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RESUMEN. 

Trypanosoma avzl es el agente etiológico de la enfermedad de Oiagas, este parásito provoca en el hospedero una 

respuesta Inmune humoral y celular, que está regulada en gran parte por la síntesis diferencial de algunas cltocinas y 

qulmlocinas, las cuales son secretadas por diversos tlpos celulares. El curso de la Infección se encuentra asociado tanto a 

características propias del parásito como del hospedero. En este trabajo se evaluaron algunos aspectos de la respuesta 

Inmune celular en ratones Infectados con 2 cepas mexicanas de T. cruzi que poseen diferente grado de virulencia. Se 

confirmó el comportamiento de ambas cepas durante la Infección en ratones BALB/c. observándose que una de las cepas se 

comporta como avtrulenta mientras que la otra cepa es virulenta. la cepa virulenta produjo paraslternlas más altas que la 

avtrulenta y las parasltemlas en los ratones estuvieron determinadas por la cantidad de parásitos Inoculados, más no la 

sobrevtvencla. Durante la rase aguda de la Infección los índices de estlmuladón obtenidos para las células de bazo de los 

ratones Infectados con ambas cepas presentaron una proliferación 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 protección Importante. Durante la rase crónica de la Infección la cual fue alcanzada solamente por los 

ratones Infectados con la cepa avlrulenta, los índices de estlmulación obtenidos de estos ratones no presentaron diferencias 

con respecto al de los ratones control sin Infectar, lo que Indica que durante esta rase no se están produciendo cantidades 

Importantes de células de bazo. Los ratones Infectados con la cepa virulenta no presentaron modificaciones en el porcentaje 

de linfocitos coa•, en cambio el porcentaje de linfocitos CD4+ disminuyó con respecto al de los ratones control sin Infectar, 

por lo que los linfocitos coa• y CD4+ podrían no haberse generado en cantldades suficientes como para proveer una 

protección durante la rase aguda. En cuanto a los ratones Infectados con la cepa avtrulenta el porcentaje de linfocitos coa• 

mantuvo una tendencia de Incremento desde la rase aguda la cual se prolongó hasta la rase crónica en donde se volvió 

estadísticamente slgnlficatlva, mientras que se observó una reducción slgnlficatlva en el porcentaje de linfocitos CD4+ 

durante la rase aguda, los cuales recuperaron sus niveles normales en la rase aónica, la disminución de linfucltos CD4+ 

podría no afectar a los ratones, debido a que estos están siendo reemplazados por linfucltos coa• que aunque no presentan 

las mismas funciones efectoras, ambos ayudan en el control del parásito. El porcentaje de células NK durante los primeros 

días de la Infección, en los ratones Infectados con ambas cepas se Incrementó con respecto al control al día 5 p.I. además los 

ratones Infectados con la cepa virulenta presentaron un Incremento significativamente mayor que el control y que el grupo 

Infectado con la cepa avtrulenta al día 9 p.I., lo que produciría altos niveles de INF-y y mantener una respuesta lntlamatorla 

Importante en el bazo de los ratones Infectados con la cepa virulenta, lo cual podría resultar en una desventaja para estos 

ratones. 



l. INTRODUCCIÓN. 

I.1 GENERALIDADES DEL PARÁSITO. 

Ttypanosoma auzl es el agente causal de la Tripanosomiasls Americana o enfermedad de Chagas, es un 

protozoario hernoHagelado Intracelular transmitido por varios insectos redúvldos. El parásito presenta un 

complejo ddo de vida dlgenético {con 2 hospederos), que involucra varias fases en mamíferos Incluyendo al 

hombre. La enfermedad es exduslva de Latinoamérica aunque se han presentado varios casos en otras 

reglones, princlpalmente por la migración de Individuos Infectados. Aproximadamente 18 millones de Individuos 

presentan la Infección y 120 millones están en riesgo de infectarse {WHO, 1991). 

I.1.a Taxonomía. {Leedale y Vlckerman, 2000). 

Phylum 

Oase 

Orden 

Suborden 

Familia 

Género 

Subgénero 

Especie 

Euglenozoa Cavaller-Smlth, 1981 

Diplonemea Cavaller-Smith, 1993 

Kinetoplastea Honingberg, 1963 

Trypanosomatina Kent, 1880 

Trypanosomatidae Dufleln, 1901 

Trypanosoma Gruby, 1843 

Schlzotrypanum Chagas, 1909 

Trypanosoma (Schizotrypanum) avz/ Chagas, 1909 
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I.1.b Morfología. 

Trypanosoma avzl presenta tres estadios morfológicos: trlpomastlgote, eplmastlgote y amastlgote. El 

trlpomastlgote es flagelado, alargado con un gran núcleo central, cinetoplasto de gran tamaño y blefaroplasto 

posterior de donde surge un flagelo que contornea una membrana ondulante, que le confiere movimiento, este 

estadio no tiene capacidad de reproducción y es la forma que penetra e Infecta al hos¡x:dero, presenta la 

capacidad para Invadir diferentes tipos celulares. El eplmastlgote es fusiforme, con un flagelo que forma una 

membrana ondulante que nace del blefaroplasto, el cinetoplasto se encuentra cercano a la parte anterior del 

núcieo que se encuentra en posición central, este estadio presenta Ja capacidad de multlpllcarse por fisión 

binaria longitudinal. El amastlgote es de forma redondeada, carece de flagelo y por lo tanto de movimiento; 

tiene un gran núcleo cerca del cual se encuentra el dnetoplasto a manera de disco, tiene capacidad de 

reproducirse mediante fisión binaria simple (Romero, 1993), (Flgura 1). 

·-~----~·-
·~ 

Flg. 1. Mlaototograflas negativas de estadios de Trypanosoma mlZI (Tomado de 

www.klnetoplastlds.c:cm/content/1/1/3). 

-
1 TESIS CON 
1 FALLA DE ORIGEN ,._ -. ____________ ..... 
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I.1.c Odo de Vicia. 

El ddo de vida de T. auzl se desarrolla en organismos diferentes (insecto vector y mamífero 

hospedero), por lo cual se denomina digenétlco. En el vector se encuentran los epimastlgotes y los 

trlpornastlgotes metaádicos y en el hospedero nnamífero se encuentran los arnastlgotes y los trlpomastlgotes 

sanguíneos. Los trlpornastlgotes sanguíneos son ingeridos por el vector al alimentarse de los mamíferos 

infectados, transformándose en formas cortas en el estómago del insecto, de donde migran hada el Intestino 

medio, donde continúan desarrollándose al encontrar un ambiente adecuado para transformarse en 

epimastlgotes que se dividen por fisión binaria simple. Estos llegan a la porción posterior del intestino del vector 

donde evoluáonan a trlpomastlgotes metaádlcos 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 arnastlgotes. En el interior de la célula evoluáonan nuevamente a trlpomastlgotes 

sanguíneos, los cuales se liberan al torrente sanguíneo para poder infectar otras células (Tyler y Engrnan, 2001), 

(Rgura 2). 

Insecto Reduvldo. Eplmastlgota. 

Los trlpomastlgotes se 
Introducen al contacto 

lnf9cclón al con rn.cosas o cuando 

Piel o -~'!llla~llrnen~¡;,¡¡tar¡¡¡¡¡,¡s;;;e;;;·...,'!!"!~~~~~~~~~!"'!'!'~~~~~~~>/L¡.•~lle~I huesped~ se rasca. mucosa. 

Clclo de vicia ele Trypé11'10SCXT18 cruz/, 

Ag. 2. Ocio de vicia de TIJIPi1nosoma avzl (Tomado de WWW;!flTlm.dxu.cam.ac.uk). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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I.2. CARACTERIZACIÓN DE LAS CEPAS DE T. avzl. 

T. avz/ comprende un conjunto de poblaciones de cepas que circulan entre vectores, hombre y 

reservarlos, tanto doméstioos como selvátloos. El parásito presenta una gran variación lntraespecíflca en cuanto 

a diferencias de las formas sanguíneas, virulencia, habilidad para Inducir lesiones, susceptibilidad ante agentes 

qulmioterapéutlcos, constitución antlgénlca y distinta capacidad de Infectar a células hospederas (Brener, 1985). 

El comportamiento del parásito puede estar lnHuldo por el mismo hospedero o por las condiciones del 

ambiente, lo que ha Incrementado la tendencia a realizar una caracterización de las diferentes cepas de T. avzl. 

Así mismo, uno de los problemas planteados consiste en saber si las diferencias que se observan en la 

presentación de los cuadros ciínloos y en la respuesta de los pacientes al tratamiento, se debe a las diferencias 

biológicas de las distintas cepas de T. avzl que prevalecen en cada área geográfica o a las diferencias genéticas 

entre las poblaciones humanas susceptibles (Andrade, 1985). En el primer caso, se ha determinado por vanos 

métodos la marcada heterogeneidad a nivel bioquímico y molecular de las diferentes cepas del parásito, así 

como la variabilidad en su comportamiento biológico (Martinez-Díaz et al., 2001). 

Desde 1950 se han realizado estudios en diferentes cepas del parásito, lo que ha permitido establecer 

que el parásito que proviene de diferentes transmisores, reservarlos y reglones del mismo país, se comportan 

diferente al Infectar experimentalmente a animales de laboratorio. Estas diferencias se manifiestan en Jos niveles 

de parasltemla e Invasión a ciertos órganos, así como a diferencias en las Infecciones que el parásito ocasiona 

tanto en animales como en humanos, causando desde daños leves hasta la muerte. Este romportamlento tan 

variado se ha atribuido a múltiples causas como: factores ambientales, Inmunidad, virulencia, patogenlddad, y 

el paso por diferentes especies de transmisores y hospederos (Blce y Zeledón, 1970; Magalhaes et al., 1996). 

Diversos estudios sugieren que la virulencia de T. avz/ depende del número de trlpomastlgotes Inoculados, sin 

embargo la virulencia también se atribuye a la susceptlbllklad del hospedero ante el parásito y al tropismo del 

mismo (Femández et al., 1996). Se ha observado que diferentes cepas presentan grandes variaciones 

relacionadas con su preferencia por determinado hospedero, su distribución geográfica, su virulencia y su 

tropismo tisular. Desde 1911 se ha reportado la existencia de cepas de T. cruz/ con tropismo a diferentes 

órganos, lo que se ha relacionado con caracterfstlcas flslológlc:as de las formas sanguíneas de diversas cepas 

(Brener, 1985; de Diego et al., 1991). Varios autores han estudiado las cepas provenientes de pacientes 
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chagáslcos crónicos de Brasil que pertenedan a diferentes zlmodemas y esqulzodemos agrupándolas de acuerdo 

a su virulencia (carnelro et al., 1991). 

Otra forma de caracterizar las cepas de T. auzi es por medio de métodos bioquímicos como Ja 

electroforesis de proteínas, que analiza los productos de expresión génica utilizando lsoenzlmas, lo que permite 

agrupar cepas de acuerdo a sus perfiles lsoenzlmátlcos que reciben el nombre de zlmodemas (Miles et al., 

1977). Miles Introdujo la técnica de los perfiles lsoenzlmátlcos en el estudio de T. auz/ Identificando 3 

zlmodemos en cepas de Brasil. El zlmodemo 1 (Zl) es de origen selvático y circula entre trlatomlnos selváticos y 

es lnfectlvo para el hombre; el zimodemo 2 (Z2) es de origen doméstico y comprende cepas aisladas de 

pacientes con enfermedad de Chagas aguda o crónica y de animales domésticos; el zlmodemo 3 (Z3) 

comprende cepas de casos humanos autóctonos de Brasil y comparte el cido selvático, puesto que se ha aislado 

de armadillos y de algunos casos humanos con la forma aguda de Ja enfermedad (Miles et al., 1981). Además 

de los métodos bioquímicos existen otros métodos para determinar marcadores genotípicos de T. auzt, como Jo 

es el análisis del DNA del dnetoplasto con el cual se Identifican poblaciones ele parásitos llamadas 

esqulzodemos. Los métodos moleculares que permiten definir los esqulzodemos son sencillos y rápidos, 

considerados complementarlos del método lsoenzlmátlco para caracterizar cepas y donas de T. auz/alsladas de 

vectores y por hemocultlvo de pacientes con Ja enfermedad ele Cllagas (More! et al., 1980). Se han reportado 

otros trabajos sobre Ja caracterización molecular de T. auz/ donde utilizan Jos espaciadores no transaltos (ITS, 

por sus siglas en Ingles) del RNA rlbosomal y los fragmentos de restrlcdón ele los maxldrculos del DNA de 

dnetoplasto para formar agrupaciones que fllogenétlcamente coincidan, estos fragmentos reciben el nombre de 

klnetodemos (Dletrlch et al., 1990; Zavala-castro et al., 1992). La tipificación genética de T. avzl lnldó con los 

trabajos pioneros de lsoenzlmas realizados por Miles los cuales ayudaron a daslflcar la varlabllldad subespedfica 

de T. auzl. Recientemente se ha detennlnado que las donas de T. auzl se encuentran dlstr1buldas 

naturalmente en dos prlndpales linajes filogenétloos (Brlsse et al., 2000; Souto et al., 1996), estos dos linajes 

fllogenétlcos fueron llamados T. auzll y T. avz/11 por la C0111unklad de Investigadores de este parásito en una 

reunión de Río de Janelro en Abril de 1999. El linaje T. auzlll fue subdividido en agrupaciones más pequeñas. 

Por Jo tanto, se han Identificado recientemente, mediante análisis de lsoenzlmas y de ampllflcacl6n al azar de 
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ADN polimórflco {RAPDs) 6 linajes diferentes de T. avzl De estos 5 pertenedan al linaje T. avzlll, y el sexto lo 

constituye el linaje T. avzl 1, que no ha podido subdividirse {Brlsse et al., 2000). 

1.2.a Cepas Mexicanas de Trypanosoma avzl 

En Sudamérica se han caracterizado diferentes cepas de T. avzl encontrándose diferencias biológicas, 

bioquímicas y moleculares entre éstas, sin embargo, las características biológicas y bioquímicas de las cepas 

mexicanas eran casi desconocidas hasta finales de los 90s. Recientemente se han realizado estudios con cepas 

mexicanas de T. auzl encontrándose gran variabilidad biológica {López-Olmos et al., 1998). Los RAPDs son 

marcadores genéticos muy efectivos que han servido para el análisis de la variabilidad de las poblaciones de 

T. avzl en México (Hernández et al, 2001). En las cepas mexicanas se ha determinado que existe una alta 

diversidad donal 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 mayoría están caracterizados genéticamente. En este ceparlo 

hay cepas que presentan diferente comportamiento biológico, pero específicamente se ha observado que las 

cepas con las que se realizó este estudio manifiestan diferente grado de virulencia siendo una avlrulenta y otra 

muy virulenta (Caballero, 1996). Cabe mencionar que estas cepas de T. auzl fueron aisladas de diferentes 

especies, ya que el aislado avlrulento es de origen humano y se obtuvo de un caso Chagáslco agudo que se 

presentó en el estado de Oaxaca, mientras que la cepa virulenta fue aislada originalmente de las heces de 

Triatoma barberl espécimen del estado de Querétaro. 

1.3. ENFERMEDAD DE CHAGAS. 

La enfermedad de Chagas o Tripanosomlasls Americana constituye un Importante problema de salud 

pública en el continente americano. La seroprevalencia de la Infección con T. avzl se ha mantenido a niveles 

relativamente altos en algunas reglones y se observa un aumento general en el número de los casos reportados 

en los últimos años {WHO, 1997). La gran variabilidad y severidad en los slntDmas de la enfermedad puede ser 

debido a muchos factores entre los cuales se encuentran la cepa del parásito lnfectante {Esplnoza et al., 1998; 

Vago et al., 2000), otro factor es el número de parásitos que Infecta al hospedero, ya que mientras más 

parásitos entren las complicaciones negativas serán mayores {Femández et al., 1996). Un factor más es la 
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propia Inmunidad del hos-pedero, ya que la varlabllldad entre los Individuos juega un papel Importante 

(Tomllnson y Raper, 1998). Además, el aspecto nutrlcional podría también Influir, ya que se ha observado que 

una restricción severa de proteínas o la falta de minerales como hierro Incrementa de manera considerable la 

parasltemla, así como la mortalidad en ratones infectados con T. cruzi. (Pedrosa et al., 1993; Gomes et al., 

1994). En lugares endémicos el aspecto de las relnfecdones constantes es fundamental ya que se ha 

demostrado que ratones que sufren relnfecclones constantes tanto en fase aguda como en fase crónica 

presentan una exacerbación muy marcada de la infección con respecto a ratones infectados y que no fueron 

sometidos a nuevas reinfecdones (Bustamante et al., 2002). 

La Infección ocurre en la mayorla de los casos cuando los trlpomastlgotes que se encuentran en las 

heces de los Insectos vectores, se depositan cerca del sitio de la picadura y el hospedero las lleva a mocosas o 

facilita su Introducción al rascarse, otras vías de Infección menos comunes induyen transfusiones sanguíneas, 

factores congénitos o ingestión de carne o leche de animales infectados. La enfermedad consta de 2 fases: Una 

fase aguda y una fase crónica sintomática o asintomática, así como de un periodo de Incubación en el desarrollo 

de la infección. El periodo de Incubación presenta una duración corta de entre 7 y 10 días después de la entrada 

del parásito en el hospedero lo cual puede provocar un edema en la reglón alrededor de los ojos conocido como 

signo de Romaña. Este signo se presenta si es que, el trlatomino se alimentó cerca de los párpados y la vla de 

entrada del parásito fue en esa zona, pero si lo hizo en cualquier otra parte del cuerpo se le conoce como 

chagorna. Durante este periodo de Incubación los arnastlgotes proliferan en las células para después 

desarrollarse en trlpornastlgotes, los ruales se liberan hada el torrente sanguíneo para propagar la lnfecdón 

(Rassl et al., 2000). 

1.3.a. Fase Aguda. 

En humanos, después de la Infección Inicial y un subsiguiente periodo de Incubación empieza la fase 

aguda la rual tiene una duración aproximada de 2 meses y en ausencia de tratamiento espedficD alguno ésta 

transcurre con una mortalidad del 2 al 8% especialmente entre niños y por lo menos del 5 al 10 % de los 

Individuos Infectados puede presentar dolor musaJlar moderado, algunas veces vómito y diarrea (Coura y 

castro, 2002). Las lesiones en la fase aguda de la Infección son del tipo Inflamatorio, caracterizadas por la 

ruptura de células y la aparición de trlpomastlgotes en dra.iladón, en donde los antígenos y substancias tóxicas 
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se liberan. El parásito tiene predilección por células del sistema retla.lloendotellal, músculo esquelético, músculo 

cardiaco v por células del sistema nervioso central, aunque se puede encontrar en cualquier lugar del organismo 

(Andrade et al., 1992). La primera reacdón contra T. avz/ se da dentro de los primeros 2 días, reacción que es 

producida por células maaófagos que Usan a las células Infectadas v provocan una lnHamadón. En el suero del 

hospedero Infectado se puede detectar la presencia de complejos Inmunes, además se presenta necrosis en el 

sitio de la Inflamación. Por otro lado, la Inflamación severa está acompañada por la presencia de células 

parasltadas o no parasltadas, especialmente en corazón. La agregación de plaquetas, degranuladón de 

eoslnófilos, edema v trombosis han sido también demostrados en esta etapa (Andrade, 1999). 

1.3.b Fase Crónica Asintomática o Fase Indeterminada. 

Esta fase se caracteriza por presentar una serología positiva o un xenodlagnóstlco positivo, aquí los 

parásitos presentan una multlpllcaclón Intracelular lenta dentro de los órganos v tejidos del hospedero. En esta 

fase no se presentan manifestaciones de alteraciones electrocardlográflcas ni radiológicas v se presenta una 

disminución casi total en la slntomatología; en esta fase la Infección permanece latente durante varios años, 

reportándose que en áreas endémicas se manifiesta durante las primeras décadas de la vida, además durante 

esta fase se presenta fuerte evidencia de Inmunidad pero permanece la Infección probablemente debido a que 

algunos parásitos evaden la acción del sistema Inmune. La combinación de la Inmunidad creciente contra el 

parásito v la presencia de supresión Inmunológica específica de la hlpersenslbllldad v reducción de la reacción 

Inflamatoria explica por qué esta fase transcurre como asintomática (Andrade, 1999). 

1.3.c Fase Crónica Sintomática. 

Es la forma más evidente de la enfermedad, por que la persona queda Incapacitada v puede llevarla 

hasta a la muerte. Esta fase sólo la presentan entre el 10 al 20 % de los Individuos Infectados en donde los 

mega síndromes v la cardiopatía chagásica son las patologías más comunes e Importantes de est3 fase. En 

órganos afectados hay disfunción del tejido debido a una hipertrofia de las capas mUSOJlares, también se 

presenta flbrosls la cual trae como consecuencia un engrosamiento de la pared de los 6rganos afectados 

(Dusanlc, 1991). Las manifestaciones de est3 fase pueden aparecer 10 a 30 años después de la fase aguda, 

avanzando progresivamente hasta lograr la total destrucdón del tejido (Klerszenbaum, 1986). En est3 fase se 

presenta daño cardiaco, digestivo o disturbios neurológlms. El daño del tejido cardiaco puede ser producido por 

9 



autolnmunldad atribuida a antígenos del parásito. La presencia de antlgenos reactivos que cruzan entre músculo 

cardiaco y T. auz/ ha sido demostrada, pero la autolnmunldad no explica completamente la enfermedad de 

Chagas. La alta positlvldad del xenodlagnóstlco, del hemocultlvo así oomo del PCR y la reactivación de la 

enfermedad por lnmunosupreslón en esta fase, demuestran la presencia del parásito en los casos crónla>s 

(Coura y Castro, 2002). 

I.3.d Reactivación de la Enfermedad de Chagas. 

La reactivación de la enfermedad de Chagas puede ocurrlr cuando existe una lnmunosupreslón por 

enfermedades severas como leucemia, llnfomas y otras neoplasias o por la Infección con VIH/SIDA y también en 

los casos de transplantes de órganos en donde se administran tratamientos lnmunosupresores. La 

menlngoencefalltls y miocarditis aguda son las manifestaciones más frecuentes (Ferrelra et al., 1997). 

I.3.e Enfermedad de Chagas en México. 

La transmisión del parásito se ha mantenido constante en la mayor parte de América del Sur y también 

sigue siendo endémica en varias reglones de México. La seroprevalencia de la Infección con T. auz/ se ha 

mantenido en niveles relativamente altos en algunas reglones y se observa un aumento general en el número 

de casos reportados a las autoridades de salud en los últimos años (Rangel-Flores et al., 2001). La 

cardlomlopatía chagáslca crónica parece afectar a muchos pacientes con enfermedad cardiaca, pero 

aparentemente muchos casos no se reportan debklo a la ausencia de especificidad del wadro dínlco (Monteón 

et al., 1993). El monitoreo epidemiológico de las poblaciones de vectores y reservolios, así oorno de los casos 

humanos, contribuye a enfocar estudios en las zonas endémicas, pero se requiere de un mayor avance y 

ooordlnadón de estos esfuerzos (Guzrnán-Bracho, 2001). Estudios sobre la biología del parásito coinciden mn 

trabajos previos realizados en otros países que demuestran la gran diversidad de las características del parásito 

y apoyan la necesidad de estudios regionales de esta zoonosis (López Olmos et al., 1998). Se rea>noce que es 

necesario un fuerte apoyo oontlnuo por parte de las autoridades de salud y académkXls para enriquecer el 

conocimiento sobre la enfermedad de Chagas en México y desarrollar programas eflc:aa!S de control (Dumontell, 

1999). 
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I.4. MODELO MURINO DE INFECOÓN CON T. auzl. 

La Infección de ratones con T. auzl ha ronstltuldo 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 Infección en el hombre (Mortattl et al., 1992). Se ha observado que los ratones ron 

fondos genéticos distintos responden de diferente forma ante aislados ron diferentes características. Además, el 

curso de la Infección tanto en el hombre como en el ratón presenta grandes similitudes como la presencia de 

una rase aguda y una crónica bien caracterizada. Y aunque existen muchas dificultades en correlacionar la forma 

crónica de la enfermedad en ratón y en humanos, el modelo murino es uno de los más estudiados, tanto es así 

que este modelo ha sido también propuesto corno modelo principal de las enfermedades autolnmunes (Acosta y 

Santos-Buch, 1985). Otra similitud encontrada es la Infección Intensa y sistémica observada en ratones, la cual 

se correlaciona ciaramente con los diferentes casos dínlcos de la enfermedad observados en el hombre desde 

1916. Por otro lado se ha observado que los linfocitos CD4+ y CDS+ tanto en humano corno en ratón tienen un 

papel fundamental en cuanto a protección en la eníennedad de Chagas (Tarleton, 1990). Por todo lo anterior, el 

modelo murino ha sido muy Importante para tratar de dilucidar la relación parásito hospedero en la Infección 

con T. atJZ/ (Goncalves da Costa, 1999). 

1.5. RESPUESTA INMUNE CONTRA T. atJZI. 

1.5.a. Respuesta Inmune Humoral. 

Los linfocitos B son células capaces de producir antlruerpos, los receptores para los antlgenos en los 

linfocitos B son formas de antiruerpos unidos a la membrana, la Interacción de los antlgenos con estos 

receptores de membrana Inicia la secuencia de activación de las células B, que termina en el desarrollo de 

células plasmáticas que secretan activamente anticuerpos (Abbas y Uchtman, 2001). 

La Infección con T. auzl provoca una activación polldonal de células B durante la rase aguda de la 

1nrecx:ión la cual indica una alta producdón de todos los lsotlpos de lnmunoglobulinas, aunque solamente una 

proporción menor de lnmunoglobullnas parecen ser parásito-específicas. Esta producdóo de lnmunoglobulinas 

es de gran Importancia ya que los antlruerpos específicos contra el parásito ayudan en el control y la resistencia 

a la Infección. También se ha observado que durante la fase aguda la parasltemla comienza a descender a 

medida que la respuesta mediada por anticuerpos se eleva (DosRels, 1997). Durante la rase Indeterminada los 
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anticuerpos que se Incrementan en esta etapa son de la ciase IgG2a los cuales han sido .,.,.,.~os a protección 

contra la Infección, diversas Investigaciones han demostrado que la protección lnd•.r...-_.. por transferencia 

adoptiva de linfocitos de ratones crónicamente Infectados es anulada por la eliminación C1t: ·.h1Jfas B productoRS 

de antlruerpos y que la transferencia de suero o lnmunoglobulinas brindan una protección •.:,-t.ra la fnfecdón. 

Durante la fase crónica de la Infección en ratones se ha observado lJ', rcremento de fas 

lnmunoglobullnas IgG e IgM y se ha descrito que los niveles de lnmunoglobulinas IgG, ~den a aumentar a 

medida que la Infección avanza hasta la fase crónica, permitiendo con esto la opsoniur",/ .o del parásilD y la 

subsecuente Intervención de citotoxlcidad mediada por células dependientes ele an~_,.,.,., (Umeklta y Mota, 

2000). 

Se ha postulado que la lnmunosupreslón y la autolnmunldad asociada con la inf(::'.:',/.o de T. auzi en la 

fase crónica, puede ser consecuencia de una Intensa activación polidonal de células B y •J:iulas T observadas 

durante etapas tempranas de la Infección (Cordelro da Silva et al., 1998). 

La respuesta humoral anti- T. cruz! y el lsotlpo de lnmunoglobullna preserr~ en Individuos con 

enfermedad de Chagas se ha estudiado en relación con las distintas manifestaciones díl'lir;;r. y se ha encontrado 

que títulos altos de IgG antl-T. cruz! específicos están preferentemente presentes en pacientes mn daño 

cardiaco, mientras que la lnmunoglobulina que se enruentra preferentemente en el dai'r, digestivo es la IgA 

anti- T. cruzl(Hemández-Becerril et al., 2001). 

Recientemente se ha demostrado que linfocitos B de ratones Infectados con T. r.ruzt durante la fase 

aguda despliegan niveles muy altos de apoptosls In vitro (Zuñlga et al., 2000). Además, lr.I'. linfocitos B también 

pueden controlar la sobrevivenda de los linfocitos T (Zuñlga et al., 2002). Lo cual ,..., ~mpre tiene como 

consecuencia efectos negativos ya que esto sirve para regular la respuesta Inmune llf'<Vinlendo reacciones 

Inflamatorias a sitios de Inmunidad privilegiada (Griffit et al., 1995). 

I.S.b. Células NK. 

Las células NK son un pequeño grupo de células periféricas las aJales median 1.w1a gran variedad de 

funciones todas relacionadas con la regulación de organismos patogénlms y mn l!I control de células 

metastáslcas, participan en la lnmunoreguladón, hematopoyesls e lnteracdones endoalnas (Raulet et al., 2001), 

además estas células no necesitan estar senslbUlzadas para expresar su función agresora. tas células NK derivan 
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de la médula ósea, fueron originalmente categorizadas principalmente por su morfología granular y por su 

habilidad de llsar a una gran variedad de blancos como células Infectadas o células tumorales. No pertenecen a 

las líneas de células T o B, por tanto las células NK no expresan Ig ni TCR/CD3 en su superficie. Los marcadores 

de superficie que mejor caracterizan a las células NK son CD2', CD3-, C04- y CD56', LY49, KIR. Estas células 

pueden secretar potentes dtodnas especialmente INF-y (Interferón gama) y TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral 

Alfa) y quimiodnas tales como RANTES y miembros de la familia MIP-1 (Blron et al., 1999). En contraste con las 

células T o B que responden a antlgenos y que tlpicamente requieren una fase de proliferación, la respuesta de 

las células NK es Inmediata, lo cual implica que las células NK están involucradas en la contención de patógenos 

durante los primeros días de una Infección, de hecho hay fuerte evidencia de que las células NK contribuyen a la 

defensa contra parásitos Intracelulares entre ellos T. avzl (Scharton-Kersten y Sher, 1997); además estas 

células son oítlcas para el control de severos tipos de infecciones virales, también su papel en la defensa contra 

transformaciones neoplásicas espontáneas está bien establecido (Biron y Byron, 1989; Biron y Brossay, 2001). 

Las células NK exhiben ciaramente 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 expresión del MHC, por ejemplo se ha demostrado que las células NK atacan a células normales 

cuando faltan algunas o todas las moléculas del MHC ciase I. Esto se relaciona con lo establecido recientemente 

que indica que receptores espeáflcos del MHC ciase I inhiben la función de las células NK (Garrido et al, 1997; 

Tortorella et al., 2000). 

Los primeros receptores inhibldores espeáflcos de células NK que fueron descubiertos son los receptores 

Ly49 en ratón, estos ligan directamente con el MHC dase I (Kane, 1994). Más de 10 diferentes receptores Ly49 

han sido identificados en ratones 86, aunque solamente 8 de estos son del tipo Inhibitorio para Nl<s (Smlth et 

al., 1994). Solamente un receptor Ly49 no funcional en humanos ha sido identificado (Barten y Trowsdale, 

1999). Otros receptores más son los KIR (Kilier cell Immunoglobuline-llke receptor} los cuales ligan directamente 

con las moléculas del MHC dase Ia que al parecer son funcionales en el hombre pero no en el ratón. 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 familia es funcional tanto en el hombre como en ratones y consiste en heterodlmeros de C094/NKG2 

esto se da cuando lsofonnas de NKG2 pueden parear con CD94. 
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La eliminación de células NK In vli.o por tratamiento con anticuerpos monoclonales antl·NK 1.1 resulta 

en casi la completa eliminación del la producción del INF-y In vitro por esplenocitos cultivados con 

trlpornastlgotes de T. avzl, además esta eliminación de las células Incrementa la parasltemla y la mortalidad en 

ratones relativamente resistentes. Estos resultados Indican que la producción temprana de INF-y dependiente de 

células NK es un elemento Innato Importante en la resistencia del hospedero ante la Infección con este parásito. 

Sin embargo, el efecto protector de INF-y en la resistencia del hospedero parece estar restringida a la fase de 

Infección aguda y esto se ha demostrado por los resultados obtenidos en experimentos de cinética de INF-y 

durante la Infección experimental con T. auzl (Cardillo et al., 1996). Basándose en éstas y otras observaciones 

se deduce que el INF-y producido tardíamente durante la fase aguda no es relevante para la protección 

(DosRels, 1997). Se ha demostrado que la ausencia de células NK favorece el Incremento de parasltemlas 

graves en ratones Infectados con T. auzl, se ha observado que las células NK también son la mayor fuente del 

INF-y presente durante fases tempranas, además están Involucradas en limitar la multlpllcadón de T. auzl y 

por consiguiente aumentar el grado de sobrevivenda de los ratones a la lnfecx:ión (Raulet et al., 2001). 

Otras dtodnas Importantes que se han descrito como estimuladoras de células NK y promotoras de la 

producción de INF-y son las lnterleudnas IL-12, IL·1B e IL·2, mientras que la lnterleudna IL·lO regula la 

producción de INF-y (Thomton et al., 2001). Otros resultados In vitro e in vivo Indican que INF-y es secretado 

por células de bazo después de la incubación con trlpomastfgotes vivos y que la produa:lón se puede bloquear 

con un tratamiento previo de las células NK con anticuerpos monoclonales antl·NKl.1 (Cardillo et al., 1996). 

Otro factor que se ha observado es que la modulación de la actividad tanto de células B como de células 

NK puede estar mediada por gllcolípldos purificados de T. avzl especialmente por gllcolnosltolfosfollpldos 

(GIPLs) que son los más abundantes presentes en la superficie de T. avzl, estos pueden estimular la secreción 

de lnmunoglobullnas por parte de las células B y también pueden estimular y activar células NK como se ha 

observado en experimentos In vitro (Ludana et al., 1999). También se ha observado que T. auzl activa e 

Induce una respuesta dtotóxlca temprana de células NK (Une et al., 2000). 

1.5.c. Fagocitos Mononudeares. 

El sistema fagodtlco mononudear constituye la segunda población celular en Importancia del sistema 

Inmunitario y consta de células que tienen una estirpe común y ruya función principal es la fagocitosis, todas las 
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células del sistema fagodtlco mononuclear se originan en la médula ósea V tras su maduración y posterior 

actlvación, pueden adquirir diferentes tipos morfológicos. El primer tipo de célula que entra en la sangre 

periférica después de dejar la médula ósea no está completamente diferenciada y se le denomina monodto. Los 

monocitos tienen un diámetro de 10 a 15 ¡1m, v poseen un núcleo bilobulado y un citoplasma finamente 

granular que contiene lisosomas, vacuolas fagodtlcas y filamentos citoesqueléticos, una vez que colonizan los 

tejidos estas células maduran v se convierten en macrófagos. Los macrófagos pueden actlvarse por una gran 

variedad de estímulos y pueden adquirir formas diferentes, pueden responder a microorganismos como una 

reacción de inmunidad innata que también sirve para disparar la respuesta de linfocitos específicos frente a un 

microorganismo. Por el contrario, los linfocitos efectores y sus productos estlmulan las funciones de los 

macrófagos contra agentes extraños. Los macrófagos fagocitan partículas extrañas como microorganismos, 

macromoléculas, entre ellas antlgenos e Incluso tejidos propios que están dañados o muertos, como por ejemplo 

los eritrocitos viejos, también fagocitan activamente partículas recubiertas por proteínas del complemento, las 

cuales pueden ser producidas tanto en la respuesta inmunitaria innata como en la específica. En el 

reconocimiento de sustancias extrañas v tejidos dañados por parte de los rnacrófagos probablemente 

Intervienen receptores de fosfolípidos v azúcares pero no se conoce el mecanismo preciso (Abbas y Litchman, 

2001). 

Estudios In vl'YO han demostrado que la citodna INF-y ofrece un efecto protector en la infección 

experimental con T. auzl llevando a la activación de macrófagos para inhibir la multlplicación intracelular del 

parásito por mecanismos que Involucran la producción de metabolitos de óxido nítrkX> previniendo una 

lnmunosupreslón y evitando la muerte del hospedero durante la fase aguda (Celentano et al., 1993; DosRels, 

1997). Se ha determinado que la función de los macrófagos en la enfermedad de Chagas es sumamente 

importante en la regulación de T. auzl. En experimentos In vl'YO la lntemalizadón del parásito en macrófagos 

puede variar dependiendo de la cepa del parásito v se ha observado que los parásitos pertenecientes a cepas 

que se intemallzan eficientemente son por consiguiente más letales para el hospedero, mientras que, los 

parásitos pertenecientes a cepas que se lntemallzan 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 lnfea:lón de maaófagos con T. avzl hace a estas células candidatas potenciales para la presentación 

de antígenos del parásito a linfocitos específicos contra T. avzl, por lo que la activación de linfocitos CD4+ y 

CDS+ resulta muy importante en la defensa del hospedero (Caulada-Senedettl et al., 1998). Sin embargo, se ha 

observado que linfocitos CD4+ Thl pero no Th2 activan eficientemente a macrófagos para eliminar a T. avzl 

mediante mecanismos dependientes de óxido nítrico (Rodrigues et al., 2000). La prodocdón de óxido nítrico 

puede cuantificarse mediante la producción de nitrllos, la activación de macrófagos mediante INF-y incrementa 

la producdón de óxido nítrico y esta producdón se puede Inhibir mediante un análogo de la L-arginina la cual 

exacerba la infea:lón con T. avzl (Müller et al., 2001). 

I.5.d. Neutrófllos. 

Los neutrófllos también llamados leucocitos pollrnorfonucleares por su núcleo multllobulado y de variada 

morfología, son los más numerosos en la circulación, responden rápidamente a los estímulos quimlotáctlcos; 

fagocitan y destruyen partículas extrañas, pueden ser activados por dtocinas producidas sobre todo por 

maaófagos y células endotellales y son la población celular principal en la respuesta Inflamatoria aguda. Los 

neutrófllos también poseen receptores para lnmunoglobullnas y para proteínas del complemento migran y se 

acumulan en lugares en donde se activa el complemento. Por lo tanto, fagocitan partírulas opsonlzadas y actúan 

corno células efectoras de la inmunidad humoral (Abbas y Uchtrnan, 2001). 

Por largo tiempo el papel de los neutrófllos en la inmunoreguladón de la infea:lón con T. avzl habla 

recibido poca atención, sin embargo, evidencias recientes de varios estudios sugieren que los neutrófilos pueden 

contribuir significativamente en la respuesta inmune modulando tanto la inmunidad humoral como la celular 

especialmente por la liberación de citodnas inmunoregulatorlas (Kudo et al., 1993). Estudios recientes han 

demostrado que los neutrófllos están involucrados en la inmunomoduladón de la enfermedad de Chagas y se ha 

observado que la eliminación de neutrófllos mediante la administración de antlwerpos monoclonales en ratones 

BALB/c exacerba la Infección con T. avzl, mientras que la eliminación de estos en otra cepa de ratones mmo los 

C57BL/6 los protegen de la infección, por lo que juegan un papel opuesto, con respecto a la protección versus 

exacerbación de la infección y posiblemente modulan la respuesta Th1/Th2 en diferentes direcciones {Chen et 

al., 2001). 
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1.5.e. Linfocitos T. 

Los linfocitos son las células que espedficamente reamocen y responden a los antlgenos extraños, sin 

embargo, las fases de reconocimiento y activación de las respuestas Inmunes específicas dependen de las 

células no linfoides. Los linfocitos son las únicas células en el organismo capaces de reconocer específicamente y 

distinguir determinantes antlgénlcos, estos tienen de B a 10 µm de diámetro y poseen un gran núcleo con una 

heterocromatlna densa, hay un delgado anillo de citoplasma que contiene unas pocas mitocondrlas, ribosomas y 

lisosomas, pero no organelos especializados, los linfocitos constan de diferentes subgrupos que difieren en sus 

funciones y productos proteicos, aunque todos ellos son morfológlcamente similares. 

Los linfocitos T, cuyos precursores provienen de la médula ósea y después migran y maduran en el timo 

se subdividen en poblaciones funcionalmente distintas, siendo las mejor definidas las células T cooperadoras y 

las células T citotóxlcas, estas poblaciones expresan distintas proteínas de membrana, las ruales sirven corno 

marcadores fenotípicos; la mayoría de las células T cooperadoras expresan una proteína de superficie llamada 

CD4 •, mientras que la mayoría de los linfocitos citotóxlcos (CTL) expresan un marcador diferente llamado coa•. 

Las funciones principales de los linfocitos T son regular la respuesta Inmune frente a antígenos proteicos y 

ayudar en su calidad de células efectoras en la eliminación de mlaoorganismos intracelulares. Las células T no 

producen anticuerpos, sus receptores para antígenos son moléculas de membrana diferentes pero 

estructuralmente relacionadas con los anticuerpos. Los linfocitos T citotóxioos y cooperadores muestran una 

especificidad poco común por los antígenos que son péptldos unidos a proteínas que están codificadas por 

genes del complejo mayor de hlstocompatlbllldad y que se expresan sobre la superficie de otras células; como 

resultado estas células T reconocen y responden a antlgenos asociados a la superlide celular pero no a los 

antígenos solubles. En respuesta a la estlmuiadón antlgénica las células T colaboradoras secretan proteínas 

llamadas citodnas cuya función es promover la proliferación y diferenciación de las células T así corno de otras 

células, entre ellas las células B y los macrófagos, además de realizar las funciones cooperadoras y dtotóxk:as, 

las células T también pueden inhibir la respuesta inmune (Abbas y Llchtrnan, 2001). 

Corno se Indicó anteriormente, al progresar la infección con T. auzl, el sistema Inmune del hospedero es 

movilizado por una activación polidonal de linfocitos la rual afecta a todas las poblaciones de células llnfodtlcas 

periféricas, sin embargo, algunos estudios muestran que estas células T son capaces de modular la intensidad 
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de la parasltemla, la mortalidad y la Inflamación de los tejidos, y todo esto se encuentra relacionado también 

con la edad del hospedero (DosRels, 1997). 

Se ha observado que la eliminación de células T mediante la administración de suero anti-timo o por 

tlmectomía exacerba marcadamente el OJrso de la Infección con T. avzi(DosReis, 1997). El papel protector de 

los linfocitos T cos• en fases tempranas de la Infección con T. avzi está bien determinado ya que algunos 

experimentos muestran un Incremento en la susceptibilidad en ratones a los que se les elimino esta población 

de linfocitos o cuando se Infectaron ratones genéticamente defldentes en cos•. Por otro lado, linfocitos cos• 

activados y transferidos adoptlvamente a ratones normalmente susceptibles a la Infección con T. avzl 

demostraron proveer una protección Importante en estos ratones (Grlsotto et al., 2001). 

Se ha demostrado que los linfocitos cos• son requeridos durante la fase aguda de la Infección en la 

resistencia contra T. avzl, sin embargo, los mecanismos por los cuales estos linfocitos T median la protección 

In vil/O no están determinados completamente, mientras que las células cos• pueden exhibir funciones 

citolíticas también secretan citocinas como INF-y la cual se sabe Incrementa la protección contra T. avzl, por 

otro lado, los mecanismos citolítlcos dependientes de perforlnas Indican daramente una contribución en la 

resistencia aguda a la Infección ya que experimentos In vi11:1 con ratones defldentes de perforlnas C57Bl/6 (86-

PKO) Infectados con la cepa Y de T. avzl resultaron altamente susceptibles y murieron, mientras que los 

ratones con la expresión normal de perforlnas sobrevivieron a la Infección (Nlckell y Sharma, 2000). 

Los linfocitos CD4 • Thl también son de gran Importancia en la resistencia contra el parásito ya que 

producen IL-2 e INF-y citocinas que son Importantes para la protección sistémica contra un gran espectro de 

patógenos Intracelulares. Los linfocitos CD4• Inducen la activación de maaófagos llevando a la lnhibklón de la 

multiplicación Intracelular de T. auzl y también pueden llsar directamente a células Infectadas y pueden ayudar 

a la expansión de las células dtotóxicas cos• las a.iales reconocen y destruyen a células Infectadas (Hoft et al., 

2000). Los linfocitos CD4• Thl específlms constituyen una población que se ha Identificado mmo relevante 

dentro de la protea:lón contra el parásito además de ofrecer protección en la Infección a>ntra diferentes cepas 

de T. auzl, esta protección se puede transferir a otros Individuos mediante la transferencia adoptiva de células 

CD4• Thl específicas, la cual se ha observado que protege a ratones normalmente susceptibles a la Infección 

con T. auzl (Holt et al., 2000). Se ha observado que ratones Knodcoot que no presentan linfocitos C04+ tienen 
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un marcado incremento de la susceptibilidad a la infección con T. auzly se sabe que estos linfocitos ayudan en 

la producción de citocinas que activan y estimulan a maaófagos que destruyen al parásito. También se ha visto 

que durante la fase aguda de la Infección con T. auzl los linfocitos CD4• sufren apoptosls in vivo y una 

Inducción de la activación de la muerte celular In vitro la cual es mediada por la Interacción de los receptores 

Fas/Fasl (Zuñiga et al., 2002). 

Ambas subpoblaciones de linfocitos c04• y coa• participan en la resistencia contra T. auzl, la muerte 

del parásito o con el rontrol de su multiplicación y parecen estar relacionadas ron la activación de maaófagos 

parasltados mediante la secreción de citodnas (Seltz et al., 1989); también están relacionadas ron las funciones 

efectoras de dtotoxlddad desarrolladas por células NK (Rottenberg et al., 1988). Por otro lado, los linfocitos 

c04• y coa• están Implicados en el desarrollo de lesiones a tejidos asociadas con la patogénesls de la 

enfermedad (Sun y Tarleton, 1993; Tarleton et al., 1994). Se ha observado que ratones Infectados con T. auzt 

y deficientes en linfocitos c04• y coa•, son más susceptibles e Incrementan la parasltemla y su muerte 

(DosRels, 1997). 

1.6. crroaNAS EN LA RESPUESTA INMUNE CONTRA T. auz/. 

Varios estudios han demostrado que el INf-r Induce efectos protectores en la Infección experimental con T. 

avzl llevando a una activación de maaófagos regulando la Infección aguda, la lnmunosupreslón y la muerte de 

ratones Infectados (Reed, 1988). Diversos estudios han demostrado que los bipomastigotes vivos (pero no los 

trlpomastigotes muertos) o los eplmastigotes pueden provocar una rápida secreción de IL-12, dtodna que es 

capaz de Inducir la producción de INF-y in vitro producción que puede neutralizarse ron anl:IClJerpos anti-IL-12, 

los cuales rontrolan los niveles de INf-r (Allberti et al., 1996). Otras dtodnas romo IL-10 pueden regular los 

efectos y la producción misma del INF-y en etapas tempranas de la infección (Reed et al., 1994). Además, se ha 

observado que la IL-10 es secretada en mayor o menor cantidad dependiendo de la cepa del ratón a la que se 

Infecte. Junto con la IL-4 y TGF-p, la dtodna IL-10 es un potente bloqueador de las funciones de los 

maaófagos, también se ha observado que en ratones BALB/c infectados <X>l1 T. auzl hay una disminución de 

mRNA para !Nf-r y un aumento de mRNA para la IL-10 (Moore et al., 1993). 

La polarización de la respuesta de las células T CD4• en los procesos de producción de dtodnas Thl o 

Th2 es una característica importante de la infecx:i6n crónica que parece ser el resultado de un antagonismo 
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funcional mutuo ejérddo por INF:..Y e IL~10, en contraste con la Infección de Lelshmanla major la Infección con 

T. avz/ no resu;ta ~~ la ;;ola~;adÓn ~ I~ respUesta Th1 o Th2, ya que la secreción de INF--y e IL-10 puede ser 

simultánea e Intensa en diferentes modelos. Las funciones tempranas de INF,- e IL-10 juegan un papel benéfico 

o dañino respectivamente, esto se ha observado en experimentos con anticuerpos antl-INF-y o antl-IL-10. 

También se sabe que INF-y ejerce un efecto protector en etapas tempranas (pero no en etapas tardías) de la 

Infección. Se sabe que INF-y es secretado por diferentes fuentes, en etapas tempranas las células NK son las 

que secretan esta dtodna y después es secretada por células T, esta dtodna es de las más Importantes en 

cuanto al control del parásito. La ótodna IL-10 es producida en etapas tempranas por células B cos• y por 

rnacrófagos, y esta ótodna es capaz de reducir la extensión de la activación de los rnacrófagos, posteriormente 

esta dtodna puede ser secretada por células T Th2. Por otro lado, la producción temprana de la lnterleudna 

IL-2 por células T Th1 está relacionada con la resistencia en ratones Infectados con la cepa Brazil de T. auz/ y 

esta actividad desaparece durante la fase aguda con la seaedón de JL-10. La regulación de las células Th1 

puede estar mediada por IL-10, por la muerte celular, por apoptosls o por ambas. La producción de dtodnas 

tipo Th2 corno IL-4 o IL-5 y la persistencia de estas desde la fase aguda y hasta la fase crónica está relacionada 

con una prolongada persistencia del parásito en tejidos, pero también con la producción de anticuerpos líticos 

protectores. Varios mecanismos efectores son los que juegan un papel desfavorable colaborando con el daño al 

tejido, entre estos se encuentran la seaedón de JNF--y, TNFa, la vla Fas/Fasl para células T CD4•, la vla de las 

perforlnas/granzirnas para las células coa•, así corno la seaedón de lntennedlarlos tóxicos reactivos producidos 

. por rnaaófagos y complejos antígeno-anticuerpo disparadores ele la Inflamación. Se ha observado que el 

parásito controla la respuesta del huésped induciendo una activación pollclonal seguida de una apoptosls ele 

linfocitos. El bloqueo de la actividad de los rnacrófagos y la supresión celular, puede estar mediado por factores 

conocidos corno factores lnmunosupreslvos del tripanosoma (TJF), como las translalldasas y gllcoprotefnas de 

membrana (GIPLs) y otros factores por caracterizar (DosRels, 1997). 
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II. JUSTIFICACIÓN. 

La enfermedad de Chagas transcurre con diversos cambios Inmunológicos en el organismo Infectado, 

estos cambios son los que penniten que la enfermedad se presente con una slntomatología de leve a severa e 

Incluso en algunos casos Inadvertida. En estos fenómenos Inmunológicos participan diversos tipos celulares, los 

ruares Intervienen para controlar la proliferación del parásito en el hospedero evitando una multiplicación 

descontrolada la ruar resulta perjudicial. Se han caracterizado diferentes tipos celulares que Intervienen en la 

Infección con cepas de T. auzl, esto se ha realizado principalmente con cepas sudamericanas que pueden 

pertenecer al genotipo 1 o 2, pero la caracterización de tipos celulares que Intervienen en la Infección con cepas 

Mexicanas de T. auzl no se ha realizado por lo que resulta Importante analizar los tipos celulares que 

Intervienen en la infección con estas cepas que pertenecen al genotipo 1 y que muestran diferentes grados de 

virulencia. 
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llI. OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL 

* Estudiar los principales tipos celulares que participan en la respuesta Inmune celular en ratones 

Infectados con 2 cepas Mexicanas de Trypanosoma auzl, las cuales presentan diferente grado de virulencia. 

OBJETIVOS PARTICULARES, 

* Estudiar sistemáticamente el grado de virulencia de 2 cepas Mexicanas de T. avz/ en ratones BALB/c. 

* Analizar la relación virulencia cantidad de parásitos Inoculados. 

* Determinar la proliferación celular de linfocitos de bazo de los ratones Infectados ron estas cepas. 

* Cuantificar el porcentaje de linfocitos CD4• y coa• en Infecciones experimentales ron estas cepas. 

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

Infección. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODO. 

IV.1. RATONES. 

Se utllizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad, ya que se sabe que esta cepa de ratón 

es relatlvamente susceptible a la Infección con T. auzl (Chen et al, 2001). Los ratones fueron proporcionados 

por el bloterlo del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM en donde se criaron y mantuvieron bajo 

condiciones libres de organismos patogénlcos. Se colocaron de 5 a 6 ratones máximo 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). 

IV.2. PARÁSITOS E INFECCIÓN EXPERIMENTAL 

Las cepas utllizadas son mexicanas, genotipo I y pertenecen al ceparlo de T. auzl del laboratorio de 

Inmunología de la Dra. Bertha Esplnoza que consta de 160 aislados diferentes, la mayorla ya caracterizados 

genéticamente (Esplnoza et al., 1998; López-Olmos et al., 1998; Bosseno et al., 2002). Se obtuvieron los 

trlpomastlgotes en los picos máximos de la parasitemla en ratones BALB/c previamente Infectados con estas 

cepas, los parásitos se mantienen en el ratón por relnfecdones periódicas efectuadas cada 28 días para la cepa 

avlrulenta y cada 21 días para la cepa virulenta. Se Infectaron por vía lntraperitoneal de 9 a 12 ratones por cada 

grupo experimenta! con 10 mll y 100 mll parásitos de cada cepa. Los parásitos se Inocularon en volúmenes de 

200 µI de PBS estérll a cada ratón. Los grupos control fueron Inoculados solamente con PBS estérll, realizándose 

por lo menos 3 repeticiones por experimento (Caballero, 1996). 

IV.3. DETERMINACIÓN DE LA PARASITEMIA. 

Se sangraron de 4 a S ratones de cada grupo mediante punción del plexo ocular con capilares 

heparlnlzados de vidrio de 7S mm de largo, se aseguró que cada ratón se sangrara una sola vez por semana 

para evitar alguna anemia. Las parasltemlas se determinaron Individualmente cada tercer dla por examen 

microscópico de la sangre en diluáón 1:20, 1:50 o por conteo directo de 10µ1 de sangre en cámara de 

Neubauer, esto último por que al prindpk> de la Infección existen muy pocos parásitos en dralladón y en ésta 

etapa el número de parásitos se puede determinar mejor a diluciones menores (Caballero, 1996). 
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IV.4. DETERMINAOÓN DE LA SOBREVIVENOA. 

Los ratones se monltorearon diariamente para observar las manifestaciones físicas de la Infección, como 

el erizamiento de pelo, la parálisis de los miembros pélvlcos y su muerte. El porcentaje de sobrevivenda se 

obtuvo dividiendo el número de ratones muertos entre el número total de ratones de cada grupo y multiplicado 

por 100 (López-Olmos et al., 1998). 

IV.5. PROUFERAOÓN DE CÉLULAS DE BAZO. 

Se realizaron ensayos ele proliferación de células de bazo y se determinó la capacidad de división que 

presentaron éstas ante estímulos espeáficos (antígenos del parásito) y no espedficos (conc:anavalina A). 

Durante la fase aguda de la Infección, los ensayos se estandarizaron al día 15 postlnfecclón (p.1.) para los 

ratones Infectados con la cepa virulenta y al día 21 p.I. para los ratones Infectados con la cepa avlrulenta, esta 

diferencia en cuanto al día ele la proliferación en los grupos se debió principalmente a que las parasltemlas en 

estos días fueron similares en los ratones Infectados con ambas cepas, ya que el número de parásitos se 

encontraba en ascenso en ambos casos. También se realizó el ensayo durante la fase crónica al día 98 p.I., sólo 

en los ratones Infectados con la cepa avlrulenta. Se utilizaron linfocitos activados que provenían de ratones 

Infectados y linfocitos que provenían de ratones controles sin Infectar. Se obtuvieron los bazos de 3 ó 4 ratones 

de cada grupo Infectado con 10 mil y 100 mil parásitos de cada cepa, se hicieron pooles y se repitieron los 

experimentos 3 veces, la técnica utilizada ya ha sido reportada con anterioridad (Plnge-Fllho et al., 1999), los 

ratones fueron anestesiados y sacrificados por dislocación cervical, obteniéndose qulrúrglc:amente los bazos, 

estos se lavaron y disgregaron en medio de cultivo RPMI complementado con suero fetal bovino al 10%, L

glutamlna al 1%, aminoácidos no esenciales al 1%, plruvato al 1%, vitaminas al 1%, antibióticos al 1% 

(Apéndice I). Posteriormente se colectaron las células y el medio con pipeta Pasteur y se colocaron en tubos 

falcan de 15 mi estériles, dejándose reposar por 20 minutos en hielo, se tomó el sobrenadante y se cenbifugó a 

250 gs durante 10 minutos, se desechó el sobrenadante y al paquete celular se le agregaron 3 mi de solución de 

lisis (AO<) (Apéndice II), ésta se dejó actuar durante 3 minutos a 4ºC, después se le agregaron 5 volúmenes de 

RPMI, se cenbifugó durante 10 minutos a 250 gs., y se descartó el sobrenadante. El paquete celular se 

resuspendló en 5 mi ele RPMI se contó el número de células en un hemodtómetro y se ajustó el número de 

células a utilizar (200 mll/100µ1 por pozo), el volumen final al agregar los estimulantes espeáflcos y no 
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espedflros fue de 200µ1. Se colocaron en placas Costar de 96 pozos de baja evaporación (Comlng Incorporated 

No. Cat. 3595) y se estimularon con concanavalina A, esta técnica se estandarizó ya que al principio se utilizaron 

varias concentraciones del mitógeno que fueron: 10, 5, 2 y 1 11g por mi, posteriormente se optó por utilizar la 

concentración de lµg por mi, también se estimuló con un extracto antlgénlco total de eplrnastlgotes a una 

concentración de 20 µg por mi (Coligan et al., 2000). Posteriormente, las placas se Incubaron a 37º C durante 

48 horas. Las células se marcaron con 1 µO de tlmldlna 3H (NEN™ Llfe Science Products Inc. No. Cat. NET027E) 

por pozo, diluido en 9µ1 de RPMI y se mantuvieron en Incubadora durante 20 horas más, 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 realizó con un cosechador automático Skatron Jnstruments, Norway. Una vez 

cosechadas las células, las membranas se dejaron secar con ayuda de una lámpara de 40 watts por 

aproximadamente 40 minutos, se colocaron en bolsas para membrana (Waliac Oy No. Cat. 722473) a las que se 

les agregaron 10 mi. de líquido de centelleo (Optlphase Hlsafe 3 liquld Scintlllatlon Cocktail Wallac Oy No cat. 

9806946079), posteriormente, las bolsas fueron selladas y colocadas en casetes del Beta-plate y fueron leídas 

en un detector de centelleo líquido Beta-plate 1205 (Wallac). Las cuentas por minuto (c.p.m.) obtenidas 

sirvieron para calcular los índices de estlmuladón, los cuales se obtienen con la siguiente formula: 

Índice de Estlmuladón = <Cuentas oor minuto de los gru!)QS exoerlmentalesl. 
(Cuentas por minuto del grupo control). (Plnge-Filho et al., 1999). 

JV.6. DETERMINACIÓN DE LINFOCITOS CD4• Y coa•. 

Para determinar cuales son las poblaciones de células de bazo que Intervienen en la respuesta celular 

contra T. avzl, se empleó dtometria de flujo (Coligan et al., 2000). Para esto se obtuvieron los bazos de por lo 

menos 3 ratones de cada grupo con los dos inóculos, se hicieron pooles y se repitieron los experimentos por lo 

menos 3 veces. La obtención tanto de los bazos de los ratones como de las células fue la misma descrita en la 

sección anterior. Se colocaron lx106 células de cada ratón en tubos falcon de poliestlreno de 5 mi estériles, ésta 

cantidad de células se ajustó a lml de medio RPMI, se centrifugaron a 250 gs por S minutos, se descartó el 

sobrenadante cuidando de dejar una pequeña capa de éste para no llevarse el pellet, postertormente se le 

agregó lµg de los anticuerpos anti-CDs• y ant1-cD4•, los cuales fueron antlwerpos anti-coa• de ratón 

acoplados a ficoerltrlna (Pharmlngen No. Cat. 553032) y ant1-<D4• de ratón acoplados a ftuorescelna 

25 



(Pharmlngen No cat. 553055), asf ex>mo sus ex>ntroles de lsotlpo antl-IgG2a aooplados a fiex>erltrfna y antl-IgG2b 

aex>plados a fluoresceína (donados amablemente por la Dra. Armlda Báez del Instituto de Investigaciones 

biomédicas de la UNAM), una vez ex>locados los anticuerpos las células se agitaron y se dejaron Incubando en 

total obscuridad por 30 minutos, posteriormente se lavaron 3 veces ex>n PBS+azida de sodio, se centrifugaron a 

250 gs por 5 minutos se obtuvo el pellet y se fijaron ex>n paraformaldehldo al 0.05%, para posteriormente ser 

analizadas en un citómetro de flujo FACScan, Beckton and Dlcklnson (www.blotech.ufl.edu/-fcd/dlrect.htrnl). 

IV.7. DETERMINACIÓN DE CÉLULAS NK. 

También se determinó mediante dtometrfa de flujo el porcentaje de células NK, durante los primeros 

dfas de la lnfea:lón, para esto se Infectaron ratones BALB/c ex>n 100 mil trlpornastlgotes tanto de la cepa 

avlrulenta ex>mo de la cepa virulenta, posteriormente se realizó una cinética de la Infección obteniendo y 

marcando células NK a partir del bazo de los ratones infectados con ambas cepas, así como sus respectivos 

controles sin Infectar. La cinética comenzó el día O ó prelnfea:lón siguiendo los días p.I. 1, 3, 5, 7, 9 y 11, los 

bazos se obtuvieron de por lo menos 3 ratones de cada grupo en los días señalados, de los cuales se hicieron 

pooles, se repitió el experimento 3 veces bajo las mismas condiciones. El tratamiento de las células del bazo fue 

el mismo que para la determinación de linfocitos c04• y coa• descrito anteriormente, excepto que, se marcó el 

pellet con lµg de los anticuerpos para células NK antl-Ly49C y Ly49I de ratón aex>plados a flcoerltrlna 

(Pharmlngen No. Cat. 553277) y como control de lsotlpo se utilizó antl-IgG2a que es una lnmunoglobullna 

estándar de ratón acopladas a flex>erltrlna (Pharmlngen No. cat. 553457), una vez colocados los anticuerpos las 

células se trataron y analizaron como se menciono en la sección anterior (Stonernan et al., 1995). 

!V.B. ESTADÍSTICA. 

cada punto graflcado tanto en las cargas parasitarias ex>mo en las tablas de sobrevlvenda, asf como en los 

Indices de estlmuladón, en la detennlnadón de células CD4•, coa• y NKs, representa la media de por lo menos 

tres animales por grupo, repitiéndose los experimentos de 3 a 5 veces. El análisis estadístico empleado fue 

análisis de varianza de una vfa (ANOVA) asf ex>mo X2 ex>n una slgnlflcanda de P <O.OS (Hays, 1998). 
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V. RESULTADOS. 

V.1. APARIENCIA FÍSICA DE LOS RATONES INFECTADOS. 

Se llevó a cabo un registro de la apariencia física general de los ratones Infectados así como de los 

controles. La Agura 3, muestra los síntomas físicos más notorios en los ratones Infectados con la cepa virulenta, 

como fueron el erizamiento de pelo y la parálisis de los miembros pélvlcos los cuales se presentaron en los 

grupos Infectados con 10 mil y con 100 mil parásitos (Flg. 3 B), mientras que los síntomas en los ratones 

Infectados con la cepa avlrulenta fueron casi Imperceptibles y muy similares a los ratones control sin Infectar 

(Flg.3A). 

También se detectó la presencia de esplenomegalla, la cual se observa en la Agura 4, en donde el 

considerable tamaño que alcanzaron los bazos de los ratones Infectados con T. avz/ (B y C) con respecto al 

bazo de los ratones control (A) fue muy evidente. Además se observó que los bazos de los ratones Infectados 

con la cepa virulenta (C) fueron significativamente mayores que los de los ratones Infectados con la cepa 

avlrulenta (B). cabe mencionar que, solamente para los grupos Infectados con 100 mil parásitos se obtuvieron 

datos numéricos, pero los ratones Infectados con 10 mil parásitos presentaron un comportamiento similar a 

simple vista. La Tabla 1, muestra el tamaño en an. del bazo de los ratones Infectados con 100 mil parásitos de 

ambas cepas y las medidas de los bazos de los ratones control sin Infectar. Al aplicar la prueba estadística de 

ANOVA con un rango de confianza de 0.05, se observó una diferencia significativa en el tamaño promedio de los 

bazos de los grupos Infectados con respecto al grupo control sin Infectar, diferencia que también se presentó 

entre los grupos Infectados con ambas cepas, en donde el grupo Infectado con la cepa virulenta presentó un 

tamaño significativamente mayor al que presentaron los bazos de los ratones Infectados ron la cepa avlrulenta. 

V.2. PARASITEMIA. 

Se determinó la cantidad de parásitos en circulación durante la fase aguda en los ratones Infectados ron 

ambos lnóculos de la cepa avlrulenta. Los datos Individuales de cada experimento se encuentran en el apéndice 

VI y VII. La Agura 5, muestra la cinética observada en 3 experimentos independientes. Se observó que en los 

grupos Infectados ron 10 mil parásitos la primera aparición de estos en circulación ocurrió entre los días 6 a 10 

p.I. mientras que en los grupos Infectados con 100 mil parásitos fue entre los días 2 a 7 p.I. La parasltemla 

máxlma en los grupos Infectados con 10 mil trlpanosomátldos osciló entre 8.5x105 y 9.Sx105 parásitos por mi y 
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ésta se presentó entre los días 25 a 28 p.I., mientras que en los grupos Infectados con 100 mil parásitos la 

parasltemla máxima osciló entre 1.05x106 y 1.2x106 parásitos y se presentó entre los días 25 a 28 p.I. la 

desaparición de los parásitos de circulación ocurrió en los grupos Infectados con 10 mil parásitos entre los días 

37 a 57 p.I., mientras que en los grupos Infectados con 100 mil parásitos fue entre los días 39 a 50 p.I. (tabla 2). 

En la Figura 6, se muestran las parasltemlas encontradas en 3 experimentos Independientes en los 

ratones que fueron Infectados con ambos lnócuios de la cepa virulenta. Se observó que en los grupos Infectados 

con 10 mil trlpomastigotes la aparición de parásitos en circulación ocurrió entre los días 7 a 8 p.I., mientras que 

en los grupos Infectados con 100 mil parásitos ocurrió entre los días 2 a 4 p.I. la cantidad máxima de parásitos 

en circulación en los grupos Infectados con 10 mil parásitos osciló entre 2.6x106 y 2.8x106 parásitos, y en los 

grupos Infectados con 100 mil parásitos fue entre 3.3x106 y 4.4x106 parásitos. Los grupos Infectados con 10 mil 

parásitos presentaron un pico máximo entre los días 28 a 35, mientras que en los grupos Infectados con 100 mil 

parásitos esto fue entre los días 24 a 28. la desaparición de los parásitos de la circulación en los grupos 

Infectados con 10 mil trlpomastlgotes ocurrió entre los días 42 a 52, y en los grupos Infectados con 100 mil 

parásitos fue entre los días 42 a 45 (tabla 2). 

La parasltemla en los grupos Infectados con la cepa avlrulenta presentó una meseta ya que los niveles 

máximos de parasitemla se mantuvieron por varios días, en contraste, en los grupos Infectados con la cepa 

virulenta la tendencia fue la de presentar ploos bien definidos en pocos días. Se observaron diferencias 

slgnlflcativas en la cantidad máxima de parásitos, entre los grupos Infectados con la cepa avlrulenta y la cepa 

virulenta con ambos lnóculos, principalmente en los días de máxima parasltemla. También hubo diferencias 

significativas entre lnóculos de la misma cepa. 

V.3. EFECTOS DEL INÓCULO EN LA SOBREVIVENCIA. 

Se analizó la sobrevlvenda al Infectar grupos de 9 a 12 ratones con 10 mil y 100 mil parásitos de ambas 

cepas. La Figura 7, muestra los porcentajes de sobrevlvenda 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 

con la cepa virulenta, alcanzaron una mortalidad del 100 % con algWIOS días de diferencia entre ambos 

lnóculos, alcanzándola en un tiempo más corto el grupo Infectado con 100 mil parásitos. La mortalidad empezó 

a registrarse en ambos grupos al día 21. El 50% de mortalidad en el grupo Infectado con 10 mil parásitos 
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ocurrió al día 50, mientras que en el grupo lníectado oon 100 mil parásitos ocurrió 7 días antes en el día 43. El 

100% de mortalidad en Jos grupos Jníectados oon 10 mil y 100 mil parásitos se presentó oon 3 días de diferencia 

ya que para los lníectados oon 100 mil parásitos ocurrió al día 54 y en los Infectados oon 10 mil parásitos fue al 

día 57. Los grupos de ratones Infectados <X>n la cepa avlrulenta presentaron 100% de sobrevlvenda y esta no se 

modificó oon ninguno de los 2 lnóculos. 
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Fig. 3 Apariencia Física de los ratones. A) Ratón BALB/c control sin Infectar. B) Ratón Infectado con 100 

mil parásitos de la cepa virulenta, presentó erizamiento de pelo y parálisis de los miembros pélvlcos. El aspecto 

de los ratones Infectados con la cepa avlrulenta fue similar al de los ratones no Infectados. 

Flg. 4 Esplenomegalla presente en los ratones Infectados. A) Bazo de ratón sin Infectar. B) Bazo de 

ratón Infectado con 100 mll parásitos de la cepa avlrulenta. C) Bazo de ratón Infectado con 100 mil parásitos de 

la cepa virulenta. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Tabla 1: ESPLENOMEGAUA EN RATONES INFECTADOS CON T. avzl. 

Bazo 2 Longitud. Bazo 3 Longitud. Promedio .. 

(cm.) 

1.4 

2.5 

2.9 3.0 ± 0.1 ** 

Tamaño del bazo en on. de los ratones Infectados ron 100 mil parásitos tanto ron la cepa virulenta 

romo con la avlrulenta y de ratones rontrol. 

* Diferencias estadísticamente slgniflcatlva ron respecto al grupo de ratones rontrol. P < O.OS 

* Diferencias estadísticamente significativa entre los grupos que presentan el símbolo. P < O.OS 
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Tabla 2. DATOS DE PARASITEMIA. 

Ratones Infectados con 100 mil parásitos de la cepa avirulenta. 
Día de aparición de ora de máxima cantidad máxima de Día de desaparición de 
parásitos. parasitemla. parásitos. parásitos. 

ler Exp. 6 25 1,133,333 so 
2do Exp. 2 28 1,050,000 39 

3er Exp. 7 26 1,200,000 41 

Promedio. 5±2.6 26.3 ± 1.5 1,127,777 ± 75,154 • 43.3 ± 5.8 

Ratones infectados con 10 mil parásitos de la cepa avirulenta. 
Oía de aparición de Día de máxima cantidad máxima de Ola de desaparición de 
parásitos. parasitemla. parásitos. parásitos. 

ler Exp. 10 25 850,000 57 

2do Exp. 6 28 950,000 39 

3er Exp. 7 26 950,000 37 

Promedio. 7.6 ± 2 26.3 ± 1.5 916,666 ± 57,735 • 44.3 ± 11 

Ratones infectados con 100 mil parásitos de la cepa virulenta. 
Día de aparición de Día de máxima cantidad máxima de Ola de desaparición de 
parásitos. parasitemla. parásitos. parásitos. 

ter Exp. 2 24 3,333,333 45 

2do Exp. 4 26 4,400,000 47 

3er Exp. 4 28 4,450,000 42 

Promedio. 3.3 ± 1.1 * 26 ± 2 4,061,111 ± 630,769 • 44.6 ± 2.5 

Ratones Infectados con 10 mil parásitos de la cepa virulenta. 
Día de aparición de Ola de máxima cantidad máxima de Ola de desaparición de 
parásitos. parasitemla. parásitos. parásitos. 

ler Exp. 7 35 2,666,666 52 

2do Exp. 8 29 2,866,666 43 

3er Exp. 7 28 2,750,000 42 

Promedio. 7.3 ±0.5 * 30.6±3.7 2,761,110 ± 100,461 • 45.6 ± 5.5 

* Diíerendas estadísticamente slgnlflcatlvas entre los grupos que presentan el símbolo. P < O.OS 

* Dlíerendas estadísticamente slgnlflcatlvas entre los grupos que presentan el símbolo. P < o.os 
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Flg. 7. Gráfica de sobrevlvenda de ratones lnfeclados con la cepa virulenta y avlrulenta. La gráfica 

representa 3 experimentos Independientes de 6 a 8 ratones por grupo • .ó. Sobrevlvencla de ratones Infectados 

con 10 mil parásitos de la cepa virulenta. O Sobrevlvenda de ratones lnfeclados con 100 mil parásitos de la 

cepa virulenta. • Sobrevlvenda de los ratones Infectados con la cepa avlrulenta. La sobrevlda en todos los 

experimentos en donde se Infectó con la cepa avlrulenta fue del 100%. X Grupo control sin Infectar. 
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V.4. PROUFERAOÓN DE iÉLULAS DE BAZO EN RATONES INFECTADOS. 

Se determinó la capacidad de proliferación de las poblaciones de esplenodtos de los grupos de ratones 

lnfectadÓs, analizando la lnoorporadón de timldlna 3H en el núcleo de las células que se dividieron. Se 

obtuvieron las cuentas por minuto (c.p.m.) totales debidas a la lncnrporadón de esta timidina a las células de 

bazo de los ratones Infectados con 10 mil y 100 mil parásitos de ambas cepas, durante las fases aguda y crónica 

de la lnfecdón. Las células se estimularon con antígeno, el rual consistía en un extracto total de epimastigotes 

de cada cepa a una concentración de 20¡1g por mi y con el mitógeno concanavalina A con una concentración de 

lµg por mi, se realizaron un total de 3 experimentos. Las células de bazo en los ratones control y las células de 

los grupos Infectados con 10 mil y 100 mil parásitos con ambas cepas que no recibieron estimulo, presentaron 

ruentas basales muy bajas. 

Al estimular con antígeno durante la fase aguda de la lnfecdón se observaron diferencias entre los 

grupos Infectados con ambas cepas en donde las células de los grupos Infectados con la cepa avirulenta 

proliferaron más que los grupos Infectados con la cepa virulenta, (tabla 3 y 4). Durante la fase crónica de la 

Infección, la rual fue alcanzada solamente por los grupos infectados con ambos inóc:ulos de la cepa avirulenta, la 

estlmulación con el antígeno no presentó diferencias con respecto a los grupos control sin Infectar (tabla 5). 

En contraste, ruando se estimuló usando concanavalina A las células de los grupos Infectados con ambos 

inóculos y con ambas cepas tanto en la fase aguda como en la crónica proliferaron de forma similar o menor 

que las células de los ratones control sin Infectar (tabla 3, 4 y 5). 

V.S. ÍNDICES DE EsnMUL.AOÓN. 

En la tabla 6, se muestran los índices de estimuladóo promedio obtenidos de los experimentos 

mencionados anteriormente y anotados en las tablas 3, 4 y S. Los índices de estimuladón se obtuvieron 

dividiendo las cuentas por minuto de los grupos expertmentales entre las cuentas obtenidas del grupo mntrol 

(Plnge-Fllho et al., 1999). En la figura 8, se observa que durante la fase aguda de la lnfecdón al estimular con 

antígeno de epimastigotes los grupos infectados con ambas cepas y con ambos lnóculos presentaron Indices de 

estlmulación significativamente mayores con respecto a los de las células del grupo control sin Infectar, también 

se observó que las células de los grupos Infectados con la cepa avlrulenta 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 parásitos. Sin embargo, durante la fase aónlca la cual fue alcanzada solamente por 

los grupos Infectados con ambos lnóculos de la cepa avlrulenta, se observó que los índices de estimuladón al 

utilizar antígeno ya no presentaron diferencias slgnificatlvas con respecto al grupo control sin Infectar. 

Al utilizar concanavalina A los índices de estimuladón de las células de los grupos Infectados con ambas 

cepas y con ambos lnóculos resultaron ser Iguales o menores que los de los grup.JS control sin Infectar tanto en 

la fase aguda corno en la crónica, resultados que sugieren una lnmunosupreslón en los ratones Infectados 

(Figura 9). 

V.6. PORCENTAJES DE CÉLULAS C04• y coa•. 

Conociendo que las células CD4• y coa• presentan un papel muy Importante en la regulación de la 

Infección con T. avzly que la cantidad de estos tlpos celulares puede verse modificado dependiendo de la cepa 

lnfectante alterando el rurso de la Infección, se decidió determinar el porcentaje de estas poblaciones mediante 

dtometría de flujo. La determinación fue a partlr de células totales de bazo ya que en el bazo existe una gran 

cantidad de linfocitos y éste es uno de los órganos partlcipantes en la regulación de la respuesta Inmune. Las 

figuras 10 y 11, muestran las gráficas de experimentos representativos analizados por dtometria de flujo en 

donde se determinó el porcentaje de células CD4• y coa• presentes en ratones Infectados con la cepa 

avlrulenta y virulenta respectivamente obtenidos durante la fase aguda y crónica de la Infección con ambos 

inóculos, los porcentajes de todos los experimentos se pueden ver en el apéndice V. 

Durante la fase aguda se observó que los ratones Infectados con la cepa avlrulenta presentaron un 

porcentaje de linfocitos coa• ligeramente mayor con respecto al control, solamente cuando se utilizaron 100 mil 

parásitos, mientras que los ratones Infectados con la cepa vlrulenta no presentaron diferencias con los ratones 

control sin Infectar. Por otro lado el porcentaje de linfocitos C04+ en los ratones Infectados con ambas cepas 

presentó una disminución significativa en esta fase. 

En la fase aónlca alcanzada solamente por los ratones Infectados con la cepa avlrulenta se obsetvó que 

los linfocitos coa• se Incrementaron de manera significativa, mientras que el porcentaje de linfocitos CD4• 

reruperó sus valores normales, esto con ambos lnóculos (tabla 7). 
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V.7. PORCENTAJES DE CÉLULAS NK DURANTE LA FASE AGUDA. 

Se realizó una cinética ruantlHcando células NK durante la lníecdón con T. cruzl analizando los 

porcentajes de estas durante los días O, 1, 3, 5, 7, 9 y 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 células de bazo de 3 ó 4 

ratones, en 3 experimentos Independientes. La tendencia de Incremento o decremento se obtuvo dividiendo el 

porcentaje de células NK de los ratones lníectados con 100 mil tripornastlgotes de ambas cepas y dividiendo 

éste entre el porcentaje de células NK del grupo control. 

Se encontró para ambas cepas un Incremento en el día 5 p.I., el rual presentó diferencias slgnlrlcatlvas 

ron respecto al grupo control, aunque no hubo dlíerendas entre los ratones lníectados con ambas cepas, 

además en el día 9 p.I. se observó otro Incremento en el porcentaje de células NK de los ratones Infectados con 

la cepa virulenta el rual resultó slgnlncativo con respecto al grupo de ratones control, este comportamiento no 

fue observado en los ratones Infectados con la cepa avlrulenta, que después del día 5 p.I. mantuvieron 

porcentajes muy cercanos al de los ratones control (Figura 12). 
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Tabla 3. PROUFERACIÓN DE CÉLULAS DE BAZO CEPA AVIRULENTA. Fase Aguda. 

1ER. EXP. 20 Dlas P.:r. 

Sin estímulo. 

Estímulo con 20µg/ml de Ag Epls. 

Estímulo con 1µg ConA. 

2DO. EXP. 20 Dlas P.:r. 

Sin estímulo. 

Estfmulo con 20µg/ml de Ag Epis. 

Estimulo con 1µg ConA. 

Estímulo con lµg ConA 

156±57 
:': (1) 

; . ,:c. 651 ± 253 
i ~ '. (1) 

; 98,020 ± 97,875 
.. • (1) 

CONTROL 

240±83 
(1) 

5,695 ± 1,932 
(1) 

817±712 
(1) 

52,642 ± 33,904 
(1) 

INFECT. 10 Mn.. INFECT. 100 MIL. 

109 ± 43 105 ± 28 
(0.7) (0.7) 

1,647 ± 933 3,111 ± 3,114 
(2.5) (4.7) 

70,581±49,629 70,256 ± 44,010 
(0.7) (0.7) 

INFECT. lOM:rL. INFECT. 100 MIL. 

280 ± 114 226 ± 86 
(1.1) (0.9) 

2,566 ± 2,232 3,566 ± 950 
(0.5) (0.6) 

155,697 ± 126,870 239,069 ± 76,229 
(0.7) (1) 

169±36 
(1.5) 

2,731 ± 1,842 
(3.3) 

38,110 ± 27,700 
(0.7) 

INFECT. 100 MIL. 

202± 113 
(1.87) 

4,436 ± !5,117 
(5.4) 

30,690 ± 10,805 
(0.6) 

Los valores representan las cuentas por minuto (c.p.m.) oorrespondlentes al promedio de triplicados :t: 

su desviación estándar. Los valores entre paréntesis oorresponden al Indice de estlmuladón. 

* c.p.m. estadísticamente significativas con respecto al control. P < O.OS 
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Tabla 4. PROUFEfV<CIÓN OECÉLULAS DE ~O CEPA VIRULENTA. Fase Aguda. 

INFECT. 10 MIL. 

213 ±3 
(1.5) 

2,580 ± 1,200 
(2.5) 

92,082 ± 50,811 
(0.8) 

INFECT.100 MIL. 

298 ±52 
(2.1) 

1,678• ±299 
(1.6) 

39341* ±9,906 
(0.4) 

INFECT. 10 MIL. INFECT.100 MIL. 

Sin estímulo 113±14 209±39 177±44 
(1) (1.8) (1.5) 

Estímulo con 20µg/ml de A9 Epls 1,040 ± 1,408 3,188 ± 2,472 2,664 ± 1,804 
(1) (3) (2,5) 

Estímulo con lµg de ConA 78,125 ± 74,576 87,800* ± 85,876 50,520* ± 9,082 
(1) (1.1) (0.6) 

3ER. EXP. 1!5 Días P.:I. CONTROL INFECT. 10 MIL. INFECT.100 MIL. 

Sin estímulo 205±41 872±445 
(0.9) (4) 

" ... ,_:s ,·~~·~, 

Estímulo con 20µg/ml de Ag Epls :' 1,075 ± 1,233 1,213 ± 1,124 3,931• ±2,343 
(1) (1.1) (3.6) 

Estímulo con lµg de ConA 102,424± 123675 102,559 ± 124351 74,429 ± 37,535 
(1) (1) (0,7) 

Los valores representan las cuentas por minuto (c.p.m.) oorrespondlentes al promedio de bipllcados :t: 

su desviación estándar. Los valores entre paréntesis corresponden al Indice de estlmuladón. 

• c.p.m. estadísticamente slgnlflc:atlvas con respecto al control. P < O.OS 
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Tabla S. PROUFERAOÓN DE CÉLULAS DE BAzO CEPA AVIRULENTA. Fase Crónica. 

lER EXP. 98 Dios P.J:. CONTROL J:NFECT. 10 MIL. J:NFECT. 100 MIL. 

Sin estímulo. 114± 35 226±102 106 ±41 
(1) (1.9) (0.9) 

1,188±467 1,534±686 439• ± 124 
(1) (1.2) (0.4) 

206,181• ± 25,153 149,091 ± 91,681 
(0.8) (0.6) 

CONTROL J:NFECT. 10 MIL. J:NFECT. 100 MIL. 

Sin 125 ± 27 150 ± 14 95 ±28 
(1) (1.2) (0.8) 

Estímulo con 20µg/ml de , Epis · 462 ±209 300 ±57 429 ±218 
(1) (0.6) (0.9) 

70,250 ± 23,109 83,663 ± 28,443 
(0.5) (0.6) 

J:NFECT. 10 MIL. IN'ECT. 100 MIL. 

Sin estímulo. 115:1:16 115±9 
(1.2) (1.2) 

Estímulo con 20µg/ml de Ag Epls 159±85 290±102 319±88 
(1) (1.8) (2) 

Estimulo con lµg/ml de ConA 28,636 ± 24,078 37,236• ± 9,923 18,962• ± 4,434 
(1) (1.3) (0.6) 

Los valores representan las wentas por minuto (c.p.m.) correspondientes al promedio de tr1pllcados ± 

su desviación estándar. Los valores entre paréntesis corresponden al índice de estlmuladón. 

* c.p.m. estadísticamente significativas con respecto al control. P < O.OS 
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Tabla 6. ÍNDICES DE ESTIMULACÓN PROMEDIO. 

RATONES INFECTADOS CON LA CEPA AVIRULENTA (FASE AGUDA). 

CONTROL INFECT. lOMIL INFECT. lOOMIL. 
. 

Estímulo con 20µg/ Ag de. 1±0 2.9±0.5. 5±0.4 ** 
'. . EDiS. · ... 

CONTROL INFECT. lOMIL. · INFECT. lOOMIL. ..... "· .. :":"': .. :• 

Estlmulo con lµg de. ConA. 1±0 0.7± 0.07 

RATONES INFECTADOS CON LA CEPA VIRULENTA (FASE AGUDA). 
- ,. :.:;-,~:;·;; :·;:,.~-,c_'.-6·;'/i;(~~):~:~:):.\~ . · ·;. .. , _; .: ·· . 

CONTROL · . ·: •, •:· INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL 
q, . '":'-: ·:,_.;,-~:-~>·>· 

Estímulo con 20119/ Ag de. 1±0 .. "··. "'·2.2± 1•. 2.5±1 ** 
E Di S. 

CONTROL . INFECT. 10MIL. INFECT. lOOMIL. 
' ·. 

Estímulo con 1119 de. ConA. 1±0 1.4±0.1 1.3 ±0.1 

RATONES INFECTADOS CON LA CEPA AVIRULENTA (FASE CRONICA). 

CONTROL INFECT. lOMIL. INFECT. lOOMIL. . 
Estímulo con 20119/ Ag de. 1±0 1.2±0.6 1.1±0.8 

EDIS. 
CONTROL INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL. 

Estímulo con 1119 de. ConA. 1±0 0.86±0.4 0.6±0 

Índices de estfmuladón de células de bazo de ratones Infectados con ambas cepas (promedio de 3 

experimentos Independientes ± su desviación estándar). 

* Diferencias estadlstlcamente significativas con respecto al control. P < O.OS 

* Diferencias estadísticamente slgnlncatfvas entre los grupos que presentan el slmbolo. P < O.OS 
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Flg. 8. Índices de estlmuladón de células de bazo de ratones Infectados oon la cepa virulenta y la 

avlrulenta estimuladas oon 20 µg por mi de antígeno del parásito (promedio de 3 experimentos Independientes). 

Barras negras oon puntos daros ratones rontrol sin Infectar. Barras blancas con puntos negros ratones 

Infectados oon la cepa avlrulenta. Barras ron diagonales ratones Infectados con la cepa virulenta. A) Grupos de 

ratones Infectados con 10 mil parásitos. B) Grupos de ratones Infectados ron 100 mil parásitos. 

• Diferencias estadísticamente slgnlfk:atlvas con respecto al rontrol. P < O.OS 

* Diferencias estadísticamente slgnlfk:atlvas entre los grupos que presentan el símbolo. P < o.os 

• Diferencias estadísticamente significativas entre los grupos que presentan el símbolo. P < O.OS 

TESIS G0~1 
FALLA DE OIUGEN 

43 



A 

~ 
6 

5 
:5 
::> 
:E 

4-

~ 3 
w 

2 Q 
w 
u 1 iS 

.l!; 
o 

AGUDA. CRóNCA. 

FASES. 

B 
6 

.(¡ 
ü 5 
:5 
::> 
:E 

4 

ti 3 w 
w 

2 e 
w 

~ 1 
.l!; 

o 
AGUDA. CRÓNCA. 

FASES. 

Flg. 9. Índices de estlmuladón de células de bazo de ratones Infectados oon la cepa virulenta y la 

avlrulenta estimuladas con 1 µg por mi de conc:anavallna 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 avlrulenta. Barras con diagonales ratones Infectados con la cepa virulenta. A) Grupos de 

ratones Infectados con 10 mil parásitos. B) Grupos de ratones Infectados con 100 mil parásitos. 

TESIS COW 
FALLA DE DRIGEN 
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Flg. 10. Porcentajes de células CD4• y coa• presentes en bazo. Experimento representatlvo analizado 

mediante dtometrfa de Hujo. A) Representa el porcentaje de células diferentes a linfocitos c04• y coa• de un pool de 

células de bazo de 3 ratones, marcadas con un control de lsotlpo. B) Representa el porcentaje de células c04• y coa• 

de un pool de células de bazo de 3 ratones controles sin Infectar. C) Corresponde a la tase aguda de la Infección y 

representa el porcentaje de células CD4• y coa• de un pool de células de bazo de 3 ratones Infectados con 10 mli 

parásitos de la cepa avlrulenta. D) Corresponde a la fase aguda de la Infección y representa el pon:entaje de células 

c04• y coa• de un pool de células de bazo de 3 ratones Infectado con 100 mil parásitos de la cepa avlrulenta. E) y F) 

Corresponden a la tase crónica de la Infección y representan el porcentaje de células CD4• y coa• de un pool de 

células de bazo de 3 ratones Infectados con 10 y 100 mil parásitos respectlvamente de la cepa avlrulenta. 

* Diferencias estadísticamente slgnlftcatlvas con respecto al control. P < O.OS 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Flg. 11. Porcentajes de células C04+ y cos• presentes en bazo. Experimento representatlvo analizado 

mediante dtometria de flujo. A) Representa el porcentaje de células diferentes a llnfocltos CD4• y cos• de un pool de 

células de bazo de 3 ratones, marcadas con el control de lsotlpo. B) Representa el porcentaje de células CD4+ y coa• 

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

representa el porcentaje de células c04• y coa• de un pool de células de bazo de 3 ratones Infectados con 10 mil 

parásitos de la cepa virulenta. D) Corresponde a la fase aguda de la Infección y representa el porcentaje de células 

C04+ y cos• de un pool de células de bazo de 3 ratones Infectados con 100 mil parásitos de la cepa virulenta. 

* Diferencias estadísticamente significativas con respecto al control. P < o.os 

TESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 
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Tabla 7. PROMEDIO ÓE UNr=0erros CD4•.v cofl• Df'RATONESINFECTAÍ:>os CoN T. avz/. ·. 
•_-,' .... ·: ' ,, ~-' ·• ' 

UNFOCITOS. CONTROLES. INFECT. 100 MIL. 
.-.'• 

%CD8• 10.5±4.6 11.7±4.3 10±6 

%CD4• 24±3.3 17± 3.3 14± 2.5 

AVIRULENTA CRONICA. 
CONTROLES. INFECT. 10 MIL INFECT.100.MIL 

9.9±4.1 23.2±7.8 18± 8.7 

25.8±8 30.3± 11.6 25.3±7.4 

La tabla representa el promedio de 3 experimentos diferentes bajo las mismas amdldones. 

* Diferencias estadísticamente significativas oon respecto al oontrol del mismo grupo. P < o.os 

47 



' -_---- -- .- - - ---, -----"--

Tabla 8. CÉLULAS NK DE BAZO DE RATO~ESINFEdAOOS c:ÓN T. ~¡ 
Experimento 1. 

Días Postlníección. o 3 s 

Cepa avlrulenta. 1 1.04 0.65 

Cepa virulenta. 1 1.74 0.51 

Experimento 2. 

Días Postlníección. o 3 5· 

Cepa avlrulenta. 1 0.59 0.79 

Cepa virulenta. 1 0.69 0.78 

Experimento 3~. ,. · 

Días Postlníección. o 3 5 

Cepa avlrulenta. 1 1.07 2.03 1.69 1.28 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 disminución con respecto al rontrol en el porcentaje de células 

NK de un pool de células de bazo de 3 ratones. 
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Flg. 12. Porcentajes de células NK presentes en bazo. Índices de Incremento de los grupos 

experimentales ron respecto al grupo rontrol. Los índices de Incremento se calcularon con la misma formula que 

los índices de estlmuladón. Cada punto <X>rreSponde al promedio de 3 experimentos. • Pools de células de bazo 

de 3 ratones Infectados con 100 mil tripomastigotes de la cepa avirulenta. O Poo1s de células de bazo de 3 

ratones Infectados con 100 mil tripomastlgotes de la cepa virulenta. 

• Diferencias significativas con respecto al grupo control sin Infectar. P < O.OS 

* Diferencias significativas entre los grupos que presentan el símbolo. P < O.OS 

El grupo rontrol equivale a l. 
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VI. DISCUSIÓN. 

VI.1. VIRULENCIA. 

Al estudiar los aspectos biológicos, bioquímicos y moleailares se han encontrado grandes diíerendas en 

el romportamlento de las cepas de T. auzl tanto in vitro romo in vil/O y se han desaito posibles lmpllcadones 

del vector en la modulación de la virulencia de las cepas ruando estas circulan en los Insectos (Lammel et al., 

1985). La varlabllldad en su romportamlento biológico y la heterogeneidad que presentan en su caracterización 

bioquímica y molecular han Impedido establecer parámetros adecuados para su daslficadón y taxonomía, así 

como para poder determinar el comportamiento de las cepas en el hospedero, lo que ha hecho que su 

caracterización sea una rondidón necesaria para su estudio y control (Guzmán-Marín et al., 1999). Resulta de 

gran Importancia el ronocer la respuesta Inmune celular que prevalece en la Infección ron cepas Mexicanas de 

T. auzl, las cuales pertenecen al genotipo I (López-Olrnos et al., 1998; Bosseno et al., 2002) dado que se sabe 

que aunque las cepas sean del mismo genotipo, pueden diferir enormemente en sus características biológicas 

(Esplnoza et al., 1998; López-Olrnos et al., 1998). Las cepas utilizadas en este estudio presentan diferencias 

como el tropismo y su origen ya que una se aisló de un caso humano aónlro y la otra se aisló del vector, y 

sabiendo que ambas pertenecen al genotipo 1, es Importante su estudio ya que su romportamlento biológico 

difiere. 

VI.2. SÍNTOMAS FÍSICOS. 

A simple vista se observó que los ratones Infectados oon ambos lnóculos de la cepa avlrulenta no 

presentaron síntomas físicos diferentes a los de ratones rontrol sin lníectar, sin embargo, los ratones Infectados 

con la cepa virulenta presentaron un notable erizamiento de pelo a los pocos días después de la Infección, así 

como parálisis de los miembros pélvlcos antes de morir. La susceptibilidad del hospedero juega un papel muy 

Importante ya que los ratones Balb/c han demostrado ser relativamente susceptibles al parásito (Oien et al., 

2001). 

Un aspecto que es de gran Importancia para poder ooneladonar la virulencia de ambas cepas es el 

tropismo que estas cepas presentan, por ejemplo, se sabe que la cepa avlrulenta presenta un tropismo a 

diferentes órganos, aunque, en ratones BALB/c el tropismo es preferencial hada músculo esquelético (Monteón 

et al., 1996), mientras que la cepa virulenta se ha reportado que es cardiaca (Femánclez-Presas et al., 2001), lo 
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cual es de gran Importancia para la virulencia, ya que procesos de Invasión e Inflamación son mucho más graves 

en órganos como bazo o músculo cardlaro que en músculo esquelétlco (Salazar-Schettfno et al., 1987). 

La esplenomegalla que se presentó en los ratones Infectados oon T. avzi resultó muy evidente y es 

Indicativa de un proceso Inflamatorio Importante ya que se ha propuesto que el Incremento en el tamaño del 

bazo, es consecuencia tanto de los procesos de reacción Inflamatoria, producidos por el Incremento en el 

número de células proinflamatorlas principalmente neutrófilos y monodtos {Chen et al., 2001; Abbas y Uchtman, 

2001), eoslnófilos (Roltt et al., 1989) así corno llnfoátos CD4', coa• y células B las cuales son necesarias para 

mantener una respuesta Inmune efectiva contra el parásito (Sun y Tarleton, 1993). Se observó que los ratones 

Infectados con la cepa virulenta presentaron una esplenomegalla significativamente mayor que los ratones 

Infectados con la cepa avlrulenta Flg. 4. 

VI.3. PARASITEMIA. 

La parasltemla mostró grandes diferencias entre los grupos Infectados con estas cepas, observándose 

que la tendencia en los grupos Infectados con la cepa virulenta fue la de presentar parásitos en cirruladón 

significativamente más rápido cuando el lnóculo fue mayor, mientras que la aparición de parásitos en circulación 

en los grupos Infectados con la cepa avlrulenta no presentó diferencias slgnlflcatlvas entre lnóculos (10 mil y 

100mil parásitos). 

La cantidad máxima de parásitos fue significativamente mayor en los grupos Infectados oon la cepa 

virulenta, lo rual Indica que la lnfectfvldad en las células blanco debe ser mayor am esta cepa, y esto concuerda 

oon otros resultados In vitro obtenidos en el laboratorio, donde la cepa virulenta Invade líneas celulares mucho 

más rápido y presenta más cantidad de amastlgotes por célula que la cepa avlrulenta, lo cual podría ocasionar 

que los parásitos de la cepa virulenta se establezcan en órganos blanco oon mayor rapidez y en mucho mayor 

número que los parásitos de la cepa avlrulenta, esto ooncuerda oon otros estudios en donde se ha analizado la 

virulencia de distintas cepas mexicanas de T. auz/ y se determinó que las más virulentas son las que se 

establecen de forma más abundante y más rápida en órganos blanco Importantes (Salazar-Schettlno et al., 

1987). 
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VI.4. SOBREVIVENOA. 

La sobrevlvenda de los grupos Infectados con la cepa avlrulenta en todos los expeómentos con ambos 

inóculos fue del 100 %, sin embargo, ninguno de los grupos Infectado::; con la cepa virulenta pudo alcanzar la 

fase crónica de la Infección ya que en estos se presentó un 100 % de mortalidad. Por trabajos realizados en el 

laboratorio se ha observado que la cepa virulenta presenta una mayor capacidad para Invadir líneas celulares 

que la cepa avlrulenta, esta habilidad puede ser un paso critico en el establecimiento de la Infección y en el 

curso de ésta. Además la Invasión de células por parte de los trlpomastlgotes metaódlcos se ha sugerido que 

puede estar determinada por la expresión de algunas glicoproteínas de superficie, corno la glicoproteína gp90 

que se expresa dlferencialmente dependiendo de la cepa de T. auz/ y la habilidad del parásito para Invadir 

células blanco está inversamente correlacionado con la expresión de esta proteína. La gp90 se une a un receptor 

en las células del hospedero que puede mediar la activación de la señalización del flujo de caldo, el rual se 

requiere para que T. avzl penetre a los diferentes tipos celulares y se ha observado que la Inhibición en la 

síntesis de gp90 del parásito afecta la capacidad de las formas rnetaódlcas para penetrar a las células (Málaga y 

Yoshlda, 2001). Por otra parte la glicoproteína gp82 también Induce significativamente la movilización de caldo 

por lo que al Igual que la gp90 se enruentra relacionada con la lnvaslvidad del parásito a las células (Rulz et al., 

1998). Por lo tanto proteínas como estas que se expresan diferendalrnente en cada cepa de T. auz/ podrían 

estar ejerciendo un papel Importante en la potencialidad la Invasión del parásito y por consiguiente afectar la 

habilidad del huésped para controlar la parasltemla, la sobrevlda y la activación de ciertos tipos celulares en los 

hospederos expuestos a estas cepas. En nuestro caso serla ele Interés evaluar la presencia de estas proteínas en 

las cepas estudiadas. 

VI.5. PROUFERAOÓN DE CÉLULAS DE BAZO. 

Se observó durante la fase aguda que ruando se estimuló con antlgeno de epimastlgotes las células de 

bazo de los ratones Infectados con ambos lnóculos tanto de la cepa avlrulenta como de la cepa virulenta 

presentaron un índice de estlmuladón slgnlflc:ativamente mayor con respecto a los grupos control sin Infectar, y 

este Incremento fue mayor en el grupo Infectado con la cepa avlrulenta. 

Con estos resultados se demostró que durante la fase aguda se llevó a cabo una respuesta prollferativa 

en los grupos Infectados con ambas cepas, la rual fue mayor en las células de bazo que procedían de los 
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ratones Infectados a>n la cepa avlrulenta, diferencia que resulta favorable en la sobrevlvenda de estos ratones, 

ya que si se produce mayor cantidad de llnfodtos estos pueden a>ntrolar de una mejor manera la multiplicación 

del parásito (Tarleton et al., 1994), y a>n esto atenuar la presencia de los síntomas fískDs, aumentando la 

sobrevivenda de los ratones. En la fase crónica, la cual fue alcanzada solamente por los ratones Infectados a>n 

la cepa avlrulenta, la prollferadón de células de bazo no presentó diferencias significativas a>n respecto a los 

grupos control sin infectar, lo cual podría explicarse por la ausencia del parásito en circulación, otras causas que 

expllcan esta situación han sido reportadas por varios autores. De aruerdo a Monteón et al., 1996, hay una 

escasa presencia en los tejidos de ratones BALB/c por lo cual se sugiere que la produo.:ión de linfocitos es baja 

en esta fase, además, otros tipos celulares podrlan estar ejerciendo un papel Importante durante este periodo, 

a>mo por ejemplo células plasmáticas que se ha reportado producen una alta cantidad de lnmunoglobulinas de 

diferente ciase (Caballero, 1996) y también se ha descrito que para ratones Balb/c Infectados ron la cepa 

Tuláhuen, tipos celulares como neutrófilos y macrófagos presentan un rol Importante en el rontrol de T. auz/en 

esta fase (Caulada-Benedettl et al., 1998; Rodrigues et al., 2000; Chen et al., 2001) por tanto, serla de gran 

utilldad determinar el papel de estas células durante la Infección oon las cepas utilizadas en este estudio, cabe 

mencionar que estos resultados difieren de otros trabajos en donde se ha reportado que en la Infección 

experimental a>n la cepa sudamericana Y de T. auzl, existe una lnmunosupresión en la estlmuladón de 

linfocitos T empleando antígeno de la fase de trlpomastlgotes (Plnge-Alho et al. 1999). Mientras que los 

resultados de este trabajo se obtuvieron utilizando antígenos de eplmastlgotes, aunque en primera Instancia se 

Intentó estimular a las células de bazo de los ratones Infectados oon antígeno de tripomastlgotes, lo cual no se 

a>nslguló ya que el antígeno obtenido en el laboratorio nunca se purifloo totalmente oon la fase lnfectiva del 

parásito, por lo que siempre se mantuvo amtamlnado am algún porcentaje de células Vero las cuales sirvieron 

para mantener el cultivo de trlpomastlgotes y se obselvó que las células Vero (Células de riñón de mono verde 

africaoo) son muy eficientes en estimular y hacer proliferar a células de bazo (Datos no mostrados). Por lo cual, 

no se pudo determinar si la estlmuladón observada ron este antígeno se debió a antígenos del parásito o de las 

células Vero. Serla de gran utilldad poder obtener antlgenos puros del parásito en su fase de trlpomastigote y 

repetir los experimentos, ya que esto aportaría resultados mucho más cercanos a los que pasan en una 

lnfecdón natural. 
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Tanto en la fase aguda como en la aónlca cuando se utllizó ooncanavalina A para estimular a las 

células, se observó que los Indices de estimuladón de los grupos experimentales, no presentaron diferencias 

significativas con respecto a los grupos control sin Infectar e Incluso en algunos casos se obsetvó una 

lnmunosupreslón en la produa:lón de linfodtos, esto podría ser debido principalmente a que la concanavalina A 

es un estimulante no especifico por lo cual estimuló clonas de linfodtos en general de los ratones Infectados, 

como células no activadas procedentes de los ratones control sin Infectar. 

Vl.6. OTOMETRIA DE FLUJO PARA DETERMINAR UNFOOTOS CD4+ coa•. 

La dtometría de flujo demostró que las poblaciones de linfodtos CD4+ y coa• de los ratones lrftctados 

tanto con la cepa virulenta a>rno con la virulenta sufrieron variaciones importantes. Durante la fase aguda en los 

ratones Infectados con la cepa virulenta no se presentaron modificaciones en el porcentaje de linfocltos coa• 

con respecto al control, en cambio el porcentaje de linfocitos CD4+ disminuyó con respecto al de los ratones 

control, estos datos tornados en conjunto Indican una falta de estimuladón de células coa• y una 

lnmunosupreslón de linfocitos CD4+ lo que Indica que estos últimos no están siendo generados para p!"CM!er una 

protección Importante durante la fase aguda. 

En cuanto a los ratones Infectados con la cepa avirulenta el porcentaje de linfocitos coa• presentes 

durante la fase aguda mantuvo una tendencia de Incremento que se prolongó hasta la fase aónlca en donde se 

volvió estadísticamente significativa, sin embargo, también durante la fase aguda se obselvó una reducdón 

significativa de linfocitos CD4+, los cuales recuperaron sus niveles normales en la fase cónica. La disminución 

en los porcentajes de linfocitos CD4+ ya ha sido reportada durante la Infección con la dona de T. auid Dm28c 

(Lopes et al., 1995), lo cual resultaría en una mayor susreptlbllidad en los ratones. En este trabajo, esta 

diferencia no es tan relevante dado que se presentó con ambas cepas. En éste modelo se obseM) que el 

Incremento en linfocitos coa• es Importante ya que Intervienen en la reducdón de la parasltemla y la mortalidad 

de los ratones por vías como la secreción de dtlldnas Importantes para la regulación de la lnfea:lón CX1111D JNF-y, 

TNF-a e IL-10 {Tarleton, 1990; Palva et al., 1999). Aunque el Incremento significativo en el porm¡taje de 

linfocitos coa• durante la fase crónica de la lnfecdón podría presentar problemas prlndpalmente de 

autolnmunldad por parte de linfocitos coa• autoreadlvos (Engrnan y leon, 2001), esto no se determinó en este 

trabajo. Además seria de gran Importancia poder analizar estos tipos celulares no solamente en el ella 15 para 
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los ratones infectados con la cepa virulenta y al día 21 y 98 para los ratones Infectados con la cepa avirulenta, 

sino tomar más puntos, principalmente en los ratones infectados con la cepa virulenta y que estos puntos estén 

mucho más cercanos a los días de la muerte para determinar que sucede con estas poblaciones de linfocitos 

cuando la muerte de los ratones esta muy próxima. Otro punto que deberla analizarse es determinar si los 

linfocitos que se están produciendo y que se analizaron son Th1 o Th2 específicos resultados que aportarían 

más elementos para evaluar las diferencias presentes en el modelo. 

V.7. CITOMETRÍA DE FLUJO PARA DETERMINAR CÉLULAS NK DURANTE LA FASE AGUDA. 

El comportamiento de las células NK analizado mediante dtometrla de flujo durante los primeros días de 

la Infección O, 1, 3, 5, 7, 9 y 11 Indicó que durante los días O, 1 y 3, no se presentaron diferencias en los grupos 

de ratones Infectados con la cepa avirulenta, la virulenta con el control. 51 embargo, en et día 5 p.I. los grupos 

de ratones Infectados con ambas cepas presentaron un incremento con respecto al control, y el día 9 se 

encontró que el grupo infectado con la cepa virulenta tuvo un Incremento significativo con respecto a los grupos 

control e infectado con la cepa avlrulenta. Puesto que se ha reportado que las células NK son una de las 

principales fuentes de INF-y y que estas brindan una protección durante las primeras fases de la infecdón con 

T. auzl (cardillo et al., 1996; Scharton-Kemster y Sher, 1997; Raulet et al., 2001), resulta Incierto el papel que 

estas células jueguen en los ratones infectados con la cepa virulenta en este trabajo, debido a que las células 

NK son las principales productoras de INF-y, lo cual podría exacerbar la respuesta Inflamatoria en el bazo de 

estos ratones, ya que la secreción de INF-y contribuye a producir reacciones Inflamatorias en los tejidos y 

resulta en la exacerbación de Infiltrados Inflamatorios, lo que podría explicar la esplenomegalia en et bazo de los 

ratones infectados con la cepa virulenta, además la activación de maaófagos por INF-y resulta en la descarga 

de productos inflamatorios que aumentan la respuesta inflamatoria en et bazo (Antúnez y cardoni, 2000). 

Debido a los resultados obtenidos en este trabajo sería de gran Importancia seguir con esta linea de 

investlgadón, contemplando un mayor número de cepas mexicanas de T. auzl determinando la participación y 

posibles funciones de otros tipos celulares no abordados en este trabajo y añadiendo nuevas variables que 

resultarían en una mejor comprensión de la infección con T. auzl. 
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VII. CONCLUSIONES. 

• Se pudo amflrmar sistemáticamente el romportamlento de ambas cepas en Ía Infección a ratones Balb/c y 

por lo tanto sabemos que cna de las cepas se romporta romo avlrulenta mlenbas que la otra cepa es virulenta. 

• Se determinó la carga parasitaria y se observó que la cepa virulenta Induce parasltemlas más altas que Ja 

cepa avlrulenta y que la parasltemla en los ratones está determinada por la cantidad de parásitos lnorulados, más no 

así la mortalidad. 

• Durante la fase aguda de la Infección los índices de estfmuladón obtenidos para las células de bazo de los 

ratones Infectados con ambas cepas presentaron en general una proliferación mayor que las células de bazo de los 

ratones control sin Infectar, proliferaciones que fueron mayores en Jos grupos Infectados con la cepa avlrulenta, lo 

cual parece ser una ventaja para la sobrevlvenda. 

• Durante la fase crónica de la Infección la cual rue alcanzada solamente por los ratones Infectados ron la 

cepa avlrulenta, los índices de estfmuladón obtenidos de estos ratones presentaron proliferaciones similares a la de 

los ratones rontrol sin Infectar, lo que Indica que durante esta fase no se están produciendo cantidades Importantes 

de células de bazo debido principalmente a la ausencia del parásito en la drruladón. 

• Los ratones Infectados ron la cepa virulenta no presentaron modlflcadones en el porcentaje de linfocitos 

CDS', en cambio el porcentaje de linfocitos CD4' en romparadón fue menor respecto al de los ratones control sin 

Infectar, por lo que los linfocitos cos• y CD4 • no están siendo generados en cantidades Importantes como para 

brindar una protección Importante durante Ja fase aguda. 

• En ruanto a los ratones lnfedados ron la cepa avlrulenta el porcentaje de linfocitos cos• mantuvo una 

tendencia de Incremento desde la fase aguda hasta Ja fase crónica en donde se volvió estadl'stfcamente significativa, 

mlenbas que se observó una reducción significativa en el porcentaje de linfocitos CD4' durante la fase aguda, Jos 

cuales rea.iperaron sus niveles normales en la fase crónica, por lo tanto en este modelo Jos linfocitos cos• son muy 

Importantes en la defensa rontra T. auzJ. 

• El porcentaje de células NK dt.rante los primeros días de la lnfecdón, en Jos ratones lnfec:tados con ambas 

cepas se Incrementó respecto al control al día 5 p.J. además los ratones Infectados ron la cepa virulenta presentaron 

un Incremento significativamente mayor que el rontrol y el grupo Infectado con la cepa avlrulenta al día 9 p.J., lo que 

podria producir altos niveles de INF-y y mantener una respuesta Inflamatoria Importante en el bazo de los ratones 

Infectados ron la cepa virulenta. 
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APÉNDICE l. 

PREPARAOÓN DE MEDIOS. (Carrasco 2000). 

MEDIO RPMI 1640. 

Disolver un sobre de RPMI de 13.4 grs. en 900ml de H20 deslonlzada bldestllada y adicionar 3.7 grs. por 

litro de NaC03 y ajustar el pH entre 7.1 y 7.3 con NaOH o HO. Después se esteriliza por filtración al vado con 

membrana de 0.22µm Vaciar el medio estéril en botellas de vidrio 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-glutamlna 100 grs. Cat. No. 810-10511M 

Aminoácidos no esenciales 10mN 100X Cat. No. 11140-019 

Piruvato 100mM Cat. No. 5-8636 

Vitaminas 100X Cat. No. 11120-052 

Antibióticos 100X Cat. No. 15240--062 

al 1% 

al 1% 

al1% 

al 1% 

al 1% 

10ml. 

10ml. 

10ml. 

10ml. 

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 dloble. Los aminoácidos, vitaminas y plruvato ya vienen listos para 

usar. Para preparar los antibióticos y L-glutamlna seguir los procedimientos abajo desattos. 

L-GLUTAMINA. 

Para preparar 100ml de L-glutamina pesar 2.92grs y disolver en PBS lX. Esterilizar con membrana de 

0.22µm y conservar en tubos de 50 mi o frascos de 150 mi procurando no llenar hasta el tope y congelar si no 

se van a usar de Inmediato. 
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MEDIO D-MEM (Giba>). 

Disolver un sobre de D-MEM (Glbco Cat. No. 12100-038) alto en glucosa en 900 mi de H20 deslonlzada 

y destilada y adicionar 3.7 g de NaC03 por litro y ajustar el pH entre 7.1 y 7.3 oon NaOH o Ha. Una vez 

ajustado el pH aforar a 1 lt. 

Esterilizar por filtración al vado oon membrana de 0.22µm Vaciar el medio estéril en botellas de vidrio am tapón 

de baquelita (estéril y seco). y dejar 2 días a 37ºC mrno prueba de esterilidad. SI durante la prueba de 

esterilidad el medio amtinua siendo transparente (mmpletarnente) y de mlor rojo proceder a mmplernentar 

mrno se Indicó para RPMI (carrasm, 2000). 
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APÉNDICE II. 

PROUFERACTÓN DE CÉLULAS DE BAZO. 

* Se remueve el bazo de los ratones a utilizar. 

* Los bazos se lavan en cajas de petri falcan ele 60 x 15 mm con RPMI suplementado con suero fetal 

bovino al 10%, Nac03, glutamlna, plruvato, vitaminas, aminoácidos no esenciales y antlblótlex>s (Apéndice I). 

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

* Posteriormente, se colecta el homogenlzado con pipetas tratando de no llevarse los fragmentos 

grandes de membranas. 

* Las células se colocan en tubos fakon de 15 mi estériles, se deja reposar por 20 mln. en hielo para 

que las partlculas de tejido se depositen, entonces se obtiene el sobrenaclante que contienen las células y se 

centrifuga a 250 gs durante 10 minutos. 

* El sobrenadante se desecha y al paquete celular se le agregan de 2 a 3 mi de solución de lisis AO< 

(ver más adelante). Se deja actuar durante 3 minutos a 4°C con agitación suave. 

* Posteriormente se agregan 5 volúmenes de RPMI, la muestra se centrifuga durante 10 minutos a 250 

gs., y se descarta el sobrenadante. 

* El paquete celular se resuspencle en 5 mi de RPMI y se ruenta el número de células en hemcx:itómetro 

con dilución de 1:100, posteriormente se ajusta el número de células a utilizar y se resuspenden en 100µ1. 

* Se colocan en placas Costar de 96 pozos de baja evaporadÓn (Comlng Incorporated No. cat. 3595), 

sin utilizar los pozos exteriores. 

* Se estimula con conc:anavalina A con una concentración de 1 µg por mi, también se estimula con un 

extracto antlgénlm total de eplmastlgotes a una concentradón de 20 µg por mi. 

* Posteriormente, las placas se colocan en Incubadora a 37° c. con 5% de C02 y 90% de humedad, 

durante 48 horas. 

* Después las células se marcan con 1 µO de tlmkflna 3H (NEN- Ufe Sdence Products Inc. No. cat. 

NET027E) por pozo, diluida en 9µ1 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 automático Skatron Instruments, Norway. 

* Una vez cosechadas las células las membranas se dejan secar con ayuda de una lámpara 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 

mi. de líquido de centelleo el cual generalmente es benceno (C6H6) o una mezda de benceno y tolueno 

(C6H6CH3). 

* 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 obtlene el índice de estlmuladón, 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). 

Preparación de Buffer de Lisis (ACK). 

NH., O 

KHC03 

Na, EDTA 

8.29 grs. 

1 g. 

37.2 rng. 

Se agregan a los reactivos 800 mi de agua destilada en un mab'az aforado de 1 U, una vez disueltos se 

ajusta el pH a 7.2 oon Ha 1 Normal y se afora a 1 u con agua destilada. 

Se pasa a través de un filtro estéril y con membrana de 0.22µm y se almacena a temperatura ambiente 

(Coligan et al., 2000). 
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APÉNDICE 111. 

DETERMINAOÓN DE UNFOOTOS CD4+ Y COB+ POR OTOMETRIA DE FLUJO. 

* Se remueve el bazo de los ratones a utilizar. 

* Los bazos se lavan en cajas de petrl (falcon) de 60 x 15 mm con RPMI suplementado con suero fetal 

bovino al 10%, Naco,, glutamlna, plruvato, vitaminas, aminoácidos no esenciales y antibióticos (Apéndice I). 

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

* Posteriormente, se colecta el homogenlzado con pipetas tratando de no llevarse Jos fragmentos 

grandes de membranas. 

* Las células se colocan en tubos falcon de 15 mi estériles, se deja reposar por 20 mln. en hielo para 

que las partículas de tejido se depositen, se obtiene el sobrenadante que contiene las células y se centrifuga a 

250 gs durante 10 mln. 

* El sobrenadante se desecha y al paquete celular se le agregan de 2 a 3 mi de solución de lísls (ACK). 

Se deja actuar durante 3 mln. a 4ºC con agitación suave. 

* Posteriormente se agregan 5 volúmenes de RPMI, la muestra se centrifuga durante 10 mln. a 250 gs., 

y se descarta el sobrenadante. 

* El paquete celular se resuspende en 5 mi de RPMI y se OJenta el número de células en hemocltómetro 

con dilución de 1:100 posteriormente se ajusta el número de células a 1 millón por mi. con medio de wltivo. 

* Se ailoca 1ml de la suspensión en tubos cónicos de 15 mi 12x 75, se necesita un tubo por cada 

anticuerpo más el control de lsotipo, si se van a marcar simultáneamente con 2 o más anticuerpos utilizar un 

tubo por cada rombinadón de anticuerpos. 

* Centrifugar a 250 gs, usar una pipeta para remover el líquido cuidando de no traerse el pellet, (puede 

dejarse un poquito de sobrenadante, para evitar traerse el pellet). 

* Posteriormente se agrega al pellet lµg de Jos anticuerpos antl-COS+ y antl-<D4+, se utilizan 

anticuerpos anti-coa+ de ratón acoplados a flcoerltrlna (Phannlngen No. Cat. 553032) y antl-<D4+ de ratón 

acoplados a fluorescelna (Pharmlngen No Cal. 553055), así como sus controles de lsotlpo antl-lgG2a cadena 

cappa acoplado a flcoeritrlna y antl-lgG2b cadena cappa acoplado a fluoresceína. 

* Mezdar en vortex. Incubar Jos tubos en hielo por 30 minutos wbrléndolos de la luz. 
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* Primer lavado. Agregar lml de PBS+azlda de sodio y agitar en vortex. 

* Centrifugar durante 5 mln. 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 paraforrnaldehldo al 0.05% para posteriormente ser analizadas en un dtórnetro de 

Hujo FACScan Beckton and Dlcklnson, se recomienda analizar Inmediatamente, pero el marcaje se mantiene 

hasta por 6 días a 4ºC (www.blotech.ufl.edu/-fcd/direct.htrnl). 

CELULAS NK. 

El marcaje de células NK se llevó a cabo de la misma forma que para las células CD4 y CDS descrito 

anteriormente, Jos anticuerpos utilizados fueron antl-LY-49C CDS+ receptor de las células NK (Pharrnlngen. 

Anticuerpo Fluorescelnado anti-ratón LY-49C de 0.2mg No. cat. 016258, Isotlpo Estándar Fuorescelnado antl

IgG2a 0.1 mg. No. cat. 03025ª) (Stoneman et al., 1995). 
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APÉNDICE IV. 

PORCENTAJE DE UNFOOTOS CD4• Y coa• EN EL BAZO DE RATONES. 

Experimento 1. 21 oras p.i. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL. 

%cos• 11.81 13.67 18.10 

%co4• 28.18 17.52 * 19.a5 

Experimento2. 21 Olas p.I. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL. 

%cos• 11.92 10.03 15.42 

7. co4• 29.53 13.aa * 16.26 * 
Experimento 1. 9a oras p.I. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL. 

7. cos• 12.04 27.04 * 11.aa 

7. co4• 30.25 37.66 29.13 

Experimento 2. 98 Días p.i. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL. 

%CDB• 12.4a 2a.29 * 27.99 * 
%CD4• 30.57 36.32 30.11 

Experimento 3. 9a oras p.I. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL. 

7. cos• 5.13 14.24 * 14.14 * 
%CD4• 16.49 16.a3 16.79 

Experimento 1. 15 oras p.I. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL. 

%coa• 16.B 14.2 1a.2 

%CD4• 19.9 1a.12 16.3 

Experimento 2. 15 oras p.I. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL. 

%CDB• 10.19 16.37 10.42 

%CD4• 25.03 20.20 15.6a * 
Experimento 3. 15 oras p.I. CONTROLES. INFECT. 10MIL INFECT. 100MIL. 

7. cos• 9.05 9.6 7.19 

%CD4 27.67 12.46 * 13.31 * 
Experimento 4. 15 oras p.i. CONTROLES. INFECT. lOMIL INFECT. 100MIL. 

%coa• 5.93 6.a6 4.19 

%CD4• 22.73 17.07 10.6a * 

Se analizaron el día 15 p.I. para los ratones Infectados CXlO la cepa virulenta y el día 21 y 98 en los 

ratones Infectados CDn la cepa avlrulenta. 

* Valor significativo CXlO respecto al axrtrol del mismo grupo. ANOVA P < o.os 
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APÉNDICE V. 

TABLAS DE PARASITEMIAS DE RATONES INFECTADOS CON CEPA AVIRULENTA. 

1Ell EXP.FEOIA ou. POSllN. PttOMEDIODEP "'D5. INFECT'C 
07-feb-01 o O•O lOOMIL ••• 

1 ••• 
09-feb..01 2 ••• 

O•O ••• 
ll·feb-01 6 425 ::1:: 320 

••• tOMIL 

••• COHTROL 
16-feb-01 JO l)Al} ::1:: 258 

200 ::1:: 122 ;·· 20-Feb-01 13 ::1:: 99 350 
:1:99 750 

•• 
23·feb-01 16 ::1:: 109 544 

::1:: 141421 

•• 
27-Feb-01 21 1 1 115 470 

800 000 :1: o 
••• 

02-Har-01 25 1 115 470 
9o:;n fVV1 ::1::335 232 

••• 
07-Mar-Ol 29 l900000::t::X J 

4100000:t:X 

09·Mar-Ol 31 i'" J 
±X 

ll-Mar-01 35 ±X J 
±X 

16-Mar-Ol 38 400000 .:t.X 
600 000 :1: X 

21-Har-01 43 ... m 
28·M.lr-01 50 0±0 

133 "t1r'I ::1:: 115 470 
0±0 

04-Atr-OJ 57 0±0 

••• 
º*º U·Abr-01 64 O•O 
0±0 

º*º 18-Abr-01 71 0±0 

º*º º*º :ZS.Atr-01 78 º*º º*º º*º 02 1 85 º*º º*º º"º J 92 º"º 0±0 

º*º J 1 98 º*º º*º º*º 
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2DO EXP. FECHA. DU.POSTI ... PROMEDIO DE P * DS. INFECTIC. 
29· 1 o O•O lOOMIL 

O•O lOMIL 
O•O CDKIROL 

31· 01 2 1400 ± 289.B IOOMIL 
O•O 1 
O•O 

04-Jun·Ol 6 2800 :t: 189.7 
1166.6 :t: 24'2.2 

O•O 
07-Jun·Ol 9 233333.J :t: 81&49.6 

1900 :t: 219 

-~~~-· 
CDKIROL 

11-Jun-Ot 13 lOOMIL 
IOMIL 

O•O CDKIROL 
14-Jun·Ol 16 600000 :t: 126491.1 100Mll 

433333.J :1:. 150554.5 lOMIL 
O•O CDKIROL 

19-Jun.-01 21 950000 :t: 251661.l 1 
800000 :t: 346410. l 

O•O 
22-Jun-Ol 24 950000 :t: 191485 ... 100HJL 

850000 :t: 300000 10MIL 

º$! 
CDKIROL 

26-Jun-01 28 1050000 100Mll 
950000 10MJL 

29-Jun-Ol 31 S~:t:lOOOOO 1••-n 
550000 :t: 1914'85 ... 1 ->O OJ-Jul-01 36 :t 163299.3 

163299.3 
•O 

1 
06-Jul·Ol 39 º'"º 

º'"º 
º'"º ll-Jul-01 .. O•O 
O•O 
O•O 

13-Jul-Ol .. o'"º 
º'"º lOHJL 

º'"º CONl1WL 
17-Jul-01 so O•O 100MJL 

º*º 10MJL 

º*º 2<>-Jul-01 53 º*º 
º*º 
º'"º 25-Jut-01 58 º*º O•O 
O •O 

Ol-ann-ul 65 º*º 
º*º 
º*º 

08· 1 72 º'"º 1 

º'"º O•O 
IS- 1 79 o'"º 

º*º 
º'"º 17· 1 81 º*º 
º'"º 
º*º 

22· 1 86 º*º 
º*º 
º*º 

29- 1 93 º*º 
º*º o,. o 

74 



3Ell EXP. FfOIA.. DIAPQSnNF. PROMEDIO DI! P OSioDS. INFECJ/C. 
08-Na\Hll o o'"º tOOMIL o,. o IOMIL 

o'"º CONTROL 
12-No'l-OI 4 o'"º IOOMIL 

o'"º IOMJL 

o'"º CONTROL 
lS-Nov-01 7 1000 :1: 89.4 100MIL 

150 :1:54.7 lOMJL o,. o CONTROL 
19'-NoY-01 11 333333.J :1: 242212 lOOMIL 

1583.3 :1: 263.9 IOMIL o,. o CONTROL 
22-NoY--01 15 1166666.6 ±. 150554.5 IOOMIL 

633333.3 :1: 81649.6 lOMIL o,. o OONTROL 
26-Nov-Ol 19 1133333.3 :1: 206559.1 100MIL 

800000 .:1: 252982..2 10MIL 

o'"º COHTROL 
29-Nov-01 22 1200000 ±. 219099 JOOMJL 

933333.3 :1: 163299.3 tOMIL 

o'"º CONTROL 
03-0lc-Ol 26 1200000 :1: 163299.3 IOOMIL 

950000 :1: 191485..4 lOMJL 

o'"º CONTROL 
06-DIC-01 29 750000 :1: 191485.4 tOOMIL 

300000 :1: 115470 10Mll 

o'"º OOHTltOL 
10-0lc-Ot 33 250000 :1: 100000 lOOHIL 

200000 :1: o lOHIL 

o'"º CONTROL 
14-0lc-01 37 100000 :1: 115470 

o'"º 
o'"º 

18-0lc-Ol 41 o'"º 
º'"º lOHJL 

o'"º CONTROL 
21-0lc-Ol 44 º'"º lOOMIL 

o'"º lOHJL 

o'"º CONTROL 
28-0ic-Ot 51 º'"º 

º'"º 
º'"º 04-Ene-02 58 º'"º o'"º 
º"'º 11-Ene-02 65 º"'º 
º"'º o"'º 

18-Ene-02 n º"'º 
º"'º 
º"'º 25-Ene-02 79 º"'º 
º"'º lOHJL 

o"'º 
01-Ene-01 86 º"'º 

º"'º 
º"'º 93 º"'º lOOMIL 

º"'º lOMIL 

º"'º COHl1IOL 
96 º"'º llDUL 

º"'º lOMIL 

º"'º COHl1IOL 

Promedio de por lo menos 3 ratooes en cada punto. 

X Puntos sin desviación estándar por que eran menos de tres Individuos. 
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APÉNDICEVL 

TABLAS DE PARASITEMIAS DE RATONES INFECTADOS CON CEPA VIRULENTA. 

1ER EXP.FEOIA. Dt.&POSTlNF. NC»4EOIO DE P_._...,. "'DS. ·1r 24·Abr-01 o O•O 
O •O 
O•O 

26·Abr-01 2 340 t54.n 100HIL 
O•O IOHIL 
O •O CONTROL 

30-Abr-Ol 7 280000 * 109544.51 100MIL 
420 :1: 109.544 IOHIL o,. o CONTROL 

03· -01 10 560000 :t 167l32 

i 
540 :i: 194.93 

o'"º 
07·Mav-Ot 14 1080000 :i: 268328. 15 

6000IX) ::1:163299.31 
O •O 

10- -01 17 1333333.33 :t.305505.04 
733333.33 :ttl5470.05 

O•O CONTROL 
14-~l 21 2300000 * 115470.05 IOOHIL 

1600000 :t 200000 ICMIL 

o'"º Sa 17·MaY-01 24 3333333.33 :t: 288675.13 
2333333..33 :t: 288675.13 

O•O 
21-Mav-Ol 28 2666666.6 :i: 288675.1 JOOHIL 

2333333.3 :t 288675.1 tOHIL 

º'° CONTROL 
24· 1 31 2500000. o IOOMIL 

1833333.3 :t 288675.1 IOHIL 

º'"º CONTROL 
28-M<N-01 35 2000000. o IOOMIL 

2666666.6 .:t: 1040833 tOMIL 

º'"º CONTROL 
31· 1 38 600000. o llXML 

2000000 :i: 866025.4 lOMIL 
O •O 

04-Jun-01 ·11 ~~+n 

9.7 - O•D 
07·Jun-Ot 45 o'"º l!XML 

33J333.3 * 416333.2 lOMIL 

o'"º 

1 t+Jun-01 52 o'"º o'"º 
º'"º t9·Jun-Ol 57 o'"º o'"º 
º'"º CONTROL 
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2DO DP.fECHA. DlA POSTlNF. PROMEDIO DE P ± DS. INFECT/C. 
07·Ene-02 o 0±0 IOOMIL 

0±0 IOMIL 
0±0 CONTROL 

09·Ene-02 2 0±0 IOOMJL 
0±0 tOMIL 
0±0 CONTROL 

tl·Ene-02 4 1000 ::1: 282.84 10CH-1IL 
0±0 IOMIL 
0±0 CONTROL 

15-Ene-02 8 266666,6 .:i: 103279.5 IOOMJL 
460 .:i: 134.t 10MJL 

0±0 CONTROL 
18-Ene-02 11 nlJJl.J ± 163299.3 IOOMIL 

600000 :1:: 163299.3 IOMIL 
0±0 COlfTROl 

22-Ene-02 16 1300000 .:i: 115470.05 IOOMIL 
1133333.3 ::1: 305505.04 10MIL 

0±0 CONTROL 
25-Ene-02 19 1400000 .:i:. 163299.3 IOOMIL 

1100000 :t: 258198.8 lOHIL 
0±0 COlfTROl 

29-En<H>2 23 3000000 :t: 588784.05 
1800000 ::1: 200000 

0±0 
Ol..feb-02 26 4400000 :t: 848528.1 

2425000 :1:: 1528343.3 
0±0 L 

04-Feb-02 29 3200000 :t: 529150.2 
2866666.6 :1:: 503322.2 

0±0 
ll·Feb-01 36 1050000 :1:: 341565 100Mll 

933333.3 :t. 230940.1 tOMIL 

!m!~ 
CONTROL 

14-Feb-01 39 lDOMIL 
tOMIL 

CONTROL 
t8·Feb--01 43 lOOHIL 

0±0 IOMll 
0±0 O>lfTROI. 

22-Feb--02 47 º"º IOOHIL 
0±0 10MIL 
0±0 CONTI<OI. 

2Hel>-02 so 0±0 IOOMIL 

º"º lOMIL 

º"º CONTI<OI. 

77 



3ER EXP.FEOIA. DIA POSTINF. PRc»tfDJO DE P "'DS. IJIRCT C. 
02-Mav-u2 o O•O 

i o.a 
o.a 

OJ-Mav-02 1 o.a 
o.a 
o.a 

06- 2 4 950 .t: 129 
O•O 
O•O 

09-Ma'MJ2 1 450000 .t: 100000 
150 .t: 57.7 

O•O 
lJ-MM.i-()2 11 800000 .t: UíJ299.3 

400000 .t: 163299.3 
O•O 

16- 2 14 1050000 .t: 191485.4 
900000 .t: l 15470 

21- 2 19 ~1485.4 
91'485 

O• 
23- 2 21 1950000 .t: 191485.4 

1500000 .t: 258198.8 
O•O CONTROL 

21-~12 25 3050000 .t: 191485.4 100MIL 
2350000 .:i: 443471.1 lDMIL 

O•O COKTROI. 
JO-MM.i-02 28 +450000 .t: 550757 100HIL 

27.50000 .t: 341565 10MIL 
O•O CONTROL 

04-Jun-02 33 2600000 .t: 529150.2 IOOHIL 
1650000 .t: 251661.1 IOMIL 

o.a 

1 
06-Jun-02 35 1400000 .t: 365148.3 

800000 .t: 163299.J 
O•O 

10-Jun-02 39 400000 .t: 200000 
133333.l .t: 115470 

O•O 
ll-Jun-02 42 O•O 

º'º O•O 
18-Jun-02 41 O•O 

O•O 

1 O•O 
20-Jun--02 49 O•O 

O•O 
O•O 

24-Jun-02 53 a.o 
O•O 

º"'º 
Promedio de por lo menos 3 ratones en cada punto. 
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