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RESUMEN.

Trypanosoma cruzf es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, este pardsito provoca en el hospedero una
respuesta inmune humorat y celular, que estd regulada en gran parte por |a sintesis diferencial de algunas citocinas y
quimiocinas, las cuales son secretadas por diversos tipos celulares. El curso de la infeccidn se encuentra asociado tanto a
caracteristicas propias del pardsito como del hospedero. En este trabajo se evaluaron algunos aspectos de la respuesta
inmune celular en ratones infectados con 2 cepas mexicanas de 7. cuz/ que poseen diferente grado de virulencia. Se
confirmé el comportamiento de ambas cepas durante la infeccién en ratones BALB/c, observdndose que una de las cepas se
comporta como avirulenta mientras que la otra cepa es virulenta. La cepa virulenta produjo parasitemias mas altas que la
avirulenta y las parasitemias en los ratones estuvieron determinadas por la cantidad de pardsitos inoculados, mds no la
sobrevivencia. Durante la fase aguda de la infeccién los indices de estimulacién obtenidos para las células de bazo de los
ratones infectados con ambas cepas presentaron una proliferacién mayor que las células de bazo de los ratones control sin
infectar, proliferaciones que fueron mayores en los grupos infectados con la cepa avirulenta, lo cual parece ser una ventaja
para proveer una proteccién importante. Durante la fase crénica de la infeccidn la cual fue alcanzada solamente por los
ratones infectados con la cepa avirulenta, los indices de estimulacién obtenidos de estos ratones no presentaron diferencias
con respecto al de los ratones control sin infectar, lo que indica que durante esta fase no se estdn produciendo cantidades
importantes de células de bazo. Los ratones infectados con la cepa virulenta no presentaron modificaciones en el porcentaje
de linfocitos CD8*, en cambio el porcentaje de linfocitos CD4* disminuyd con respecto al de los ratones control sin infectar,
por lo que los linfocitos CD8* y CD4* podrian no haberse generado en cantidades suficientes como para proveer una
proteccién durante la fase aguda. En cuanto a los ratones infectados con la cepa avirulenta el porcentaje de linfocitos CD8*
mantuvo una tendencla de incremento desde la fase aguda la cual se prolongé hasta la fase crénica en donde se volvié
estadisticamente significativa, mientras que se observé una reduccién significativa en el porcentaje de linfocitos CD4*
durante la fase aguda, los cuales recuperaron sus niveles normales en la fase crénica, la disminucién de linfocitos CD4*
podria no afectar a los ratones, debido a que estos estan siendo reemplazados por linfocitos CD8* que aunque no presentan
las mismas funciones efectoras, ambos ayudan en el control det pardsito. B} porcentaje de células NK durante los primeros
dias de la infeccién, en los ratones infectados con ambas cepas se increment6 con respecto al control al dia 5 p.i. ademds los

ratones infectados con {a cepa virulenta pr on un incr > significatiy te mayor que el control y que el grupo
Infectado con la cepa avirulenta al dia 9 p.i., lo que produciria altos niveles de INF-y y mantener una respuesta inflamatoria
importante en el bazo de los ratones infectados con la cepa virulenta, lo cual podria resultar en una desventaja para estos

ratones.



1. INTRODUCCION.

1.1 GENERALIDADES DEL PARASITO.

Tiypanosoma aruzi es el agente causal de la Tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas, es un
protozoario hemoflagelado Intracelular transmitido por varios insectos redividos. El pardsito presenta un
complejo cido de vida digenético (con 2 hospederos), que involucra varias fases en mamiferos incluyendo al
hombre. La enfermedad es exclusiva de Latinoamérica aunque se han presentado varios casos en otras
regiones, prindpalmente por la migracién de individuos infectados. Aproximadamente 18 millones de individuos

presentan la infeccién y 120 millones estan en riesgo de infectarse (WHO, 1991).

1.1.a Taxonomia. (Leedale y Vickerman, 2000).

Phylum Euglenozoa Cavalier-Smith, 1981

Clase Diplonemea Cavalier-Smith, 1993

Orden Kinetoplastea Honingberg, 1963

Suborden Trypanosomatina Kent, 1880

Familia Trypanosomatidae Duflein, 1901

Género Trypanosoma Gruby, 1843

Subgénero Schizotrypanum Chagas, 1909

Especie Trypanosoma (Schizotrypanum) auzi Chagas, 1909



1.1.b Morfologia.

Trypanosoma cruz/ presenta tres estadios morfoldgicos: tripomastigote, epimastigote y amastigote, El
tripomastigote es flagelado, alargado con un gran nicleo central, cinetoplasto de gran tamaiio y blefaroplasto
posterior de donde surge un flagelo que contornea una membrana ondulante, gque le confiere movimiento, este
estadio no tiene capacidad de reproduccién y es la forma que penetra e infecta al hospedero, presenta la
capacidad para invadir diferentes tipos celulares. El epimastigote es fusiforme, con un flagelo que forma una
membrana ondulante que nace del blefaroplasto, el cinetoplasto se encuentra cercano a ia parte anterior del
niiceo que se encuentra en posicion central, este estadio presenta la capacidad de multiplicarse por fisién
binaria longitudinal. El amastigote es de forma redondeada, carece de flagelo y por lo tanto de movimiento;
tiene un gran nideo cerca del cual se encuentra el cinetoplasto a manera de disco, tiene capacidad de

reproducirse mediante fisién binaria simple (Romero, 1993), (Figura 1).

Fig. 1. Microfotografias negativas de estadios de 7rnpanosoma ouwzi (Tomado de
www.kinetoplastids.com/content/1/1/3).
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I.1.c Ciclo de Vida.

El ddo de vida de 7. cuz/ se desarrolla en organismos diferentes (insecto vector y mamifero
hospedero), por lo cual se denomina digenético. En el vedtor se encuentran los epimastigotes y los
tripomastigotes metacidicos y en el hospedero mamifero se encuentran los amastigotes y los tripomastigotes
sanguineos. Los tripomastigotes sanguineos son ingeridos por el vector al alimentarse de los mamiferos
infectados, transformandose en formas cortas en el estdmago del insecto, de donde migran hadia el intestino
medio, donde contindian desarrolldndose al encontrar un ambiente adecuado para transformarse en
epimastigotes que se dividen por fision binaria simple. Estos llegan a la porcién posterior del intestino del vector
donde evolucionan a tripomastigotes metacidicos que son eliminados por el insecto en las heces, penetrando al
hospedero y a las células de éste por mucosas o al momento de que el hospedero se rasca, posteriormente se
transforman a la forma de amastigotes. En el interior de la célula evolucionan nuevamente a tripomastigotes
sangulneos, los cuales se liberan al torrente sanguineo para poder infectar otras células (Tyler y Engman, 2001),
(Figura 2).

Insecto Reduvido. Epimastigote.
Tripomastigotes
¥ metaciclicos en

Los tripomastigotes se

introducen al contacto

con mucosas o cuando
Pial o . o el huesped so rasca.
mucosa. . i T - o

Ciclo de vida de Trmanamma auzi,

Fig. 2. Cido de vida de 7rypanosoma awzi (Tomado de www-ermm.cbcu.cam.ac.uk).
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1.2. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE 7. quzi.

7. ouz/ comprende un conjunto de poblaciones de cepas que circulan entre vectores, hombre y
reservorios, tanto domésticos como selvaticos. El pardsito presenta una gran variacion intraespecifica en cuanto
a diferencias de las formas sanguineas, virulencia, habilidad para indudr lesiones, susceptibilidad ante agentes
quimioterapéuticos, constitucién antigénica y distinta capacidad de infectar a células hospederas (Brener, 1985).

El comportamiento del pardsito puede estar influido por el mismo hospedero o por las condiciones del
ambiente, lo que ha incrementado la tendenda a realizar una caracterizacién de las diferentes cepas de 7. quzi
Asi mismo, uno de los problemas planteados consiste en saber si las diferencias que se observan en la
presentaddn de los cuadros dinicos y en la respuesta de los pacientes al tratamiento, se debe a las diferencias
biolégicas de las distintas cepas de 7. auz/que prevalecen en cada area geografica o a las diferencias genéticas
entre las poblaciones humanas susceptibles (Andrade, 1985). En el primer caso, se ha determinado por varios
métodos la marcada heterogeneidad a nivel bioquimico y molecular de las diferentes cepas del parasito, asi
como la variabilidad en su comportamiento bioldgico (Martinez-Diaz et al., 2001).

Desde 1950 se han reallzado estudios en diferentes cepas del parasito, lo que ha permitido establecer
que el pardsito que proviene de diferentes transmisores, reservorios y regiones del mismo pais, se comportan
diferente al infectar experimentalmente a animales de laboratorio. Estas diferencias se manifiestan en 10s niveles
de parasitemia e Invasién a dertos drganos, asi como a diferencias en las infecciones que el parasito ocasiona
tanto en animales como en humanos, causando desde dafios leves hasta la muerte, Este comportamiento tan
variado se ha atribuido a multiples causas como: factores ambientales, inmunidad, virulendia, patogeniddad, y
el paso por diferentes espedes de transmisores y hospederos (Bice y Zeleddén, 1970; Magalhaes et al., 1996).
Diversos estudios sugieren que la virulenda de 7. auz/ depende del nimero de tripomastigotes inoculados, sin
embargo la virulencia también se atribuye a la susceptibilidad del hospedero ante el parésito y al tropismo del
mismo (Femdndez et al., 1996). Se ha observado que diferentes cepas presentan grandes varaciones
reladionadas con su preferencia por determinado hospedero, su distribucién geogréfica, su virulenda y su
tropismo tisular. Desde 1911 se ha reportado la existenda de cepas de 7. quz/ con tropismo a diferentes
érganos, lo que se ha reladonado con caracteristicas fisiolégicas de las formas sanguineas de diversas cepas
(Brener, 1985; de Diego et al.,, 1991). Varios autores han estudiado las cepas provenientes de padentes



chagasicos crénicos de Brasil que pertenedian a diferentes zimodemas y esquizodemos agrupandolas de acuerdo
a‘su virulencia (Carneiro et al., 1991).

Otra forma de caracterizar las cepas de 7. quz/ es por medio de métodos bioquimicos como la
electroforesis de proteinas, que analiza los productos de expresién génica utilizando isoenzimas, lo que permite
agrupar cepas de acuerdo a sus perfiles isoenzimdticos que reciben el nombre de zimodemas (Miles et al.,
1977). h;ila introdujo la técnica de los perfiles isoenzimaticos en el estudio de 7. cuz/ identificando 3
zimodemos en cepas de Brasil. El zimodemo 1 (Z1) es de origen selvético y circula entre triatominos selvaticos y
es infectivo para el hombre; el zimodemo 2 (Z2) es de origen doméstico y comprende cepas aisladas de
pacientes con enfermedad de Chagas aguda o crénica y de animales domésticos; el zimodemo 3 (23)
comprende cepas de casos humanos autdctonos de Brasil y comparte el ciclo selvdtico, puesto que se ha aistado
de armadillos y de algunos casos humanos con la forma aguda de la enfermedad (Miles et al., 1981). Ademds
de los métodos bioquimicos existen otros métodos para determinar marcadores genotipicos de 7. awzj, como lo
es el andlisis del DNA del cinetoplasto con el cual se identifican poblaciones de parasitos llamadas
esquizodemos. Los métodos moleculares que permiten definir los esquizodemos son sendllos y répidos,
considerados complementarios del método isoenzimdtico para caracterizar cepas y donas de 7. awz/ aisladas de
vectores y por hemocultivo de pacientes con la enfermedad de Chagas (Morel et al,, 1980). Se han reportado
otros trabajos sobre la caracterizacién molecular de 7. guz/ donde utilizan los espadadores no transcritos (ITS,
por sus siglas en Ingles) del RNA ribosomal y los fragmentos de restriccidn de los maxicirculos del DNA de
dnetoplasto para formar agrupadones que filogenéticamente coincidan, estos fragmentos reciben el nombre de
kinetodemos (Dietrich et al., 1990; Zavala-Castro et al., 1992). La tipificacién genética de 7. cuz/ inicié con los
trabajos pioneros de isoenzimas realizados por Miles los cuales ayudaron a daslficar la variabilidad subespecifica
de 7. quzi Recientemente se ha determinado que las donas de 7. guz/ se encuentran distribuidas
naturaimente en dos principales linajes filogenéticos (Brisse et al., 2000; Souto et al., 1996), estos dos linajes
filogenéticos fueron llamados T, cuz/1y T. auzi 11 por fa comunidad de investigadores de este pardsito en una
reunién de Rio de Janeiro en Abril de 1999. El linaje 7. cruz/ 11 fue subdividido en agrupadones mas pequeiias.
Por lo tanto, se han identificado redentemente, mediante andlisis de isoenzimas y de amplificacién al azar de



/ADN polimérfico (RAPDs) 6 linajes diferentes de 7 cruzi. De estos 5 pertenedian al linaje 7: quz/11, y el sexto o
constituye el linaje 7: cuz/ 1, que no ha podido subdividirse (Brisse et al., 2000).

1.2.a Cepas Mexicanas de Trypanosoma auzi.

En Sudamérica se han caracterizado diferentes cepas de 7. cruz/ encontrandose diferendias bioldgicas,
bioquimicas y moleculares entre éstas, sin embargo, las caracteristicas biolégicas y bioquimicas de las cepas
mexicanas eran casi desconocidas hasta finales de los 90s. Redentemente se han realizado estudios con cepas
mexicanas de 7. auz/ encontrandose gran variabilidad bioldgica (Lépez-Olmos et al., 1998). Los RAPDs son
marcadores genéticos muy efectivos que han servido para el andlisis de la variabilidad de las poblaciones de
7. cruz/ en México (Hermndndez et al, 2001). En las cepas mexicanas se ha determinado que existe una alta
diversidad clonal por la gran cantidad de poblaciones mexicanas. Los estudios de las cepas mexicanas han
demostrado que existe una predominancia del linaje 1 en México mientras que en Sudamérica existen los 2
linajes (Bosseno et al.,, 2002). Actualmente, en el laboratorio se cuenta con un cepario muy importante, el cual
consta de 160 aislados diferentes de los cuales la mayoria estdn caracterizados genéticamente. En este cepario
hay cepas que presentan diferente comportamiento bioldgico, pero especificamente se ha abservado que las
cepas con las que se realizé este estudio manifiestan diferente grado de virulenda siendo una avirulenta y otra
muy virulenta (Caballero, 1996). Cabe mencionar que estas cepas de 7. cuz/ fueron aisladas de diferentes
espedes, ya que el aislado avirulento es de origen humano y se obtuvo de un caso Chagdsico agudo que se
presentd en el estado de Oaxaca, mientras que la cepa virulenta fue aislada originalmente de las heces de
Triatoma barberi espédmen del estado de Querétaro.

1.3. ENFERMEDAD DE CHAGAS.

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana constituye un importante problema de salud
ptiblica en el continente americano. La seroprevalencia de la infeccion con 7. auz/ se ha mantenido a niveles
relativamente altos en algunas regiones y se observa un aumento general en el nimero de los casos reportados
en los Gltimos afos (WHO, 1997). La gran variabilidad y severidad en los sintomas de la enfermedad puede ser
debido a muchos factores entre los cuales se encuentran la cepa del pardsito Infectante (Espinoza et al., 1998;
Vago et al., 2000), otro factor es el nimero de pardsitos que infecta al hospedero, ya que mientras mds
parasitos entren las complicaciones negativas serdn mayores (Ferndndez et al., 1996). Un factor mds es la



‘ >  propla Inmunidad del hospedem, ya que la variabilidad entre los individuos juega un papel importante
(T omlinson y Raper, 1998). Ademés, el aspecto nutricional podria también influir, ya que se ha observado que
una restriccién severa de proteinas o la falta de minerales como hierro incrementa de manera considerable la
parasitemia, asi como la mortalidad en ratones infectados con 7. cuzi (Pedrosa et al., 1993; Gomes et al.,
1994). En lugares endémicos el aspecto de las reinfecciones constantes es fundamental ya que se ha
demostrado que ratones que sufren reinfecciones constantes tanto en fase aguda como en fase crénica
presentan una exacerbacién muy marcada de la infeccdon con respecto a ratones infectados y que no fueron
sometidos a nuevas reinfecdones (Bustamante et al., 2002).

La infeccidn ocurre en 1a mayoria de los casos cuando los tripomastigotes que se encuentran en las
heces de los insectos vectores, se depositan cerca del sitio de la picadura y el hospedero las lleva a mucosas o
facilita su Introduccién al rascarse, otras vias de infecddn menos comunes incduyen transfusiones sanguineas,
factores congénitos o ingestién de carne o leche de animales infectados. La enfermedad consta de 2 fases: Una
fase aguda y una fase arénica sintomatica o asintomética, asi como de un periodo de Incubacién en el desarrolio
de la infeccién. El periodo de incubacidn presenta una duradién corta de entre 7 y 10 dias después de la entrada
del pardsito en el hospedero lo cual puede provocar un edema en la regién alrededor de los ojos conoddo como
signo de Romafia. Este signo se presenta si es que, el triatomino se alimentd cerca de los parpados y la via de
entrada del parasito fue en esa zona, pero si lo hizo en cualquier otra parte del cuerpo se le conoce como
chagoma. Durante este periodo de incubacidn los amastigotes proliferan en las células para después
desarrollarse en tripomastigotes, los cuales se liberan hada el torrente sanguineo para propagar la infecdén
(Rasst et al., 2000).

1.3.a. Fase Aguda.

En humanos, después de la infecdén inicial y un subsiguiente periodo de incubacién empieza la fase
aguda la cual tiene una duracién aproximada de 2 meses y en ausenda de tratamiento especifico alguno ésta
transcurre con una mortalidad del 2 al 8% espedialmente entre nifios y por lo menos del 5 al 10 % de los
individuos infectados puede presentar dolor muscular moderado, algunas veces vémito y diarrea (Coura y
Castro, 2002). Las lesiones en la fase aguda de la infeccién son del tipo inflamatorio, caracterizadas por la
ruptura de células y la aparicién de tripomastigotes en dirculadién, en donde los antigenos y substandas tixicas



se liberan. El parésito tiene predileccién por células del sistema reticuloendotelial, misculo esquelético, misculo
cardiaco y por células del sistema nervioso central, aunque se puede encontrar en cualquier lugar del organismo
(Andrade et al., 1992). La primera reacdén contra 7. auz/ se da dentro de los primeros 2 dias, reaccién que es
producida por células macréfagos que lisan a las células infectadas y provocan una inflamacién. En el suero del
hospedero infectado se puede detectar la presendia de complejos inmunes, ademas se presenta necrosis en el
sitio de la inflamacién. Por otro lado, la inflamadén severa estd acompaiiada por la presencia de células
parasitadas o no parasitadas, espedalmente en corazén. La agregacién de plaquetas, degranulacién de
eosindfilos, edema y trombosis han sido también demostrados en esta etapa (Andrade, 1999).

1.3.b Fase Crénica Asintomética o Fase Indeterminada.

Esta fase se caracteriza por presentar una serologia positiva o un xenodiagnéstico positivo, aqui los
parasitos presentan una muitiplicacién intracelular lenta dentro de los drganos y tejidos del hospedero. En esta
fase no se presentan manifestaciones de alteraciones electrocardiogréficas ni radioldgicas y se presenta una
disminucién casl total en la sintomatologia; en esta fase la infeccion permanece latente durante varios afios,
reportandose que en dreas endémicas se manifiesta durante las primeras décadas de la vida, ademas durante
esta fase se presenta fuerte evidencia de inmunidad pero permanece la infeccion probablemente debido a que
algunos parasitos evaden la accién del sistema inmune. La combinacién de la inmunidad credente contra el
pardsito y la presencia de supresién inmunolégica especifica de la hipersensibilidad y reduccidn de la reaccién
inflamatoria explica por qué esta fase transcurre como asintomdtica (Andrade, 1999).

1.3.c Fase Crénica Sintomatica.

Es la forma mas evidente de la enfermedad, por que la persona queda incapacitada y puede llevarla
hasta a la muerte. Esta fase sdlo la presentan entre el 10 al 20 % de los individuos infectados en donde los
mega sfndromes y la cardiopatia chagdsica son las patologias mdas comunes e importantes de esta fase, En
érganos afectados hay disfunddn del tejido debido a una hipertrofia de las capas musculares, también se
presenta fibrosis la cual trae como consecuenda un engrosamiento de la pared de los 6rganos afectados
(Dusanic, 1991). Las manifestaciones de esta fase pueden aparecer 10 a 30 aflos después de la fase aguda,
avanzando progresivamente hasta lograr la total destruacién del tejido (Kierszenbaum, 1986). En esta fase se
presenta daiio cardiaco, digestivo o disturbios neurolégicos. El dafio del tejido cardiaco puede ser produdido por



‘autolnmunidad atribuida a antigenos del parasito. La presencia de antigenos reactivos que cruzan entre muisculo
cardiaco y 7. auz/ ha sido demostrada, pero la autoinmunidad no explica completamente la enfermedad de
Chagas. La alta positividad del xenodiagndstico, de! hemocultivo asi como del PCR y la reactivacion de la
enfermedad por inmunosupresién en esta fase, demuestran la presencia del pardsito en los casos adnicos
(Coura y Castro, 2002).

1.3.d Reactivacién de la Enfermedad de Chagas.

La reactivacién de la enfermedad de Chagas puede ocurrir cuando existe una inmunosupresién por
enfermedades severas como leucemia, linfomas y otras neoplasias o por la infeccién con VIH/SIDA y también en
los casos de transplantes de 6rganos en donde se administran tratamientos Inmunosupresores., La
meningoencefalitis y miocarditis aguda son las manifestaciones mas frecuentes (Ferrelra et al., 1997).

1.3.e Enfermedad de Chagas en México.

La transmision del parasito se ha mantenido constante en la mayor parte de América del Sur y también
sigue siendo endémica en varias regiones de México. La seroprevalencia de la infeccidn con 7. quz/ se ha
mantenido en niveles relativamente altos en algunas regiones y se observa un aumento general en el niimero
de casos reportados a las autoridades de salud en los (ltimos aflos (Rangel-Flores et al.,, 2001). La
cardiomiopatia chagasica cronica parece afedar a muchos padentes con enfermedad cardiaca, pero
aparentemente muchos casos no se reportan debido a la ausencia de espedifiddad del cuadro dlinico {(Monteén
et al., 1993). El monitoreo epidemioldgico de las poblaciones de vectores y reservorios, asi como de los casos
humanos, contribuye a enfocar estudios en las zonas endémicas, pero se requiere de un mayor avance y
coordinacion de estos esfuerzos (Guzman-Bracho, 2001). Estudios sobre la biologia del parésito coinciden con
trabajos previos realizados en otros pafses que demuestran I3 gran diversidad de las caracteristicas del pardsito
y apoyan la necesidad de estudios regionales de esta zoonosis (Lépez Olmos et al., 1998). Se reconoce que es
necesario un fuerte apoyo continuo por parte de las autoridades de salud y académicos para enviquecer el
conodimiento sobre la enfermedad de Chagas en México y desarroliar programas eficaces de control (Dumonteil,
1999).



1.4. MODELO MURINO DE INFECCION CON 7- auz/,

La infecclén de ratones con 7. cuz/ ha constituido un buen modelo de estudio de las diferentes
condiciones que se presentan durante el curso de la enfermedad y que se pueden correlacionar en buena parte
con las que ocurren en esta infeccion en el hombre (Mortatti et al., 1992). Se ha observado que los ratones con
fondos genéticos distintos responden de diferente forma ante aislados con diferentes caracteristicas. Ademas, el
curso de la infeccién tanto en el hombre como en el ratén presenta grandes similitudes como la presencia de
una fase aguda y una crénica bien caracterizada. Y aunque existen muchas dificultades en correlacionar la forma
crénica de la enfermedad en ratén y en humanos, el modelo murino es uno de los mas estudiados, tanto es asf
que este modelo ha sido también propuesto como modelo prindpal de las enfermedades autoinmunes (Acosta y
Santos-Buch, 1985). Otra similitud encontrada es la infeccién intensa y sistémica observada en ratones, la cual
se correlaciona claramente con los diferentes casos dinicos de la enfermedad observados en el hombre desde
1916. Por otro lado se ha observado que los linfocitos CD4+ y CD8+ tanto en humano como en raton tienen un
papel fundamental en cuanto a proteccién en la enfermedad de Chagas (Tarleton, 1990). Por todo lo anterior, el
modelo murino ha sido muy importante para tratar de dilucidar la relacién parasito hospedero en la infeccién
oon T. auzi (Goncalves da Costa, 1999).

1.5. RESPUESTA INMUNE CONTRA 7. auzl.

1.5.a. Respuesta Inmune Humoral.

Los linfocitos B son células capaces de producir anticuerpos, los receptores para los antigenos en los
linfocitos B son formas de anticuerpos unidos a la membrana, la interaccién de los antigenos con estos
receptores de membrana inida la secuencia de activacién de las células B, que termina en el desarrolio de
cdlulas plasmdticas que secretan activamente anticuerpos (Abbas y Lichtman, 2001).

La infeccién con 7. guz/ provoca una activacion polidonal de células B durante la fase aguda de la
Infeccidn la cual indica una alta producdién de todos los isotipos de inmunoglobulinas, aunque solamente una
proporcién menor de inmunoglobulinas parecen ser pardsito-espedificas. Esta produccion de inmunoglobulinas
es de gran importancia ya que los anticuerpos espedificos contra el pardsito ayudan en el control y ia resistencia
a la infecddn. También se ha observado que durante la fase aguda la parasitemia comienza a descender a
medida que la respuesta mediada por anticuerpos se eleva (DosReis, 1997). Durante la fase indeterminada los
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anticuerpos que se incrementan en esta etapa son de la clase 1gG2a los cuales han sido zv,ados a proteccién
contra 1a Infeccidn, diversas Investigaciones han demostrado que la proteccién induzes por transferencia
adoptiva de linfocitos de ratones cronicamente infectados es anulada por la efiminadidn o -51,las B productoras
de anticuerpos y que la transferencia de suero o inmunoglobulinas brindan una protecGér ~-rtra la infecddn.

Durante la fase crénica de la Infeccidn en ratones se ha observado . rcremento de las
inmunoglobulinas IgG e IgM y se ha descrito que los niveles de inmunoglobulinas 19G, “e-den a aumentar a
medida que la infeccién avanza hasta la fase crénica, permitiendo con esto la opsonizarin del parésito y la
subsecuente Intervencién de ditotoxicidad mediada por células dependientes de anticuers.s, (Umekita y Mota,
2000).

Se ha postulado que la inmunosupresién y la autoinmunidad asodada con 12 inferén de 7: czfen la
fase crénica, puede ser consecuencia de una intensa activacién polidonal de células B y ~4ulas T observadas
durante etapas tempranas de la infecdién (Cordeiro da Silva et al., 1998),

La respuesta humoral anti-7. cuz/ y el isotipo de inmunoglobulina preseres: en individuos oon
enfermedad de Chagas se ha estudiado en relacién con las distintas manifestaciones dinizz: y se ha encontrado
que titulos altos de I1gG anti-7. cuz/ especificos estdn preferentemente presentes en pacientes con daiio
cardiaco, mientras que la inmunoglobulina que se encuentra preferentemente en el da's, digestivo es la IgA
anti-7. guz/ (Hernandez-Becerril et al., 2001).

Redentemente se ha demostrado que linfocitos B de ratones infectados con 7. znz/ durante la fase
aguda despliegan niveles muy altos de apoptosis /n vitro (Zufiiga et al., 2000). Ademds, k», linfocitos B también
pueden controlar la sobrevivencia de los linfocitos T (2ufiiga et al., 2002). Lo cual o siempre tiene como
consecuencia efectos negativos ya que esto sirve para regular la respuesta inmune previniendo reacciones
inflamatorias a sitios de inmunidad privilegiada (Griffit et al., 1995).

1.5.b. Células NK.

Las células NK son un pequeiio grupo de células periféricas las cuales median una gran variedad de
funciones todas relacionadas con la regulacién de organismos patogénicos y con & control de células
metastasicas, participan en la inmunoregulacidn, hematopoyesis e interacdones endocrinas (Raulet et al., 2001),
ademds estas células no necesitan estar sensibilizadas para expresar su funddn agresora, Las células NK derivan
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de la médula ésea, fueron originaimente categorizadas principalmente por su morfologia granular y por su
habilidad de lisar a una gran variedad de blancos como células infectadas o células tumorales. No pertenecen a
las lineas de células T o B, por tanto las células NK no expresan Ig ni TCR/CD3 en su superfide, Los marcadores
de supetficie que mejor caracterizan a las células NK son CD2*, CD3", CD4" y CDS6*, LY49, KIR. Estas células
pueden secretar potentes citocinas especialmente INF-y (Interferén gama) y TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral
Alfa) y quimiocinas tales como RANTES y miembros de la familia MIP-1 (Biron et al., 1999). En contraste con las
células T o B que responden a antigenos y que tipicamente requieren una fase de proliferacién, la respuesta de
las células NK es Inmediata, lo cual implica que las células NK estan involucradas en la contencién de patdgenos
durante los primeros dias de una infeccién, de hecho hay fuerte evidencia de que las céiulas NK contribuyen a la
defensa contra parasitos intracelulares entre ellos 7. cuz/ (Scharton-Kersten y Sher, 1997); ademds estas
células son criticas para el control de severos tipos de infecciones virales, también su papel en la defensa contra
transformaciones neoplasicas espontineas estd bien establecido (Biron y Byron, 1989; Biron y Brossay, 2001).

Las células NK exhiben claramente la capacidad de discriminar células blanco y la susceptibilidad de
estas células blanco ante las células NK ha sido correlacionada en muchas investigaciones cuando disminuyen
los niveles de expresidn del MHC, por ejemplo se ha demostrado que las células NK atacan a células normales
cuando faltan algunas o todas las moléculas del MHC dase 1. Esto se relaciona ocon lo establecido recientemente
que indica que receptores especificos del MHC dase I inhiben la funcién de las células NK (Garrido et al, 1997;
Tortorella et al., 2000).

Los primeros receptores inhibidores especificos de células NK que fueron descubiertos son los receptores
Ly49 en ratén, estos ligan directamente con el MHC dase I (Kane, 1994). Mas de 10 diferentes receptores Ly49
han sido identificados en ratones B6, aunque solamente 8 de estos son del tipo inhibitorio para NKs (Smith et
al., 1994). Solamente un receptor Ly49 no funcional en humanos ha sido identificado (Barten y Trowsdale,
1999). Otros receptores mids son los KIR (Killer cell Immunoglobuline-like receptor) los cuales ligan directamente
con las moléculas del MHC dase Ia que al parecer son fundionales en el hombre pero no en el ratén. Se estima
que en el hombre hay en el orden de 10 genes KIR diferentes, de los cuales no todos son inhibitorios para NKs,
la tercera familla es funconal tanto en el hombre como en ratones y consiste en heterodimeros de CD94/NKG2
esto se da cuando isoformas de NKG2 pueden parear con CD94,
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La eliminacion de oélulas NK /n vivo por tratamlento con anticuerpos monodonales anti-NK 1.1 resuita
en casi la completa eliminaddn del la produccién del INF-y /1 vitro por esplenoditos cultivados con
tripomastigotes de 7. cruz/, ademds esta eliminadén de las células incrementa la parasitemia y la mortalidad en
ratones relativamente resistentes. Estos resultados indican que la produccién temprana de INF-y dependiente de
células NK es un elemento innato importante en la resistencia del hospedero ante la infeccidn con este parasito.
Sin embargo, el efecto protector de INF-y en la resistencia del hospedero parece estar restringida a la fase de
infeccién aguda y esto se ha demostrado por los resultados obtenidos en experimentos de dnética de INF-y
durante la Infeccién experimental con 7. agwz/ (Cardillo et al.,, 1996). Basindose en éstas y otras observaciones
se deduce que el INF-y producido tardiamente durante la fase aguda no es relevante para la proteccién
(DosReis, 1997). Se ha demostrado que la ausencia de células NK favorece el incremento de parasitemias
graves en ratones infectados con 7. cuzj, se ha observado que las células NK también son la mayor fuente del
INFwy presente durante fases tempranas, ademds estdn involucradas en limitar la multiplicadién de 7. cuz/ y
por consiguiente aumentar el grado de sobrevivencia de los ratones a la infeccién (Raulet et al., 2001).

Otras citodnas importantes que se han descrito como estimuladoras de células NK y promotoras de la
produccdién de INF+y son las interleudnas IL-12, IL-18 e IL-2, mientras que la interleucina IL-10 regula la
produccién de INF-y (Thomton et al., 2001). Otros resultados /n vitro e in vivo indican que INF-y es secretado
por células de bazo después de la incubadién con tripomastigotes vivos y que la produccién se puede bloquear
con un tratamiento previo de las células NK con anticuerpos monocdionales anti-NK1.1 (Cardillo et al., 1996).

Otro factor que se ha observado es que la moduladién de la actividad tanto de oélulas B como de oélulas
NK puede estar mediada por glicolipidos purificados de 7. auz/ espedalmente por glicoinositolfosfolipidos
(GIPLs) que son los mas abundantes presentes en la supesficie de 7. quz/, estos pueden estimular la secrecién
de inmunoglobulinas por parte de las células B y también pueden estimular y activar células NK como se ha
observado en experimentos /n vitro (Ludana et al., 1999). También se ha observado que 7. awz/ activa e
induce una respuesta citotdxica temprana de células NK (Une et al., 2000).

1.5.c. Fagodtos Mononudeares.

El sistema fagocitico mononudear constituye la segunda pobladén celular en importancia del sistema
Inmunitario y consta de células que tienen una estirpe comin y cuya fundén prindpal es la fagoditosis, todas las
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células del sistema fagocitico mononuciear se originan en la médula ésea y tras su maduracién y posterior
activacién, pueden adquirir diferentes tipos morfoldgicos. El primer tipo de célula que entra en la sangre
periférica después de dejar la médula dsea no estd completamente diferenciada y se le denomina monocito. Los
monocitos tienen un didmetro de 10 a 15 um, y poseen un nixleo bilobulado y un citoplasma finamente
granular que contiene lisosomas, vacuolas fagoditicas y filamentos citoesqueléticos, una vez que colonizan los
tejidos estas células maduran y se convierten en macréfagos. Los macréfagos pueden activarse por una gran
variedad de estimulos y pueden adquirir formas diferentes, pueden responder a microorganismos como una
reaccion de inmunidad innata que también sirve para disparar la respuesta de linfodtos especificos frente a un
microorganismo. Por el contrario, los linfocitos efectores y sus productos estimulan las funciones de los
macréfagos contra agentes extrafios. Los macrofagos fagocitan particulas extrafias como microorganismos,
macromoléculas, entre ellas antigenos e incluso tejidos propios que estan dafiados o muertos, como por ejemplo
los eritrocitos viejos, también fagocitan activamente particulas recubiertas por proteinas del complemento, las
cuales pueden ser producidas tanto en la respuesta inmunitaria innata como en la especifica. En el
reconodimiento de sustandas extrafias y tejidos dafiados por parte de los macrdfagos probablemente
Intervienen receptores de fosfolipidos y azdcares pero no se conoce el mecanismo preciso (Abbas y Litchman,
2001).

Estudios /7 vivo han demostrado que la citocina INF-y ofrece un efecto protector en la infeccién
experimental con 7. auz/ llevando a la activacién de macréfagos para inhibir la multiplicacion intracelular del
parasito por mecanismos que involucran la produccién de metabolitos de Oxido nitrico previniendo una
inmunosupresion y evitando la muerte del hospedero durante la fase aguda (Celentano et al., 1993; DosRels,
1997). Se ha determinado que la funcién de los macrdéfagos en la enfermedad de Chagas es sumamente
importante en la regulacién de 7. cuzi En experimentos /n vivo la internalizacion del pardsito en macréfagos
puede variar dependiendo de fa cepa del parasito y se ha observado que los pardsitos pertenedentes a cepas
que se intemalizan efidentemente son por consiguiente mas letales para el hospedero, mientras que, los
pardsitos pertenedientes a cepas que se internalizan de una manera muy pobre parecen ser los que provocan

una nula virulencia para los ratones (Celentano et al., 1993).
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La Infecdién de macréfagos con 7. cruz/hace a estas células candidatas potenciales para la presentacion
de antigenos de! pardsito a linfocitos especificos contra 7. cuzi, por lo que la activacién de linfocitos CD4+ y
CD8+ resulta muy importante en Ja defensa del hospedero (Caulada-Benedetti et al., 1998). Sin embargo, se ha
observado que linfocitos CD4+ Th1 pero no Th2 activan efidentemente a macrofagos para eliminar a 7. quz/
mediante mecanismos dependientes de dxido nitrico (Rodrigues et al., 2000). La produccién de dxido nitrico
puede cuantificarse mediante la produccidn de nitrilos, la activacién de macréfagos mediante INF-y incrementa
la produccién de éxido nitrico y esta produccién se puede inhibir mediante un andlogo de la L-arginina la cual
exacerba la infeccién con 7. quzr (Milller et al., 2001).

1.5.d. Neutréfilos.

Los neutrdfilos también llamados leucocitos polimorfonucleares por su niicleo multilobulado y de variada
morfologia, son {os mads numerosos en la circulacién, responden rapidamente a los estimulos quimiotacticos;
fagocitan y destruyen particulas extrafias, pueden ser activados por citocinas producdidas sobre todo por
macréfagos y células endoteliales y son la poblacién celular principal en la respuesta inflamatoria aguda. Los
neutréfilos también poseen receptores para Inmunoglobulinas y para proteinas del complemento migran y se
acumulan en lugares en donde se activa el complemento. Por lo tanto, fagocitan particulas opsonizadas y actGian
como células efectoras de la inmunidad humoral (Abbas y Lichtman, 2001).

Por largo tiempo el papel de los neutrdfilos en la inmunoregulacién de la infeccidn con 7. auz/ habia
redibido poca atendén, sin embargo, evidencias redentes de varios estudios sugieren que los neutréfilos pueden
contribuir significativamente en la respuesta inmune modulando tanto la inmunidad humoral como la celular
especialmente por la liberadén de citodnas inmunoregulatorias (Kudo et al.,, 1993). Estudios redientes han
demostrado que los neutrdfilos estan involucrados en la inmunomodulacién de la enfermedad de Chagas y se ha
observado que la eliminacién de neutrdfilos mediante la administracién de anticuerpos monocionales en ratones
BALB/c exacerba la infeccién con 7. auz/, mientras que la eliminadén de estos en otra cepa de ratones como los
C57BL/6 los protegen de la infeccién, por lo que juegan un papel opuesto, con respecto a la protecdién versus
exacerbacién de la infeccién y posiblemente modulan la respuesta Th1/Th2 en diferentes direcciones (Chen et
al., 2001).
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1.5.e. Linfocitos T.

Los linfodtos son las células que especificamente reconocen y responden a los antigenos extrafios, sin
embargo, las fases de reconodmiento y activacién de las respuestas inmunes especificas dependen de las
células no linfoides. Los linfocitos son las Gnicas células en el organismo capaces de reconocer especificamente y
distinguir determinantes antigénicos, estos tienen de 8 a 10 um de didmetro y poseen un gran nicleo con una
heterocromatina densa, hay un delgado anillo de citoplasma que contiene unas pocas mitocondrias, ribosomas y
lisosomas, pero no organelos espedalizados, los linfocitos constan de diferentes subgrupos que difieren en sus
fundiones y productos proteicos, aunque todos ellos son morfoldgicamente similares.

Los linfocitos T, cuyos precursores provienen de la médula 6sea y después migran y maduran en e} timo
se subdividen en poblaciones funcionalmente distintas, siendo las mejor definidas las células T cooperadoras y
las células T citotdxicas, estas poblaciones expresan distintas proteinas de membrana, las cuales sirven como
marcadores fenotipicos; la mayoria de las células T cooperadoras expresan una protelna de superficie llamada
CD4*, mientras que la mayorfa de los linfocitos citotdxicos (CTL) expresan un marcador diferente llamado CD8*.
Las funciones principales de los linfocitos T son regular la respuesta inmune frente a antigenos proteicos y
ayudar en su calidad de células efectoras en la eliminacddn de microorganismos intracelulares. Las células T no
producen anticuerpos, sus receptores para antigenos son moléculas de membrana diferentes pero
estructuralmente relacionadas con los anticuerpos. Los linfocitos T citotéxicos y cooperadores muestran una
especificidad poco comiin por los antigenos que son péptidos unidos a proteinas que estadn codificadas por
genes del complejo mayor de histocompatibilidad y que se expresan sobre la superfide de otras células; como
resultado estas células T reconocen y responden a antigenos asociados a la superficie celular pero no a los
antigenos solubles. En respuesta a la estimuladién antigénica las células T colaboradoras secretan proteinas
llamadas citocinas cuya funcién es promover la proliferacién y diferenciacion de las células T asi como de otras
células, entre ellas las células B y los macrdfagos, ademéas de realizar las funciones cooperadoras y citotéxicas,
las células T también pueden inhibir la respuesta inmune (Abbas y Lichtman, 2001).

Como se indicd anteriormente, al progresar la infeccién con 7. guzl, el sistema Inmune del hospedero es
movilizado por una activacién polidonal de linfocitos la cual afecta a todas las poblaciones de células linfociticas
periféricas, sin embargo, algunos estudios muestran que estas células T son capaces de modular la intensidad
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ée la péméitemla, fa mortalidad y fa inflamacién de los tejidos, y todo esto se encuentra relacionado también
con 1a edad del hospedero (DosRels, 1997).

Se ha observado que la eliminacién de células T mediante la administracdén de suero anti-timo o por
timectomia exacerba marcadamente el curso de la infecddn con 7. cruzi (DosReis, 1997). El papel protector de
los linfocitos T CD8* en fases tempranas de fa infeccién con 7. cruzi estd bien determinado ya que algunos
experimentos muestran un incremento en la susceptibilidad en ratones a los que se les elimino esta poblacién
de linfocitos o cuando se infectaron ratones genéticamente deficientes en CD8*. Por otro lado, linfocitos CD8*
activados y transferidos adoptivamente a ratones normalmente susceptibles a la infeccién con 7. ouz/
demostraron proveer una proteccidn importante en estos ratones (Grisotto et al., 2001).

Se ha demostrado que los linfodtos CD8* son requeridos durante la fase aguda de la infecddn en la
resistenda contra 7. auz/, sin embargo, los mecnismos por los cuales estos linfodtos T median la proteccién
in vivo no estdn determinados completamente, mientras que las células CD8* pueden exhibir funciones
ditoliticas también secretan citodnas como INF-y la cual se sabe incrementa la proteccién contra 7. auzj, por
otro lado, los mecanismos citoliticos dependientes de perforinas indican claramente una contribucién en la
resistencia aguda a la infeccidn ya que experimentos /n vivo con ratones deficientes de perforinas C57BL/6 (B6-
PKO) infectados con la cepa Y de 7. cuz/ resultaron altamente susceptibles y murieron, mientras que los
ratones con la expresion normal de perforinas sobrevivieron a la infeccion (Nickell y Sharma, 2000).

Los linfocitos CD4* Thl también son de gran importancia en la resistenda contra el parasito ya que
producen IL-2 e INF-y dtodinas que son importantes para la proteccion sistémica contra un gran espedtro de
patégenos intracelulares. Los linfocitos CD4* inducen la activaddn de macréfagos llevando a la inhibidén de la
multiplicadidn Intracelular de 7. cuz/ y también pueden lisar directamente a células infectadas y pueden ayudar
a la expansién de las células dtotéxicas CD8* las cuales reconocen y destruyen a células infectadas (Hoft et al.,
2000). Los linfocitos CD4* Thl especificos constituyen una poblacién que se ha identificado como relevante
dentro de la protecdién contra el pardsito ademas de ofrecer proteccion en la infeccién contra diferentes cepas
de 7. auzj, esta protecdén se puede transferir a otros individuos mediante la transferencia adoptiva de células
CD4* Thil espedficas, la cual se ha observado que protege a ratones normalmente susceptibles a la infeccién
con 7. cuz/ (Hoft et al., 2000). Se ha observado que ratones Knockout que no presentan linfocitos CD4* tienen
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un marcado incremento de la susceptibilidad a la infeccién con 7. auz/y se sabe que estos linfocitos ayudan en
la produccién de citocinas que activan y estimulan a macréfagos que destruyen al pardsito. También se ha visto
que durante la fase aguda de la infeccion con 7. auz/ los linfocitos CD4* sufren apoptosis /7 vivo y una
induccién de la activacién de la muerte celular in vitro 1a cual es mediada por la interaccién de los receptores
Fas/FasL (Zuiiiga et al., 2002).

Ambas subpoblaciones de linfocitos CD4* y CD8* participan en la resistencia contra 7. cruzj, la muerte
del parasito o con el control de su multiplicacién y parecen estar relacionadas con la activacién de macréfagos
parasitados mediante la secrecién de citocinas (Beltz et al., 1989); también estan relacionadas con las funciones
efectoras de citotoxicidad desarrolladas por células NK (Rottenberg et al., 1988). Por otro lado, los linfocitos
CD4* y CDB* estan Implicados en el desarrollo de lesiones a tejidos asociadas con la patogénesis de la
enfermedad (Sun y Tarleton, 1993; Tarleton et al., 1994). Se ha observado que ratones infectados con 7. auz/
y deficientes en linfocitos CD4* y CD8*, son mds susceptibles e incrementan la parasitemia y su muerte
(DosReis, 1997).

1.6. CITOCINAS EN LA RESPUESTA INMUNE CONTRA 7. auzi,

Varios estudios han demostrado que el INF-y induce efectos protectores en la infeocién experimental con 7.
auzi llevando a una activacién de macréfagos regulando la infeccion aguda, la inmunosupresién y la muerte de
ratones infectados (Reed, 1988). Diversos estudios han demostrado que los tripomastigotes vivos (pero no los
tripomastigotes muertos) o los epimastigotes pueden provocar una rapida secrecién de IL-12, citocina que es
capaz de indudr la produccién de INF-y in vitro produccién que puede neutralizarse con anticuerpos anti-IL-12,
los cuales controlan los niveles de INF-y (Aliberti et al., 1996). Otras citodnas como IL-10 pueden regular los
efectos y la produccién misma del INF-y en etapas tempranas de la infeccién (Reed et al., 1994). Ademas, se ha
observado que la IL-10 es secretada en mayor o menor cantidad dependiendo de la cepa del ratén a la que se
infecte. Junto con la IL4 y TGFB, Ia ditocina IL-10 es up potente bloqueador de las fundones de los
macréfagos, también se ha observado que en ratones BALB/c infectados con 7. auz/ hay una disminucién de
mRNA para INFy y un aumento de mRNA para la IL-10 (Moore et al., 1993).

La polarizaddn de la respuesta de las células T CD4* en los procesos de produccién de citocinas Thl o
Th2 es una caracteristica importante de la infecdén crénica que parece ser el resultado de un antagonismo
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ﬁ'lndbrhalr mutuo eje dof NF-y e I id,’ enoontraste oon"li; infeccién de l..elshman/a mafor la infeccién con
Tcruz/ noresulta en fa polarizacién de la respuata Thi oThZ, ya que la secrecién de INF-y e IL-10 puede ser
N slrﬁuilﬂnea e intensa en diferentes le. Las funciones tempranas de INF-y e IL-10 juegan un papel benéfico
'o”daﬁino respectivamente, esto se ha observado en experimentos con anticuerpos anti-INF-y o anti-IL-10.
‘También se sabe que INF-y ejerce un efecto protector en etapas tempranas (pero no en etapas tardias) de la
infeccién. Se sabe que INF-y es secretado por diferentes fuentes, en etapas tempranas las células NK son las
que secretan esta ditocina y después es secretada por células T, esta dtocina es de las mds importantes en
cuanto al control del parasito. La citocina IL-10 es producida en etapas tempranas por células B CD5* y por
macréfagos, y esta dtodna es capaz de redudr la extensidn de la activadén de los macréfagos, posteriormente
esta citodna puede ser secretada por células T Th2. Por otro lado, la produccion temprana de la interleudna
IL-2 por células T Thl estd relacionada con la resistencia en ratones infectados con la cepa Brazil de 7. quz/ y
esta adtividad desaparece durante la fase aguda con la secrecion de IL-10. La regulacién de las células Thl
puede estar mediada por IL-10, por la muerte celular, por apoptosis o por ambas. La producdidn de citocinas
tipo Th2 como IL-4 o IL-5 y la persistencia de estas desde la fase aguda y hasta la fase crénica esta relacionada
con una prolongada persistenda del pardsito en tejidos, pero también con la produccién de anticuerpos liticos
protectores. Varios mecanismos efectores son los que juegan un papel desfavorable colaborando con el dafio al
tejido, entre estos se encuentran la secrecidn de INF-y, TNFa, la via Fas/FasL para células T CD4*, la via de las
perforinas/granzimas para las células CD8*, asi como la secreddn de intermediarios téxicos reactivos producidos
. por macréfagos y complejos antigeno-anticuerpo disparadores de la inflamacion. Se ha observado que el
parasito controla la respuesta del huésped induciendo una activacion polidonal seguida de una apoptosis de
linfocitos. E! bloqueo de la actividad de los macrdfagos y la supresién celular, puede estar mediado por factores
conocidos como factores inmunosupresivos del tripanosoma (TIF), como las transialidasas y glicoproteinas de

membrana (GIPLs) y otros factores por caracterizar (DosReis, 1997).
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II. JUSTIFICACION.

La enfermedad de Chagas transcurre con diversos cambios inmunoldgicos en el organismo infectado,
estos cambios son los que permiten que la enfermedad se presente con una sintomatologia de leve a severa e
incluso en algunos casos inadvertida. En estos fendmenos inmunolégicos participan diversos tipos celulares, los
cuales intervienen para controlar la proliferaddn del parasito en el hospedero evitando una multiplicacién
descontrolada la cual resulta perjudidal. Se han caracterizado diferentes tipos celulares que intervienen en la
infeccién con cepas de T. cuzj, esto se ha realizado principalmente con cepas sudamericanas que pueden
pertenecer al genotipo 1 0 2, pero la caracterizacién de tipos celulares que intervienen en [a infecddn con cepas
Mexicanas de 7. cuz/ no se ha realizado por o que resulta importante analizar los tipos celulares que
intervienen en la infeccién con estas cepas que pertenecen al genotipo 1 y que muestran diferentes grados de

virulendia.
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III. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

* Estudiar los principales tipos celulares que participan en la respuesta inmune celular en ratones
infectados con 2 cepas Mexicanas de 7rypanosoma aruzi, 1as cuales presentan diferente grado de virulenda.

OBJETIVOS PARTICULARES.

* Estudiar sistematicamente el grado de virulencia de 2 cepas Mexicanas de 7. cuz/ en ratones BALB/c.

* Analizar la relacién virulencia cantidad de parasitos inoculados.

* Determinar la proliferacién celular de linfocitos de bazo de los ratones infectados con estas cepas.

* Cuantificar el porcentaje de linfocitos CD4* y CD8* en Infecdones experimentales con estas cepas.

* Analizar el porcentaje de células NK en ratones infectados con estas cepas durante la fase aguda de la

infeccion.
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IV. MATERIAL Y METODO.

IV.1. RATONES.

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad, ya que se sabe que esta cepa de raton
es relativamente susceptible a la infeccidn con 7. cruz/ (Chen et al, 2001). Los ratones fueron proporcionados
por el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM en donde se criaron y mantuvieron bajo
condiciones libres de organismos patogénicos. Se colocaron de 5 a 6 ratones madximo por caja, teniendo libre
acceso en todo momento a alimento y agua. Todos los procedimientos que se siguieron con los animales fueron
de acuerdo a los principios de ética en el uso de animales de laboratorio {(Suckow et al., 2001).

1V.2. PARASITOS E INFECCION EXPERIMENTAL.

Las cepas utilizadas son mexicanas, genotipo I y pertenecen al cepario de 7. cuz/ del laboratorio de
inmunologfa de {a Dra. Bertha Espinoza que consta de 160 aislados diferentes, la mayorfa ya caracterizados
genéticamente (Espinoza et al.,, 1998; Lopez-Olmos et al.,, 1998; Bosseno et al., 2002). Se obtuvieron los
tripomastigotes en los picos mdximos de la parasitemia en ratones BALB/c previamente infectados con estas
cepas, los pardsitos se mantienen en e ratén por reinfecciones periddicas efectuadas cada 28 dias para la cepa
avirulenta y cada 21 dias para la cepa virulenta. Se infectaron por via intraperitoneal de 9 a 12 ratones por cada
grupo experimental con 10 mil y 100 mil pardsitos de cada cepa. Los parasitos se inocularon en volimenes de
200 ! de PBS estéril a cada ratén. Los grupos control fueron inoculados solamente con PBS estéril, realizdndose
por lo menos 3 repeticiones por experimento (Caballero, 1996).

IV.3. DETERMINACION DE LA PARASITEMIA.

Se sangraron de 4 a 5 ratones de cada grupo mediante puncidn del plexo ocular con capilares
heparinizados de vidrio de 75 mm de largo, se aseguré que cada ratén se sangrara una sola vez por semana
para evitar alguna anemia. Las parasitemias se determinaron individuaimente cada tercer dia por examen
microscopico de la sangre en ditucdén 1:20, 1:50 o por conteo directo de 10ul de sangre en cdmara de
Neubaver, esto Glitimo por que al prindpio de la infecddn existen muy pocos parasitos en drculacién y en ésta
etapa el nimero de pardsitos se puede determinar mejor a diluciones menores (Caballero, 1996).
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I\(.4. FDETERMINACIC)N DE LA SOBREVIVENCIA.

Loé ratones se monitorearon diariamente para observar las manifestaciones fisicas de 1a Infeccién, como
el erizamiento de pelo, la pardlisis de los miembros pélvicos y su muerte. El porcentaje de sobrevivencia se
bbtuvo dividiendo el nimero de ratones muertos entre el nimero total de ratones de cada grupo y muitiplicado
por 100 (Lépez-Olmos et al., 1998).

IV.5. PROLIFERACION DE CELULAS DE BAZO.

Se realizaron ensayos de proliferacién de células de bazo y se determind la capacidad de divisién que
presentaron éstas ante estimulos especificos (antigenos del parasito) y no especificos (concanavalina A).
Durante la fase aguda de la infeccion, los ensayos se estandarizaron al dia 15 postinfeccién (p.i.) para los
ratones infectados con la cepa virulenta y al dia 21 p.i. para los ratones infectados con la cepa avirulenta, esta
diferencia en cuanto al dfa de la proliferadén en los grupos se debid principalmente a que las parasitemias en
estos dias fueron similares en los ratones infectados con ambas cepas, ya que el nimero de parasitos se
encontraba en ascenso en ambos casos. También se realizé el ensayo durante la fase crénica al dia 98 p.i., s6lo
en los ratones infectados con la cepa avirulenta. Se utilizaron linfodtos activados que provenian de ratones
infectados v linfocitos que provenian de ratones controles sin infectar. Se obtuvieron los bazos de 3 6 4 ratones
de cada grupo infectado con 10 mil y 100 mil parasitos de cada cepa, se hicieron pooles y se repitieron los
experimentos 3 veces, la técnica utilizada ya ha sido reportada con anterioridad (Pinge-Filho et al., 1999), los
ratones fueron anestesiados y sadificados por dislocadén cervical, obteniéndose quirirgicamente los bazos,
estos se lavaron y disgregaron en medio de cultivo RPMI complementado con suero fetal bovino al 10%, L-
glutamina al 1%, aminodcidos no esendales al 1%, piruvato al 1%, vitaminas al 1%, antibidticos al 1%
(Apéndice I). Posteriormente se colectaron las células y el medio con pipeta Pasteur y se colocaron en tubos
falcon de 15 ml estériles, dejdndose reposar por 20 minutos en hielo, se tomé el sobrenadante y se centrifugé a
250 gs durante 10 minutos, se deseché el sobrenadante y al paquete celular se le agregaron 3 mi de soludén de
lisis (ACK) (Apéndice II), ésta se dejé actuar durante 3 minutos a 4°C, después se le agregaron 5 volimenes de
RPMI, se centrifugd durante 10 minutos a 250 gs., Y se descartd el sobrenadante. El paquete celular se
resuspendidé en 5 ml de RPMI se contd el nimero de células en un hemodtdimetro y se ajustd el nimero de

células a utilizar (200 mil/100ul por pozo), el volumen final al agregar los estimulantes especificos y no
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' es;:;edﬂoos fue de 200ul. Se colocaron en placas Costar de 96 pozos de baja evaporacién (Corning Incorporated
No. Cat. 3595) y se estimularon con concanavalina A, esta técnica se estandarizd ya que al principio se utilizaron
varias concentraciones del mitdgeno que fueron: 10, 5, 2 y 1 pg por ml, posteriormente se opté por utilizar la
concentracién de 1ug por ml, también se estimuld con un extracto antigénico total de epimastigotes a una
concentracién de 20 pg por mi (Coligan et al., 2000). Posteriormente, las placas se incubaron a 37° C durante
48 horas. Las células se marcaron con 1 1Ci de timidina 3H (NEN™ Life Science Products Inc. No. Cat. NET027E)
por pozo, diluido en 9ul de RPMI y se mantuvieron en incubadora durante 20 horas mas, posteriormente las
células se cosecharon en membranas de fibra de vidrio para Beta plate-1205 de 102 x 258 mm. (Walllac Oy No.
Cat, 719658/411000), esto se realizé con un cosechador automatico Skatron Instruments, Norway. Una vez
cosechadas las células, las membranas se dejaron secar con ayuda de una lampara de 40 watts por
aproximadamente 40 minutos, se colocaron en bolsas para membrana (Wallac Oy No. Cat. 722473) a las que se
les agregaron 10 ml. de liquido de centelleo (Optiphase Hisafe 3 liquid Scintillation Cocktail Wallac Oy No Cat.
9806946079), posteriormente, las bolsas fueron selladas y colocadas en casetes del Beta-plate y fueron leidas
en un detector de centelleo liquido Beta-plate 1205 (Wallac). Las cuentas por minuto (c.p.m.) obtenidas
sirvieron para calcular los indices de estimulacion, los cuales se obtienen con la siguiente formula;

indice de Estimulacién = (Cuentas por minuto de los grupos experimentales),
(Cuentas por minuto del grupo control). (Pinge-Fitho et al., 1999).

IV.6. DETERMINACION DE LINFOCITOS CD4* Y CD8"*.

Para determinar cuales son las poblaciones de células de bazo que intervienen en la respuesta celular
contra 7. auzi, se empled citometria de flujo (Coligan et al., 2000). Para esto se obtuvieron los bazos de por lo
menos 3 ratones de cada grupo con los dos indculos, se hicteron pooles y se repitieron los experimentos por lo
menos 3 veces. La obtendén tanto de los bazos de los ratones como de las células fue la misma descrita en la
seccién anterior. Se colocaron 1x10° células de cada ratén en tubos faloon de poliestireno de 5 mi estériles, ésta
cantidad de células se ajustd a 1ml de medio RPMI, se centrifugaron a 250 gs por 5 minutos, se descartd el
sobrenadante cuidando de dejar una pequefia capa de éste para no llevarse el pellet, posteriormente se le
agregd 1ug de los anticuerpos ant-CD8* y anti-CD4*, los cuales fueron anticuerpos anti-CD8* de ratén
acoplados a ficoeritrina (Pharmingen No. Cat. 553032) y anti-CD4* de ratén acoplados a fluoresceina
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{Pharmingen No Cat. 553055), asf como sus controles de isotipo anti-IgG2a acoplados a ficoeritrina y anti-lgG2b
acoplados a fluoresceina (donados amablemente por la Dra. Armida Baez del Instituto de Investigaciones
biomédicas de la UNAM), una vez colocados los anticuerpos las células se agitaron y se dejaron incubando en
total obscuridad por 30 minutos, posteriormente se lavaron 3 veces con PBS+azida de sodio, se centrifugaron a
250 gs por 5 minutos se obtuvo el pellet y se fijaron con paraformaldehido al 0.05%, para posteriormente ser
analizadas en un dtdmetro de flujo FACScan, Beckton and Dickinson (www.biotech.ufl.edu/~focl/direct.html).

IV.7. DETERMINACION DE CELULAS NK.

También se determind mediante dtometria de flujo el porcentaje de células NK, durante los primeros
dias de la infeccidn, para esto se infectaron ratones BALB/c con 100 mil tripomastigotes tanto de la cepa
avirulenta como de la cepa virulenta, posteriormente se realizé una dnética de la infeccidn obteniendo y
marcando células NK a partir del bazo de los ratones infectados con ambas cepas, asi como sus respectivos
controles sin infectar. La cinética comenzé el dia 0 6 preinfeccidn siguiendo los dias p.i. 1, 3, 5, 7, 9y 11, los
bazos se obtuvieron de por lo menos 3 ratones de cada grupo en los dias sefialados, de los cuales se hicieron
pooles, se repitié el experimento 3 veces bajo las mismas condiciones. El tratamiento de las células del bazo fue
el mismo que para la determinacién de linfocitos CD4* y CD8* descrito anteriormente, excepto que, se marcd el
pellet con 1pg de los anticuerpos para células NK anti-Ly49C y Ly49I de ratdén acoplados a ficoeritrina
(Pharmingen No. Cat. 553277) y como control de isotipo se utilizé anti-IgG2a que es una inmunoglobulina
estadndar de ratén acopladas a ficoeritrina (Pharmingen No. Cat. 553457), una vez colocados los anticuerpos las
células se trataron y analizaron como se menciono en la seccién anterior (Stoneman et al., 1995).

Iv.8. ESTADISTICA.

Cada punto graficado tanto en las cargas parasitarias como en las tablas de sobrevivenda, asfi como en los
indices de estimuladién, en la determinacién de células CD4*, CD8* y NKs, representa la media de por lo menos
tres animales por grupo, repitiéndose los experimentos de 3 a 5§ veces. El andlisis estadistico empleado fue
andlisis de varianza de una via (ANOVA) asi como X? con una significancia de P < 0.05 (Hays, 1998).
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V. RESULTADOS.

V.1. APARIENCIA FISICA DE LOS RATONES INFECTADOS.

Se llevé a cabo un registro de la apariencia fisica general de los ratones infectados asf como de los
controles. La Figura 3, muestra los sintomas fisicos mas notorios en los ratones infectados con la cepa virulenta,
como fueron el erizamiento de pelo y la pardlisis de los miembros pélvicos los cuales se presentaron en los
grupos infectados con 10 mil y con 100 mil parasitos (Fig. 3 B), mientras que los sintomas en los ratones
infectados con la cepa avirulenta fueron casl imperceptibles y muy similares a los ratones control sin infectar
(Fig. 3 A).

También se detectd la presencia de esplenomegalia, la cual se observa en la Figura 4, en donde el
considerable tamafio que alcanzaron los bazos de los ratones infectados con 7. cuz/ (B y C) con respecto al
bazo de los ratones control (A) fue muy evidente. Ademdas se observé que los bazos de los ratones infectados
con la cepa virulenta (C) fueron significativamente mayores que los de los ratones infectados con la cepa
avirulenta (B). Cabe mencionar que, solamente para los grupos infectados con 100 mil parasitos se obtuvieron
datos numéricos, pero los ratones infectados con 10 mil parasitos presentaron un comportamiento similar a
simple vista, La Tabla 1, muestra el tamafio en cm. del bazo de los ratones infectados con 100 mil pardsitos de
ambas cepas y las medidas de los bazos de los ratones control sin infectar. Al aplicar la prueba estadistica de
ANOVA con un rango de confianza de 0.05, se observé una diferencia significativa en el tamaiio promedio de los
bazos de los grupos infectados con respecto al grupo control sin infectar, diferencia que también se presentd
entre los grupos infectados con ambas cepas, en donde el grupo infectado con la cepa virulenta presentd un
tamafio significativamente mayor al que presentaron los bazos de los ratones infectados con la cepa avirulenta.

V.2. PARASITEMIA.

Se determiné la cantidad de pardsitos en circulacién durante la fase aguda en los ratones Infectados con
ambos indculos de la cepa avirulenta. Los datos individuales de cada experimento se encuentran en el apéndice
VI y VII. La Figura 5, muestra la cinética observada en 3 experimentos independientes. Se observé que en los
grupos infectados con 10 mil parasitos la primera aparidén de estos en circulacién ocurrié entre los dias 6 a 10
p.l. mientras que en los grupos infectados con 100 mit parasitos fue entre los dias 2 a 7 p.i. La parasitemia
méaxima en los grupos infectados con 10 mil tripanosomdtidos oscild entre 8.5x10° y 9.5x10° pardsitos por ml y
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ésta se p're‘sentéren&é Iosdfa525a 28 p.fl.,'ﬁ\le‘t{u'as que en los grupos infectados con 100 mil parasitos la
parasitemia tr.éxima oédlé en&é' 1.05x10° y '1.2xlO‘ pardsitos y se presentd entre los dias 25 a 28 p.i. La
desaparidén de los pardsitos de drculacién ocurrié en los grupos infectados con 10 mil pardsitos entre los dias
37 a 57 p.i., mientras que en los grupos infectados con 100 mil parasitos fue entre los dias 39 a 50 p.i. (tabla 2).

En la Figura 6, se muestran las parasitemias encontradas en 3 experimentos independientes en los
ratones que fueron infectados con ambos indculos de la cepa virulenta. Se observd que en los grupos infectados
con 10 mil tripomastigotes la aparicién de pardsitos en circulacién ocurrié entre los dias 7 a 8 p.i., mientras que
en los grupos infectados con 100 mil pardsitos ocurrié entre los dias 2 a 4 p.i. La cantidad méxima de parasitos
en circuladén en los grupos infectados con 10 mil parasitos oscilé entre 2.6x10°% y 2.8x10° pardsitos, y en los
grupos infectados con 100 mil pardsitos fue entre 3.3x10° y 4.4x10° parasitos. Los grupos Infectados con 10 mil
parasitos presentaron un pico maximo entre los dias 28 a 35, mientras que en los grupos infectados con 100 mi}
parasitos esto fue entre los dias 24 a 28. La desaparicién de los pardsitos de la drculadén en los grupos
infectados con 10 mif tripomastigotes ocurrié entre los dias 42 a 52, y en los grupos infectados con 100 mil
parasitos fue entre los dias 42 a 45 (tabla 2).

La parasitemia en los grupos infectados con la cepa avirulenta presentd una meseta ya que los niveles
méximos de parasitemia se mantuvieron por varios dias, en contraste, en los grupos infectados con la cepa
virulenta la tendendia fue la de presentar picos bien definidos en pocos dias. Se observaron diferendas
significativas en la cantidad méxima de pardsitos, entre los grupos infectados con la cepa avirulenta y la cepa
virulenta con ambos indculos, principalmente en los dias de maxima parasitemia. También hubo diferencias
significativas entre in6culos de 1a misma cepa.

V.3. EFECTOS DEL INOCULO EN LA SOBREVIVENCIA.

Se analiz6 la sobrevivenda al infectar grupos de 9 a 12 ratones con 10 mil y 100 mil pardsitos de ambas
cepas. La Figura 7, muestra los porcentajes de sobrevivenda de los grupos de ratones infectados y representa
los resultados de 3 experimentos independientes con un total de 19 ratones por grupo. Los grupos infectados
oon la cepa virulenta, alcanzaron una mortalidad del 100 % con algunos dias de diferencia entre ambos
indeulos, alcanzandola en un tiempo mas corto el grupo infectado con 100 mil pardsitos. La mortalidad empezd
a registrarse en ambos grupos al dia 21. El 50% de mortalidad en e grupo infectado con 10 mil parasitos
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o ocurrlé al dia 50, mientras que en el grupo infectado con 100 mi! pardsitos ocurrié 7 dlas antes en el dia 43, El
100%‘de mortalidad en los grupos Infectados con 10 mil y 100 mil pardsitos se presentd con 3 dias de diferencia
ya que para los infectados con 100 mil parasitos ocurrié al dia 54 y en los infectados con 10 mil pardsitos fue al
dia 57. Los grupos de ratones infectados con la cepa avirulenta presentaron 100% de sobrevivendia y esta no se

modificd con ninguno de los 2 indeculos.
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Fig. 3 Apariencia Fisica de los ratones. A) Ratén BALB/c control sin infectar. B) Ratén infectado con 100
mil parasitos de la cepa virulenta, presenté erizamiento de pelo y paralisis de los miembros pélvicos. El aspecto

de los ratones infectados con la cepa avirulenta fue similar al de los ratones no infectados.

Fig. 4 Esplenomegalia presente en los ratones infectados. A) Bazo de raton sin infectar. B) Bazo de
ratén infectado con 100 mil pardsitos de la cepa avirulenta. C) Bazo de ratdn infectado con 100 mil parasitos de

la cepa virulenta.
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Tabla 1. ESPLENOMEGALIA EN RATONES INFECTADOS CON T: anz

Bazo 3 Longitud.:

Bazo 2 Longitud.
{cm.)
: 1.4
_Infectados con cepa avirulenta, -2.3 2.5
3.1 29 3.0 30 £ 0.1 %o

:{.Infectados con cepa virulenta. -

como con fa avirulenta y de ratones control.

Tamafio del bazo en an. de los ratones infectados con 100 mil pardsitos tanto con la cepa virulenta

# Diferencias estadisticamente significativa con respecto al grupo de ratones control. P < 0.05

* Diferencias estadisticamente significativa entre los grupos que presentan el simbolo. P < 0.05
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Fig. 5. Gréficas de parasitemnia de ratones infectados con la cepa avirulenta. Se evaluaron un total de 4 a
S individuos por grupo. A Ratones infedtados con 10 mil pardsitos. @ Ratones infectados con 100 mil pardsitos.
A, By C representan 3 experimentos independientes bajo las mismas condiciones.
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Fig. 6. Gréficas de parasitemia de ratones infectados con ia cepa virulenta. Se evaluaron un total de 4 a
5 individuos por grupo. A Ratones infectados con 10 mil pardsitos. 0] Ratones infectados con 100 mil pardsitos.
A, By C representan 3 experimentos independientes bajo las mismas condiciones.
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 Tabla 2. DATOS DE PARASITEMIA.

Ratones infectados con 100 mil parasitos de la cepa avirulenta.

Dia de aparicién de Dia de maxima Cantidad maxima de Dia de desaparicién de
pardsitos. parasitemia. parasitos. parasitos.
ler Exp. 6 25 1,133,333 S0
2do Exp. 2 28 1,050,000 39
3er Exp. 7 26 1,200,000 41
Promedio. 5x26 263+ 1.5 1,127,777 £ 75,154 43.3+58
Ratones infectados con 10 mil parasitos de la cepa avirulenta.
Dia de aparicién de Dia de maxima Cantidad maxima de Dia de desaparicion de
parasitos. parasitemia, pardsitos. pardsitos.
ler Exp. 10 25 850,000 57
2do Exp. 6 28 950,000 39
3er Exp. 7 26 950,000 37
Promedio. 76 %2 26.3%1.5 916,666 + 57,735 w 44.3 £ 11
Ratones infectados con 100 mil pardsitos de la cepa virulenta.
Dia de aparicién de Dia de maxima Cantidad méxima de Dia de desaparicion de
parasitos. parasitemia, parasitos. parasitos.
ler Exp. 2 24 3,333,333 45
2do Exp. 4 26 4,400,000 47
3er BExp. 4 28 4,450,000 42
Promedio. 3311 % 26£2 4,061,111 * 630,769 & 44.6 £ 2.5
Ratones infectados con 10 mil parasitos de la cepa virulenta.
Dfa de aparidén de Dia de maxima Cantidad maxima de Dia de desaparicién de
pardsitos. parasitemila, pardsitos. parasitos.
ler Exp. 7 35 2,666,666 52
2do Exp. 8 29 2,866,666 43
3er Exp. 7 28 2,750,000 192
Promedio. 7.3205% 30.6+3.7 2,761,110 100,461 & 45.6 £ 5.5

* Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos que presentan el simbolo. P < 0.05

#* Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos que presentan el simbolo. P < 0.05
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Fig. 7. Gréifica de sobrevivenda de ratones infectados con la cepa virulenta y avirulenta. La gréfica
representa 3 experimentos independientes de 6 a 8 ratones por grupo. A Sobrevivenda de ratones infectados
con 10 mil parasitos de la cepa virulenta. [J Sobrevivenda de ratones infectados con 100 mil pardsitos de la
cepa virulenta. Il Sobrevivenda de los ratones infectados con la cepa avirulenta. La sobrevida en todos los
experimentos en donde se infect6 con la cepa avirulenta fue del 100%. X Grupo control sin infectar.
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V. 4 PROLIFERACIéN DE CELULAS DE BAZO EN RATONES INFECTADOS.
Se determiné fa mpaddad de proliferacién de las poblaciones de esplenocitos de los grupos de ratones
lnfectados “analizando la incorporacién de timidina *H en el nideo de las células que se dividieron. Se

‘ obtuvleron las cuentas por minuto (c.p.m.) totales debidas a la incorporadén de esta timidina a las células de
bazo de los ratones infectados con 10 mil y 100 mil parasitos de ambas cepas, durante las fases aguda y crénica
de la infecdién. Las células se estimularon con antigeno, ei cual consistia en un extracto total de epimastigotes
de cada cepa a una concentradién de 20pg por ml y con el mitégeno concanavalina A con una concentracion de
1pg por ml, se realizaron un total de 3 experimentos. Las oélulas de bazo en los ratones control y las células de
los grupos infectados con 10 mil y 100 mil pardsitos con ambas cepas que no recibieron estimulo, presentaron
cuentas basales muy bajas.

Al estimular con antigeno durante la fase aguda de la infecdén se observaron diferencias entre los
grupos infectados con ambas cepas en donde las células de los grupos infectados con la cepa avirulenta
proliferaron mas que los grupos infectados con la cepa virulenta, (tabla 3 y 4). Durante la fase crénica de la
infeccidn, la cual fue alcanzada solamente por los grupos infectados con ambos indculos de la cepa avirulenta, la
estimulacién con el antigeno no presento diferencias con respecto a los grupos control sin infectar (tabla 5).

En contraste, cuando se estimuld usando concanavalina A las células de los grupos infectados con ambos
indculos y con ambas cepas tanto en la fase aguda como en la crénica proliferaron de forma similar o menor
que las células de los ratones control sin infectar (tabla 3, 4 y 5).

v.5. INDICES DE ESTIMULACION.

En la tabla 6, se muestran los indices de estimuladén promedio obtenidos de los experimentos
mencionados anteriormente y anotados en las tablas 3, 4 y 5. Los indices de estimuladén se obtuvieron
dividiendo 1as cuentas por minuto de fos grupos experimentales entre las cuentas obtenidas dei grupo control
(Pinge-Filho et al., 1999). En ia figura 8, se observa que durante la fase aguda de la infecd6n al estimular con
antigeno de epimastigotes los grupos infectados con ambas ocepas y con ambos indculos presentaron fndices de
estimuladén significativamente mayores con respecto a los de las células del grupo control sin infectar, también
se observd que las células de los grupos infectados con la cepa avirulenta proliferaron de manera
significativamente mayor que las células de los grupos infectados con la cepa virulenta, ésto solamente en el
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grupo infectado con 100 mil pardsitos. Sin embargo, durante la fase crénica la cual fue alcanzada solamente por
los grupos Infectados con ambos inéculos de la cepa avirulenta, se observé que los Indices de estimulacién al
utilizar antigeno ya no presentaron diferendas significativas con respecto al grupo contro! sin infectar,

Al utilizar concanavalina A los Indices de estimulacién de las células de los grupos infectados con ambas
cepas y con ambos indculos resultaron ser iguales 0 menores que los de los grupos control sin infectar tanto en
la fase aguda como en la crénica, resultados que sugieren una inmunosupresion en los ratones infectados
(Figura 9).

V.6. PORCENTAJES DE CELULAS CD4* Y CD8"*.

Conodendo que las células CD4* y CD8* presentan un papel muy importante en la regulacion de la
infeccién con 7. cuzi/y que la cantidad de estos tipos celulares puede verse modificado dependiendo de la cepa
infectante alterando el curso de la infeadén, se decidi6 determinar el porcentaje de estas pobladones mediante
citometria de flujo. La determinacidn fue a partir de células totales de bazo ya que en el bazo existe una gran
cantidad de linfocitos y éste es uno de los érganos partidpantes en la regulacion de la respuesta inmune. Las
figuras 10 y 11, muestran las graficas de experimentos representativos analizados por citometria de flujo en
donde se determiné el porcentaje de células CD4* y CD8* presentes en ratones Infectados con la cepa
avirulenta y virulenta respectivamente obtenidos durante la fase aguda y cronica de la infeccién con ambos
indculos, los porcentajes de todos ios experimentos se pueden ver en el apéndice V.

Durante la fase aguda se observd que los ratones infectados con la cepa avirulenta presentaron un
porcentaje de linfoditos CD8* ligeramente mayor con respecto al control, solamente cuando se utilizaron 100 mil
parasitos, mientras que los ratones infectados con la cepa virulenta no presentaron diferencias con los ratones
control sin infectar. Por otro lado el porcentaje de linfocitos CD4* en los ratones infectados con ambas cepas
presentd una disminudién significativa en esta fase.

En la fase ardnica alcanzada solamente por los ratones Infectados con la cepa avirulenta se observé que
los linfocitos CDB* se incrementaron de manera significativa, mientras que el porcentaje de linfocitos CD4*

recuperé sus valores normales, esto con ambos indculos (tabla 7).
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V.7. PORCENTAJES DE CELULAS NK DURANTE LA FASE AGUDA.

Se :réallzd una dnétlm cuantificando células NK durante la infeccién con T. cruzi analizando los
poroentajs de estas durante los dias 0, 1, 3, 5, 7, 9y 11 p.i. La tabla 8 muestra el incremento o decremento
con respecto al control de células NK, cada punto es el promedio de los pooles de céiulas de bazo de 3 6 4
ratones, en 3 experimentos independientes. La tendenda de incremento o decremento se obtuvo dividiendo el
porcentaje de células NK de los ratones infectados con 100 mil tripomastigotes de ambas cepas y dividiendo
éste entre el porcentaje de células NK de! grupo control.

Se encontrd para ambas cepas un incremento en el dia 5 p.i,, el cual presentd diferendas significativas
con respecto al grupo control, aunque no hubo diferendas entre los ratones infectados con ambas cepas,
ademds en el dia 9 p.l. se observd otro incremento en el porcentaje de células NK de los ratones infectados con
la cepa virulenta el cual resulté significativo con respecto al grupo de ratones control, este comportamiento no
fue observado en los ratones infectados con la cepa avirulenta, que después del dia 5 p.i. mantuvieron

porcentajes muy cercanos al de los ratones contro! (Figura 12).
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' Tabla 3. PROLIFERACION DE CELULAS DE BAZO CEPA AVIRULENTA. Fase Aguda.

1ER. EXP. 20 bias P.I.

INFECT. 10 MIL.

INFECT. 100 MIL.

S

Sin estimulo, 109 + 43 105 + 28
! oo : 0.7) 0.7
Estimulo con 20pg/ml de Ag Epis. - 1,647 £933 3,111+ 3,114
T T o (2.5) 4.7
~Estimulo con 1ug ConA. - 70,581 49,629 | 70,256 = 44,010
P ‘ , ©0.7) 07
o, 2D0. EXP. 20 Dfas P.I. INFECT. 10MIL. | INFECT. 100 MIL.
Sin estimulo, 240+ 83 280+ 114 226 + 86
‘ (1) (1.1 0.9)
Estimulo con 20ug/ml de Ag Epis. 15,695+ 1,932 2,566 2,232 3,566 + 950
. R ) (0.5) (0.6)
Estimulo con 1pg ConA. <. . 228,060+ 160,838 .| 155,697 +126,870 | 239,069 + 76,229
ke R e -(0.7) (¢))

"3ER. BXP. 20 Dias P.X.

INFECT. 10 MIL.

INFECT. 100 MIL.

10821

+.169 £ 36

Sin estimulo, 202 £ 113
R ¢y (1.5) 1.87)
Estimulo con 20pg/ml de Ag Epis 817+ 712 2,73111842 4,436 £ 5117
A (1) (3.3) (5.4)
Estimulo con 1ug ConA 52,642 + 33,904 38,110 + 27,700 30,690 + 10,805
(¢)) ©7n (0.6)

* c.p.m. estadisticamente significativas con respecto al control. P < 0.05

Los valores representan las cuentas por minuto (c.p.m.) correspondientes al promedio de triplicados +
su desviadén estdndar. Los valores entre paréntesis corresponden al indice de estimulacion.
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- . Tabla 4. PROLIFERACION DE CELU

0 CEPA VIRULENTA. Fase Aguda.

INFECT. 10 MIL.

INFECT.100 MIL.

213 53 298 152
o) .5) @
Y 2580 £1200 | 1678% £299
w (@5) .6)
0358928091 | 92082250811 | 39341 £9906
. m ©8) ©4)
2D0 EXP. 15 Dias P.I.

INFECT. 10 MIL.

INFECT.100 MIL.

Sin estimulo 11314 209 + 39 177 + 44
: Lyt (1.8) (15)
" Estimulo con 20pg/ml de Ag Epis 1040 +1,408 3188 £ 2,472 2,664 £ 1,804
S ey @) @5)
Estimulo con 1ug de ConA 78,125+ 74576 |B67,800% £85876 | 50520% 9,082
LW wn ©6)
3ER. EXP. 15 Dias P.I. ‘

INFECT. 10 MIL.

INFECT.100 MIL.

Sin estimulo 205 + 41 872 + 445
(0.9) “
Estimulo con 20pg/m! de Ag Epis 1,213 + 1,124 3931w +2.343
1) (3.6)
Estimulo con 1ug de ConA v102,424 + 123675 102,559 + 124351 74,429 + 37,535
6)) 1) .7

Los valores representan las cuentas por minuto (c.p.m.) correspondientes al promedio de triplicados +

su desviad6n estdndar. Los valores entre paréntesis corresponden al indice de estimuladén.

* c.p.m. estadisticamente significativas con respecto al control. P < 0.05
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Tabla 5. PROLIFERACION DE CELULAS DE BAZO CEPA AVIRULENTA. Fase Crénica.

1ER EXP. 98 Dias P.I.

- coNTROL

INFECT. 10 MIL.

INFECT. 100 MIL.

114+ 35

Sin estimulo. ; 226 + 102 106 + 41
(1) 1.9) (0.9)
Estimulo con 20pg/ml Ag de Ep 1,188 + 467 1,534 + 686 439% + 124
o RO N (1.2) (0.4)
Estimulo con l!xg/ml_ de ConA 41,5é1 + 38,434 206,181% + 25,153 149,091 + 91,681
B (¢V] (0.8) (0.6)
‘. 2DO EXP. 98 Dias P. CONTROL INFECT. 10 MIL. |[INFECT. 100 MIL,
125 +27 150 +14 95 +28
e (6)] (1.2) (0.8)
Estfmulo con 20ug/ml de Ag Epis 462 + 209 300 £57 429 218
L FES 1) (0.6) (0.9)
e Eéﬁmulo con 1ug/ml  de ConA 2134,190 + 118,886 - 70,250 + 23,109 83,663 + 28,443
L : : 0.5) (0.6)

3ER. EXP. 98 Dias |

- XINFECT. 10 MIL.

INFECY. 100 MIL.

Sinestfmulo. ...

115+ 16 115+9
: Sy 1.2) 1.2)
Estimulo con 20ug/ml de Ag Epis 159 & 85 290 + 102 319+ 88
(O] a1.8) (&3]
Estimulo con 1ug/ml de ConA 28,636 + 24,078 37,236 £9923 18,962% +4434
(1) (1.3) (0.6)

Los valores representan las cuentas por minuto (c.p.m.) correspondientes al promedio de triplicados +

su desviacién estandar. Los valores entre paréntesis corresponden al indice de estimuladion.

* ¢ p.m. estadisticamente significativas con respecto al control. P < 0.05
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Tabla 6: inmces DE ESTIMULACION PROMEDIO. -

"RATONES INFECTADOS CON LA CEPA AVIRULENTA (FASE AGUDA).
CONTROL : INFECT IOMIL. INFECT. 100MIL.
EsﬂmgloconZOpg/Agdz 1£0 - : 29:!:05& ‘ 5+04 &%
, e coNTRGL | 3 TL | INFECT. 100MIL.
; Esﬂrﬁulo con 1ug de ConA. 1+0 : ‘ ] 0 .7+ 0.07
RATONES INFECTADOS C.Q_N LA CEPA VIRUL FASE AGUDA)
CONTﬁOL‘ : V INFECT. 100MIL.
Estimulo con.ZOpg/Ag de 1+ 0‘ - 25+1 wk
R CONTROL INFECT. 100MIL,
Estimulo con 1ug de ConA. 1z 0 ’ : o 4:‘1:0 1 13101
RATONES INFECT ADOS CON LA CEPA AVIRULENTA (FASE CRONICA).
i CONTROL INFECT. 10MIL. INFECT. 100MIL.
. E;?fmulo con 20pg/Ag de 1 + 0 — 12106 1108
B CONTROL INFECT. 10MIL. INFECT. 100MIL.
Estimulo con 1y de ConA. 1+0 086+04 06+0

fndices de estimulacién de células de bazo de ratones infectados con ambas cepas (promedio de 3
experimentos Independientes + su desviadén estandar).
* Diferendas estadisticamente significativas con respecto al control. P < 0.05

+ Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos que presentan el simbolo. P < 0.05
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Fig. 8. indices de estimulacién de células de bazo de ratones infectados ocon la cepa virulenta y la
avirulenta estimuladas con 20 pg por mi de antigeno de! pardsito (promedio de 3 experimentos independientes).
Barras negras con puntos daros ratones control sin infectar. Barras blancas con puntos negros ratones
infectados con la cepa avirulenta. Barras con diagonales ratones infectados con la cepa virulenta. A) Grupos de
ratones Infectados con 10 mil parasitos. B) Grupos de ratones infectados con 100 mil pardsitos.

# Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. P < 0.05

* Diferendias estadisticamente significativas entre los grupos que presentan el simbolo. P < 0.05

@ Diferendias estadisticamente significativas entre los grupos que presentan el simbolo. P < 0.05
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Fig. 9. indices de estimulacién de células de bazo de ratones infectados con la cepa virulenta y la
avirulenta estimuladas con 1 pg por ml de concanavalina A; (promedio de 3 experimentos independientes).
Barras negras con puntos daros ratones control sin Infectar. Barras blancas con puntos negros ratones
infectados con la cepa avirulenta, Barras con diagonales ratones infectados con la cepa virulenta. A) Grupos de
ratones Infectados con 10 mil parsitos. B) Grupos de ratones infectados con 100 mil pardsitos.
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Fig. 10. Porcentajes de células CD4* y CD8* presentes en bazo. Experimento representativo analizado

mediante dtometria de flujo. A) Representa el porcentaje de células diferentes a linfocitos CD4* y CD8* de un pool de

células de bazo de 3 ratones, marcadas con un control de isotipo. B) Representa el porcentaje de células CD4* y CD8*

de un pool de células de bazo de 3 ratones controles sin infectar. C) Corresponde a la fase aguda de la Infeccién y

representa el porcentaje de células CD4* y CD8* de un pool de células de bazo de 3 ratones infectados con 10 mil

pardsitos de la cepa avirulenta. D) Corresponde a la fase aguda de la Infeccién y representa el porcentaje de células

CD4* y CD8* de un pool de células de bazo de 3 ratones infectado con 100 mil pardsitos de la cepa avirulenta. E) y F)

Corresponden a la fase crénica de la infeccidn y representan el porcentaje de células CD4" y CD8* de un pool de

células de bazo de 3 ratones Infectados con 10 y 100 mil parasitos respectivamente de la cepa avirulenta.

* Diferendas estadisticamente significativas con respecto al control. P < 0.05
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Fig. 11. Porcentajes de células CD4* y CDB* presentes en bazo. Experimento representativo analizado
mediante citometria de flujo. A) Representa el porcentaje de células diferentes a linfocitos CD4* y CD8* de un pool de
células de bazo de 3 ratones, marcadas con el contro} de isotipo. B) Representa el porcentaje de células CD4* y CD8*
de un pool de células de bazo de 3 ratones controles sin Infectar. C) Comesponde a la fase aguda de la infeccién y
representa el porcentaje de células CD4* y CD8" de un pool de células de bazo de 3 ratones Infectados con 10 mil
parasitos de la cepa virulenta. D) Corresponde a la fase aguda de la Infeccién y representa el porcentaje de células
CD4* y CD8* de un pool de células de bazo de 3 ratones Infectados con 100 mil parasitos de la cepa virulenta.

* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. P < 0.05

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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AT . = A VIRULENTA AGUDA .
LINFQCIT 0S CONTROLES. S INFECT . 10 MIL INFECT. 100 MIL.
% CD8* 105+ 4.6 117+ 43 — 106
% CD4* 24+33 17+33 * 14+25 »
s AVIRULENTA CRONICA. R
LINFOCIT 95 CONTROLES. INFECT. 10 MIL INFECT, 100MIL.
9.9+ 41 232+78 * 18+ 87 - - .
258+8 30.3+ 116 253+74
La tabla representa el promedio de 3 experimentos diferentes bajo las mismas condiciones,

* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control del mismo grupo. P < 0.05
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Tabla 8. CELULAS NK DE BAZO DE RATONES INFECTADOS CON 7. izl -~

Experlmentol
Dias Postinfeccion, | 0 T E 5. |1
Cepa avirulenta. 1 1.04 0.65 7 : 145 098 anns 106 '
Cepa virulenta. 1 1.74 0.51 ‘ - 7

Dias Postinfeccién. | 0 1

Cepa avirulenta. 1 0.59

Cepa virulenta. 1 0.69-

Dias Postinfeccién. | O 1 i ’ : 11
Cepa avirulenta. 1 1.07 2.03 . 1.69 128 1.‘11 1.23
Cepa virulenta. 1 1.48 2.01 1.51 1.61 1.66 0.87

Cada valor representa el incremento o disminucidn con respecto al control en el porcentaje de células

NK de un poo! de células de bazo de 3 ratones.
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Fig. 12. Porcentajes de células NK presentes en bazo. Indices de incremento de los grupos
experimentales con respecto al grupo control. Los indices de incremento se calcularon con la misma formula que
los indices de estimulacién. Cada punto corresponde al promedio de 3 experimentos. B Pools de células de bazo
de 3 ratones infectados con 100 mil tripomastigotes de la cepa avirulenta. (J Pools de células de bazo de 3
ratones infectados con 100 mil tripomastigotes de la cepa virulenta.

* Diferendas significativas con respecto al grupo control sin infectar. P < 0.05

* Diferendas significativas entre los grupos que presentan el simbolo. P < 0.05

El grupo control equivale a 1.
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VI. DISCUSION.

VI.1, VIRULENCIA.

Al estudiar los aspectos biolégicos, bioquimicos y moleculares se han encontrado grandes diferendias en
el comportamiento de las cepas de 7. cuzitanto in vitro como in vivo y se han descrito posibles implicadiones
del vector en la modulacién de la virulenda de las cepas cuando estas circulan en los insectos (Lammel et al.,
1985). La variabilldad en su comportamiento biolégico y la heterogeneidad que presentan en su caracterizacién
bioquimica y molecular han impedido establecer pardmetros adecuados para su clasificacién y taxonomia, asi
como para poder determinar el comportamiento de las cepas en el hospedero, lo que ha hecho que su
caracterizacién sea una condicion necesaria para su estudio y control (Guzmdan-Marin et al., 1999). Resulta de
gran importancia el conocer la respuesta Inmune celular que prevalece en la infeccién con cepas Mexicanas de
T. auzl, las cuales pertenecen al genotipo I (Lopez-Olmos et al., 1998; Bosseno et al., 2002) dado que se sabe
que aunque las cepas sean del mismo genotipo, pueden diferir enormemente en sus caracteristicas biokigicas
(Espinoza et al., 1998; Lopez-Olmos et al., 1998). Las cepas utilizadas en este estudio presentan diferencias
como el tropismo y su origen ya que una se ais!é de un caso humano crénico y la otra se aislé del vector, y
sabiendo que ambas pertenecen al genotipo 1, es importante su estudio ya que su comportamiento biolégico
difiere.

VI.2. SINTOMAS FiSICOS.

A simple vista se observo que los ratones infectados con ambos indculos de la cepa avirulenta no
presentaron sintomas fisicos diferentes a los de ratones control sin infectar, sin embargo, los ratones infectados
con la cepa virulenta presentaron un notable erizamiento de pelo a los pocos dias después de la infeacién, asf
como pardlisis de los miembros pélvicos antes de morir. La susceptibilidad del hospedero juega un papel muy
importante ya que los ratones Balb/c han demostrado ser relativamente susceptibles al parasito (Chen et al.,
2001).

Un aspecto que es de gran importancia para poder correladonar la virulenda de ambas cepas es el
tropismo que estas cepas presentan, por ejemplo, se sabe que la cepa avirulenta presenta un tropismo a
diferentes érganos, aunque, en ratones BALB/c el tropismo es preferendial hada misculo esquelético (Montedn
et al,, 1996), mientras que la cepa virulenta se ha reportado que es cardiaca (Femdndez-Presas et al., 2001), lo
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cual es de gran importancia para la virulenda, ya que procesos de invasién e inflamacién son mucho mas graves
en érganos como bazo o musculo cardiaco que en misculo esquelético (Salazar-Schettino et al., 1987).

La esplenomegalia que se presentd en los ratones infectados con 7. auzi resulté muy evidente y es
indicativa de un proceso inflamatorio importante ya que se ha propuesto que el incremento en el tamaiio del
bazo, es consecuencia tanto de los procesos de reaccién inflamatoria, producdos por el incremento en el
ntimero de células proinflamatorias principalmente neutrdfilos y monocitos (Chen et al., 2001; Abbas y Lichtman,
2001), eosindfilos (Roitt et al., 1989) asi come linfocitos CD4*, CD8* y células B las cuales son necesarias para
mantener una respuesta inmune efectiva contra el pardsito (Sun y Tarleton, 1993). Se observé que los ratones
infectados con la cepa virulenta presentaron una esplenomegalia significativamente mayor que los ratones
infectados con la cepa avirulenta Fig. 4.

VI.3. PARASITEMIA.

La parasitemia mostré grandes diferendas entre los grupos infectados con estas cepas, observandose
que la tendencia en los grupos infectados con [a cepa virulenta fue la de presentar pardsitos en circulacién
significativamente mas rapido cuando el inéculo fue mayor, mientras que la apariddn de parasitos en circulacidn
en ios grupos infectados con la cepa avirulenta no presentd diferendias significativas entre in6culos (10 mil y
100mil pardsitos).

La cantidad méxima de parasitos fue significativamente mayor en los grupos Infectados con la cepa
virulenta, lo cual indica que la infectividad en las células blanco debe ser mayor con esta cepa, y esto concuerda
con otros resultados /7 vitro obtenidos en el laboratorio, donde la cepa virulenta invade lineas celulares mucho
mas rapido y presenta mas cantidad de amastigotes por célula que la cepa avirulenta, lo cual podria ocasionar
que los pardasitos de fa cepa virulenta se establezcan en 6rganos blanco con mayor rapidez y en mucho mayor
nimero que los parasitos de la cepa avirulenta, esto concuerda con otros estudios en donde se ha analizado la
virulenda de distintas cepas mexicanas de 7. guz/ y se determind que las mds virulentas son las que se
establecen de forma mds abundante y més rdpida en 6rganos blanco importantes (Salazar-Schettino et al.,
1987).
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V1.4, SOBREVIVENCIA.

La sobfe\}lvenda de los grupos infectados con la cepa avirulenta en todos los experimentos con ambos
indculos fue del 100 %, sin embargo, ninguno de los grupos infectados con la cepa virulenta pudo alcanzar la
fase crénica de la infeccién ya que en estos se presentd un 100 % de mortalidad. Por trabajos realizados en el
laboratorio se ha observado que la cepa virulenta presenta una mayor m.paddad para invadir lineas celulares
que la cepa avirulenta, esta habilidad puede ser un paso critico en el establecimiento de la infeccién y en el
curso de ésta, Ademds la invasién de células por parte de los tripomastigotes metacidicos se ha sugerido que
puede estar determinada por la expresién de algunas glicoproteinas de superficie, como la glicoprotefna gp90
que se expresa diferendalmente dependiendo de la cepa de 7. auz/ y la habilidad del pardsito para invadir
células blanco estd inversamente correlacdonado con la expresidn de esta proteina. La gp90 se une a un receptor
en las células del hospedero que puede mediar la activadién de la sefializaddn del flujo de caldo, el cual se
requiere para que 7. aquz/ penetre a los diferentes tipos celulares y se ha observado que {a inhibicién en la
sintesis de gp90 del pardsito afecta la capacidad de ias formas metacidicas para penetrar a las células (Malaga y
Yoshida, 2001). Por otra parte la glicoproteina gp82 también induce significativamente la movilizadén de caldo
por lo que al igual que la gp90 se encuentra reladonada con la invasividad del pardsito a las células (Ruiz et al.,
1998). Por lo tanto proteinas como estas que se expresan diferendalmente en cada cepa de 7. guz/ podran
estar ejerciendo un papel importante en la potendialidad la invasion del pardsito y por consiguiente afectar la
habilidad del huésped para controlar la parasitemia, la sobrevida y la activadén de dertos tipos celulares en los
hospederos expuestos a estas cepas. En nuestro caso seria de Interés evaluar la presenda de estas proteinas en
las cepas estudiadas.

VI5. PROLIFERACION DE CELULAS DE BAZO.

Se observé durante la fase aguda que cuando se estimulé con antigeno de epimastigotes las células de
bazo de los ratones infectados con ambos inGculos tanto de la cepa avirulenta como de la cepa virulenta
presentaron un indice de estimuladoén significativamente mayor con respecto a los grupos control sin infectar, y
este incremento fue mayor en el grupo infectado con la cepa avirulenta.

Con estos resuitados se demostrd que durante 1a fase aguda se llevd a cabo una respuesta proliferativa
en los grupos infectados con ambas cepas, 13 cual fue mayor en fas células de bazo que procedian de los

52



ratones infectados con la cepa avirulenta, diferencia que resulta favorable en la sobrevivencia de estos ratones,
ya que si se produce mayor cantidad de linfocitos estos pueden controlar de una mejor manera fa multiplicacién
del pardsito (Tarleton et al., 1994), y con esto atenuar la presencia de los sintomas fisicos, aumentando la
sobrevivenda de los ratones. En la fase crénica, la cual fue alcanzada solamente por los ratones infectados con
la cepa avirulenta, la proliferacién de células de bazo no presenté diferencias significativas con respecto a los
grupos control sin infectar, lo cual podria explicarse por la ausencia del parasito en circulacién, otras causas que
explican esta situacién han sido reportadas por varios autores. De acuerdo a Montedn et al., 1996, hay una
escasa presencia en los tejidos de ratones BALB/c por lo cual se sugiere que 1a produccién de linfodtos es baja
en esta fase, ademds, otros tipos celulares podrian estar ejerciendo un papel importante durante este periodo,
como por ejemplo células plasméticas que se ha reportado producen una alta cantidad de inmunogiobulinas de
diferente dase (Caballero, 1996) y también se ha desarito que para ratones Baib/c infectados con la cepa
Tulahuen, tipos celulares como neutrdfilos y macrdfagos presentan un rol importante en el control de 7. gwzien
esta fase (Caulada-Benedetti et al., 1998; Rodrigues et al., 2000; Chen et al., 2001) por tanto, seria de gran
utilidad determinar el papel de estas células durante la infeccién con las cepas utilizadas en este estudio, cabe
mendionar que estos resultados difieren de otros trabajos en donde se ha reportado que en la infeadon
experimental con la cepa sudamericana Y de 7. cuzj, existe una inmunosupresion en la estimulacién de
linfodtos T empleando antigeno de la fase de tripomastigotes (Pinge-Fitho et al. 1999). Mientras que los
resultados de este trabajo se obtuvieron utilizando antigenos de epimastigotes, aunque en primera instancia se
intentd estimular a las células de bazo de los ratones infectados con antigeno de tripomastigotes, lo cual no se
consiguié ya que el antigeno obtenido en el laboratorio nunca se purificd totalmente con la fase infectiva del
pardsito, por lo que siempre se mantuvo contaminado con algun porcentaje de células Vero las cuales sirvieron
para mantener el cultivo de tripomastigotes y se observé que las células Vero (Células de rifion de mono verde
africano) son muy eficientes en estimular y hacer proliferar a células de bazo (Datos no mostrados). Por lo cual,
no se pudo determinar si la estimuladién observada con este antigeno se debid a antigenos del parésito o de las
células Vero. Seria de gran utilidad poder obtener antigenos puros del pardsito en su fase de tripomastigote y
repetir los experimentos, ya que esto aportaria resultados mucho mds cercanos a los que pasan en una

infecdién natural.
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Tanto en la fase aguda como en la crénica cuando se utilizéd concanavalina A para estimular a las
células, se observd que los indices de estimulacién de los grupos experimentales, no presentaron diferencias
significativas con respecto a los grupos ocontrol sin infectar e Incluso en algunos casos se observd una
Inmunosupresién en la produccidn de linfocitos, esto podria ser debido principalmente a que la concanavalina A
es un estimulante no especifico por lo cual estimuld donas de linfocitos en general de los ratones infectados,
como células no activadas procedentes de los ratones control sin infectar.

VI.6. CITOMETRIA DE FLUJO PARA DETERMINAR LINFOCITOS CD4* CD8*,

La citometria de flujo demostrd que las pobladones de linfodtos CD4* y CD8* de los ratones infectados
tanto con la cepa virulenta como con la virulenta sufrieron variaciones importantes. Durante [a fase aguda en los
ratones infectados con la cepa virulenta no se presentaron modificaciones en el porcentaje de linfocitos CD8*
con respecto al control, en cambio el porcentaje de linfoditos CD4* disminuyé con respecto al de los ratones
control, estos datos tomados en conjunto indican una falta de estimulacién de células CD8* y una
Inmunosupresién de linfodtos CD4* lo que indica que estos Gltimos no estén siendo generados para proveer una
proteccion importante durante la fase aguda.

En cuanto a los ratones infectados con la cepa avirulenta el porcentaje de linfocitos CD8* presentes
durante la fase aguda mantuvo una tendendia de incremento que se prolongd hasta la fase crénica en donde se
volvié estadisticamente significativa, sin embargo, también durante la fase aguda se observd una reduccidn
significativa de linfocitos CD4", los cuales recuperaron sus niveles normales en la fase crénica. La disminucién
en los porcentajes de linfocitos CD4* ya ha sido reportada durante la infeccién con la dona de 7. gl Dm28c
(Lopes et al., 1995), lo cual resultaria en una mayor susceptibilidad en los ratones. En este trabajo, esta
diferencdia no es tan relevante dado que se presentd con ambas cepas. En éste modelo se observd que el
incremento en linfocitos CD8* es importante ya que intervienen en la reduccién de la parasitemia y la mortalidad
de los ratones por vias como la secredién de ditodnas importantes para {a reguladén de 1a infecdén como INF-y,
TNF-a e IL-10 (Tarleton, 1990; Paiva et al., 1999). Aunque el incremento significativo en el porcentaje de
linfocitos CD8* durante la fase cdnica de la infeadén podria presentar problemas prindpaimente de
autoinmunidad por parte de linfocitos CD8* autoreactivos (Engman y Leon, 2001), esto no se determind en este
trabajo. Ademds serfa de gran importanda poder analizar estos tipos celulares no solamente en e dia 15 para
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los ratones infectados con la cepa virulenta y al dia 21 y 98 para los ratones infectados con la cepa avirulenta,
sino tomar mas puntos, principalmente en los ratones infectados con ia cepa virulenta y que estos puntos estén
mucho mds cercanos a los dias de la muerte para determinar que sucede con estas poblaciones de linfocitos
cuando la muerte de los ratones esta muy préxima. Otro punto que deberia analizarse es determinar si los
linfocitos que se estan produdiendo y que se analizaron son Thl o Th2 especificos resultados que aportarian
mas elementos para evaluar las diferencias presentes en el modelo.

V.7. CITOMETRIA DE FLUJO PARA DETERMINAR CELULAS NK DURANTE LA FASE AGUDA.

El comportamiento de las células NK analizado mediante citometria de flujo durante los primeros dias de
la infecddn 0, 1, 3, 5, 7, 9y 11 indicd que durante ios dias 0, 1y 3, no se presentaron diferencias en los grupos
de ratones Infectados con la cepa avirulenta, la virulenta con el control. Si embargo, en el dia 5 p.i. ios grupos
de ratones infectados con ambas cepas presentaron un inaemento con respecto al control, y el dia 9 se
encontré que el grupo infectado con la cepa virulenta tuvo un incremento significativo con respecto a los grupos
control e infectado con la cepa avirulenta. Puesto que se ha reportado que las células NK son una de las
principales fuentes de INF-y y que estas brindan una proteccién durante las primeras fases de la infecddn con
7. cuz/ (Cardillo et al., 1996; Scharton-Kemnster y Sher, 1997; Raulet et al., 2001), resulta incierto el papel que
estas cdlulas jueguen en los ratones infectados con la cepa virulenta en este trabajo, debido a que las células
NK son las prindpales productoras de INF+y, lo cual podria exacerbar la respuesta inflamatoria en el bazo de
estos ratones, ya que la secrecion de INF-y contribuye a produdr reacdones inflamatorias en los tejidos y
resulta en la exacerbacién de infiltrados inflamatorios, lo que podria explicar la esplenomegalia en el bazo de los
ratones infectados con la cepa virulenta, ademds la activacion de macréfagos por INF-y resuita en la descarga
de productos inflamatorios que aumentan la respuesta inflamatoria en el bazo (Antinez y Cardonl, 2000).
Debido a los resultados obtenidos en este trabajo seria de gran importancia seguir con esta linea de
investigacién, contemplando un mayor nimero de cepas mexicanas de 7. auz/ determinando la participadon y
posibles fundiones de otros tipos celulares no abordados en este trabajo y afiadiendo nuevas variables que

resultarian en una mejor comprensién de la infeccién con 7. anzi.
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VII. CONCLUSIONES.

e Se pudo confirmar sistematicamente el comportamiento de ambas cepas en l.a infecddn a ratones Balb/c y
por lo tanto sabemos que una de las cepas se comporta como avirulenta mientras que la otra cepa es virulenta.

= Se determind la carga parasitaria y se observé que la cepa virulenta induce parasitemias méas altas que la
cepa avirulenta y que la parasitemia en los ratones esta determinada por la cantidad de pardsitos inoculados, més no
asf la mortalidad.

« Durante la fase aguda de la infecdidn los indices de estimuladén obtenidos para las células de bazo de los
ratones infectados con ambas cepas presentaron en general una proliferadén mayor que las células de bazo de los
ratones control sin infectar, proliferadiones que fueron mayores en los grupos infectados con la cepa avirulenta, lo
cual parece ser una ventaja para la sobrevivenda,

e Durante la fase adnica de la infecddn la cual fue alcanzada solamente por los ratones infectados con la
cepa avirulents, los indices de estimuladdn obtenidos de estos ratones presentaron proliferadones similares a la de
los ratones control sin infectar, lo que indica que durante esta fase no se estan produdendo cantidades importantes
de células de bazo debido principaimente a la ausenda del pardsito en la drculadén.

= Los ratones infectados con la cepa virulenta no presentaron modificadones en el porcentaje de linfocitos
CD8*, en cambio el porcentaje de linfodtos CD4* en comparadén fue menor respecto al de los ratones control sin
infectar, por lo que los linfocitos CD8* y CD4* no estdn siendo generados en cantidades importantes como para
brindar una protecddn importante durante la fase aguda.

e En cuanto a los ratones infectados con la cepa avirulenta e porcentaje de linfodtos CD8* mantuvo una
tendenda de incremento desde la fase aguda hasta la fase crénica en donde se volvid estadisticamente significativa,
mientras que se observd una reducdon significativa en el porcentaje de linfodtos CD4* durante la fase aguda, los
cuales recuperaron sus niveles normales en la fase adnica, por lo tanto en este modelo los linfocitos CD8* son muy
importantes en la defensa contra 7. auzl

« El porcentaje de células NK durante los primeros dias de la infeaddn, en los ratones infectados con ambas
cepas se incrementd respecto al control al dia 5 p.i. ademds los ratones infectados con la cepa virulenta presentaron
un incremento significativamente mayor que el control y el grupo infectado con la cepa avirulenta al dia 9 p.i., lo que
podria produdr altos niveles de INFy y mantener una respuesta inflamatoria importante en el bazo de los ratones
Infectados con la cepa virulenta.
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APENDICE 1.

PREPARACION DE MEDIOS. (Carrasco 2000).

MEDIO RPMI 1640.

Disolver un sobre de RPMI de 13.4 grs. en 900mi de H,0 desionizada bidestilada y adicionar 3.7 grs. por
litro de NaCOj; y ajustar el pH entre 7.1 y 7.3 con NaOH o HCl. Después se esteriliza por filtracién al vacio con
membrana de 0.22pm Vadar el medio estéril en botellas de vidro y dejar 48 hrs como prueba de esterilidad a
37° C. Si durante la prueba de esterilidad el medio continua siendo transparente (completamente) y de color
rojo proceder a complementar, agregando lo siguiente:

CANTIDAD PARA 1 LITRO DE MEDIO.

L-glutamina 100 grs. Cat. No. 810-10511M al 1% 10ml.
Aminodcddos no esendales 10mN 100X Cat. No. 11140-019  al 1% 10ml.
Piruvato 100mM Cat. No. S-8636 al 1% 10ml.
Vitaminas 100X Cat. No. 11120-052 al 1% 10ml.
Antibléticos 100X Cat. No. 15240-062 al 1% 10ml.

Volver a filtrar de la misma manera en que se hizo la primera vez, entonces agregar directamente la
cantidad de suero fetal bovino deseada de acuerdo al % que se desee, si es al 5% hay que adicionar
25ml/500ml de suero, si es al 10% agregar el doble. Los aminodcidos, vitaminas y piruvato ya vienen listos para
usar. Para preparar los antibiéticos y L-glutamina seguir los procedimientos abajo descritos.

L-GLUTAMINA.

Para preparar 100m| de L-glutamina pesar 2.92grs y disolver en PBS 1X. Esterilizar con membrana de
0.22um y conservar en tubos de 50 ml o frascos de 150 ml procurando no llenar hasta el tope y congelar si no

se van a usar de inmediato.



MEDIO D-MEM (Gibco).
Disolver un sobre de D-MEM (Gibco Cat. No. 12100-038) aito en glucosa en 900 ml de H,0 desionizada
y destilada y adicionar 3.7 g de NaCO; por litro y ajustar el pH entre 7.1 y 7.3 con NaOH o HCI. Una vez

ajustado el pH aforar a 1 It.

Esterilizar por filtraddn al vacio con membrana de 0.22um Vadar el medio estéril en botellas de vidrio con tapén
de baquelita (estéril y seco), y dejar 2 dias a 37°C como prueba de esterilidad. Si durante ia prueba de
esterilidad el medio continua siendo transparente (completamente) y de color rojo proceder a complementar

como se indicd para RPMI (Carrasco, 2000).
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APENDICE IT1.

PROLIFERACION DE CELULAS DE BAZO.

* Se remueve el bazo de los ratones a utilizar.

* Los bazos se lavan en cajas de petri falcon de 60 x 15 mm con RPMI suplementado con suero fetal
bovino al 10%, NaCO;, glutamina, piruvato, vitaminas, aminodcidos no esendiales y antibicticos (Apéndice I).

* Los bazos se disgregan ocon pinzas quitando la membrana prindpal.

* Posteriormente, se colecta el homogenizado con pipetas tratando de no llevarse los fragmentos
grandes de membranas.

* Las células se colocan en tubos falcon de 15 ml estériles, se deja reposar por 20 min. en hielo para
que las particulas de tejido se depositen, entonces se obtiene el sobrenadante que contienen las células y se
centrifuga a 250 gs durante 10 minutos.

* El sobrepadante se desecha y al paquete celular se le agregan de 2 a 3 mi de solucién de lisis ACK
(ver mas adelante). Se deja actuar durante 3 minutos a 4°C con agitadén suave.

* Posterionmente se agregan 5 voliimenes de RPMI, la muestra se centrifuga durante 10 minutos a 250
gs., y se descarta el sobrenadante.

* El paquete celular se resuspende en 5 ml de RPMI y se cuenta el nuimero de células en hemoditémetro
con diludén de 1:100, posterionmente se ajusta el nimero de células a utilizar y se resuspenden en 100pul.

* Se colocan en placas Costar de 96 pozos de baja evaporadién (Coming Incorporated No. Cat. 3595),
sin utilizar Jos pozos exteriores.

* Se estimula con concanavalina A con una concentracién de 1 ug por mi, también se estimula con un
extracto antigénico total de epimastigotes a una concentradion de 20 ug por mi.

* pPosteriormente, las placas se colocan en incubadora a 37° C. con 5% de CO,y 90% de humedad,
durante 48 horas.

* Después las células se marcan con 1 nCi de timidina *H (NEN™ Life Sdence Products Inc. No. Cat.
NET027E) por pozo, diluida en 9ul de RPMI.
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* Las células se mantienen en incubadora durante 20 horas. Posteriormente las células se cosechan en
membranas de fibra de vidrio para Beta plate-1205 de 102 x 258 mm. (Walllac Oy No. Cat. 719658/411000) con
un cosechador automatico Skatron Instruments, Norway.

* Una vez cosechadas las células las membranas se dejan secar con ayuda de una ldmpara a 40 cm de distancia
por aproximadamente 40 minutos.

* Las membranas se colocan en bolsas para membrana (Wallac Oy No. Cat. 722473) y se les agrega 10
ml. de liquido de centelleo el cual generalmente es benceno (C6H6) o una mezcla de benceno y tolueno
(C6HBCH3).

* Posteriormente las bolsas se sellan por calor con un sellador de bolsas y se colocan en casetes del
Beta-plate y se leen en un detector de centelleo liquido Beta-plate 1205 (Wallac).

* Se obtiene el indice de estimuladdn, el cual se obtiene dividiendo las cuentas por minuto de los
grupos experimentales entre las cuentas por minuto de los grupos control (Coligan et al., 2000).

Preparacién de Buffer de Lisis (ACK).

NH, C 8.29 grs.
KHCO, tg.
Na; EDTA 37.2mg.

Se agregan a los reactivos 800 ml de agua destilada en un matraz aforado de 1 Lt, una vez disueltos se
ajusta el pH a 7.2 con HA 1 Normal y se afora a 1 Lt con agua destilada.

Se pasa a través de un filtro estéril y con membrana de 0.22um y se almacena a temperatura ambiente
(Coligan et al., 2000).
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APENDICE III.

DETERMINACION DE LINFOCITOS CD4+ Y CD8+ POR CITOMETRIA DE FLUJO.

* Se remueve el bazo de los ratones a utilizar.

* | os bazos se lavan en cajas de petri (falcon) de 60 x 15 mm con RPMI suplementado con suero fetal
bovino al 10%, NaC0,, glutamina, piruvato, vitaminas, aminoacidos no esendiales y antibiéticos (Apéndice I).

* Los bazos se disgregan con pinzas quitando la membrana principal.

* posteriormente, se colecta el homogenizado con pipetas tratando de no llevarse los fragmentos
grandes de membranas.

* Las cdluias se oolocan en tubos falcon de 15 mi estériles, se deja reposar por 20 min. en hielo para
que las particulas de tejido se depositen, se obtiene el sobrenadante que contiene las células y se centrifuga a
250 gs durante 10 min.

* El sobrenadante se desecha y al paquete celular se le agregan de 2 a 3 mi de solucdién de lisis (ACK).
Se deja actuar durante 3 min. a 4°C con agitacién suave.

* posteriormente se agregan 5 volimenes de RPMI, la muestra se centrifuga durante 10 min. a 250 gs.,
y se descarta el sobrenadante.

* El paquete celular se resuspende en 5 mi de RPMI y se cuenta el nimero de células en hemoditdmetro
con dilucién de 1:100 posteriormente se ajusta el nimero de células a 1 millén por ml. con medio de cuttivo.

* Se coloca 1ml de la suspensién en tubos odnicos de 15 mi 12x 75, se necesita un tubo por cada
anticuerpo mas el control de isotipo, si se van a marcar simultineamente con 2 o l‘néS anticuerpos utilizar un
tubo por cada combinacién de anticuerpos.

* Centrifugar a 250 gs, usar una pipeta para remover el liquido cuidando de no traerse el pellet, (puede
dejarse un poquito de sobrenadante, para evitar traerse el pellet).

* Posteriormente se agrega al pellet 1ug de los anticuerpos anti-CD8+ y anti-CD4+, se utilizan
anticuerpos anti-CD8+ de ratdn acoplados a ficoeritrina (Pharmmingen No. Cat. 553032) y anti-CD4+ de ratén
acoplados a fluoresceina (Pharmingen No Cat. 553055), asi como sus controles de isotipo anti-IgG2a cadena
cappa acoplado a ficoeritrina y anti-IgG2b cadena cappa acoplado a fluoresceina.

* Mezdar en vortex. Incubar los tubos en hielo por 30 minutos cubriéndolos de la luz.
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* Primér lavado. Agregar 1mi de PBS+azida de sodio y agitar en vortex.

* Centrifugar durante 5 min. a 250 gs y remover el sobrenadante sin llevarse el pellet.

* Segundo lavado. Igual que el primer lavado.

* Centrifugar durante 5 minutos a 250 gs y remover el sobrenadante sin llevarse el pellet.

* Agregar 1ml de paraformaldehido al 0.05% para posteriormente ser analizadas en un citdémetro de
flujo FACScan Beckton and Dickinson, se recomienda analizar inmediatamente, pero el marcaje se mantiene
hasta por 6 dias a 4°C (www.biotech.ufl.edu/~foct/direct.htmi).

CELULAS NK.

El marcaje de células NK se llevé a cabo de la misma forma que para las células CD4 y CD8 descrito
anteriormente, los anticuerpos utilizados fueron anti-LY-49C CD8+ receptor de las células NK (Pharmingen.
Anticuerpo Fluoresceinado anti-ratén LY-49C de 0.2mg No. Cat. 01625B, Isotipo Estdndar Fuoresceinado anti-
IgG2a 0.1 mg. No. Cat. 030252) (Stoneman et al., 1995).
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APENDICE IV.
PORCENTAJE DE LINFOCITOS CD4* Y CD8* EN EL BAZO DE RATONES.

INFECT. 100MIL.

Experimento 1. 21 Dlas p.i. CONTROLES. INFECT. 10MIL

% CcD8* 1181 13.67 1810

% CD4* 28.18 1752 = 19,85 :
Experimento2. 21 Dias p.i. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL.
% CDB* 1192 1003 1542 -

% CD4* 2953 1388 * 1626 *
Experimento 1. 98 Dias p.i, CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL.
% CD8" 12.04 2704 * 11.88

% CD4* 30.25 37.66 2913
Experimento 2, 98 Dias p.i. CONTROLES, INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL.
% CD8* 12,48 2829 * 2799 *

% cD4* 30.57 36.32 3011
Experimento 3. 98 Dias p.i. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL.
% CD8" 5.13 1424 * 1414 *

% CD4* 16.49 16.83 16.79
Experimento 1. 15 Dias p.i. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL.
% Ccb8* 16.8 142 182

% CD4* 19.9 18.12 16.3

Experimento 2, 15 Dias p.i. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL.
% CD8* 10.19 16.37 10.42

% CD4* 2503 20.20 1568 *
Experimento 3. 15 Dias p.i. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL.
% CD8* 9.05 9.6 7.19

% CD4 27.67 1246 * 1331 *
Experimento 4, 15 Dfas p.i. CONTROLES. INFECT. 1I0MIL INFECT. 100MIL.
% CD8* 5.93 6.86 4.19

% cba* 2273 17.07 1068 *

Se analizaron e dia 15 p.i. para los ratones infectados con ia cepa virulenta y el dia 21 y 98 en los

ratones infectados con la cepa avirulenta.

* valor significativo con respecto al control det mismo grupo. ANOVA P < 0.05
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TABLAS DE PARASITEMIAS DE RATONES INFECTADOS CON CEPA AVIRULENTA.

APENDICE V.

X DIA POSTIN. PROMEDIO DE PARASITOS + DS. INFECT/C
07-Feb0 0 £ 100MiL
16MIL

E CONTROL
09-Feb-01 2 E 100MIL
x 10MIL

+ CONTROL
13-Feb-01 6 425 % 320 100MiL
03 10MIL

02 CONTROL
16-Feb 01 10 980 £ 258 100MIC
200 % 122 10MIL

020

20-Feb-01 13 150,325 # 95,350 100MIL
50,375 + 99,750 1OMIL

030 CONTROL
23-Feb01 16 280,000 % 109,544 100MIL
400,000 + 141,421 10MIL

020 CONTROL
27-Feb-01 21 1,133,333 # 115,470 100MIL
800,000 £ 0 10MIL

020 CONTROL
02-Mar-01 25 1,133,333 + 115,470 100MIL
850,000 * 335,232 10MIL

0%0 CONTROL
07-Mar-01 29 1,900,000 + X 100MIL
4,100,000 £ X 10MiL

020 CONTROL
09-Mar-01 31 1,600,000 + X 100MIL
1,600,000 & X 10MIL.

020 CONTROU
13-Mar-01 35 1,600,000 & X 100MIL
1,600,000 & X 10MIL

020 CONTROL.
16-Mar-01 38 400,000 + X 100MIL
600,000 & X 10MIL.

0%0 CONTROL
21-Mar-0t 43 133,333 & 115,470 100MIL
400,000 + 200,000 10MIL

CONTROL
28-Mar-01 50 100MIL
133333 + 115,470 10MIL

CONTROL
04-Abr-01 57 160MIL
10MIL

CONTROL
11-Abr-01 [} 100MIL
10MIL

CONTROL
18-Abr-01 2] 100MIL
10MIL.

CONTROL
25-Abr-01 78 100MIL
16MIL

CONTROL.
02-May-01 85 100MIL
10MIL

CONTROL
09-May-01 92 100MIL.
10M1L.

CONTROL
15-May-01 98 100MIL
10811

E CONTROL

73



200 EXP. FECHA,
29:May-01

DIA POSTINF.

INFECT/C.

PROMEDIO DE PARASITOS + DS.
00

100MIL

00

1OMIL

020

CONTROL

31-May-01

1400 + 289.8

100MIL

0£0

10MIL

00

04-Jun-01

2800 + 189.7

100MIL

1166.6 & 242.2

10MIL

07-Jun-0}

233333.3 * B1649.6

100MIL

1900 + 219

10MIL

00

11-Jun-01

300000 + 109544.5

100MIL

200000 £ 0

10MIL

00

14-Jun-01

600000 + 126491.1

100MIL

433333.3 & 150554.5

10MIL

010

19-Jun-01

21

950000 £ 251661.1

100MIL

800000 + 346410.1

10MIL

020

22-Jun-0t

24

950000 * 191485.4

100MIL

850000 _+ 300000

10MIL

0£0

26-Jun-01

28

1050000 + 100000

100MIL

950000 & 100000

10MIL

020

29-Jun-01

ET)

550000 + 100000

J0OMIL

550000 + 191485.4

10MIL

00

03-Jul-01

400000 + 163299.3

100MIL

400000 + 163299.3

10MIL

06-Jul-01

100MIL.

10MIL

11-Jul-01

100MIL

10MIL

13-3ul-01

10MIL

17-Jul-01

20-Jul-01

10MIL

25-3ui-01

65

100MIL

10MIL.

100MIL

10MIL

100MiL

81

93
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IER EXP, FECHA.

INFECT/C.

PROMEDIO DE PARASITOS & DS.

08-Nov-01

100MIL.

10MIL

CONTROL

12-Nov-01

100MIL

1OMIL

CONTROL

15-Nov-01

W [ [ e | L

1000 + 9.4

100MIL

150 £54.7

1OMIL

00

CONTROL

19-Nov-01

333331.3 + 242212

100MIL.

1583.3 + 263.9

10MIL

00

CONTROL

22-Now-01

1166666.6 + 150554.5

100MIL

633333.3 + 81649.6

10MIL

020

CONTROL

1133333.3 + 206559.1

100MIL

800000 £ 252982.2

10MIL

00

22

1200000 + 219089

100MIL

933333.3 * 163299.3

10MIL

00

CONTROL

03-Dic-01

26

1200000 + 163299.3

100MIL

950000 + 1914854

10MIL

00

06-Dic-01

29

750000 & 191485.4

CONTROL.
100MIL

300000 + 115470

10MIL

010

CONTROL

10-Dic-01

33

250000 + 100000

100MIL

200000 + O

10MIL

(S

CONTROL

14-Dic-01

37

100000 + 115470

100MIL.

10MIL

L aLd

18-Dic-01

41

100MIL

oML

21-Dic-01

100MIL.

10MIL

28-Dic-01

51

100MIL

10MIL

100MIL

10MIL.

11-Ene-02

65

100MIL

10MIL

18-Ene-02

100MIL

10MIL.

25-Ene-02

100MIL

10MIL

01-Ene-01

100MIL.

10MIL.

93

100MIL

TOMIL

100MIL

10MIL

L4l LA L4 LA L3 L

Promedio de por lo menos 3 ratones en cada punto.

X Puntos sin desviadén estédndar por que eran menos de tres individuos.
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TABLAS DE PARASITEMIAS DE RATONES INFECTADOS CON CEPA VIRULENTA,

APENDICE VI.

1ER EXP.FECHA. DIA POSTINF, PROMEDIO_DE PARASITOS * D&. INFECT/C.
24-Abr-01 ] +0 100M1L
20 10MIL
0 £0 CONTROL
26-Abr-01 F] 340 £ 54.97 100MIL,
020 1OMIL
030 CONTROL
30-Abr-01. 7 280000 + 109544.51 100M1L
420 % 109.544 10MIL
040 CONTROL
03-May 01 10 560000 % 167332 100MIL,
540 & 194.93 1OMIL
020 CONTROL
07-ay01 14 1080000  2683728.15 TOOMIL
600000 £163299.31 10MIL
0 20 CONTROL
10:M3y01 17 133333333 +305505.04 100MIL
733333.33 211547005 10MIL
020 CONTROL
14-May-01 21 7300000 % 115470.05 T00MIL
1600000 & 200000 10MIL
0£0 CONTROL
17-May-01 24 3333333.33 * 288675.13 100MIL
233333333 + 288675.13 TOMIL
020 CONTROL
21-May-01 28 2666666.6_* 286675.1 100MIL.
2333333.3 % 288675.1 1OMIL
030 CONTROL
Z4-Pay-01 ETY 7500000 0 T0OMIL.
1833333.3 # 788675.1 10MIL
00 CONTROL
28-May-01 35 2000000 % 0 TO0MIL
2666666.6, + 10406833 10MIL
020 CONTROL
31 May-01 38 600000 £ 0 100M1L
2000000 & 8660254 10MIL
020 CONTROL
04-Jun-01 Y] 2000002 0 100MIL
10333333 + 838649.7 10MIL
[ CONTROL
07-Jun-01 45 [ 100MIL
333333.3 & 416333.2 10MIL,
CONTROL
14-Jun01 52 * 100MIL
* 10MIL
3 CONTROL
19:)un-01 57 E 100MIL,
3 1OMIL
CONTROL

76




200 EXP.FECHA.

Dia posTINF. PROMEDIO DE PARASITOS + DS. INFECT/C.
07-Ene-02 0 Yy 100MIL
Fy 10MIL.
* CONTROL
09-Ene-02 2 + 100MIL.
Y 10MIC
E CONTROL
11-Ene-02 4 1000 * 282.84 100MIL
0£0 10MIL
0x0 CONTROL
15-Ene-02 f) 266666,6 + 103279.5 100MIL,
460 £ 134.1 10MIL
020 CONTROL
18-Ene-02 11 733333.3 * 163299.3 TOOMIL
600000 + 163299.3 10MIL
0x0 CONTROL
22-Ene-02 16 1300000 + 115470.05 100MIL
11333333  305505.04 10MIL
020 CONTROL
25-Ene-02 19 1400000 + 163299.3 160MIL
1100000 + 258198.8 10MIL
00 CONTROL
29-€ne-02 23 3000000 _+ 583784.05 100MiL
1800000 + 200000 10MIL
00 CONTROL
01-Feb-02 26 4400000 & 848528.1 100MIL
2425000 % 1528343.3 10MIL
0x0 CONTROL
04-Feb-02 29 3200000 * 529150.2 100MIL.
28666666 + 503322.2 10MIL
020 CONTROL
11-Feb-01 36 1050000 341565 100MIL
933333.3 + 230940.1 10MIL.
020 CONTROL
14-Feb 01 39 533333.3 % 115470 100MIL.
266666.6 + 115470 10MIL.
020
18-Feb-01 43 200000 + O 200MIL
3 10MIL
F CONTROL
22-Feb-02 A7 4 100MIL.
4 10MIL.
CONTROL
25.Feb-02 S0 100MIL
+ 10MIL
3 CONTROL
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3ER EXP.FECHA.

DIA POSTING,

PROMEDIO DE PARASTTOS : DS, INFECT/C.

02-May-02 1] k3 100MIL
Y 10MIL
Fy CONTROL
03—May—02 1 * 100MIL
2 TOMIL
Y CONTROL
06-May-02 4 950 x 129 100MIL
02 10MIL
02 CONTROL
_ 09-May02 7 450000 + 100000 100MIL
150 & 57.7 10MIL
030 CONTROL
13-May-02 1 800000 _# 163299.3 100MIL
400000 + 163299.3 10MIL
020 CONTROL
16- 2 ia 1050000 2 191485.4 100MIL
900000 115470 10MIL
0:0 CONTROL
21-May-02 19 1350000 * 1914854 100MIL
1050000 & 191485 10MIL
0%0 CONTROL
23-May-02 21 1950000 & 191485.4 100MIL
1500000 + 258198.8 10MIL
0%0 CONTROL
27-May-02 25 3050000 + 151485.4 100MIL
2350000 & 443471.1 10MIL
0%0 CONTROL
30-May-02 28 4450000 & 550757 100MIL
2750000 % 341565 TOMIL
020 CONTROL
04-Jun02 33 2600000 & 539150.2 100MIL
1650000 & 2516611 10MiL.
0+0 CONTROL
06-un02 3S 1400000 & 365148.3 100MIL
800000 + 163299.3 1060L

020
10-1un-02 39 400000 + 200000 100MIL
133333.3 2 115470 10MIL
‘CONTROL
13-Jun02 42 100MIL
10MIL
CONTROL
18-Jun-02 a7 100MIL
Y 10M11.
£ CONTROL
20-3un02 49 F 100MIL.
10MIL
CONTROL
24-un02 s3 100MIL
E 10MIL
£ CONTROR.

Promedio de por lo menos 3 ratones en cada punto.
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