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1. Resumen

En este trabajo se evaluó la respuesta de macrófagos de la línea J774 activados con

IFN-y a la infección de dos cepas mexicanas de Trypanosoma cruzi que presentan

diferentes grados de virulencia y patogen icidad en el modelo mur ino in vivo. El interferón

gamma (IFN~y) es un factor de activación clave para los macrófagqs que , una vez activados,

eliminan los par ásitos intracelulares por medio de un mecanismo dependiente de la

biosintes is de oxido nítrico. Por otro lado, se ha demostrado que existen otros mediadores

de la respuesta inmune, como las citocinas TNF- a, IL-12 y quimiocinas como MCP-1 y

RANTES , que están involucradas en la regulación de la produccíón de óxido nítrico en

macrófagos munnos . Los resultados obtenidos a partir de ensayos de infección reveiaron

que existen marcadas diferencias en la capacidad de invasión de ambas cepas , síendo la

infección de la cepa virulenta más del doble que la de la cepa no virulenta . En lo referente a

la respuesta tripanocida de los macrófagos, evaluada por medio de la cuantificación de

óxido nítrico por el método de Griess, los resultados obtenidos sugieren que la cepa no

virulenta tiene la carscterístlca de inducir la producción de óxido nítrico 15 veces más que la

cepa virulenta . No se encontraron diferencias en la producción de la citocína IL-12 . IL-1ü ni

en la expres ión de las químiocinas RANTES y MCP-1. Sin embargo, la producción de TNF-a

se vio aumentada en las células infectadas con la cepa virulenta sin activar y activadas con

IFN- y. con respecto a las células infectadas con la cepa no virulenta . Estos resultados

sugieren que las cepas de T. cruzi analizadas establecen interacciones diferentes con los

macrófagos a nivel de superficie durante las prímeras etapas de la infección.
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11. Introducción

II.L Generalidades de la Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una enfer medad

paras itaria crónica causada por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. La transmisión

de esta enfermedad se da habitualmente por la contaminación de la piel y mucosas con las

deyecciones del insecto vector , gene ralmente del géne ro Trialoma o por transfusiones

sangu ineas provenie ntes de individuos infectados con T. cruzi (OMS, 1991).

II.iL Distribución

La distr ibución geogratica de esta enfermedad está limitada ptincrpalme nle ai

continente americano (Fig . 1) debido, entre otras cosas, a que es en esta región donde se

encuentra el insecto vector. Los vectores, los cuales son insectos hematófagos de la familia

Reduviidae, se enc uent ran desde el sur de los Estados Unidos hasta el sur de Argen tina.

La enfermedad de Chagas representa un problema de salud pública en 17 paises de

Latinoam érica, con una est imación de 100 millones de personas expuestas a la enfermedad

y de 16 a 18 millones de personas infectadas en toda América Latina (OMS , 1991).

En Méx ico el vector y los mamiferos infectados se han reportado en los estad os de

Chiapas, Guanajuato , Guerrero , Hidalgo, Jal isco , Edo. de México, Michoacán , MoreJos,

Nayarit, Oaxaca, Puebla, Sonora , Yucatán y Zacatecas (Truji llo el. al., 1993; Velasco ­

Castrejón el. al., 1992) . La prevale ncia de la enfermedad es alta en los estados costeros del

Pacific o, de Chiapas a Nayarit, en la pen ínsu la de Yucatán y algunas áreas que rodean el

Altiplano (Rangel-Flores et al., 2001). La mayoria de los casos de human os infectados en

México son consid erad os como leves , aunque recientemente se han tenido report es de

casos que presen tan mega viscera y alrededor del 13% de los individuos seropositi vos

presentan cambi os electrocardiográfi cos (OMS , 1991). Encuestas serol ógicas hechas en

bancos de sangre de la Republica Mexicana indican que más del 1.5% de la sangre para

transfusión está contaminada con T. cruzi (Guzmán-Bracho, 2001).

2
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• Paises Endémicos

Figura. 1. Distribución geográfica de la Enfermedadde Chagas en el continente americano

Il.iiL Formas de Transmisión

La principal forma de transm isión de esta enfermedad es por medio de la

contaminación de mucosa y piel con las deyecciones del insecto vector; esta forma

representa del 80 al 90% de los casos registrados (OMS, 1991). La segunda forma de

transmisión en importancia es la transfusión sanguinea con sangre contaminada , que

representan entre el 5 y el 20% de los casos de la enfermedad. Los casos de infección por

ruta congénita tienen entre 0.5 y 8% de incidencia (Brener, 1973) Y con una mucho menor

proporción encont ramos los casos debidos a accidentes de laboratorio (Macedo et al.,

2004). manipulación de animales infectados (Tay , et al. , 1996) y los casos de infección oral

(Coura et al., 2002 ).

3
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Il.iv. Manifestaciones Clínicas de la Enfermedad

Las manifestaciones clínicas se pueden agrupar en dos fases :

Il.iv.a. Fase Aguda

Existe un periodo de incubación que generalmente es asintomático y oscila de 4 a 10

dias . Algunas veces , cuando la tran smisión se hizo a través de la conjuntiva ocular, aparece

una man ifestac ión de puerta de entrada conocida como Signo de Romaña (complejo

oftlamoganglionar) que consiste en una inflamación del los párpad os inferior y superior

(blefaritis bipalpeb ral) indolora, unilateral, con reacción conjunti va y ganglionar . O bien, un

chagoma . cuando la inocu lación se dio en otra parte del cuerpo. Al chagoma se define corno

una nodulación dura , eritemo-papulosa que puede presentar pequeñas vesiculas y la cual

no supura , teniendo una evolución lenta de entre 2 a 4 semanas (OMS , 1991) .

El crecimiento de los ganglios linfáticos satélites es otro signo importante. En el caso

del Signo de Romaña , son palpables los ganglio s preauriculares y los de las cadenas

cervicales. Cuando la puerta de entrada ocurrió en otra parte del cuerpo , los ganglios

vecinos son los que reaccionan . La adenopatía puede persist ir durante meses (Velasco­

Castrejón , 1991) . La fiebre es el signo más importante de esta etapa observándose en el

95% de los casos agudos . La temperatura se eleva precozmente oscilando entre 3r y 380 C

con un perfil intermitente , irregular y con picos vespertinos . Generalmente la fiebre se

acompaña de cefalea , debilida d, malestar general , dolores musculares y articulares (mialgia

y artralgia) y pérdida del apetito. En niños frecuentemente se presenta irritabilidad.

observándose gran postración en los casos más graves. La duración del periodo febril

guarda relación con la parasitemia (OMS , 1991). La hepatoe splenomegalia se presenta en

alrededor del 30 al 40% de los casos con repercusiones clínicas (OM S, 1991).

La meningoencefa litis es rara y de progresión no muy clara. Se presenta

principalmente en lactantes en los que son comunes los fenómenos convulsivos

generalizados, con crisis frecuentes o espaciadas . En casos menos graves en los que se

4
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comp romete el sistem a nervioso central las molestias se limitan a una irritación meningea

pasajera (OMS, 1991) .

La cardiopatía es común en la enfermedad de Chagas aguda y parece ser la lesión

anatom opatológica más constante. El electrocardiogram a suele ser norm al en la mitad de

los casos agudos, presentándo se apenas taquicardi a sinusal. Los casos graves de

miocardiopatía chagás ica aguda puede n evolucionar hacia la insuficiencia cardiaca

congestiva, a veces de instalación súbita y curso violento con pronóstico fatal (OMS, 1991).

Sin embargo, el pronóstico en la fase aguda generalmente es bueno y el cuadro remi te

espontáneamente entre los 30 y 90 días posteriores a su instalac ión (OMS, 1991) .

Il.iv.b. Fase Crónica

Fase indeterminada

Durante esta etapa de la enfermedad desaparece la sintomatologia y los individuos

se consideran curados . Sin embargo, la serología es positiva y si se le estudi a

adecuadamente con frecuencia se les encontrará datos electrocardiográficos y

ecocardiográficos sugestivos de miocarditis (Velasco -Castrejón , 1991).

Esta forma es la más frecuente y más importante desde el punto de vista

epidemiológico. Se le den omina "forma subclínica" o simplemente "infección chagásica" y se

caracteriza por la positividad serológica de un individuo asintomático con electrocardiograma

y radiografia normal es para corazón, esófag o y colon.

Fase crónica sintomática

Es la forma que hace trasc ender a la enfermedad de Chagas , ya que, además de

incapacitar al hombre, con frecuencia lo lleva a la muerte (Velasco-Castrejón , 1991).

La miocardiopat ia chagásica crónica insta lada en su evolución natura l avanza

insidiosam ente hacia la insuficiencia card iaca , a pesar que en la áreas endémicas

frecuentem ente se ve inte rrumpida por la muerte súbita, alrededor del 40% de los casos

muestra una evolución benigna permitiend o una sobrevida del enfermo hasta los 60 o más

años de edad, cuando otras patologias como la card iopatia isquémica y la cardioesclerosis

5
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se suman y se confunden. Los casos graves de card iopatía chagásica ocurren más

comúnmente en la tercera y cuarta década de vida, lo que es un importante factor de

mortalidad en esas edades (Velasco-Castrejón , 1991) . El cuadro clinico varia

considerablemente de acuerdo al grado de insuficiencia cardiaca o al tipo de alteración del

ritmo (Velasco-Castrejón , 1991).

Il.v . El Agente Etiológico

Il.v .a. Clasificación Taxonómica de Trypanosoma cruz;

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado con la siguiente clasif icación

taxonóm ica (Leedale y Vickerman, 2000) :

REINO: Prot ista

PHYLUM: Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981)

CLASE: Diplonemea (Caval ier-Smith , 1993)

ORDEN: Kinetop last ida (Honingberg, 1963)

FAMILIA: Trypanosomatidae (Duflein, 1901)

GENERO: Trypanosoma (Gruby , 1843)

ESPECIE: cruzi (Chagas , 1909)

Il.v .b. Morfologia

Como miembro del Phylum Euglenozoa , T. cruzi posee un flagelo , el cual esta

involucrado con dos procesos biológicamente importantes : el mov imiento y el anclaje del

protozoario a la superficie celular del hospedero vertebrado y a la membrana perimicroviliar

del intestino del hospedero invertebrado . El flagelo emerge de la célula a través de una

estructura denom inada bolsa flagelar , la cual también está relac ionada con un gran número

de macromoléculas por parte del parásito.

Como todos los miembros del orden Kinetoplastida, T. cruzi tiene una estructura

llamada cinetoplasto, el cual, corresponde a una condensación extracelular de DNA dentro

6
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de una región bien definida de la mitocondria, formando una estru ctura redondeada muy

próxima a la base del flagelo. El DNA del cinetoplas to (KDNA) puede contener alrededor del

30% del DNA tota l de la célula. La estructura del cinetoplasto ha sido bien estudiada y se ha

observado que está formado por una red de alrededor de 20,000 a 30,000 minicirculos

asociados estrechamente. Además de los minicirculos, el KDNA también presenta

maxicirculos, los cuales corresponden al bien conocido DNA 'mitocondrial presente en

eucariontes.

Por otro lado, el núcleo de T. cruzi no ha sido investigado a detalle, aunque se ha

observado que la membrana nuclear permanece intacta durante los procesos de división

celular.

El citoesqueleto de T. cruzi está formado bás icamente de placas de microtúbulos

localizados unidos a la membrana plasmática.

La identificación de los estadios de desarro llo de T. cruzi está basado en crit erios

morfológicos como la forma de la célula, la posición del cinetoplasto con respecto al núcleo,

y la región en donde el flagelo emerge de la bolsa flagelar. De acuerdo con esto, hay tres

estadios ident ificados los cuales presentan propiedades biológ icas características :

Tripomastigote

En este estadio el parásito tiene el cinetoplasto posterior al núcleo y un tamaño de

aproximadamente 20 urn de largo y 2 um de ancho (Fig. 2A). En el hospedero mamífero el

tripomastigote puede ser encon trado intracelularmente en los tejídos y ext racelularmente en

circulación. En el hospedero invertebrado (Triatómino), éstos se encuentran siemp re de

manera extracelular en la parte posteríor del íntestino del insecto. Cuando el tripomastigote

se encuentra dentro del hospedero mamífero se le llama tr ipomastígote sanguín eo. Por otro

lado, debido a que se asume que la infección empieza en el hospedero mamí fero y term ína

en el ínsecto, el trípomastigote encontrado en el intestino del insecto es llama do

tripomastig ote metaciclico (De Souza, 2002) .

Amastigote

7
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Tamb ién llamado esferomastigote , es el estadio del parásito redondeado y de 3-5 um

de diámet ro (Fig, 28) . Es la forma replicativa intracelular de T. cruzi dentro del hospedero

vertebrado, en donde se dividirá por fisión binaria dentro de una gran variedad de tipos

celulares con un tiemp o de dup licación de entre 7 a 14 horas. Este tiempo de duplicación fue

determinado en cult ivos celulares y se encontró que depende de algunos parámetros como

la cepa de parásito y la temperatura del cultivo; además, se le ha atribuido la capacidad de

infectar células hospederas por si mismo (De Souza, 2002).

Epimast igote

Este estadio presenta el cinetoplasto en posición anterior al núcleo, tiene forma de

huso de entre 20-4 0 urn (Fig. 2C) . Es la forma replicativa del parásito que se encuent ra en el

insecto vector. Se encuentran localizado s en el intestino medi o del insecto, donde se

multiplican y mantienen la infección a lo largo de toda la vida del insecto (De Souza, 2002).

~ /~

( A

-. B

-V

~
"e

Figura. 2. Derecha: Microfotografias de los distintos estadios de T. cruzi. A, Tripomastigote, B,
Amastigote y e epimastigote . Izquierda: Esquemas de los estadios de T.cruzi (N, núcleo, K,
cinetoplasto

8
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Il.v .c. Ciclo de Vida

En la sangre periférica del hospedero mamífero los tripomastigotes de T. cruz! son

una población pleomórfica constituida por una mezcla de dos morfologías básicas que

generalmente son descritas como alargadas o anchas. Consecuentemente, el insecto vector

al alimentarse de sangre de un vertebrado infectado, toma una población de tripomast igotes

sanguíneos en donde irán mezclados alrededor de un 10% de arnastiqotes (Andrews el. al.,

1987: Ley et. et., 1988) . Una vez dentro del insecto vector, en la porción del intestino medio,

los trípomastigotes se transforman en amast igotes pasando por un gran número de formas

intermedias (Tyler y Engman., 2001) . El amastigote mide generalmente de entre 3-5 urn de

diámetro, replicat ivo y en el ambiente del intestino medio del insecto, se transformará en

epimastigote el cual también es replicativo. Inicialmente, el amastigote se hincha y extiende

su flagelo, el cual comienza a ser visible. A este estado se le conoce generalmente con el

nombre de esferomastigote. El cuerpo celular y el flagelo de los esferomastigotes se elonga

conforme va incrementándose la densidad celular dando lugar a la clás ica forma de

epimastigote (Fig. 2). En estudios in vitre, la transformación de amastigote a la forma de

epimastigote parece ser reversible y es dependiente de la concentración de glucosa en el

medio (Tyler y Engman. , 2000).

Posteriormente, el epimastigote se une hidrofóbicamente a la cutícula cerosa de la

pared en la porción posterior del intestino del insecto para diferencíarse a la forma

meiacíclica (Kleffmann et. al. 1998). Este proceso , llamado metaciclogénesis, puede ser

disparado por la interacción hidrofóbica entre el flage lo y el sustrato al que se ancla y es un

proceso mediado por AM P cíclico (Tyler y Engman ., 2001).

Una vez formado el tripomastigote metacíclico se desprende de la cutícula serosa y

es excretado y como ya se ha dícho con anterioridad, la contaminación de piel y mucosas

con las heces que excreta el redivido al momento de alimentarse, perm ite la entrada del

parásito dentro del huspedero mamífe ro y conduce a la infección.

Los tripomastigotes metacíc licos son capaces de parasitar una gran variedad de

células nucleadas en el mamífero . Una vez en el citoplasma celular, el tripomastigote se

9
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transforma en amastigote. El amastigote prol ifera por med io de fisiones binarias y da lugar a

un nido de amastigotes o pseudoquiste (Andrews, 1993) . Cuando la cantidad de parásitos

dentro de la cé lula es elevada, los amastigotes darán lugar a los tripomastigotes sanguineos,

los cua les escaparán del pseudoqu iste hacia el torrente sanguíneo y a linfa en su típica

forma alargada e invadi rán nuevas cé lulas. Las célu las que son lisadas prematuramente

pueden liberar ama st lqotes, los cuales han sido observados durante la fase aguda de la

infección en el torrente sanguíneo. Estos amastigotes sirven para propagar la infección ya

que tamb ién son capaces de infectar células, part icularmente células fagocíticas (Ley el . al.,

1988) . Finalmente . la mezcla de tripomastigotes y amastigotes presentes en la sangre de un

mamifero infectado servirán para completar el ciclo de vida cuando sean tomados por el

triatom ino al momento de alimentarse (Fig. 3) .

Figura. 3. Ciclo de vida de T. cruzi: O Una chinche infectada toma sangre de un individuo sano y
en sus heces, deposita los tripomastigotes que entrarán al hospedero mamífero; a Los
trioomastigotes metaciclicos entran a varios tipos celulares para transformarse en amastigotes;
E) Los arnastiqotes se dividen por fisión binaria dentro de las células infectadas; O Los amastigotes
intracelulares se transforman en tripomastigotes los cuales lisan las células y se depositan en el
torrente sanguíneo en donde podrán infectar nuevas células; {) Al alimentarse de sangre. una
chinche toma los tripomastigotes sanguineos; Q Los tripomastigotes se transforman en
epimastigotes en la porción media del intestino de la chinche. O se dividen y O pasan a la porción
posterior del intestino de la chinche para transformarse en tripomastigotes metaciclicos cerrando así
el ciclo al ser depositados en las heces del insecto vector.
A Estadio infeccioso A Diagnóstico. Tomado de: CDC. www .dpd .cdc.gov /dpdx

JO
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Il.vi. Variabilidad Genética de Trypanosoma cruz;

Las poblaciones de T. cruzi son poblaciones heterogéneas , compuestas por un

conjunto de cepas que circulan dentro de los ciclos doméstico y selvático e incluyen al

humano, al insecto vector y a los animales reservorios. El aislamiento y el estudio de

poblaciones de T. cruzi de diferentes orígenes han demostrado la presencia de un amplio.
rango de cepas con diferencias biológicas, inmunológicas, bioquím ícas y farmacológicas.

Estudios realizados en los que han utilizado poblaciones aisladas o clonas de T. cruz i,

refuerzan la teoría de la heterogeneidad y demostrado que las cepas están compuestas de

subpoblaciones con características diferentes (Pastan el. al., 1986; Finley y Dvorak , 1987) .

Los estudios de isoenzimas por medio de electroforesis y geles de acrilamida fueron

los primeros en demostrar las distintas poblaciones de T. cruzi llamados zymodemas, los

cuales proporcionaron un buen marcador genético para el parás ito que produce la

enfermedad de Chagas . Miles y colaboradores, en estudios hechos en 1977 y 1978,

estudiando cepas aisladas en Brasil, describieron la presencia de tres zymodemas: Z1, Z2 y

Z3. Los parásitos pertenecientes a los zymodemas Z1 y Z3 fueron encontrados en el ciclo

selvático y en unos pocos casos agudos en humano, mientras que los parásitos

pertenecientes a Z2 fueron asociados a la transmisión dentro del ciclo doméstico (Fonseca y

Romanha, 1999). Después de esto , se hicieron varios estudios isoenz imát icos a 'un gran

número de aislados de diferentes orígenes geográficos y provenientes de humano, vector y

reservorio . Estos estudios demostraron la presencia de mas zymodemas comenzando por 4

(zymodemas ZA, ZB, ZC y ZD) (Romanha, 1982; Carneiro el. et., 1990). Poster iormente , se

hizo un gran estudio que comprendia 645 muestras aisladas de T. cruzi provenientes de una

amplia variedad de hospederos vertebrados e invertebrados, en el que se analizaron 15

sistemas isoenzim áticos . En este estudio se observó una gran variabilidad genét ica. Fueron

identificados al menos 43 zymodemas naturales distintos (Tibayrenc et al., 1986). Debido a

esta gran variabilidad genética y al hallazgo de que muchos de estos zymodemas se

encontraban distantes geográ ficamente, los autores de este estudio propus ieron una
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estructura poblacional mult iclonal para T. cruz i (Tybayrenc y Ayala, 1988; Zhang el. al.,

1988).

Actualmente se han usado caract erísticas fenotípicas y genot ípicas para dividir las

cepas de T. cruzi en dos grandes grupos genéticos. De acuerdo a un consenso internacional

estas divisíones han sido llamadas T. cruz i I y T. cruzi 11 (Anonymous, 1999) .

El linaje T. ctuzi 11 se divide a su vez en 5 subgrupos que van de T. cruzi lIa al T.

cruzi Ile basados en el análisis de secuencias de ADN . El grupo T. cruzi I cons iste de un

solo ciado relativamente homogéneo, mientras que T. cruz i 11 emerge como dos o tres

ciados diferentes filogenétícamente (Brisse el. al., 2001 ; Machado y Ayala , 2001; Gaunt el.

el., 2003)

T. cruzi I fue originalmente descrito como proveniente del ciclo selvático en Brasil. T.

cruzi I predomína en el norte del Amazonas donde es la princípal causa de la enfermedad de

Chagas, asi como en otras áreas endémicas como el caso de Venezue la (Mil es et al., 1981).

En contraste, T. cruzi 11 predomina en la transmisión del ciclo doméstico en los países de

Sudamérica (Argentina , Brasil, Bolivia, Chile, Paraguay y Uruguay ). Las diferencias en

cuanto a la patología causada por T. cruzi I y T. cruz i 11 todavía no son muy claras . En la

región del cono sur , en donde circula T. cruzi 11, los megasíndromes chagásicos son muy

comunes, mientras que en el norte del Amazonas, donde circula T. cruzi 1, estas dolencias

se consideran virtualme nte ausentes (Miles et al., 1981). Se sugiere que T. cruzi 1I es más

patogéníco que T. cruzi 1. Comparacíones hechas en ratones C3H/HeN sustentan la noción

de que ciertas cepas de T. cruzi 11 , pueden induci r más lesiones en el timo y producir

mortalidades más altas que las producidas por T. cruzi 1. (Di Noia et al., 2002)

En lo referente a las cepas mexicanas de T. cruzi se han realiz ado análisis de la

diversidad genética c'e las poblaciones T. cruzi en México por isoenzímas y por la técnica de

amplificación al azar de ADN polimórfico (RAPD); encontrando que cerca del 98% de las

cepas mexicanas pertenecen al grupo genético T. cruzi I y solo un 2% pertenecen al grupo T.

cruzi 11 (López-Olmos et al., 1998; Bosse no et al., 2002). Estos resultados contrastan con la

situación de los países de Sudaméríca en donde los parásitos que circulan son una mezcla
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de ambos linajes (Bosseno et al., 2000; Brisse et al., 2000 ; Coura et al., 2002). Estudios

hechos a 5 aislados provenientes de pacientes mexicanos demostraron que , a pesar de que

en México predominantemente circula el grupo T. cruzi J, existen diferencias importantes en

cuanto a patogenicidad y viru lencia dentro de este grupo en los aislados mexicanos

(Espinoza el. al., 1998).

Il.vii. Relación Hospedero-Parásito

La enfermedad de Chagas se caracteriza por la prolongada persistencia del parásito

en el hospedero, quien permanece infectado de por vida, en muchos casos sin present ar

signos ni síntomas que pongan al parásito de manifiesto. Tanto la persistenc ia del parásito ,

como el hecho de que algunos hospederos humanos enferman y otros no, dependerá de la

relación entre el parásito y su hospedero. Esta relación será determinada en primer lugar,

por la capacidad del parásito para reconocer , instalarse y reproducirse en diferentes células .

En segundo lugar por la capacidad antigénica del parásito para estimular una respuesta

inmune y la capac idad individual del hospedero para m ontar esta respuesta y finalmente, por

la habilidad del parás ito para evadirla (Carvallo, el. al., 1985).

Las evidencias acumuladas en los últimos años han demostrado que la interacción

de los tripomast igotes de T. cruzi con la célula hospedera es med iada por reconocim ientos

moleculares específicos. El tratam iento del parásito o de la célula hospedera con agentes

oxidantes, lectinas o enzimas como proteasas, glicosidasas y fosfolipasas pueden alterar la

asociación parásito-célula hospedera y sugieren un papel importante de los ligandos de

superficie en esta asociación (De Souza, 1984).

Diferentes molécu las de superficie se han asociado con la invasión celular . Como por

ejemplo, proteoglicanos del tipo del heperan sulfato , algunos miembros de la superfamilia

gp85/trans-sialidasa , gp83 trans-siali dasa, Tc85 y gp82, han sido clasificados como

antigenos o proteinas asoc iadas a la penetración, que se unen a receptores de fibronectina

y colágena y son responsables del reconocimiento celular (Burleigh y Andr ews , 1995; Silber

et al., 2002; Cortez et al., 2003 ; Calvet et al., 2003).
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Como ya se mencionó con anter ioridad , T. cruz! puede entrar a una gran variedad de

tipos celulares dentro del hospedero mam ifero y la invas ión ocurre por medio de un

mecanismo único en el cual los microtúbulos del citoesqueleto de la célula infectada son

movilizados para el reclutamiento de Iisosomas en el punto de anclaje del parásito (Tardieu x

el. al., 1992; Rodríguez el . al., 1996). Estos Iisosomas se fusionan con la membrana

plasmática , primero tormando una conjunción con el parásito y después un compartimento

vacuolar que le permite la entrada al parásito (Rodr íguez el. al., 1997). La acidificación de la

vacuola paras itófora, resultante de la fus ión Iisosomal , también sirve para act ivar la

secreción por parte del parásito de una molécula parecida a porina llamada Tc-Tox, la cual

facilita la salida del parásito de la vacuola (Andrews, 1993) (Fig. 4) .

Un mecanismo conocido por el cual T. cruz! evade la respuesta inmune del

hospedero es debida a la inhibición del sistema del comp lemen to por medio de la expresión ,

por parte de los tripomastigotes , de una glicoproteína de 160kD (gp160), la cual es un

homólog o de la proteína reguladora del complemento DAF (Norris el. al., 1991). Al igual que

DAF, la gp160 puede unirse a las subunidades C3b y C4b lo cual inhibe su acción e impide

el subsecuente reclutam iento de los demás miembros de la cascada del compl emento y así,

impide la formación de convertasa y la lisis del parás ito (Norris, 1998) .

Por otro lado , númerosos estudios han demostrado que la infecc ión con T. cruz!

estimula una inmunosupresión no específica . En la enfermedad de Chagas esta

inmunosupresión puede ser un mecanismo usado por el parásito para establecer una

infección inicial y se han propuesto varíos mecanismos por los cuales T. cruz! induce

inmunosupresión. Esta supresión puede también estar asociada con la autoinmunidad que

caracteriza a la fase crónica de esta enfermedad , ya que la supresión de células T CD4+ y

CD8+ parece estar ir.volucrada en ambos procesos (Takle y Snary, 1993).
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Figura. 4. Esquema de los pasos de la entrada de T. cruzi a la célula hospedera: Reconocimiento del
parásito y la célula hospedera (A). Fagocitosis del parásito (B y e) y formación del fagolisosoma al
que se reclutarán Iisosomas (D) para formar un fagolisosoma (E), dentro del cual el parásito se
transformará en amastigote (F) y será liberado al citoplasma para dividirse por fisión binaria (G).
Posteriormente, el amastigote se trasformará en tripomastigote, pasando por varias formas
intermediarias (H e 1), hasta lisar la célula y ser liberados al torrente sanguíneo (J ). Tomado de: De
Souza 2002.

Il.viii. Respuesta Inmune en la Enfermedad de Chagas

La resiste ncia de l hospedero a la infección con T. cruzi es depe nd iente tanto de la

inmunidad innata co mo de la inmunidad adquirida.

Dentro de la inmunidad innata mediada por cé lulas se ha demostra do que la citoc ina

IFN-y activa a mac rófagos infect ados pa ra inhibir la replicación intracelular de T. cruzi por un

mecanismo que involucra la prod ucción de óxido nítrico (NO ) (Gazzinelli el al., 19,92). Co mo

otros parásitos intracelulares, los trip omast igotes infectivos son capaces de inducir la rápida
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secrec ión de IL-12 por parte de macrófagos y de células adheren tes de bazo. Otro tipo

celular importante en esta primera respuesta son los neutrófilos . Se ha demostrado la

importancia de estas células en estudios en donde se depl etan estas célula s y el resul tado

es la exacerbación de la enfermedad en ratones BALB /c (Chen el . al., 2001).

Las células NK son otro tipo celul ar importante en la respuesta inmune innata contra

este parásito . Se ha dem ostrado que la depleción de cé lulas NK in vivo result a en la casi

compl eta eliminación de la producción de IFN-y y en un incremento de la paras itemia y

mortalidad en ratone s C57/BL con resistencia parc ial. Estos resultad os indican que la

producción tem prana de IFN-y, independiente de células T, por parte de las células NK, es

un tmportante eleme nto innato en la resist encia del hospedero en contra de la infección con

T. cruzi, disparada por IL-12 que sec retan los macrófagos (Dos Reis , 1997) .

En cuanto a la respuesta inm une adqu irida se sabe que los linfocitos T juegan un

papel importante en esta patología. Las célu las T C04+pueden diferenciarse funcionalmente

en dos subgrupos de células T colaboradoras denominadas TH1 y TH2 , basánd ose en el

dístinto perfil de citocinas que liberan, polarizando así su respuesta. Se le ha conferido un

papel protector a las citocinas de perfil Th1 como IFN-y, IL-12, IL-2, TNF-a en la infeccíón

con T. cruzi. En contraste, las citocinas de perfil Th2 (IL-4, IL-10, TGF -P), han sido

consideradas com o un perfil que favorece la susce ptibilidad para esta enfermedad.

Actualmente tamb ién se pos tula que una respue sta de tipo Th1 exacerbada puede conducir

a la severidad de la patolog ía y que las citocinas del perfil Th2 fungen com o reguladoras de

esta respuesta al tener la capac idad de contrarrestar la respu esta Th1 .

Una pobla ción relativamente pequeña de linfocitos de bazo que se expande en etapa

tempr anas de la infecc ión son las cé lulas T yo, una línea de defensa que se encuentra entre

la inmunidad innata y la adquir ída (Minoprio, 1989). La relevancia de este grupo celular en la

protecci ón de l hosped ero todavía no se ent iende com pletamente , pero se ha visto que las

células T yo son capaces de modular la intensidad de la parasit emia , la mortalidad y la
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inflamación en el tejido de una manera en la que está involu crada la edad del hospedero

(Cardillo, 1993) .

En lo referente a la respuesta adquirida se puede destacar la part icipac ión de los

linfocitos T CD4+ y CD8+ en el control de la paras item ia y la sobrevivencia en la fase aguda

de la infección (Tarleton , 1995). Se ha demostrado que los linfocitos CD4+ Th1 que

producen las citocin as IL-2 e IFN-y, son importantes en la protección sistémica contra

T. cruzi. La eliminación de la participación de células T CD4 + en ratones knockout para la

expresión del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC 11 ) resulta en un

marcado incremento en la susceptibilidad a T. cruzi. La impo rtancia de las células T CD4+

ha sido atribu ida a que inducen la producc ión de anticuerpos Iiticos y a la producc ión de

citocinas que estimulan a los macrófagos a eliminar a los parásitos intrac eluiares (Dos Reis,

1997).

La importancia de las células T CD8+ reside en el hecho de que T. cruzi es capaz de

invadir y replicarse en una gran variedad de tipos celulares que no expre san antígenos en el

contexto MHC 11 y, por lo tanto , escapan a la detección de los linfocitos T CD4+ (DosRe is,

1997).

Durante la etapa aguda , el hospedero puede presentar niveles altos de anticu erpos

del tipo IgM, posteriormente se incrementan en forma significat iva los de las clases IgG e

IgA, los que se consideran más importantes. Después de la fase aguda el individuo puede

permanecer en la fase indeterminada por varios años y finalmente entrar a la fase crónica de

la enfermedad, donde los problemas de tipo cardiaco y megaviceral son comúnmente

encontrados. La predominancia de anticuerpos de la clase IgG2a en ratones durante esta

fase ha sido asociada a su participación en la protección contra la infec ción (Tak le y Snary ,

1993)

Por otro lado, se ha sabido por años que los anticuerpos son muy importantes en el

control de la fase crónica de la infección. Algunas investigaciones han mostrado que la

inducción de protección por transferencia adopt iva de células de bazo de ratones

crónicamente infectados es inhibida por la depleción de células B y que la transferen cia
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pasiva de suero o anticuerpos de isotipo IgG obtenidos de ratones infectados y en fase

crónica protege a los ratones sanos recepto res contra posteriores infecc iones (Brener, 1980:

Tarleton , 1997; Brener y Krettli 1990).

Il.ix. Macrófagos

Los macrófagos tienen su origen en las células germ inales pluripotenciales granulo­

monocit icas (CGp-GM) de la médula ósea. Por acción de los factores de estimulación

colonia l, de naturaleza glucoprotéica, las CGp-GM se diferencian en células germin ales

monopotenciales monocíticas , las cuales se diferencian en monoblastos y estos , a su vez,

en promonocitos, la primera célula morfológicamente identificable como precursora del

macrófag o y que ya posee algunas de sus características . Por división del promonocito y

posterior diferenciación aparecen los monoc itos , que abandonan la med ula ósea pasando

por la sangre. Los monoc itos circulantes pasan por diapédesis a través del endoteli o

vascular , emigrando hacia los tejidos en los que se diferenciarán en macrófagos. (Roitt y

Delves, 2003)

Existen diferentes fases en la respuesta inmune en las que part icipan los macrófagos :

1. En la defensa inicial frente al patógeno: el macrófago sin activar tiene capacidad

fagocítica basal. Al mismo tiempo secreta citocinas que ayudan a otras células.

2. En la presentación del antígeno : actúan como células presentado ras para linfocitos

T, que a su vez se activan secretando citocinas.

3. En la fase efecto ra el macrófago se activa por citocinas como el IFN-y, lo cual va a

potenciar su actividad antim icrobiana, ant itumoral y de secreción de citocinas.

Los macrófagos fagocitan partículas grandes (virus, bacterias , parásitos, etc.) que les

son extrañas. El reconocimiento de estas partí culas extrañas puede implicar a recepto res

como el receptor para lipopolisacá rido CD 14 , receptores C11b/CD 18, receptores para

rnanosas, y receptor para glúcidos entre otros . Los TolI Like Receptors (TLR' s), estan dentro

de los mas importantes receptor es de reconoc imiento de patrones (PRR 's) y reconocen una
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gran variedad de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP·s). Los TLR"s y las

vias de señalización relacionadas con éstos juegan un papel muy importante en la sintesis

de citocinas inducida por parásitos (Fig. 5) (Ropert and Gazz inelli , 2004) .

=t-t6:b;J)"C.Y1 L~
~;..",\~

:i""»S3Jl f~ti1 ,
F'. ¡»i-1.1'l i I,

\ \ ,
\ j~

n.....;
i:..~:;

l .Jtt
"F ·¡9
nts..--.:nS+

?:"~-~;¡~r.Tf

:'"¡.eltnM

:.=u·
in~i6'!

gt-..;.-s

Figura 5. Señalizacióna través de receptorestipo TolI (TLRs). Varios motivos patogénicos pueden
señalizar via TLRs. Algunos TLRs como TLR7 y TLR9 lo hacen a través de compartimentos
intracelulares. Todos los TLRs pueden señalizara través del adaptadorMyD88, conduciendo a la
translocación al núcleo del factor de transcripción NFkB y la producciónde citocinas proinflamatorias.
Tomado de (Pasare y Medzhitov, 2005).

Las capacidades microbicidas de los macrófagos pueden aumentar al activarse. Esta

activación puede ser inducida por:

1. Productos microbianos que causan :

a. Activación directa de monocitos y macrófagos

b. Activaci ón indirecta: los macrófagos sin activar y las células NK liberan

citocinas que a su vez activan a los macrófagos.

2. Ulterior activación por citocinas producidas por linfoc itos TH, sobre todo por IFN-·f.

Provocan atracc ión quim iotáct ica de fagoci tos y/o activación de los mecanismos

dependientes de oxigeno y nitrógeno .

Entre los mecanismos dependientes de oxígeno se incluyen una ser ie de

compuestos derivados del con sumo de O2, como O2' , H20 2, Y radical hidroxilo, muy reactivo s
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y que son muy importantes en la destrucción de patógenos intracelulares . Por otro lado. se

ha descrito un mecanismo que implica la sint esis de intermediarios reactivos de nitrógeno.

como el NO, a partir del metabolismo de la L-arginina mediado por una enzima denominada

NO sintetasa (iNOS) . La sintesis de esta enzima es inducida en macrófagos por citocinas

como IFN-y, que al unirse a su receptor activa la via de señalización JAK-STAT1 y la

transcr ipción de este gen (Fig. 6), o por endotoxinas bacterianas como LPS siendo éste , el

mecan ismo mas importante en la destrucción de patógenos in tracelulares.

Las citocinas secretadas por macrófagos en respuesta a componentes microbianos

cumplen importantes papeles : la IL-12 y el TNF- a , en sinerg ia con otros mediadores,

mejorando la actividod antimi crobiana inespec ifica Adem ás, los macrófagos secretan

quimiocinas, las cuales son moléculas quimiotácticas que reclutan células inflamatorias al

lugar de una infección dirigiendo la respuesta adaptativa en las fases iniciales (Roitt y

Delves , 2003).

Figura 6. El señalamiento a través de la unión del IFN-y con su receptor activará a las cinasas de la
familia Janus (JAK-1 y JAK-2). Esta activación inducirá el reclutamiento de el factor de transcripción
STAT-1 que al fosforilarse se dimerizará y se translocará al núcleo es donde inducirá la transcripción
del gen de la iNOS. Tomado de:
http://www.sigmaaldrich.com/Area_oClnterestlLife_Science/Cell_Signaling/Scientific_Resources/Palh
waLSlides_Chartsllnductible_Nitric_Oxide_Synthase_iNOS_.html
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JI.X. Papel de los Macrófagos en la Enfermedad de Chagas

La primera célula con que interacc iona el tripomastigote inmediatamente después de

haber franqueado la barrera cutánea es el macrófago (Carvallo, et al., 1985). Los

macrófagos juegan dos papeles muy distin tos en la infección con T. cruz i; por un lado, al ser

T. cruzi un parás ito intracelular obligado (Kuhn 1994) , los macrófaqos fungen com o células

hospede ra del parás ito y por el otro como célula efectora en la respuesta inmune en contra

de éste . Para este último cometido, el macrófago requiere de la correcta estimulación por

parte de las citocinas, lo que le permitirá participar en la destrucción fagocítica del parás ito y

como célula presentadora de antígeno en la inducción de la respuesta inmune adquirida

(Kuhn 1994)

El IFN-y ha sido bien caracterizado como un potente activador de macrófagos. Como

se ha mencionado anteriormente, el IFN-yes una importante citocina involucrada en la

respuesta inmune ant i-T. cruzi . Los macrófagos proven ientes de ratones tratados con IFN­

y recombinante inhiben el desarro llo int racelular de T. cruzi in vitro. (Reed, 1988)

El efecto tripanocida del macrófago mediado por la producción de óxido nítrico (NO)

es uno de los mecan ismos efecto res más importantes en la eliminación T. cruzi (Rodrigu es

el. al. 2000) . En los macrófagos, el NO es generado a partir de L-arginina por inducción de

una enzima depend iente de NADPH : la iNOS que es inducida por citocinas como el IFN-y y

el TNF-a (Alibert i, et al. ,1999) . Se ha demostrado que el IFN-yen combinación con otras

citocinas como el TNF -a es más efectivo en la inducción de la activ idad t ripanocida por parte

del macrófago (Golden y Tar leton 1991).

Además de las citocinas , las quimiocinas, en especial de la familia Cisteina-Cisteina

(CC), juegan un papel importante en la inmunopatogénesis al seleccionar y reclu tar cél ulas

en los sitios con retos antigénicos (Aliberti, et al., 1999), además de haberse demostrado en

estudios anteriores que los niveles de NO, producidos por macrófagos expuestos a

quimiocinas de la fam ilia CC como RANTES, MCP-1, MIP-1a y MIP-I13, son comparables a

los niveles de NO inducidos por IFN- y (Villalta, el . al. , 1998) .
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111. Justificación

Se han identi ficado cepas del linaje T. cruz; I que presentan una alta heterogeneidad,

mostrando diferencias biológicas tanto en virulencia como en patogenicidad . En cepas

mexicanas se ha estud iado poco este comportamiento y no se han hecho estudios con estos

parásitos en células hospederas como el macrófago . Sería importante comparar la

respuesta de este tipo celular a la infección de dos cepas que presentan dife rencias

biológicas como virulencia y patogenicidad.
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IV. Hipótesis

Se ha demostrado que las cepas mexicanas de T. cruzi, Ninoa y Querétaro , present an

diferentes caracteristicas biológicas, entre éstas , su grado de virulencia en el modelo murino

in vivo. Por lo tanto , es probable que interactúen de manera diferente con macrófa gos

durante el proceso de invas ión, así como que induzcan una respuesta diferente en éstas

células en un modelo in vitro.

")"_.'
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V. Objetivos

V.L Objetivo General

Analizar la respuesta de macrófagos in vitro a la infección con una cepa virulenta

(Querétaro) y una no virulenta (Ninoa) de Trypanosoma cruzi .

V.iL Objetivos Particulares

;;. Analizar el porcentaje de infección en macrófagos no activados y act ivados con IFN-y

infectados con una cepa virulenta y una no virulenta de T. cruzi

;;. Determinar en estas mismas poblaciones de macrófagos la producción de Oxido Nitrico

y de las citocinas IL-4. 1[-12 Y TNF-¡x en respuesta a la infección con cepas de T. cruzi

con diferente grado de virulencia .

;;. Analizar la expresión de las quimiocinas RANTES y MCP-1 en macró fagos activados y

sin activar con IFN-y. en respuesta a la infección de las cepas de T. cruz; antes

mencionadas.
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VI. Metodología

VI.i. Parásitos.

Se utilizaron tripomastigotes de las cepas Ninoa y Querétaro (avirulenta y virulenta

respectivamente) pertenecientes al genotipo 1 (Lopez Olmos et al., 1998; Bosseno et al.,

2002) , obtenidos de ratones infectados y mantenid os en cultivos de células Vero en medio

D-MEM (GIBCO, No. Cal. 12100-046) suplementado al 10% de SFB e incubados a 37° C,

95% de humedad relativa y 5% de CO2 . Los tripomastigotes para la infección se obtuv ieron

por medio de cent rifugación de los sobrenadantes de los cult ivos celulares infectados a

800g por 10 mino Lu~go de esto, el pellet obtenido se deja reposar por un lapso de 30 min a

37° C. pasado este tiempo se separó el sobrenadante de! pellet y se centrifug aron

nuevamente a 2,000g por 10 minoEsto se hace con el fin de dar tiempo a los tripomastigotes

que estén vivos de nadar en el sobrenadante y así eliminar el mayor número que sea

posible de restos celulares.

Vl.ii. Macrófagos.

Macrófagos de la línea de ratón J-774 (ATCC TIB 64) , se cultivaron en medio D-MEM

suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) e incubados a 37°C, 95% de humedad

relativa y 5% de CO2 hasta realizar los ensayos de infección.

Vl.iii. Ensayo ríe Infección.

Macrófagos J774 fueron sembrados a razón de 3,000 células en 30 ul por pozo en

laminillas de 18 pozos con teflón estériles (Cell-Iine No. Cal. 10-476) preparadas con

anterioridad como se muestra en el anexo 1, en medio D-MEM suplementado con 10% de

SFB por un lapso de 4 horas en incubación a 37° C, 5% de C0 2 y 90% de humedad relativ a

para permitir la adhesión celular. Posteriormente, las células fueron puestas en contacto con

los tripomastigotes obtenidos de cultivo en una relación de parás ito-célula 10:1 para amba s

cepas por lapsos de 3, 6, 12, 24 Y 36 horas post infección en incubación a 37° C, 5% de

C02 y 90% de humedad relativa. Una vez transcurridos los tiempos indicados, las laminillas

fueron lavadas, surnerqi éndolas en una caja de Coplin con PBS tres veces y posteriormente ,
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sumergidas en 50 mi de metanol absoluto durante 5 minutos . Finalmente, fueron teñidas con

30 pi por pozo de la solución de trabajo de Giemsa (Anexo 2), por un lapso de 15 minutos

para su poster ior anális is microscópico el cual consistió en conta r 300 células por punto

experimenta l de tres ensayos independientes.

Vl.iv. Ensayo de Cuantificación de Óxido Nítrico.

Los macrófagos J774 fueron cultivados en cajas de cultivo de 25cm 2 en una

proporción de 2x10 G células por caja con 100U/ml de IFN-y recombinante y como control el

mismo número de células sin IFN-y, fueron puestas en contacto con tripomastigotes de T.

cruz! en una proporc ión de 7:1 para la cepa Querétaro (viril lenta) y de 15'1 an Rl CASO de la

cepa Ninoa (no virulenta), por un lapso de 24 horas. La producci ón de óxido nitr ico fue

medida directamente en el sobrenadan te usando el reactivo de Griess (Vespa et al., 1994)

mezclando el react ivo A (0.1% de naft ilendiamina dihidroclo rada en ddH 20 ) con el reactivo B

(1.0% de sulfanilamida en H3PO. al 2.5%) en una relac ión 1:1 y posteriormente en

volúmen es iguales de sobrenadante y reactivo. La concen tración de nitrito en la muestra se

midió por medio de la comparación de los valores obtenidos de densidad óptica a 550nm

con una curva estándar hecha con nitrito de sod io como referenc ia (Anexo 3).

Vl.v. Cuantificación de Citocinas.

Para hacer la cuantificación de las citoc inas IL-10, IL-12 y TNF-a se tomaron los

sobrenadantes de tres ensayos de infección hechos indepen dientemente y se les hizo el

análisis por duplicado con la técnica de ELlSA de tipo sandwich por medio de kits (IL-10

Mouse ELlSA Kit, ENDOGEN No. Cal. 1857290; IL-12 Mouse ELISA Kit, ENDOGEN No.

Cal. 14252; TNF-a Mouse ELlSA Kit, ENDOGEN No. Cal. 9036) para cada citocinas.

siguiendo las especificaciones del proveedor.
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Vl.vi. Extracción de RNA Total

La extracción de RNA total se realizó por el método de TRIZOL™ (Invitrogen Cal. No.

15596-026) siguiendo las instruc ciones del fabricante. Brevemente , para este ensayo se

hicieron infecciones de mac rófagos J774 en cajas de 25 cm". En cada caja se sembr aron

2X106 células las cuales fueron puestas en contacto con los parásitos en una proporción

parásito-célula de 7:1 para la cepa Ouerétaro y de 15:1 para la cepa Ninoa . Se utilizaron tres

grupos exper imentales que fueron las células infectadas con la cepa Ouerétaro , las

infectadas con la cepa Ninoa y el grupo control sin infectar. Para los tres grupos fueron

hechos los ensayos en macrófagos activados y no activados con IFN-y. Las células fueron

incubadas con los parásitos por un lapso de 24 horas. Una vez tran scurrido este tiempo, se

recogió el sobrenadante y se agregó un mililitro de TRIZOL directamente en las cajas que

conten ían las cé lulas infectadas.

Poster iormente , el homog enado del TRIZOL junto con las células lisadas se colectó

en tubos eppendorf libres de RNasas. Se mezcló con vortex y se proced ió a incubar cada

muestra durante 10 minutos en hielo y 5 minutos a temperatura amb iente . Poster iormen te ,

se adicionaron 200 fl l de cloroformo y se mezcló por inversión, para incubarse después ,

durante 3 minutos a temperatura ambiente , enseguida se centrifugó a 12000 g durante 15

minutos a 4° C. Se recuperó la fase acuosa en un tubo limpio vacío y se adicionaron 500 fl l

de alcohol isoprop ilico , se mezcló por inversión e incubó por 10 minutos a temperatura

ambiente y se centrifugó a 12000 g durante 10 minutos a 4° C. Se decan tó el sob renadante

y se lavó la pasti lla con 1 mI. de etanol al 75% y se centrifugó a 7500 g durante 5 minuto s a

4° C. Finalmente, se decanto el sobrenadante y la pastilla fue secada al aire durante 15

minutos y resuspendida con 50 fll de H20 tratada con DEPC 0.1%. La cantidad de RNA se

determinó por medio de espectrofotometría a 260 nm y 280 nm en una diluc ión 1:1000 del

material obtenido en H20 tratada con DEPC 0.1%. Poster iormente , se proced ió a analizar la

integridad de la muestra por medio de geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio

(Sambrook et al., 1989) .
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Vl.vll, Detección de mRNA de Quimiocinas por RT-PCR.

Antes de realizar la reacción de RT-PCR se trató 1 /1g de RNA de cada muestra con

Deoxyribonucleasa I Amplification Grade (DNasa 1), (Invitrogen Cal. No. 18068-015) para

eliminar posibles contaminaciones con DNA. Se siguieron las recomendaciones del

fabricante , que fueron adicionar en tubos eppendorf en hielo 1 /1g de RNA, 1 ftl de buffer de

reacción DNasa I 10X, 1 /11de DNasa I grado de amplificac ión (1U/ /11) yagua tratada con

DEPC para comp letar un volumen de 10 /11. Se mezcló por inversión e incubó por 15 minutos

a temperatura ambiente. Para inactivar la DNasa se agregó 1 /11de EDTA 25 mM, seguido

de una incubación a 65° C durante 10 minutos.

La expresión de mensajeros de las quimiocinas MCr - i y RANTES fue analizadas

por RT-PCR y como control endógeno se emp leo la amplificación de 13-actina. Las

secuencias de los iniciadores y tamaño de los productos de PCR para los genes ya han sido

publicados previamente; así como también su val idación usando plasmidos que contengan

los genes para cada quimiocina (Aliberti et al., 1999; Machado et al., 2000) (Tabla 1).

GEN

13 -Actina

MCP-1

RANTES

Secuenci as

TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C
TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G

CCG GAA TIC CAC TCA CCT GCT GCT ACT CAT TCA C
CCG GAA TIC GGA TIC ACA GAG AGG GAA AAATGG

CGC GGA TCC CCA CGT CAA GGA GTA TTT CTA CAC C
CGC GGA TCC CTG GTT TCT TGG GTT TGC TGT G

Tamaño del
Amplifica do

349

505

356

Tabla 1. Secuencia de iniciadores de quimiocinas

La reacción de RT-PCR se realizó con el método de SuperScript™ One-step RT-PCR

con Taq platinurn" (Invitrogen Cal. No. 10928-042). La mezcla de RT-PCR consintió en 1 flg

de RNA tratado con fJNasas, 25 /1g de Buffer de reacción 2X (que contiene 0.4 mM de cada

dNTP. 2.4 mM MgSO.) , 1 ftl de RT/Platinum Taq Mix, 10 /1M primer directo y 10 pM del

primer reverso, la reacc ión se completo con agua libre de RNasas a un volumen de 50 ul. Se
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empleo un termociclador PTC-100 (MJ Research. Inc.) y se usaron las siguientes

condiciones de reacción del RT-PCR en un solo paso. Para la sintesis de cONA 55°C

durante 30 minutos ; 94° C, 2 minutos para inactivar la transcriptasa reversa y activación de

platinum Taq. La amplificación de PCR se realizo con 35 ciclos de 94°C, 15 segundos,

60°C, 30 segundos ; n oc, 1 minuto. Con una extensión final de 72°C, 7 minutos. Para todos

los grupo de iniciadores se corrió un control negativo (sin templado) en para lelo. El producto

de los ampl ificados fue corr ido en un gel de agarosa al 2% para su poster ior anál isis

densitométrico.

Vl.viii Análisis estadístico

Los resultados son expresados como la media aritmética del análisis de 3 ensayos

independientes con su desviación estándar. Las diferencias fueron consideradas

estadísticamente signif icativas si P<0.05 por una prueba t-Student.
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VII. Resultados

VII.i. Infectividad y Replicación Intracelular

Se analizó la infección de la cepa Querétaro y Ninoa en macrófagos J-774 por

microscopia de luz (Fig. 7 A-J) . Al evaluar la infección con la cepa Querétaro después de 3

horas post-infección se obtuvo un porcentaje de infecc ión del 32%. Por otro lado, las células

incubadas por un lapso de 6 horas tuvieron un porcentaje de infección del 54%. Los tiempos

de 12, 24 Y 36 hrs. post-infección (p.i.) tuvieron un porcentaje del 75, 76 Y 82 %

respectivamente, sugiriendo que la infección con la cepa Queré taro va en aumento

dependiendo del tiempo post-infección (Fig. 8 A).

Por otro lado, la infección de lOS mac r ófaqos de la línea J-774 con 'a cepa Ninoa t L!'10

un porcentaje de infección del 18% a las 3 horas de infección, de 28% a las 6 horas y de 39,

45 Y46 a las 12, 24 Y 36 horas post-infección respectivamente. (Fig . 8A).

Ambas cepas tuvieron un comportamiento similar de aumento de la infección con

respecto al tiempo, pero fue evidente desde los primeros tiempos de la infección que las

células infectadas con la cepa Querétaro tuvieron un porcentaje de infección

significativamente mayor que las células infectadas con la cepa Ninoa .

El número de amastigotes por célula también fue dependiente del tiempo ,

aumentado la cantidad de amast igotes por célula conforme aumentaba el tiempo de

infección en ambas cepas (Fig . 7, Fig. 8 B). Tamb ién el número de amastigotes por célula

fue sign ificativamente mayor en las células infectadas con la cepa Querétaro en

comparación con las células infectadas con la cepa Ninoa sugiriendo una mayor capacidad

infectiva por parte de la cepa Querétaro.
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36 hrs.

Figura 7. Microfotograflas de la infección de Células J774 con las cepas Ninoa y Querétaro de T. cruzi.
Macrófagos de la linea J774 fueron puestos en laminillas de teflón con 18 pozos a razón de 3,000
células por pozo, posteriormente fueron infectadas con las cepas Ninoa y Querétaro en tiempos de 3,
6, 12,24 Y 36 horas . Transcurridos estos tiempos, las laminillas fueron tenidas por medio del método
de Giemsa A. macrófagos infectados con la cepa Ninoa 3hrs p.i., B. Macrófagos infectados con la
cepa Querétaro 3hrs p.i., C. macrófagos infectados con la cepa Ninoa 6hrs p.i., O. Macrófagos
infectados con la cepa Querétaro 6hrs p.i., E. Macrófagos infectados con la cepa Ninoa 12 hrs. P.i. , F.
Mac6fagos infectados con la cepa Querétaro 12 hrs. p.i. G. Macrófagos infectados con la cepa
Ninoa 24hrs post-infecc ión, H. Macrófagos infectados con la cepa Querétaro 24hrs post - infección,
1. Macrófagos infectados con la cepa Ninoa 36hrs post-infección, J. Macrófagos infectados con la
cepa Querétaro 36 hrs post-infección . Las flechas indican los lugares donde se observan amastigotes
intracelulares .
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Figura 8. Ensayos de infec ción de mac rófago de la line a J774 infectados con la cepas Queréta ro
(barras negras) y Ninoa (barras blanca s). Tres mil células fueron infectados con los parásitos en una
relación 10:1 parásito-célu la. A) Porcentaje de infección, B) Númer o de amast igotes en 100 células.
• diferencia significa tiva en la infección entre cepa s con una p=O.OS.
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Para trata r de conocer si la cepa virulenta (Queréta ro) entraba act ivamente más rápido

dentro de la célula hospedera o se replicaba con mayor ve locidad; se procedió a realizar

ensayos de infección en tiempos cortos (15, 30, 60 Y 120 min .), donde se sabe , el parásit o

aún no se ha replicado. Como se muestra en la figura 7A, se observó desde los 15 minutos

un núm ero mayor de células infectadas con la cepa Querétaro, esta diferencia fue

significativa desde los 30 minutos post -infección (Fig . 9A) . Así mismo, el número de

amastigotes de dentro de las célu las fue mayor en los macrófagos infectados con la cepa

Querétaro . Esta diferencia fue también significativa desde los 30 minu tos poste riores a la

infección (Fig . 98 ).
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Figura 9. Ensayos de infección de macrófago de la línea J774 infectados con la cepas Querétaro
(barras negras) y Ninoa (barras blancas) en tiempos cortos (15, 30, 1 Y 2 horas). Tres mil células
fueron infectados con los parásitos en una relación 10:1 parásito-célula. A) Porcentaje de infección.
B) Número de amastigotes en 100 células. • Diferencia significativa en la infección entre cepas con
una p=O.OS.
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VII.iL Producción de Citocinas TNF-a, IL-12 e IL-10

Se analizó, en macrófagos de la línea J774 activados con 100 U/mI. de IFN-y y no

activados si había una producción diferencial de las citocinas TNF-a , IL-12 como parte de la

respuesta proinflamatoria, y la citocina IL-10 como parte de la respuesta antiinflamatoria , en

respuesta de la infección con las cepas Ninoa y Ouerétaro de T. cruzi. Como se puede.
apreciar en la figura 10A, la producción de la citocina TNF-a se ve significativamente

incrementada en el grupo de células J774 que no fueron activadas con IFN-y e infectadas

con la cepa Ouerétaro. Este incremento fue alrededor de 9 veces más que lo producido por

las células infectadas con la cepa Ninoa. Por otro lado, en el grupo experimental que fue

activado con IFN-y, se observó una diferencia Significativa en ias concentraciones de TNF-a

obtenidas en los sobrenadantes de las células infectadas con la cepa Ouerétaro con

respecto a las concentraciones obtenidas con la cepa Ninoa pero sin ser de la magn itud que

se observó en el grupo experimental que no fue activado con IFN-y.

Por su parte , la producción de la citocina IL-12, en las células infectadas con la cepa

Ninoa, tuvo diferencias en ambos grupos, activados y sin act ivar con INF-y, con respect o al

control. Tamb ien en las células sin activar infectadas con la cepa Ouerétaro se observó un

aumento con respecto al control pero no se observaron diferencias entre cepas (Fig. 10S).

Por último, en cuanto a la producción de la citocina IL-10 , esta se vió incrementada

en las células infectadas con ambas cepas sin activar así como en las células activadas e

infectadas con la cepa Ninoa donde si hubo diferencias significativas con respecto al

control , pero no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las cepas

(Fig. 10C).

En las células activadas con IFN-y, infectadas con la cepa Ouerétaro las variacion es

obtenidas en la cuantificación de las citocinas IL-12 e IL-10 fueron tan amplias que no se

pudo sacar una conclusión clara .

Los valores de densidad óptica obtenidos en la cuantificación de las tres citocinas por

medio del método de ELlSA se muestran en el anexo 4.
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Figura 10. Cuantificació n de citocinas en sobrenadan tes de células J774 . Célu las J774 fueron
infectadas con las cepas Ninoa y Querétaro de T. cruzi. El sobrenadante se obtuvo 24 horas después
de la infección y ana lizado por medio del método de ELl5A. A) TNF-a , B) IL-12, C) IL-1O.
• Diferencia significativa en la infección entre cepas con una p = 0.05. •• Diferencia significativa en la
infección con respecto al control con una p =0.05.
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Vll.iii. Expresión de Mensajeros RANTES y MCP-1

Las quimiocinas RANTES y MCP-1 son producidas por monoci tos y otras líneas

celulares y tienen una acción directa sobre macrófagos , teniendo también una acción

autócr ina. En este estudio, se analizó la expresión de mensajeros para las quimiocinas

RANTES y MCP-1 en cultivos de macrófagos infectados con las cepas Ninoa y Ouerétaro

para determinar si existe una diferencia como resultado de la infecc ión de dos cepas

mexicanas con diferente virulencia.

Como se puede observar en la Figura 11A, la producción de la quimioc ina MCP-1

tiene niveles de expresión similares en las células activadas y no activadas con IFN-y. Es de

resaltar que en el grupo activado con IFN-y e infectado con la cepa Ninoa de T. cruzi, hay un

aumento en la expresión de esta quimiocina, que aunque no fue significat ivo

estadisticamente al ser compa rado con la cepa Ouerétaro ni con el grupo control , es

evidente en la gráfica.

Por otro lado, en la expresión de la quimiocina RANTES , no se observan diferen cias

significativas en el grupo que no fue activado con IFN-y. Sin embargo , en el grupo activado

se observó un incremento significativo de la expresión de esta quimiocina en el grupo

experimental infectado con la cepa Ninoa con respecto al contro l sin infectar (Fig. 11B).

37

Neevia docConverter 5.1



A

MCP-1

B-Actina

e
e

"
~

1.5

Q.
~
'0.¡;
.¡]

'" 0.5

Control Ninoa Om Control
+ IFN-r

Ninoil Oro +
+ IFH--y IFN-¡

B

RANTES

B-Actina

2.5 -. - - -- .- ---- ------------

••

a ro +

1Ftl-y
Ninoa +

IFN-y
Control
+ IFN.y

NlnoaControl

"

!
" 1.5 t----- - ----- - -----1 I"' f-- - --
~s
'0-;;;
~
Q;: o.s

Figura 11. Determinación de la expresión de mensajeros para las quimiocinas A) MCP-1 y B)
RANTES. Se extrajo RNA a partir de células J774 infectadas con las cepas Ninoa y Querétaro de T.
cruzi para el ensayo de RT-PCR. Los amplific ados fueron corr idos en geles de agaro sa al 2% y
analizados por dens itometria . Los resultados están expresad os en una relación qu imiocína/S-actina.
Los geles mostrados son representativos de tres experimentos independientes. ** Diferencia
significa tiva en la expres ión de quimiocina con respecto al control con una p=O.OS.
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VII.iv. Producción de Óxido Nítrico

Se anal izó la producc ión de óxido nitrico (NO) en el sobrenadante de macrófagos

J774, activados con IFN-y y sin activar, infectados con las cepas Ninoa y Querétaro para

saber si inducían una respuesta diferencial. Como se puede apreciar en la figura 12, la

producción de NO en el grupo de sobrenadantes que fueron recuperados a part ir de células

no activadas, se vio incrementada significativamente con respecto al control sin infectar.

Esta diferencia fue también significativa entre las cepas , siendo la producción de NO en las

células infectadas con la cepa Querétaro del doble de la producida por la cepa Ninoa . Por

otro lado, la producción de NO fue mucho mayor en las células activadas con IFN-y, donde

se pudo observar un incremento significativo en la producción de NO en los sobre nadan tes

de células infectadas con ambas cepas con respecto al control no infectado. Más importante

aún, se pudo observar una diferencia sign ificat iva en la producción de NO entre las células

infectadas con las dos diferentes cepas , siendo la producción de NO inducida por la cepa

Ninoa alrededo r de 40% mayor que la inducida por la cepa Querétaro (Fig. 12).
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Figura 12. Cuantificación de la producción de óxido nítrico en sobrenadantes de células J774
infectadas con las cepas Ninoa y Querétaro de T. cruz i. Los sobrenadantes de analizaron por medio
del método de Griesse.• Diferencia significativa en la cuantificación de NO entre cepas. •• Diferencia
significativa en la cuantificación de NO con respecto al control no infectado. p=0.05.
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VIII. Discusión

El parásito T. cruzi es un organismo que presenta una amplia var iabilidad genética.

Esto se ve reflejado en su comportamient o biológi co com o es lo referente a virul enc ia,

patogenicidad , tropismo y otra s características prop ias de su naturaleza parasitaria .

Como se mencíonó con anterioridad, las poblaciones de T. cruzi, están compuestas

por un conjunto de cepas que circulan dentro de los ciclos selvát ico y domést ico ,

internacionalmente definidos como T. cruzi I y T. cruz i 11 respectivamente (Anonymous ,

1999).

En este trabajo, se analizó la respuesta de los macrófagos a la infección con dos

cepas mexicanas de T. cruzi, del tipo T. cruzi I (Lop ez Olmos et ai. , ·i 998 ; Bosseno et al.,

2002 ) que muestran un comportamiento biológico diferente entre ellas en modelo rnurino , Al

inoc ular la misma cant idad de tripomastigotes (1x105
) por vía peritoneal a raton es BA LB/c ,

una cepa mata al 100% de los ratones durante la fase aguda de la infección (Querétaro) ,

mientras que la otra cepa no mata a ninguno de los ratones infectados, llegando estos hasta

la fase cróni ca de la infecc ión (Ninoa), (Sosa , 2003; Rico , 2004) .

El objet ivo de este trabajo fue el de estudiar la interacc ión de T. cruzi con el

hospedero utilizando para esto dos cepa s que se sabe, difieren en viru lencia , desde el punto

de vista de los fenómenos inm unes que inducen estas cepas al infectar células tipo

macrófago. Por ejemplo, si esta s cepas que en el mode los in vivo presen taban dife rencias

en cuanto a virulencia, ten dr ian un comportamiento diferencial en un modelo in vi/ro en

cua nto a infectividad se refiere, utilizando para esto una linea celular de macrófago s

conocida com o J774 .

Los resultados de este estudio demuestran que estas ce pas , además de presentar

dife rencias en virul encia en el modelo murino (Sosa , 2003 ; Rico , 2004 ). tambi én muestran

una clar a difere ncia en cuanto a infectividad en el modelo in vi/ro. La cepa Querétaro es

alrededor de un 50% más infectiva (Fig. 7A) que la cepa Ninoa, reforzando la obse rvación

realizada previamente in vivo . También se demo stró que la cep a Querétaro entra más
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rápidamente a la célula hospedera que la cepa Ninoa . Esto se demostró en ensayos de

infección en tiempos cortos, en los cuales se sabe que el parásito aún no se ha dividido (Ley

el. al., 1990) observándose un mayor número de células infectadas así como un mayor

número de amastigotes por célula cuando se utilizó la cepa Querétaro. Las razones de este

comportamiento no son muy claras, pero se podría deber a la expresión diferencial de

moléculas de superficie involucradas en el reconocimiento del parás ito por la célu la

hospedera como se ha sugerido en estudios hechos con otras cepas y en donde han

encontrado la expresión diferencial de glicoproteínas de superficie y la actividad diferencias

del señalamiento de calcio (Wilkowsky el . al. 1996; Ruiz el. al. 1998; Calvet el. al., 2003) .

Experimentos para determinar la presencia de estas moléculas en ambas cepas se real izan

actuaimente en nuestro laboratorio.

Ahora bien, los macrófagos juegan dos distintos papeles en la infección con T. cruzi :

como célula hospedera del parásito y como célula efectora en la respuesta inmune

antiparasitaria . El éxito de la interacción de T. cruzi con el macrófago puede depender del

estado de activación del macrófago. Los macrófagos pueden ser activados artificialmente

por endotoxinas , también conocidas como lipopolisacaridos (LPS), que son componentes

que se encuentran en la pared celular de una gran variedad de bacterias Gram negativas

(Roill y Delves , 2003) , o por citoc inas que son producidas durante la respuesta inmune

(Golden el. al. 1991; Mc Cabe el. al. 1991). Una citocina en particular, el Interferón gamma

(IFN-y), ha sido bien caracterizado como un potente factor activador de macrófagos. En este

estudio se activaron macrófagos con 100U/ml de IFN-y recombinante , para determinar si

habia diferencias de respuesta por parte de los macrófagos ante la infección de las cepas

mexicanas Querétaro y Ninoa de T. cruzi . Se midió la cantidad de la citocina TNF -a , que es

otra citocina que en diversos estudios ha sido asociada con la actividad microb icida del

macrófago , proveyendo una segunda señal para inducir la actividad microbicida en

macrófagos act ivados con IFN~y para estimular la producción de óxido nitr ico (NO) (Gree n el.

al. , 1990; Langermans el. al., 1992).
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A este respecto, un resultado inesperado fue el que muestra un incremento en la

producción de TNF-a que se observó en los macrófagos infec tados con la cepa Oueréta ro

que no fueron activados con IFN-y, el cual fue de casi 10 veces mayor que el que se obtuvo

en las células infectadas con la cepa Ninoa del mismo grupo experimental. Por otro lado, el

grupo de macrófagos que fue activado con IFN-y también presentó una elevación en la

producción de TNF-a por parte de los macrófagos infectados con la cepa Ouerétaro que,

aunque no fue tan grande como en los macrófagos no activados, si presenta diferencias

estadisticamente significativas. Este resultado sugiere que existe algo intrínseco y propio de

la cepa Ouerétaro que está provocando este efecto en los macrófagos sin necesidad de que

sean activados con anterioridad, Esto podría ser explicado por los resultados obtenidos en

los ensayos de infecc ión y que demostraron que esta cepa entra más rápido en la célula

hospedera, ya que, si la teoria de que este fenómeno de deb e a una sobre-expresión de

moléculas de superfic ie que reconozcan la célula blanco es correcta , podria haber una

mayor unión de más receptores del parás ito a sus Iigandos , como por ejemplo los TLR's.

Ahora bien, se ha descrito que el glicosilfosfatidininositol (GPI) y los

glicoinositolfosfolipidos (GIPL 's), derivado de T. cruzi son reconocidos a través de

TLR2/CD14, sugiriendo que éstos glicolípidos del parásito son los PAMP's por los cuales T.

cruzi en reconocido por los macrófagos (Campos et. al., 2001 ).

Los resultados obten idos en este estudio podr ían ser explicados si se confirmara la

presenc ia de una diferencia en el número de moléculas de GP I y de GIPL's en la superf icie

de parásitos de las cepas Ninoa y Ouerétaro ya que, de ser esto asi, podrían inducir una

mayor cantidad de moléculas de superficie en la célula hospedera, como los TLR's antes

mencionados, lo cual podri a culminar en una mayor producción de citocinas como el TNF-a .

Los resultados obtenidos al medir la secreción de IL-10 e IL-12 indican que si hay

una producción similar de estas dos citocinas tanto en el grupo activado como en el no

activado. No hubo diferencias signif icat ivas en la producción de estas citocinas entre los
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macrófagos infectados con ambas cepas , observándose grandes variacio nes en la

producción de IL-10 e IL-12 en los macrófagos infectados por la ce pa Querétaro .

También se ha visto que cuando se infectan in vitro macrófagos peritoneales con

tripomastigotes , estos macrófagos producen y secretan algunas quimiocinas de las familias

CC y CXC que son importantes para la activación de los macrófagos (Aliberti et al., 1999;

Talvani et al. , 2000; Coelho et al., 2002). El presente trabajo sug iere que la producción de la

quimiocina RANTE8 se incrementa significa tivamente con respecto al control en los

macrófagos infectados con la cepa Ninoa lo cual no fue observado en los macrófagos

infectados con la cepa Querétaro. Además, no hubo diferencias significativas al comparar la

expresión de este mensajero inducido por la infección de las diferentes cepas. En lo

referente a la quimi ocina MCP- l no se observaron diferencias signi ficativas en ninguno de

los grupos exper imentales . La expres ión similar de los mensaj eros para RAN TE8 y MCP-1

en los macrófagos infectados con ambas cepas nos sugiere que esta infección no afecta

diferencialmente la producción de estos mensajeros, lo cual contrasta con los datos

obtenidos util izando estas mismas cepas en un modelo muri no (Oax aca, 2005).

Generalmente se acepta que el NO producido por macrófagos activ ados tienen un

papel importante en la elim inación de diferentes patógenos (Adams el. al., 1990; Assreuy el .

al., 1994; Flesch el. al., 1991; Gazzinelli el. al., 1992; Granger el. al., 1988; Vicendeau y

Daulouede, 1991). F-or esta razón en este trabajo se cuantificó la producción de NO en

macrófagos infectados con las dos cepas con diferente virulenc ia. Los result ados muestran

un incremento en la producción de NO en las células activadas con IFN-y e infectadas con la

cepa Ninoa de T. cruzi de casi tres veces más que el inducido en las células infec tadas con

la cepa Querétaro (Fig. 12). Este incremento fue estadísticamente significativo y contrasta

con los resultados obtenidos en la cuantificación de TNF-a . Estos resultados son

contrad ictorios ya que el papel de TNF-a en la activación de mac rófag os resulta en un

incremento en la producc ión de NO por parte de las células infectadas . Lo observado en el

presente trabajo nos hace suponer que la cepa Que rétaro tiene algún meca nismo que
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reduce la síntesis de NO en el macrófago como un mecanismo de evasión de la respuesta

inmune. Se han hecho estudios en los que se ha observado que las glicoproteinas parecidas

a mucinas GPI de T. cruzi , dispa ran cascadas de señalización que involucran moléculas

adaptadoras como MyD-88 y la familia de las MAPK , asi como factores de trascripc ión que

conducen a la producc ión de IL-12 , IL-10 , TNF-¡x Y NO (Camargo et. al. 1997; Ropert et. al.

2000) y de alguna manera las moléculas de superficie de estas dos cepas pudieran estar

interactuando diferencialmente con el macró fago.

Ahora bien , recientemente se ha descrito que existe un fenómeno llamado tolerancia

a endoto xinas en rnacr ófaqos en respuesta a LPS, el cual tamb ién se ha demostrado puede

ser inducido por GPI de T. cruzi (Ropert et. al., 2001). Este fenómeno de tolerancia está

asociado con la supresión de vias de señalización que involucran a los TLR's , el receptor de

IL-1 y el receptor para TNF-¡x. Además, va acompa ñado de la supresión de varios genes y la

producción de citocinas como TNF- ¡x, IL-6 e IL-12. Interesantemente, la expresión de otros

mediadores de la respuesta inmune como IL-10 y NO no son afectadas en la tolerancia a

LPS, sugiriendo que la tolerancia a endotoxinas no afecta todas las funciones celulares

(Ropert et. al., 2003). Este podria ser uno de los mecanismos que explicara la contradicción

encontrad a en la producción de TNF-¡x y NO en los grupos act ivados con IFN-y, ya que en

las células activadas e infectadas con ambas cepas se observa una producción muy baja de

TNF-¡x que no concue rda con las concentraciones de NO encontrados en dichos grupos

experimentales.

Finalmente , los resultados obten idos en la producción de NO nos sugieren que la

mayor producc ión inducida por parte de la cepa Ninoa es uno de los mecan ismos por los

cuales esta cepa puede ser contro lada, ya que, la respuesta oportuna y efectiva del

macrófago limitará el crecimiento del parás ito y permitirá al hospedero controlar la infección ,

hecho observa do en nuestro grupo en el modelo murino de infección (Sosa, 2003; Rico,

2004)
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En general , la cepa Nínoa estimula un perfil de citocinas TH1 acompañada de la

producción de óxido nítrico mientras que la infección con la cepa Querétaro, por el contrario ,

parece inducir un desequilibrio en los macrófagos al producir una excesiva producción de

TNF-a, e inducir una menor producción de NO y otras citocinas pro-inflamatorias .

Los mecanismos moleculares que pudieran estar induciendo este tipo de fenómenos

inmunes será motivo de estudios posteriores en el laboratorio.' Sería de interés realizar

estudios de activación de las cascadas de señalización involucradas en la producción de

TNF-a y NO en infecciones con estas dos cepas para explicar los resultados observados en

este estudio .
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IX. Conclusiones

Hay claras c; :terenc ias en la capacidad de infección de las cepas no virulenta y

viru lenta

La producción de la citoc ina TNF-a es diferente entre las células infect adas y

activadas con IFN-y con ambas cepas con respecto al control sin infectar. Más aún ,

se puede n aprecia r diferencias entre ambas cepas en la inducció n de esta citocina

en macrófagos no activados.

La producción de las citocinas IL-12, IL-10 y las quimiocinas RANTES y MCP-1 se

vio incrementada por la infección con T. cruzi, sin haber diferen cias relacionadas con

la cepa infectante .

La producción de NO fue significativamente mayor en los macrófagos activados

infectados con la cepa no virulenta Ninoa.
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XI. Anexo 1

Tratamiento de las laminillas (Cell-line No. Cal. 10-476 con 18 pozos)

anterior al ensayo de infección

1. Las laminillas son puestas en Etanol al 70% por 18 horas

2. Se realizaron 10 lavados sumergiendo las laminillas 10 veces en cajas de

Coplin con agua corriente.

3. Las laminillas fueron puestas en HCI 1N en una caja de Coplin en un agitador

durante 30 mino

4. Enseguidz . se hicieroní O lavados con agua corriente como en el paso número

2.

5. Se pusieron en agitación durante 30 min en una caja de Coplin con PBS

6. Se hicieron otros 10 lavados mas con agua corriente (ver paso 2)

7. Cada lamin illa fue puesta en una caja de Petri con una cama de papel filtro

Wattma n del número 1, envueltas en papel estraza y esterilizadas hasta su uso.
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XII. Anexo 2

Preparación del colorante Giemsa

Solución Madre

Se pesan 0.75 gro de colorante Giemsa (Sigma No. Cal. 51811-82 -6) y se

disuelven en 65 mI. de metanol y 35 mI. de glicerina pura .

Se pone en agitación por un lapso de 30 mino

Se filtra con un papel Wf¡¡¡trnwI de Nu. 1.

Se guarda en un frasco color ambar hasta su uso.

Solución de Trabajo

Se disuelven 5 mI. de la solución madre de Giemsa en 45 mI. de Buffer de

Fosfatos
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XIII. Anexo 3

Ensayo de Oxido Nítrico

Preparación de la Curva Estándar.

Se utiliza Nitrito de Sodio como estándar (Solución Stock (SS)= 20mM 069 mg

de Nitrito de Sodio en 50ml de ddH20)

Concentración

200

100

50

Dilusión

1:100 SS

1:2 Sol 200

1:2 Sol 100

Volúm enes

10fll SS + 990fll de medio

300fll sol. 200 + 300 fll de medio

300ul sol. 100 + 300 fll de medio

25 1:2 Sol 50 3üOfll sol. 50 + 300 fll de medio

12.5 1:2 Sol 25 300fll sol. 25 + 300 fll de medio

6.25 1:2 Sol 12.5 300fll sol. 12.5 + 300 fll de medio

3.125 1:2 Sol 6.25 300fll sol. 6.25 + 300 fl l de med io

Reactivo de Griesse.

El reactivo de Griesse esta constituido por dos soluciones :

A) 0.1% de Naft ilendiamina Dihidroclorada en ddH 20 .

B) 1.0% de Sulfanilamida en H3P0 4 al 2.5%

Ambas soluciones tienen que ser almacenadas a 4° C hasta su uso y ser

mezclada inmediatamente antes de usarse ya que son sumamente sensibles a

la luz.

Detección.

En una placa de 96 pozos, añadir a cada pozo 100fll del estánd ar o de

muestra del sobrenadan te de macrófago por triplicado .

Añadir 1OO fll del reactivo de Griesse (mezcla 1:1).

Incubar a temp eratura ambiente por 10 minutos.
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Leer la absorbancia a 550 y 570 nm en un lector de ELl8A

Análisis

Para el anális is de los datos se crea una curva estándar con las

concentraciones conocidas del estándar de nitrito de sodio en el eje de las X y

con su correspondiente Densidad optica en el eje de las Y.
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XIV. Anexo 4

Resultados obten idos de la dens idad óptica (00) en la cuant ificación de las citoc inas

TNF-a , IL-12 e IL-10 provenientes de 3 ensayos independientes por duplicado.

TNF-a

Control Exp 1 Control Exp 2 Control Exp 3
001 O O O
002 O O O
Promedio O O O
[ l TNF-a

Ninoa Exp 1 Ninoa Exp 2 Ninoa Exp 3
001 0.01 Ii.012 0.005
002 0.011 0.012 0.005
Promedio 0.0105 0.012 0.005
[ l TNF-a 32.8125 37.5 15.625
Promedio de [ 28.6437
Oesv. Est. 6.02

QRO Exp 1 QRO Exp 2 QRO Exp 3
001 0.049 0.04 0.054
002 0.045 0.04 0.056
Promedio 0.047 0.04 0.055
[ l TNF-a 146.875 125 171 .875
Promedio de [ l 147 .9166667
Oesv. Est. 12.3

Control+IFN-y Exp Control+IFN-y Exp
1 2 Control+IFN -y Exp 3

001 O O O
002 O O O
Promedio O O O
[ l TNF-a
Promedio de [
Oesv. Est .

Ninoa+IFN-y Exp 1 Ninoa+IFN-y Exp 2 Ninoa+IFN-y Exp 3
001 0.001 O O
002 0.003 O O
Promedio 0.002 O O
[ l TNF-a 6.25 O O
Promedio de [ 2.0831
Oesv. Est . 0.5

QRO+IFN -y Exp 1 QRO+IFN-y Exp 2 QRO+IFN-y Exp 3
001 0.024 0.003 0.016
002 0.015 O 0.014
Promedio 0.0195 0.0015 0.015

[ l TNF-a 60.935 4.68 46.875
Pro med io de [ 37 .5
Oesv . Est . 5.33
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IL-12

Control Exp 1 Control Exp 2 Control Exp 3
001 O 0.006 O
002 O O O
Promedio O 0.003 O
[ ] IL-12 O 2.34 O
Promedio de [ ]
Oesv . Est.

Ninoa Exp 1 Ninoa Exp 2 Ninoa Exp 3
001 0.181 0.081 0.244
002 0.192 0.077 0.243
Promedio 0.1865 0.079 0.2435
[ ] IL-12 92.32 27.75 120.5
Promedio de [ 1 80.19
Oesv. Est. 47.54990326

QRO Exp 1 QRO Exp 2 QRO Exp 3

001 0.149 0.066 0.12
002 0.163 0.076 0.099
Promedio 0.156 0.071 0.1095
[ ] IL-12 73.23 24.8 51.4
Promedio de [ ] 49.81
Oesv.Est. 24.25411924

Control+IFN-i;JExp 1 Control+IFN ~yExp 2 Control+IFN ":'YExp 3
001 O O O
002 O O O
Promedio O O O
[ ] IL-12
Promedio de [ ]
Oesv.Est.

Ninoa+IFN-c:Exp 1 Ninoa+IFN":'YExp 2 Ninoa+IFN~yExp 3
001 0.233 0.54 0.353
002 0.216 0.498 0.324

Pro med io 0.2245 0.519 0.3385
[ ] IL-12 111.13 287.13 187.27

Promedio de [ 1 195.1766667
Oesv. Est. 88.26599874

QRO+IFN-~Exp 1 QRO+IFN ":'YExp 2 QRO+IFN -y Exp 3
001 0.115 0.664 0.149

002 0.125 0.679 0.175
Promedio 0.12 0.6715 0.162
[ ] IL-12 56.33 421 .33 76.05
Promedio de [ 1 184.57
Oesv.Est. 205.2771 122
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IL-10

Control Exp 1 Control Exp 2 Control Exp 3

001 0.024 0.034 0.03

002 0.032 0.064 0.039

Promedio 0.028 0.049 0.0345

[ ]IL-10 33.41 58.48 40.58

Promedio de [ ] 44.15666667

Oesv. Est. 12.91203444
Ninoa Exp 1 Ninoa Exp 2 Ninoa Exp 3

001 0.105 0.127 0.109

002 0.094 0.118 0.114

Promedio 0.0995 0.1225 0.1115

[ ]IL-10 251.01 309.03 281 .28

Promedio de [ ] 280.44

Oesv. Est. 29.01911956
QRO Exp 1 QRO Exp 2 QRO Exp 3

001 0.121 0.153 0.136

002 0.125 0.142 0.147

Promedio 0.123 0.1475 0.1415

[ ]IL-10 310.29 372.1 356 .96

Promedio de [ ] 346.45

Oesv. Est. 32.21745024
Control+IFN"Y Exp 1 Control+IFN-r Exp 2 Control+IFN-r Exp 3

001 0.047 0.048 0.024

002 0.026 0.045 0.014

Prom e dio 0.0365 0.0465 0.019

[ ]IL-10 43.56 55.5 22.67

Promedio de [ ] 40.57666667

Oesv. Est. 16.61708258

Ninoa+IFN-y Exp 1 Ninoa+IFN"Y Exp 2 Ninoa+IFN-y Exp 3

001 0.127 0.254 0.146

002 0.147 0.268 0.138

Promedio 0.137 0.261 0.142

[ ] IL-10 345.61 658.43 358 .22

Promedio de [ ] 454.0866667

Oesv. Est. 177.0788001
QRO+1FN"Y Exp 1 QRO+IFN"Y Exp 2 QRO+IFN "Y Exp 3

001 0.149 0.566 0.173

002 0.143 0.581 0.193

Promedio 0.146 0.5735 0.183

[ ]IL-10 368.31 1764 .7 461 .65

Promedio de [ ] 864.8866667

Oesv. Est. 780.6574889
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