitos en sangre, los resultados se presentan en la Tabla 111 . Para determinar si existian
diferencias entre los valores evaluados de la parasitemia con los dos diferentes inoculos del
mismo aislado, se realizé el andlisis de T student, y se encontré que no hubo diferencias
significativas dependientes del inoculo (ps$ 0.05). En cammbio, al comparar los valores de
parasitemia obtenidos con cada uno de los inoculos (5x105 6 1x10% pardsitos/ml), pero entre los
diferentes aislados, el analisis estadfstico de varianza indicé que hubo un comportamiento distinto
en promedio maximo de pardsitos, dfa de méxima parasitemia y dfa desaparicién de parasitos
circulantes (p2 0.05). Mientras que en el pardmetro dfa de aparicion de pardsitos no hubo
diferencias significativas (p< 0.05). Se encontré por anélisis de correlacion multiple que el aislado
Ninoa tuvo caracteristicas en parasitemia totalmente distintas a la de los aislados H5, Querétaro
y Z10(p20.05). Con relerencia aestos tres (ltimos aislados, pudo observarse que también ellos
son diferentes entre si ya que solo se p.;mcen en el dia de aparicién de pardsitos (p< 0.05), y
difieren en promedio méximo de pardsitos, dia de méxima parasiternia y dfa de desaparicién de

pardsitos, (ps 0.05).

3



TABLA I
Comportamiento en ratones Balb/c AAN de cuatro aislados mexicanos de T. cruzi

Alslade | Grupo| Promedio Dia de Dia de aparicion | Dia de desaparicion
Maiximo de Mixima de Parisitos de Parisitos
Parisilos Parasilemia
Ix106
Ninoa A 1.6 +0.1 20 +£4.1 16 £1.8 43+4.9
B 1.3+0.04 27 +£5.2 19 £3.3 43449
115 A 102 2.9 W12 | 12£2 44512
B 6+2.6 22 £6.6 1241.2 4142.1
Querdtaro A 50425 8443 | 90418 4045.9
B 33x1.1 20 £3.0 12 +0.5 38+3.5
Z10 A 4.2+1.6 20+ 0.8 13+09 [ 24432
B 6.2+ 0.9 24409 13+08 33154

La tabla muestra el inoculo usado en cada grupo experimental ast como el resultado de cuatro
pardmetros de parasitemia. Los datos son el promedio de tres experimentos & su desviacion estdndar.
Grupo A inoculo de 5x105 pardsitos/ml y Grupo B inoculy de 1x10% pardsitos/ml. Los datos fueron
analizados con lres pruebas esladisticas. Mediante un andlisis de T student no se encontraron
diferencias entre los dos inoculos usados para cada aislado. Mientras que con los andlisis de varianza
y correlacion miltiple se abservaron caracteristicas de parasitemia diferentes entre los cuatro aislados
que deslacé al aislido Ninoa con un comportamiento distinto a los otros tres aislados analizatos.

5.3. Parasilemia y produccion de anticuerpos

Para evaluar e} desarrolto de la parasilemia y su correlacién con ln praduceidn de anticuerpos
anti-T. cruzi en diferentes dias después de la infeccion, se analizaron un total de quince ratones por
grupo. Analizando carga parasitaria y produccién de anticuerpos totales anti-T. cruzi - por medio
del ensayo de ELISA.

El comportamiento de los ratones infuctados con el aislado Ninoa se muestra en la figura 4. Se
detectaron pardsitos en circulacion apartir de la segunda semana después del inocule, llegando a
su miximo en Ja cuarta semana post-infeccion, decreciendo progresivamente Imsm. ser

indetectable a la séplima semana donde se considerd que fos individuos entraron a la fase crénica
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de la infeccién; el nimero maximo de pardsitos fue con 1.6 x 10 pardsitos/ml en promeclio con
un inoculo de 5x 10° pardsitos/mi en el dfa 20 y 1.3 x 10¢ pardsitos/ml en promedio con un
inoculo de 1x 10° pardsitos/ml en el dia 28 post-infeccion. Se abservé que los niveles de
anticuerpos anti-T.cruzi, en el grupo infectado con 5x 105 pardsitos/ml, comienzan a ser altos
apartir del dia 28 post-infeccion, tendiendo a aumentar a medida que los dias de infeccidn
avanzan y observando que la parasitemia comienza a descender. Un comporlamiento similar es
abservado en el grupo infectado con un inoculo de 1 x 105 pardsitos/ml, en el cual apartir del dfa
32 y hasta llegar al dfa 50 post-infeccién, se detecté un aumento en el nivet de anticuerpos y al
mismo tiempo utia Aisianncion de la parasitemia. En general se observé que Ninoa fue el aislado
que indujo el nivel més alto de anticuerpos.

En e| aislado H5 (Figura 5), se detectaron pardsitos en circulacién en la segunda semana
después de la infeccién, y comenzaron a desaparecer apartir de la sexta semana post-infeccién.
Este aislado produjo su méximo pico de parasitemia al dia 24 post-infeccién en el grupo
infectado con un inoculo de 5x 105 parésitos/ ml, con un promedio de 10.2 x 10 pardsitos/ml.
Mientras que el grupo infectado con un inoculo de 1x106 pardsitos/ml presentd al dia 22 un
promedio de 6x 106 parasitos/ml. Es inlteresante hacer notar que este aislado alcanz6 fos niveles
de parasitemia més altos con respecto a los otros aislados estudiados en el presente rabajo. En
ambos grupos infectados se observé que la produccién de anticuerpos anti-T.cruzi comienza a
detectarse en niveles altos apattir del dfa 28 post-infeccién, al mismo tiempo que la parasitemia
comienza a descender,

El comporlamiento observado en ratones infectados con el aislado Querétaro se muestra en la
Figura 6, El grupo infectado con un inoculo de 5x105 parasitos/mi sobrevivié hasta el dia 40
post-infeccién con un pico de parasitemia promedio de 4.2x 106 pardsitos/ml en ef dfa 22.

Respecto al grupo infectado con un inoculo de X0 parisitos/ml el pico méximo de parasitemia

41



se observé el dia 20 con un promedio de 3.3 x100 parasitos/ml. En los ratones sobrevivientes la
parasitemia comienza a ser indelectable al dia 38 post-infeccion. La presencia de anticuerpos es
importante solamente hasta el dia 28 post-infeccién en el grupo infectado con un inoculo mayor,
mientras que en el grupo infectado con un inoculo menor pudo observarse que el nivel de
anticuerpos aumenta a medida que los dias post-infeccién avanzan,

Iin la Figura 7, se observa el comportamiento de ratones infectados con el aislado
210, en donde se detectaron pardsitos en circulacién apartir de la segunda semana post-infeccion
en ambos grupos experimentales, pudiendo evaluarse el desarrollo de la parasitemia y
produccién de anlicuerpos durante un periodo de tres a cuatro semanas post-infeccion,
considerando esta etapa como la fase aguda. Con un inoculo de 5 x 105 parésitos/ml, se alcanz6
un pico de parasitemia promedio de 4.2 x 10¢ pardsitos/ml al dia 20. Mientras que el grupo
inoculado con 1x 10° pardsitos/ml, alcanzé su pico de parasitemia al dfa 24 con un promedio de
6.5 x 106 parasitos/ml. Respecto a fa produccién de anticuerpos anti-T.cruzi - evaluados en los
mismos dlas post-infeccidn, se observd que el nivel de anticuerpos producido en ambos grupos
experimentales fue muy bajo y nunca logré incrementarse debido a la muerle de los ralones

infectados,
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Figura 4. Curvas de parasitemin y producdon de anticuerpos anti el aislado Ninoa en modelo murino. Dos
grupos experimentales fueron infectados con: (A) 5x108 pardsitos/ml y (B) 1x10° pardsitos/ml. Se evaluo el
desarrallo de la parasitemia con el micoscopio dptico (Objetivo 40x) en una dilucién 1:100, y la producdién
de anticuerpos tolales mediante un ensayo de ELISA usando el conjugado anti-raton IgG unido a
peroxidasa (Zymed). Cada punto representa el valor promedio de 15 individuos + su desviacién estdndar
(DE) evaluados por cada dfa,
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Figura 5. Curvas de parasitemia y produccon de anticuerpos anti el aislado H5 en modelo murino. Dos
grupos experimentales fueron infectados con: (A} 5x105 pardsitos/md y (B) 1x108 pardsitos/ml. Se evalud el
desarrello de la parasitemia con el microscopio dptico (Objetivo 40x) en una dilucion 1:100, y la produccisn
de anticuerpos totales mediante un ensayo de ELISA usando el conjugado anti-ratén 1gG unido a
peroxidasa (Zymed). Cada punto representa ef valor promedio de 15 individuos + su desviacién estindar
(DE) evaluados por cada dia.
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Figura 6, Curvas de parasitemia y praduccion de anticuerpos anli el aislado Querétare en modela murino.
Dos grupos experimentales fueron infectados con: (A} 5x10° pardsitos/ml y (B) 1x10P pardsitos/ml. Se
evalud el desarrollo de la parasitemia con e} microscopio dptico (Objetivo 40x) en una diludon 1:100, y la
produccion de anticuerpos totales mediante un ensayo de ELISA usando el conjugado anti-ratén 1gG unido
a peroxidasa (Zymed). Cada punto representa e valor promedio de 15 individuos £ su desviacion estdndar
(DE) evaluados por cada dla.
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Figura 7. Curvas de parastlemia y produccion de anticuerpos anti el aislado 210 en modelo murino. Dos
grupos experimentales fueron infectados con: (A) 5x105 pardsitos/ml y (B) 1x10° pardsitos/ml. Se evalud el
desarrollo de la parasitemia con el microscopio ptico (Objetivo 40x) en una dilucion 1:100, y la producdon
de anticuerpos totales mediante un ensayo de ELISA usando el conjugado anti-ratén IgG unido a
peroxidasa (Zymed). Cada punto representa el valor promedio de 15 individuos £ su desviacion estandar
(DE) evaluados por cada dia.
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5.4. Identificacion de proteinas antigénicas

5.4.1. Extractos totales de T. cruzi
Con el fin de analizar los componentes proteicos de los extractos totales correspondiente a cada
aislado de T. cruzi, se realizé una separacién mediante una electroforesis en geles de
poliacrilamida-bisacrilamida al 12% en condiciones reductoras (SDS-PAGE), agregando 10pg de
cada extracto, preparados en las mismas condiciones y al misimo tiempo. Se observd un mismo
patron de distribucién en las proteinas que no presentan diferencias entre cada uno de los

extractos analizados (Figura 8).

S e

| A B C D

Figura 8. Andlisis de protefnns de extractos totales de aislados de T. cnezi en SDS-PAGE. Comparacion entre

\ extractos tolales (10j4g) preparados con inhibidares de proteasas. Los extractos fucron separados en geles de
poliacrifamida al 12% con SDS y mercaptoetanol, tesiidos con azul de Coomasie. A) Ninoa, B) 210, €)
Querdlaray D) H3.

47



5.4.2. Caracterizacion de proteinas antigénicas

Para identificar las diferentes proteinas antigénicas recanocidas por los ratones infectados, se
utilizaron extractos crudos de los aislados: Z10, Ninoa, Querétaro y M5 de 7. cruzi, con el ensayo
de Westem blot con los sweros de ratones infoctados.

El reconocimiento de los antigenos de T. cruzi por los sueros de ratones infeclados can el
aislado Ninoa se muestra en la Figura 9. Se observo que en los sueros de ratones infectados con los
dos inoculos hubo anticuerpos dirigidos contra varias protefnas antigénicas. Se destacéd el
reconocimiento hacia dos proteinas antigénicas: una de 45-50 kilodaltones pastir del dfa 20 en
ambos grupos y otra de 70 kilodaltones apartir del dia 20 post-infeccién en el grupo A y enel dfa

35 en el grupo B. Hubo también un reconocimiento hacia una proteina antigénicas de 133
kilodaltones apartir del dfn 25 post-infeccidn en el grupo A y en ¢l dia 50 post-infeccidn en el
grupo B. Otra banda de 25-30 kilodaltones se detectd al dia 70 post-infeccidn en el grupo A con
una intensidad muy fuerte en ese dfa y que comenzé a disminuir en los dias subsecuentes, éste
antigeno también fue reconocido en el grupo B apartir del dia 50 pero con una intensidad menor
pudiendo observar que este reconocimiento persiste hasta el dfa 150 de infeccién,

En el grupo de ratones infectados con el aislado H5 se reconocen varias proteinas antigénicas
apartir de dfa 20 después de la infeccion en et grupo Ay al dia 30 en el grupo B (Figura 10). Se
observé un reconocimiento hacia protefnas antigénicas de 30, 35, 45-50, 65, 70 y 133 en e} grupo
infectado con un inoculo de 5x10° pardsitos/ml. Apartir del dfa 50 post-infeccion la intensidad de
las bandas es mayor en los antigenos de 45.50, 65, 70 y 130. Mientras que en el grupo
experimental infectado con un inoculo de 1x10° pardsitos/mi, hubo un reconocimiento hacfa
antigenos de: 30, 4550, 70 y 130 kilodaltones, Pudo notarse que entre ambos grupos

experimentales se encontraron diferencias, que consistieron en el niimero de antigenos
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reconocidos, siendo este reconacimiente dirigido a un ndmero mayor de bandas en el grupe A, y
observando que aunque en ambos grupos existe un reconociniento hacia los antigenos de 4550 y
70 kilodaltones, en ol grupo infectado con  5x10° pardsitos/ml fa intensidad de In banda de
reconocimiento al antigeno de 45-50 kilodaltones es mayor , mientras que en el grupo infectado
con 1x105 pardsitos/ml, la banda de reconocimienlo al anligeno de 70 kiledaltones fue la mas
intensa.

Los resultados en ratones infectados con el aislado Querétaro permitieron hacer un andlisis
durante 40 dias postinfeccién en el grupo experimental inoculado con 5x105 pardsitos/nil,
mientras que ¢l grupo inoculade con 1x105 pardsilos/mi se evalud hasta el dfa 150 después de la
infeccién considerando a este ltimo periodo como crénico (Figura 11). En ambos cases, hubo un
reconocimiento dirigido hacla proteinas de: 35, 40 y 70 kilodaltones apartir del dia 25 post-
infeccion en el grupo A y en el dfa 35 en el grupo B. Se observé que en el grupo de ratones
infectados con 1x10° pardsitos/ml, se delectd una proteina antigénica de 110 kilodaltones que
aparece en el dia 50y que es més intensa en el dfa 150.

Los resultados obtenidos en ratones infectados con el aistado Z10 se muestra en In Figura 12.
Pudo abservarse que hubo un reconocimiento hacfa una protefna antigénica de aproximadamente
70 kilodaitones en los dos grupos, més otra de 35 kilodaltones en el grupo de ratones infectados
con 1x10° pardsitos/ml. En general se observd una respuesta inmune humoral débil en ambos
grupos experimentales que comenz6 con claridad apartir def dia 22 post-infeccién en el grupo A,
mientras que e el grupo B, la respuesta inmune humorat comienza a ser detectada apartir del

dia 28 . Cabe mencionar que este aislado indujo la muerte de todos los ratones infectados.
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Figura 9, Caracterizacion de proteinas antigénicas reconocidas por sueros de ratones infectados con el
aislado Ninoa por ensayo de Western blot, lus protefnas de este aislado fweron separadas por electroforesis
en geles de polinerilamida ol 12% con SDS y mercaptoelanal para posteriormeate ser transferidas a papel de
nitracelulosa, ¢ incubarse con sueros de ratones infectados a diferentes dias post-infeccion (dituidos 1:200).
Posteriormente fueron incubadus con un seguado anticuerpo anti- 1gG de raton (cadena pesada y ligera)
unido a peroxidasa (diluido 1:2000) para finalmente revelar  agregando 3-3 diaminobenziding como
sustrato. Grupo A inoculo do SxH pardsitos/mly grape I} inoculo de 1105 pardsitos /ml,
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Figura 10, Caracterizucion de proleinas anligénicas reconacidas por sueros de ralones infectadus con el
aislado H5 por ensayo de Westom blot. Las protefnas de éste alslado fueron tratadas como se indico en la
Figura 9. Grupo A inoculo de 5x108 pardsitos/mi y grupo B 1x10° pardsitos/ml.
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Figura 11, Caracterizacién de protelnas antigénicas reconocidas por sueros de ratones infectados con ol
aislsdo Cuerdlaro por ensayo de Westeen blot, Las proteinas de éste aislado fueran tratadus coma se indico
en la Figura Y. Grupo A inoculo de 5x106 pardsitus/ml y grapo B inoculo de 1x10° pardsitos/m..
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Figura 12, Caraclerizacion de prolefnas anlipénicas reconocidas por sueros de ralones infectados con el
aistido Z10 por ensayo de Western blot, Las protefnas de dste aislado fueron tratadas como se describio en
la Figura 9. Grupo A inuculo de 5x10° pardsitos/ml y grupo B inocalo 1x10° pardsitos/ml..
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5.5. Determinacion de isolipos anti-T, cruzi.

Utilizando sueros de ratones infectados con un inoculo inicial de 1x105 parasitos/ mi con cada
uno de los aisladas, se procedié a realizar un analisis mediante la técnica de Westem blot para
determinar la clase de inmunoglobulina al que pertenecen los anticuerpos detectados en  éstos
Sueros,

5.5.1. Isotipos producidos contra el aislade Ninoa

Los sueros de ratones infeclados con este aistado de T. cruzi se analizaron por un periodo de
150 dfas después de la infeccion, pudiéndose delectar varias clases y subclases de
inmunoglobulinas con exepcion de Igli. La fase aguda estuvo caracterizada por la produccién del

isotipo 1gM, mientras que apartir de la quinta semana después de la infeccién comenzaron la
produccién de isotipos: IgG1, 1G24, 1gG2b, 1gG3 e 1gA (Figura 13 y Tabla V). Conforme avanza
la infeccion, pudo observarse un aumento en la produccién de todas las clases de
inmunoglobulinas encontrando que todas estin dirigidas hacfa dos protenas antigenicas
principales: una de 45-50 kilodaltanes y otra de 70 kilodaltones, no obstante en el caso de los
isotipos: lgGl e 1gG2a, también existié un reconocimiento conira una protelna antigénica de mas
de 100 kilodaltones apartir de la octava semana post-infeccién, mientras que el isotipo IgM estuvo

dirigido contra un antigeno de 30 kilodaltones aprtir del dia 25 post-infeccion.

5.5.2. Isotipos producidos contra el aislado HS.

En los sueros de ratones infeclados con este aislado se delectaron inmunoglobulinas
correspondientes a todos los isotipas analizados con excepeién de IgE (Tabla V). Se pudo observar
la presencia de los isotipos, 1gG1, 1gG2a, , 1gG2b, 1G3, IgM e lgA apartir de la cuarta y quinta
semana despuss de la infeccion. (Figura 14). Los isotipos 1gG2b, 15G3, 1gM e IgA estuvieron

dirigidos solamente contra-la protefa antigénica de 70 kilodaltones. En tanto que se observé que
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los isotipos [gG1 e lpG2a estin dirigidos contra tres proteinas antigénicas que corresponden a los
pesos de 70, 45-50 y 40 kilodaltones (Tabla V). Los resullados correspondientes al isotipo clase
lgA, muestran que los niveles de éste isGtopo fueron importantes apartir de la novena semana
post-infeccion, siendo entre los dias 70 y 80 post-infeccion cuando este reconocimiento logrd

detectarse con mayor intensidad (Figura 14),

5.5.3. Isotipos producidos contra el aislado Querélaro.

Los resultados oblenidos en sueros de ratones infectados con el aislado Querélaro, muestran la
deteccion de los isotipos: [gG2a e 1gM, durante un periado de tiempo que abarc del dia 25 hasta
el dia 150 post-infeccion en el caso de {gM y del dia 40 a1 150 en el caso de [gG2a. Mientras que el
isotipo 1gGl comenzé a ser detectado solamente apartir del dfa 90 post-infeccion (Figura 15 y
Tabla Vi), Hubo un mayor reconocimiento por 1gM entre los dfas 35 al 50 post-infeccion,
persistiendo hasta el dia 150 de infeccién. La inmunoglobulina 1gG2a estuvo dirigida contra una
protefna antigénica de 70 kilodaltones, en el caso del isotipo [gM el reconocimiento fue contra dos

protefnas antigénicas, una de 40 kilodaltones y otra de 35 kilodaltones (Figura 15).

5.5.4, lsotipos producidos contra el aisiado Z10.

Durante ol periodo agudo esto es, las dos primeras semanas después de [a infeccién y durante
el tiempo. de sobrevivencia de los individuos infectados con el aislado Z10, los niveles de
inmunoglobulinas detectados en los sueros fueron muy bajos, produciéndose isotipos de la clase
IgG1, [gG3e IgM (Tabla VII). Las dos primeras clases de inmunoglobulinas estuvieron dirigidas
contra una protefna antigénica de 45-50 kilodaltones (Figura 16). En el caso del isotipo [gM, su
produccién fue muy escasa y estuvo dirigida hacia proteinas anligénicas de, 45-50, 35 y 30

kilodaltones con niveles que pudieron ser delectados apartir del dfa 25 post-infeccion.
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Isotipos en sueros de ratones infectados con el aislado Ninoa evaluados por Western blot

TABLA IV

Ig Antigenos recanocidos (kDa)
IgG1 00 | w0 |10 | 100 ] 100
70 70 70 n1n 70 70 70 n
A5-80 | 45-50 | 45.580 [ 45-50 | 45.50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50
IgG2a 100 {100 | 100 [ 100 00| 100
70 70 Nl K] 70170 70 70 70
45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-5} | 45.50
30
IgG2b 100 | 10
nlo | po 0|0} ]0
45-50 | 45.50 | 45-8) | 45-50 | 43-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50
IgG3 ||| n| 0] 0] ns
45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-80 | S0
IgM 0 70 n|lolo | 0| )] 0|0 0] 0
45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50| 45.50
30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
IgA wmf{|ln|loin|wiwn
45-50 | 45-50 | 45-50 { 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45-50 | 45.50
0] 04 | 08 16 20 25 1 30| 35 | 40| 50 | 60 | 70 { 80 [ 90 { 100 [ 150

DIASPOST-INFECCION

La tabla muestra los isotipos de inmunogiobuilina presente en los sueros y los pesos moleculares
de los antigenos contra los que estan dirigidos éstos en diferentes dfas post-infeccion,
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Figura 13.Andlisis de isotipos en sueros de ratanes infectados con ol aislado Ninoa por Western blot.
Protefnas del afslado Ninoa fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% con SDS y
mercaptoetanal para posteriormente ser transferidas a papel de nitrocelulosa. Las protefnas transferidas
fueron Incubadas con sueros de ratones jnfectados a diferentes dias post-infeccién diluido 1:500 para
después ser incubados con el anticuerpo anti-ratén [gG2a, 1;G2b e IgA espedific & cadena pesada diluidos
1:2000 ¢ incubar con un tercer anticuerpo anti-cabra {gG (toda la molécula) unido a peroxidasa diluide
1:2000 para finalmente revelar agregando 3-3 diaminobenziding como sustrato,

A) 1pG2a, B) gG2b y C) IgA.



TABLA VI

Isotipos en sueros de ratones infectados con ef aislado H5 analizados por Western blot

IgGl o fwmlal |l
455014550 | 45.50 | 4560 | 4551 | 4550
] w0l ol ol

IgG2a 70 |70 il 70 il 70 70 70 0 K
45-50 [ 45.50 1 45-50 | 45-50{ 45-50 [ 45-50 | 45-50 | 45-5) | 4550 | 45.50
40 | 40 40 40 40 40 B 40 40 10

IgG2b nlonlonlaololalalo
4550

40

IgG3 L S/ (O A T (N S 0 I I AV 0

IgM DTN ||| 0| 0] D

IgA AU SO I (VI S U VI AV I B

0 {04 |08 16 120 125 30 135 |40 |50 160 {70 {80 {90 {100 |150

DIAS POST-INFECCION

La tabla mwestra los isotipos de inmunoglobuilina presente en los sueros y los pesos moleculares
de los anifgenos contra los que estan dirigidos éstos en diferentes dfas post-infeccion.
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Figura 14.Andlisis de isolipos en sueros de ratones infectados con ¢l aistado H5 por Western blot. Protefnas
del alslado 15 fueron separadas por eleciruforesis en geles de polincrilamida al 12% con SDS y

mercaploclanal para posteriormente ser tratadas camo se indica en la Figura 13, A) [yG2a, B) 1pG2b y €)
lgA.
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TABLA VI
Isotipos en sueros de ratones infectados con el aislado Querdtaro evaluados por Western blot

Ig Antigenos reconocidos (kDa)
1gGI 70 [ 70 | 70
IgG2a 70 70 70 70 70 p 0| | 0
0 a0 | A0 | 40 40 40 a0 |40 [ a0 | a0 | 40
35 35 k) 35 35 35 35 33 35 a5 35
_leM .
0 |04 |08 (16 120 (25 30 {35 (40 50 60 70 80 (90 100 { 150

DIASTOST-INFECCION

La tabla muestra los isotipos de inmunoglobulina presente en los sueros y los pesos moleculares
de los antigenos principales contra los que estan dirigidos éstos correspondiente a cada dfa post-

infeccién
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Figura 15.Andlsis de isolipos en sucros de ratones infectados con ¢ aislado Querélaro por Western blot.
Proteinas del nislado Querdtaro fueron separadas por electroforesis en peles de poliacrilamida al 12% con
5DS y mercuptoctanal para posterionnente ser traladas como se indica en Figura 13, A) lgM B) [pG2a,
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TABLAVIHI

Isotipos en sueros de ratones infectados con el aislado Z10 analizados por Western biot

Ig Antigenos reconocidos (kDa)
IgG1 40 40 40 40 40 40
IgG3 40 40 10 40
IgM 40 40
& % %
30 k'Y
04 08 16 20 25 30

DIASPOST-INFECCION

La tabla muestra los isotipos de inmunoglobulina presente en los sueros y los pesas moleculares
de los antfgenos principales contra los que estan dirigidos éstos correspondiente a cada dfa post-

infeccién.
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Figura 16.Andlisis de isotipos on sueros de ratones infectados con el aislado 210 por Western blot. Protefnas
del aislado Z10 fieron separadas por clectroforesis en geles de pollacrilamida al 12% con SDS y
mercaploetanol para posteriormente ser tratadas como se indica en la Figura 13, A} 1gG1, B)lgG3 y C) IgM.
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5.6. Determinacion del isotipo IgE

No se detectd IgE en ninguno de los sueros analizados a pesar de que nuestro conjugado anti-
1L podia detectar hasta 0.3 pg de este tipo de inmunoglobulina (Figura 17). Observando que los
aislados de T. cruzi usados en el presente trabajo no inducen la formacién de este isotipo o bien

que los niveles producidos son menores a esta concentracién,

kDa
12 —

84 — - - .
- 5 .
63.2— b

349—
28.7—

20.6—

AAB C D EF G

Figura 17. Deteccidn de 1gE por Western blot. Se realizo un gel de aarilamida-bisacrilamida en condidones
reductoras al 12% con distintas concentraciones de anticuerpa menoclonal de isotipo IgE produddo en
saton: AJ03pg, B) 06y, C) 1251 DY 25pg, B) Spp, B) 100 y G) 200 transficriendolo a papel de
nitrocelulosa. Una vez transferido, el papel fue incubado con un segundo anticuerpo anti-ratén [gE unido a
biotina (Pharmingen) diluido 1:200 para posteriormente incubarse con el conjugado estreptoaviding unido
a peroxidasa dituido 1:500, y usanda 3-3 disminobenzidina como sustrato.
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6. DISCUSION

El modele murino de infeccion por T cruzi ha permitido obtener informacién que puede
considerarse importante en la enfermedad provocada en humanos (Andrade y col., 1985;
Mortati y col,, 1992), no solo porque permite analizar las mismas fases de infeccion en
periodos de liempo mds cortos, sino lambién porque en este tipo de modelo experimental
puede inducirse una respuesta inmune, tanto celular como humoral que coincide también
con lo encontrado en humanos (Mortati y col., 1992). En este estudio se analizaron cuatro
aislados mexicanos de T. cruzi utilizando el modelo murine de infeccion. De estos aislados se
tenfan antecedentes de patrones isoenzimaticos y de ADN que revelaron caracteristicas
{ilogenéticas comunes. Estos estudios representan una base importante para poder nsegurar
que los resultados obtenidos en nuestro trabajo corresponden a T. cruzi y no a otro
protozoario de la familia Trypanosomatidae (Ramos, 1995). Por otra parte una caracterizacion
biolégica “in vitra” de los aislados: Z10, H5 y Ninoa realizada por Lopez en 1994, revel6
patrones heterogéneos en el comportamiento al evaluar metaciclogenesis, infeccion y
virulencia en lineas celulares, Mientras que el aislado Querétaro de acuerdo a anélisis previos
(Bautista y Parra, comunicacion personal), posee la caracterfstica de inducir una mortalidad
elevada en modelo murino.

Respecto a la cepa de ratén utilizada, estudios realizados por Trischman y cols., (1978 y
1982), han reportado la importancia del fondo genético de diversas cepas de ratén en la
susceptibilidad o resistencia a la infeccién por T. cruzi, Segtin estos autores la cepa de ratén
Balb/ cANN debe considerarse como una cepa de susceptibilidad intermedia, y debido a

este dato, se decidi6 escoger esta cepa para irabajar con un modelo que no se aproximara a
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los extremos de susceptibilidad o resistencia, fenémenos que no permitirfan  montar y
analizar el modelo en cepas bioldgicamente heterogéneas.

La cantidad de inoculo usada en la infeccion experimental, ha sido un motivo de
controversia, por un lado se ha sugerido que la cantidad a usarse debe ser semejonte a lo
ocurrido en forma natural sugiriendo usar una cantidad de pardsitos representativa, sin
embargo como hasta el momento se desconoce la cantidad necesaria de pardsitos que debe
ser suficiente y capaz de causar una infeccion en humanos, se considera que el nimero de
pardsitos capaz de provocar la infeccién no puede establecerse con certeza, pero se sugiere
usar cantidades de pardsitos que permitan establecer el modelo de infeccion (Carlier y col.,
1987). Tomando en cuenta lo anterior se usaron dos inoculos distinlos que corresponden a
cantidades ya reportadas (Cruz, 1994; De Gaspari y col,, 1994; Wallace y col, 1995).

Los resultados abtenidos al evaluar parasitemia, mortalidad, produccién de anticuerpos
anti-T. cruzi e identificacion de proteinas antigénicas del pardsito en un modelo “in vivo” de
infeccién comparando dos diferentes inoculos del mismo aislado, mostraron que en los
ratones infectados con los aislados Ninoa, Querétaro y 210 no hubo diferencias influenciadas
por la cantidad de inoculo, por el contrario, en los ratones infectados con el aislado H5 si se
abservaron diferencias en el namero de ratones muertos y produccién de anticuerpos contra
proteinas antigénicas diferentes. Por un lado, al usar un inoculo de 5x105 parisitos/ml, el
aistado M5 indujo niveles més altos de mortalidad la cudl descendi6 considerablemente al
usar un inoculo menor (1x105 pardsitos/ml). También un comportamiento diferente se
observéd en el reconocimiento hacia proteinas anligénicas, observando que en el grupc
infectado con una cantidad de 5x10° parisitos/ml hubo un reconocimiento hacia un nimero

mayor de antfgenos que en los ratones infectados con 1x105 pardsitos/ ml.
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También se analizé la evolucion  de la parasitemia comparando ndmero promedio de
pardsitos, dia de miixima parasitemia y dfas de aparicion y desaparicion de pardsitos. Se
observé que hubo diferencias entre ellos, desatacando que H5 indujo los niveles mas altos en
el niimero de pardsilos en circulacion y Ninoa los mas bajos. El aislado Ninoa results
complelamente diferente a los otros aislados. Mientras que los aislados 5, Querétaroy 210
solo fueron parecidos en el pardmetro de dfa de aparicién de pardsitos, siendo diferentes en
los otros parimetros que se analizaron. Los resultados fueron interesantes debido a que con
ellos se confirma “in vivo” la heterogeneidad reportada en estudios genéticos “in vitro” por
diversos autores en tomno a los aislados mexicanos de T, cruzi  (Zavala-Castro, Velasco-
Castrejon y Herndndez, 1992; Lépez, 1994).

Al analizor la mortalidad inducida por cada aislado en el modelo, se encontraron
diferencias significativas en los porcentajes de mortalidad. Los ratones infectados con el
aislado Ninoa no indujeron muerle y los resultados coincidieron con lo observado en los
estudios “in vitro” por Lépez en 1994 e “in vive" por Cruz en 1994, quienes reportaron a
esle aislado como el menos virulento de los aislados analizados. Por otro lada el aislado H5,
el cudl durante ensayos realizados "in vitro”, fue reportado como virulento, mostré
diferencias en su comportamiento “in vivo” induciendo niveles medios de mortalidad. Se
observé que el aistado Querétaro indujo niveles altos de muerte, encontrando porcentajes de
80 y 100% segun el inoculo empleado. Finalmente el aislado Z10 indujo una mortalidad de
100% este dato coincide con su capacidad infectiva en lineas celulares reportada “in vitro”
por Lépez en 1994, lo que permite catalogar a este aislado como altamente infectivo y
virulento. En concreto, se encontraron tres patrones de comparacion diferentes en cuanto a
mortalidad, el primera que senala a Z10 y Querétaro como aislados muy virulentos, el

segundo mostrando a Ninoa como un aislado no virulento y el tercero con el aislado M5, que
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tuvo un comportamiento de virulencia media. Lo anterior resulié importante ya que permitié
comparar imecanismos de respuesta inmune inducidos por diferentes aislados: avirulentos,
medianamente virulentos y virulentos.

Se observé que los aisladas Z10 y Querétaro que indujeron porcentaje de mortalidad més
elevada en los ratones infectados produjeron un nivel bajo de anticuerpos que probablemente
1o le permitieron a los ratones controlar la infeccién. Por el contrario, los aislados Ninoa que
no induce mortalidad y 15 que induce porcentajes medios de muerte, mostraron durante las
primeras dos semanas post-infeccién el misnio patrén asociado a una baja produccion de
anticuerpos, |ae}o a medida que los dias avanzaban se observé un incremento en el nivel de
anticuerpos en los ratones infectados que probablemente les ayudé a  sobrevivir, este
resultado confirma que los anticuerpos son importantes en la resistencia a la infeccion como
ya fue propuesto por otros autores (Kierzembaum y Howard, 1976; Brener y Krettli 1986).
Nuestros resultados parecen indicar que fas diferencias anteriormente mencionadas estin
directamente relacionadas con el aislado del par4sito utilizado en la infeccién, ya que los
ratones utilizados eran singénicos esto es, con el mismo fondo genético.

Se ha mencionado que durante el desarrollo de la infeccion por T. cruzi se presenta un
efecto inmunosupresor en la fase aguda tanto en humanos como en el modelo murino, lo que
le permite al parésito evitar su destruccién por mecanismos inmunes (Ramos y col., 1978,
Ortiz y col., 1980; Cunninham y col., 1978). En los cuatro aislados de T. cruzi analizados en
este trabajo se observé que este mecanismo inmunosupresor estd presente durante la fase
aguda, esto es las dos primeras semanas post-infeccién. Se ha reportado que las deficiencias
relacionadas con el efecto inmunosupresor estin directamente relacionadas con la
proliferacién de macréfagos supresores, activacién policlonal de linfocitos T, o deficiencias en

Ia produccion de ciertas citocinas como la interleucina 2 (IL-2) e interferon y (IFN-y), que
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juntos conslituyen los elementos necesarios para establecer una buena respuesta intmune, por
ejemplo la activacién de células B y con ello la consecuente produccin de anticuerpos
(Mufoz, y col,, 1992; Torrico y cal., 1991; Pakianathan y Kulin, 1992). 5i asociamos este
evenlo con la produccién de ciertos isotipos relacionados con la resistencia a T. cruzi, tenemos
que las subclases de 1gG en ratdn, especificamente [gG2a e IgG2b han sido implicados como
isotipos importantes en la resistencia a la infeccién por éste pardsito (Takehara y col,, 1981;
Spinella y col, 1992). Posiblemente habilitando un mecanismo de aclividad lftica 6
incrementando [a fijacién de complemenio dando como resultado la opsonizacién al pardsito
con la subsecuente fagocitosis através de células dependientes de anticuerpos (Lima-Martins
y col,, 1985). Nuestros resultados permitieron observar que en los ratones infectados con
aislados considerados como poco virulentos ( H5 y Ninoa ) la produccién del isotipo 1gG2a
estuvo dirigide contra dos protefnas antigénicas una de 45-50 y otra de 70 kilodaltones,
Mientras que en el suero de ratones infectados con el aislados virulento Querétero la
produccién del isotipo gG2a estuvo dirigido contra un antfgeno de 70 kilodaltones pero no
asf contra el de 45-50 kilodaltones. Finalmente en el caso de los ratones infectados con el
aislado Z10 no se observé la produccién de esle anticuerpo. Estos resultados permiten
hipotetizar la posibilidad de un cfecto protector del antigeno de 45-50 kilodaltanes que
conferirfa resislencia a la infeccion permitiendo la sobrevivencia de los individuos infectados.
En un futuro se plantean para el estudio de este antfgeno, estudiar un grupo de aislados de T.
cruzi mayor al ndmero que se estudi6 en el presente trabajo comparando aislados virulentos
y no virulentos que permitirn saber si nuestra hipélesis pudiera ser vilida. Una vez
identificado el antfgeno de 45-50 kilodaltones, se propone conlinuar su estudio a nivel
inmunolégico y bioquimico para iniciar una caracterizacién completa. Es importante

mencionar que en el presente trabajo, se usé un extraclo total de epimastigotes debido a que
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en el laboratorio es la fase del parasito que puede producirse en cantidades muy grandes, y
apoyados en trabajos como el de Spinella y cols,, 1992, hay evidencias para decir que no
existen diferencias entre el uso de un extracto de epimastigotes y uno de tripomastigotes lo
que permite darle validez a nuestro trabajo.

Por otra parte, una activacion policlonal de células B se ha reportado durante el desarrollo
de la infeccion en ratones infectados por T, cruzi, donde probablemente diversas elases de
anlicuerpos son sintetizados y producidos en forma anormal con la consecuente perturbacion
de la respuesta inmune humoral que puede persistir hasta la fase cronica de infeccion (Ortiz
y col., 1980, 1’Imperio-Lima y col,, 1985). Por otro lado la presencia de algunos anticuerpos
especificos como 1gG ¢ IgM estén directamente implicados en la resistencia a la infeccién
(Primavera y col., 1990; Bouhdidi y vol,, 1994), otros anticuerpos como IgA e IgE cuya
importancia no ha sido bien establecida han sido delectados también en este tipo de infeccion
parasitaria (Bouhdidi y col,, 1994). Ll andlisis comparativo de la produccién de isotipos
inducido por los cuatro aistados de T. cruzi estudiados aqui, indicé que con excepeion de los
ratones infectados con el aislada Z10), los ratones infectados con los aislados Ninoa, Querétaro
y H5 indujeron la produccién de 1gG especificamente los isotipos 1gG2a e 1gG2b. Pudo
observarse que los isotipos 1gG2a, 1gG1 e IgM en los ratones infectados con el aislado Ninoa
fueron los anticuerpos circulantes que tuvieron reconocimienta hacfa un nimero mayor de
antigenos. En tanto que en los ratones infectados con el aislado H5 se observo que los
isotipos dirigidos a un nimero mayor de antigenos fueron los anticuerpos de la clase 1gGl ¢
15G2a. Finalmente en los ratones infectados con el aislado Querélaro se observé que el isotipo
1gM fue el anticuerpo que estuvo dirigido a un nimero mayor de protefnas antagonicas,

siendo éstas una de 40 y otra de 35 kilodaltones.
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Los mecanismos responsables de la presencia del isotipo 1gG2a estdn asociado a las célalas
T CD4*. Donde el fenotipo Thi estd rele; nado con la secrecion de 15G2a por células B
regulada por la citocina IFNy (Spinella y col., 1992). Esle evento resulta ser interesanle yi que
se ha mencionado que las células CD4* podrian estar implicadas con un efecto protector en la
infeccién murina por T. cruzi (Kierszembaum, 1995). Por otro lado, diversos estudios han

mencionado la importancia de la citocina IFNy como importante para prevenir la supresion

inmune y la muerte en ef modelo experimental murino (Reed, 1988; Torrico y col,, 1991). Sin
embargo también se ha postulado que durante la fase aguda, un efecto inmunosupresor
causado por el pardsito, medianle mecanismos hasta ahora desconocidos, pudiera estar
mterviniendo en la baja produccion de INF-y através de la activacién de otra citocina, la 1L-10
la cudl inhibirfa la produccién de INF-y Silva y col,, 1992). De acuerdo a lo observado en
nuestro trabajo, podemos apoyamos en esta hipétesis para suponer que hay mecanisimos
inmunosupresares en el pardsito que le permilen su evasién del sistema inmune, pero que
las diferencias encontradas en este trabajo en relucién a la virulencia entre los aislados de T.
cruzi supone que estos mecanisnos inmunosupresores dependen del aislado del parésito.
Cabe mencionar que en los ratones infectados por aislados virulentos (Querétaro y Z10),
no se observé la produccion del isotipo 1gG2b, lo que también permite confirmar la
importancia de este anticuerpo en la resistencia a la infeccién por T. cruzi como lo han
descrito los trabajos de Takehara y col, 1981 y Powel y Wassom, 1993, Nuestros resultados al
apoyar lo descrito por estos autores, también proponen que juntos los isotipos IgG2a e
1gG2b tienen un accionar que le pernite al individuo una resistencia a ki infeccién, y que
segtin lo observado en nuestro estudio, en los ratones infectados con los aislados Querétaro y
210, 1a falta de uno de éstos anticuerpos o de los dos no les permitié a los individuos

sabrevivir.
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La presencia de IgM en el desarrollo de la infeccién por T, cruzi estd directamente
involucrada con la resistencia durante la fase aguda de infeccion por medio de mecanismos
inmunes que incluyen la lisis por complemento (Powel y Wasson, 1993). Se sabe que 1gM es
uno de los primeros anticuerpos generados en la respuesta inmune primaria ante cualquier
infeccion, hecho que se ha observado también en fa infeccién provocada por T. cruzi (Araujo
y col., 1984; Primavera y col,, 1990). Sin embargo los datos obtenidas con nuestros aislados
muestran diferencias ya que este anticuerpo fue detectado contra los cuatro aislados  del
parésito, pero con diferencias en el tiempo de aparicién, siendo a partir de los dias 20-25 post-
infecci6n en ratones infectados con Z10 y Querdtaro, mientras que en el caso de los aislados
Ninoa y H5 la produccion de este anticuerpo se detecté apartir del dia 40 post-infeccion.
Este resultado es comparable n lo observado por Bouhlidi y col., en 1994, cuestionando asf fa
presencii de este anticuerpo como rasgo caracteristico de la fase aguda de la infeccién, La
aparicién tardfa de este isotipo podria ser determinante para la sobreviviencia del parasito
proponiendo que durante la fase aguda de infeccién, algunos aislados del parédsito posean
mecanismos que impidan la secrecién de IgM, probablemente através de las deficiencias
repottadas en la produccién de 11.-2 (Pakianathan y Kuhn, 1992), ya que esta interleucina esté
directamente involucrada en la secrecion del isotipo IgM y que durante el desarrollo de la
infeccion el daito producide en [L-2 puede ser reversible teniendo como consecuencia un
aumento de este isotipo durante {a fase crénica de la infeccién.

Es importante también sefialar la presencia del isotipo IgA, detectado solamente en sueros
de ratones infectados por los aislados H5 y Ninoa, La presencia de este isotipo en el suero de
ratones infectados con un aislado considerado como no virulento, durante el periodo crénico
paede tener implicaciones directas en lesiones de imucosas como consecuencia de alteraciones

dipestivas (Primavera y col, 1990). Es importante mencionar que durante los estudios
B I

™



realizados por Cruz en 1994, el aistado Ninoa presentd un tropismo preferente hacia maiseulo
esquelético, pero en ese estudio no se analizaron Grganos involucrados con el sistema
digestivo, por lo que en posteriores estudios se propone analizar con detalle la histologfa de
la region  anatémica mencionada, en ratones infectados con este aislado para poder
determinar con fundamentos lo dicho por Primavera y col,, 1990 en relacién a la presencia de
IgA como indicador de lesiones en mucosas  digestivas desarrolladas durante en la fase
crénica en la infeccion por T, cruzi.

Finalmente la presencia de! isotipo IgE ha sido reportada por varios autores durante
infecciones provocadas por helmintos (Bout y col, 1980) sin embargo, en infecciones
provocadas por protozoarios la funcién de este anticuerpo no ha sido bien establecida. Un
reporte previo realizado por Bouhdidi y col,, en 1994, indic la presencia de éste anticuerpo
en fa infeccién provocada por T. cruzi , sin embargo en nuestro analisis no se detecté la
presencia de éste anticuerpo en ninguno de los sueros de ralones infectados por los diferentes
aislados. Se considera que el no haber detectado este isotipo no se debié a falta de
sensibilidad en el ensayo ya que la prueba para IgE  detectd niveles hasta de 0.3pg de
inmunoglobulina. Mientras que Bouhdidi y col,, en 1994, reportaron una concentracién de
Gpg de IgE en ratones infectados con el aislado mexicano Tehuantepec. Este resultado es una
indicacién més de la heterogeneidad entre los aislados mexicanos de T. cruzi.

Este trabajo proporcioné resultados que permitieron caracterizar biol6gica e
inmunolégicamente cuatro aislados de T.cruzi en un modelo murino de infeccién. Mucho se
ha mencionado respecto al uso del término “aislado o cepa” para denotar a una poblacién de
pardsitos de la misma especie en una o mds caracteristicas especificas. El termino de “cepa”
en bacteriologfa se define como una poblacién homogénea que provienen de un organismo
aislado de un sitio determinado, lo cudl es una definicion que no puede ser vilida para T.
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cruzi, ya que organismos genéticamente distintos han sido aislados de una misma region
geogrifica y un mismo hospedero o vector. Trabajos como el de Thompson, 1988 aceplan el
término de “cepa” aplicable a parésitos definiendo ef término como a la serie de variantes
dentro de las especies que han sido caracterizadas usando uno o mas criterios, mientras que
el término de aislado solo podri usarse hasta el momento-en que un organismo ha sido bien
caraclerizado, Los criterios que éstos aulores usan Ppara caracterizar una cepa son de dos
tipos: extrinsecos cuando pueden tener bases genéticas influenciadas por un amplio rango de
factores ambientales o del hospedero como: comportamiento, epidemiologia sensibilidad a
agentes quimicos e inmunologfa, o bien intrinsecos los cuales estén relacionados a ef genoma
del organismo como: ADN, cromosomas, bioquimica y morfologfa. Basindose en In
clasificacién propuesta por Thompson , 1988, se considera que los resultados encontrades
aquf junto a los anélisis hechos por otros autores (Zavala-Castro y col., 1992; Cruz, 1994;
Lopez, 1994; Ramos, 1995) permiten tener bases suficientes para indicar que el grupo de
aislados mexicanos de T. cruzi analizados en este trabajo cuenta con un nivel de
caracterizacién muy completa que permite llamarlos cepas.

En resumen se pudo confirmar la heterogeneidad biol6gica de los aislados de T, cruziy la
diversidad de las variantes respuesta inmune humoral, apoyando la necesidad de hacer esta
clase de estudios en otros aislados, para tener una imagen mas cercana a la realidad de la

complejidad de la interaccién pardsito- hospedero en la infeccion por T. cruzi,
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APENDICE 1
Medio de cultivo LIT { Liver Infusion Typlose)
para Trypanosoma eruzi

Composici6n:
* Cloruro de Potasio (KC1) 04g
* Cloruro de Sadia (NaCl) 40 g
* Fosfato dibdsico de sodio (Nax HPOy) 80g
*Glucosa (o dextrosa) 20¢
*Triptosa (DIFCO, niim de cat. 0124-01-0) 50¢g

* Infusién de Caldo de Higado (DIFCO, ntim. cat, 0269-17-7) 50¢,
* Hemina (SIGMA, niun, cat. H-2250) 250mg
*Suero Fetal de Bovino (GIBCO, nim. cat. 200-614A)) 100 mi

* Se pesan 025 g de Hemina y se disuelven en 5mi de trietanol amina (SIGMA, ntm. cat. T- 1377)
Preparacién:

Con excepri6n de la hemina y el SFB, todos los componetes se disolvieron en agua bidestilada,
ajustandose a un pH de 7.2, esterilizando en autoclave a 120' C con una presién de 1 atmésfera
durante 20 minutos. Posteriormente fa solucién se sometié a una prueba de esterilidad, dejindose
a temperatura ambiente durante tres dias y en completa oscuridad, finalizado ese periodo el
medio se complementa con heming, tomando 50p! por cada 100 mt de medio (quedando a una
concentracidn de 25 pg de hemina/mi) y con et SFB al 10% inactivado. Anles de usarse, se realizd

1a prueba de esterilidad anteriormente sefialada.
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APENDICE It
Preparacion de anticuagulante (Alsever)

Compaosicion:

*Cloruro de Sodio (NaCl) 042
* Citrato de Sodio dihidratado (Cs Hs Nas &y 2 HO) 0.8g

* Glucosa o dextrosa) 205g
* Acido citrico monohidratado ( Hs G HsOy- H;0) 0055,
Preparacion:

Los componentes se disolvieron en 100 mt de agua bidestilada ajustandoa un pH de 6.1, La

solucién una vez preparada se filtré con {iltros Milipore de 45 pM (nim. cat, HAMG 04700}
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APENDICE I
Protocolo de electroforesis en condiciones reductoras

Los andlisis electroforeticos de los antigenos correspondientes a los cuatro aislados de T. cruzi, se
realizaron en una cdmara Mini-Protean {f Dual Stab Cell (Bio-Rad).
Preparacion de los geles.

|. Gel separador al 12%

Acrilamida al 30%-bisacrilamida al 0.8% 1.66 ml
4X Tris-HCl pl1 8.8 1.25ml
Agua bidestilada 208 mt

Degasificar al vacio con agitacién continua la solucion durante 15 minutos antes de agregar los
siguientes reactivos:

Persulfato de Amonio al 10% 0.016 ml

TEMED 0.003 mi

Agregar la solucién entre los cristales de la cAmara y esperar a que polimerice.

|l. Gel concentrador al 5%

Acrilamida al 30%- Bisacrilamida al 0.8% 0.27 ml
4X Tris-HCl pH 6.8 047 ml
Agua bidestilada 1017 mit

Degasificar al vacfo en agitacién continua durante 15 minutos y posleriormente agregor los
siguientes reactivos:
Persulfato de amonio al 10% 0.008 ml
TEMED 0.002md

N
Agregar la solucién sobre el gel separador colocando inmediatamente y con el cuidado de no
hacer burbujas un peinecon las separaciones necesarias del nimero de muestras que se desea
analizar,
Muestra de andlisis:
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La muestra que se desea analizar debe prepararse en una dilucion 1: con un amortiguador

preparado en las siguientes condiciones:

Tris Hel pH 6.8 05M
sSDs 2%
Azul de bromofenol 1%
Glicerol 20%
2-3- mercaptoetanol 2%

La muestra diluida se hierve durante 5 minutos para desnaturalizar el contenido de prolefnas y
despu s de hervirse se agrega en el gel concentrador
Congdiciones de corrida:

La separacién de proteinas por electroforesis se realiza a 200 Volts durante 45 minutos

aproximadamente usando un amortiguador de corrida preparado en las siguientes

condiciones:

Tris HCl 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0.1%

Concluida la corrida por electroforesis, el gel se incuba durante una hora en una solucién fijadora
compuesla por: Isoprapanolal 50% y dcido ac tico al 7%, para posteriormente tefiirlo en colorante

de azul de Coomasie durante una hora® lavando posteriormente el gel con una solucién
desteiiidora”™

para quitar el exceso de colorante.

‘Colorante de azul de Coomasie: *“*Solucién desteitidora
Metanol 50% Melanol 20%
Acido actico  10% Acidoactico 7%

Azul coomasie  0.05%
Agua desionizada 40%
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APENDICE IV

Protocolo de Técnica de Inmunotrasfetrencia

Para realizar la t cnica de Western blot se usé la edmara Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer
Cell Bio-Rad.Para realizar el inmunoblot previamente se realiza un gel de eletrofor sis como
previamente se explicé en el ap ndice [ll. Y enlugar de fijar el gel, ste se remoja junto con un par

de esponjas, un par de papel filtro y papel de nitrocelulosa(Schleier and Schuell No. cat. 401396)

durante 10 minutos en un amortiguados para transferencia’
* Amortiguador de transferencia
Trizma base 25 mM
Glicina 192mM
Metanol ~ 20% apHi 8.3

Pasado este tiempo se procede a colocar dentro de un cassette en forma de emparedado un
papel filtro una esponja, el gel, el papel de nitracelulosa y nuevamente un papel filtro y una
esponja colocindolos con mucho cuidado evitando que se formen burbujas que impidan el paso
de las protefnas hacla el papel de nitrocelulosa. El cassette se coloca dentro de la cdmara junto con
una 'unidad de enfriamiento congelada dejindola transferir durante una hora a 100 volts,
Transcurrido ese tienpo se corta una tira de papel transfericlo y se tifie con eolorante negro’ amido

para comprobar que la transferencia fue bien realizada lavéindolo con una sohucion destefidora”

* Colorante de negro amido " Solucion desteiidora
Colorante Negro Amido 0.1 % Isopropanal 2%
Isopropanol 5% Acidoactica  10%
Acido ac tico 10%

n
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