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1. RESUMEN

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, €S una parasitosis
causada por Trypanosoma cruzi. Se extrajeron dos antigenos, el antigeno
obtenido de la cepa QRO, aislada de Triatoma barberi, conocida por su alta
virulencia y el antigeno 4C proveniente de un pool de las cepas QRO, TQ (aislado
de M. pallidipennis), XAL (de T. dimidiata) y Cristi (de humano).

En este estudio, se evalla la correlacion entre la parasitemia, los titulos de
anticuerpos IgG y la presencia de componentes inmunodominantes especificos
durante el transcurso de la enfermedad, ademas se pretende correlacionar en
modelo murino las fases caracteristicas de la enfermedad en humanos. La
metodologia consistié en inocular dos grupos de ratones, tomar muestras séricas
cada 72 horas para cuantificar parasitemia circulante, ademéas de sangre para los
inmunoensayos. El inicio de la parasitemia se detectd a los 14 dias, y el final de la
fase log de crecimiento a los 36 dias hasta el dia 50, momento en que la
parasitemia no fue detectable. La deteccidon de anticuerpos se determiné previo a
la titulacion de la técnica de ELISA y el establecimiento del titulo de corte para
cada antigeno, los sueros presentaron reactividad a la infeccién a partir del dia 40,
con el mayor nivel de anticuerpos del tipo IgG al dia 60, hasta el dia 105 donde

disminuye la reactividad dentro de valores positivos.

Existe un gran numero de componentes antigénicos descritos y son en su mayoria
glicoproteinas de superficie. El analisis glicoproteico a partir del dia 5 hasta el dia
110, mostré deteccion de componentes especificos a partir del dia 23 posterior a
la infeccién con el antigeno QRO y 18 para el antigeno 4C. Con base en los
resultados se propone como una probable fase aguda al periodo del dia 1 al 40
posterior a la infeccion con los componentes especificos de 44, 48, 88, 79 y 89
kDa; el inicio de la probable fase cronica entre los 41 y 49 dias posterior a la
infeccion con los componentes de 47 y 50 kDa y finalmente, posterior al dia 50 de
infeccion como probable fase crdnica, con la presencia de los componentes de 20,
21, 30, 52, 60, 77, 80, 84, 87, 90, 94, 95y 127 kDa.



2. INTRODUCCION

2.1. Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es causada por el
parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi, descrito por primera vez por el Doctor
Carlos Chagas en 1909, en Minas Gerais Brasil cuando se encontraba en una
campafa de erradicacion del paludismo donde aisl6 el parasito que denominé
Schyzotripanum cruzi debido a que en un inicio supuso que el parasito se
reproducia por esquizogonia; posteriormente, ademas de los estudios en
humanos, infectd6 animales de laboratorio como macacos, cobayos, conejos y
perros para describir asi el ciclo bioloégico, cuadro clinico, patologia y
epidemiologia de la enfermedad, ademas refiridé la importancia que desempefian
las condiciones de vivienda rural para la propagacion de la infeccién (Chagas,
1909).

2.2. Generalidades

Esta enfermedad es endémica en 21 paises de Ameérica Latina vy
aproximadamente el 28% de la poblacion se encuentra en riesgo de infeccion por
lo que se estima que en el mundo existen entre 6 y 7 millones de personas
infectadas (OMS, 2017) y actualmente es considerada una parasitosis de
relevancia mundial debido a que se han reportado casos en paises no endémicos.

En México, el primer reporte del transmisor fue en 1928 por Hoffman y en 1940
Mazzoti publica los primeros dos casos humanos y de vertebrados infectados en
los estados de Oaxaca y Colima (Mazzoti, 1940).

Las encuestas se realizaron por primera vez en 1947 por Perrin y Brenes,
seguidos de Biagi, Tay y Salazar, hasta 1961 solo se habian comprobado
parasitologicamente 6 casos humanos. En 1965 Biagi y Arce diagnosticaron los

primeros dos casos de miocardiopatia Chagasica en México pos-mortem (Biagi,
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1965), en 1979 Salazar-Schettino reporta el tercer caso de miocardiopatia
chagasica en un paciente vivo (Salazar, 1979) y el primer caso de megaesdéfago
con serologia positiva en el estado de Oaxaca en 1984 (Salazar, 1984), en 1986
Tay reporta el primero de megacolon y el primer caso de transmisién por
transfusion sanguinea se describe en 1989 en la Ciudad de México por Salazar
(Salazar, 1989).

En el afio 2005 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), incorpora a la
enfermedad de Chagas dentro de la clasificacion de enfermedades tropicales
desatendidas con el propésito de generar medidas y tomar acciones
necesarias para el control de la transmisién y disminucion de nuevos casos
(OMS, 2009).

En México La Secretaria de Salud, reporta durante el periodo comprendido entre
2000 al 2015, 8,123 casos de enfermedad de Chagas (agudos y cronicos), y para
2016 el registro preliminar de la incidencia con 814 casos nuevos. Los grupos de
edad méas afectados se encuentran dentro de la edad productiva, principalmente
entre los 25 y 44 afos. Los estados con mayor nimero de casos reportados

fueron Veracruz, Morelos, Oaxaca, Yucatan, Chiapas y Guerrero.

2.3. Agente etioldgico

Trypanosoma cruzi es un parasito hematéfago, unicelular perteneciente al orden
Kinetoplastida, presenta una mitocondria Unica y cinetoplasto constituido por

material genético extranuclear, se divide por fisién binaria longitudinal.



2.3.1. Clasificacion taxondmica

T. cruzi se clasifica de la siguiente forma Ruggiero et al, 2015):
Superreino: Eukarya
Reino: Protozoa
Infrarreino: Euglenozoa
Phylum: Euglenozoa
Clase: Kinetoplastida
Orden: Trypanosomatida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Especie: T. cruzi (Chagas, 1909)

2.3.2. Morfologia de T. cruzi

T. cruzi es un parasito que sufre cambios estructurales y metabdlicos dependiendo
de la fase del ciclo de vida en la que se encuentre, lo que favorece la infeccion de
células nucleadas del mamifero infectado; la posicion del cinetoplasto, respecto al
nacleo, permite determinar principalmente cuatro fases morfolégicas; el
tripomastigote sanguineo que se encuentra en el torrente sanguineo, el
tripomastigote metaciclico en la ampolla rectal del transmisor, el epimastigote en
medios de cultivo y en intestino medio del triatdbmino y el amastigote que es la

forma replicativa intracelular en el vertebrado (Figura 1.)
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Figura 1. Morfologia del parasito. Cortesia: Dra. Paz Maria Salazar-Schettino

» Epimastigote: Presenta una forma fusiforme y alargada, es la forma
replicativa que se encuentra en el intestino del vector (y en medios de
cultivo para su conservacién), tiene una longitud de 20 um y un diametro de
2-4 um, en la region anterior al nlcleo se encuentra el cinetoplasto del cual
emerge el flagelo.

» Tripomastigote: Cuerpo alargado en forma de “S” o “C”, una longitud de 25
um y 2 um de didmetro. Presenta las formas de: tripomastigote metaciclico
(forma infectiva) y tripomastigote sanguineo cuando se encuentra en el
torrente sanguineo del huésped vertebrado. En esta fase, el cinetoplasto
estd localizado posterior al nucleo, del cual, emerge la membrana
ondulante.

> Amastigote: Forma esférica carente de flagelo, con un didmetro de 2-5um,
presenta ndcleo aparente y un cinetoplasto en forma de bastoncillo, es la

forma replicativa intracelular en el huésped vertebrado (Salazar, 2011).
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2.3.3. Ciclo biologico

La infeccion vectorial o natural de T. cruzi, inicia cuando el triatbmino se
alimenta de un vertebrado infectado (humanos, perros, gatos, armadillos,
tlacuache o zarigleya, bovino, cerdos, entre otros) ingiriendo tripomastigotes
sanguineos, posteriormente los tripomastigotes se transforman en
epimastigotes en el intestino del triatbmino y se multiplican en la luz del
intestino de este; después de 15 a 30 dias, los epimastigotes se trasforman en
tripomastigotes metaciclicos los cuales se alojan en el ampula rectal siendo
liberados junto con las heces del vector. Cuando el triatdmino infectado con T.
cruzi se alimenta de un vertebrado sano, deyecta los tripromastigotes
metaciclicos (fase infectante) los cuales pueden atravesar la piel por el sitio de
la picadura o bien pueden penetrar por las mucosas. Una vez dentro del
vertebrado, T. cruzi es fagocitado por células del sistema inmune e invade
células nucleadas y se transforma en amastigote, el cual se multiplica por
fisiébn binaria longitudinal y después de nueve ciclos de division se diferencian
en tripomastigotes sanguineos para liberarse al torrente sanguineo con la

capacidad de infectar otras células.
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Figura 2: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
A) Infeccion del vertebrado con tripomastigotes metaciclicos provenientes del vector. B) Invasion de las células huésped. C) Diferenciacion en
amastigote y reproduccién. D) Diferenciacion en tripomastigote, los cuales pueden ser ingeridos por otro vector. E) Epimastigotes en el intestino anterior

del vector. F) Reproduccion por fision binaria longitudinal. G) Tripomastigotes metaciclicos. Modificado de (Lidani, 2017).



2.4, Vector
2.4.1. Clasificacion taxonémica

Clase Insecta
Orden Hemiptera
Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae
(Galvao, 2003)

2.4.2. Caracteristicas del vector

T. cruzi es transmitido en forma natural a los seres humanos, animales domésticos
y silvestres, por medio de reduvidos hematofagos de la subfamilia Triatominae, en
México se reconocen 8 géneros con 32 especies de las cuales 13 son de
importancia por su epidemiologia, localizacion geogréafica, doméstica e infeccion

natural por T. cruzi. (Salazar, 2010).

El ciclo de vida del vector incluye huevo, cinco estadios ninfales y adulto, a partir
del primer estadio, después de la alimentacion, puede adquirir al parasito para
iniciar la transmision natural, la cual puede llevarse a cabo en el domicilio,
peridomicilio o silvestre (Salazar 2005). El tamafio de los triatbminos adultos varia
dependiendo de la especie, en un rango de 5 a 45 mm. El origen de estos insectos
es de tipo silvestre, pero debido a la invasién y devastacion de los ecotopos
naturales por el hombre, algunas especies han modificado su hébitat, e incluso se

ha favorecido la adaptacion de algunas especies al domicilio y peridomicilio.

Salazar-Schettino en 2005 sefiala que en México existen tres especies de
importancia epidemiologica que son Triatoma barberi, Triatoma dimidiata y
Meccus pallidipennis y dentro de estas sefiala a T. barberi como el mejor

transmisor de Trypanosoma cruzi debido a que es una especie peri e



intradomiciliada, presenta un mayor porcentaje de tripomastigotes metaciclicos en

la materia fecal y el menor tiempo entre alimentacion y defecacion (Salazar, 2005).

‘e

s,

Mapa 1 Mapa 2

Mapa 3

Figura 3. Distribucién de las tres principales especies de triatdminos en México (Salazar, 2005).
1: Triatoma barberi. 2: Triatoma pallidipennis. 3: Triatoma dimidiata.

LABORATORIO DE BIOLOGIA DE PARASITOS
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

SOK B

Triatoma pallidipennis Triatoma dimidiata Triatoma barberi

Figura 4. Principales especies de triatbminos en México

2.5. Principales mecanismos de infeccién y transmision

Existen distintos mecanismos de transmisién de T. cruzi; el principal, es la

infeccion natural, conocido también como Chagas Rural, debido a que los
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triatbminos viven en las grietas y huecos de las paredes y techos de las casas,
este mecanismo de infeccidbn es muy comun en zonas rurales y suburbanas y
se lleva a cabo mediante la inoculacion transcutanea del parasito por contacto
directo con las heces de los triatbminos infectados que pican en piel y en

regiones cercanas a las mucosas de cara.

Otros mecanismos de infeccion:

e Transfusional: Es el segundo en importancia epidemioldgica y se lleva a
cabo por la transfusibn de sangre o cualquiera de sus componentes,
también se conoce como Chagas Urbano donde se incluye también a los
trasplantes de organos y otros tejidos; en México se ha establecido la
obligatoriedad del tamizaje en Bancos de Sangre para Trypanosoma cruzi a
partir del afio 2012 mediante la “NOM 253 SSA1 2012 (“Para la disposicion
de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos”).

e Transmisiébn vertical o materno-fetal: Se estima que existen
aproximadamente 15 000 casos de infeccidn congénita.

o Ingestion de alimentos contaminados con las heces de triatbminos
infectados (Salazar, 1983; OMS, 2015)

e Accidentes de laboratorio: Se presenta sobre todo en centros y
laboratorios de diagnéstico o investigacion; el primer caso documentado
fue en el Instituto de Parasitologia de Paris, con una cepa proveniente
del estado de Colima (Brumpt E, 1939).

2.6. Epidemiologia
La enfermedad de Chagas es endémica en 21 paises de América Latina, desde
sur de Estados Unidos hasta Argentina y Chile, ha extendido sus limites
geograficos debido a la migracién de personas infectadas, hacia paises no
endémicos como el norte de Estados Unidos, Canadd, Australia, Japén y

algunos paises de Europa (OPS, 2015).
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La OMS en 2015, realizé diversas estimaciones para Latinoamérica y en México
calcul6é 70 117 casos de cardidpatas de etiologia Chagasica con aproximadamente
el 20.87% de la poblacion en riesgo de contraer la infeccion (WHO, 2015) y en
2017, se calcula que en el mundo existen entre 6 y 7 millones de personas

infectadas (OMS, 2017).

0000

Estimacion del nimero de
casos infectados con T. cruzi

* <900 sin datos
® 900-89 999 no aplica
@ 20000-899 999

Y
. 900 000

Figura 5. Distribucion mundial de casos de la enfermedad de Chagas, en base a estimaciones oficiales, 2006-
2010 Fuente: WHO, Sustaining the drive to overcome the global impact of neglected tropical diseases: second
WHO report on neglected tropical diseases, enero 2013.
http://www.who.int/neglected_diseases/9789241564540/en/

2.7. Cuadro clinico

En la evolucién clinica de la enfermedad de Chagas, se presentan las fases aguda

y cronica; ésta Ultima, puede ser asintomética o sintomética.

» Fase aguda. Inicia cuando se lleva a cabo la infeccion del humano por T.
cruzi, la mayoria de los casos cursan asintomaticos o bien, en el caso de la
transmision vectorial, cuando el parasito penetra por piel, puede observarse
una reaccion local en el sitio de la infeccion caracterizado por la presencia

de una lesibn nodular de color violaceo denominado chagoma de
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inoculacion, si el parasito penetra cerca de la mucosa ocular se puede
presentar el Signo de Romafia-Mazza que consiste en edema bipalpebral
unilateral, también de color violaceo; durante esta fase pueden presentarse
ademas fiebre y malestar general durante los primeros 15 dias. Esta fase

puede durar de dos a cuatro meses (Figura 6).

» Fase Cronica Asintoméatica. Anteriormente conocida como indeterminada,
esta fase se caracteriza por no presentar patologia demostrada, tiene una
duracion variable que puede ser de 10 afios o incluso, varias décadas y se
presenta en aproximadamente el 70% de los casos que se infectan. En esta
fase la parasitemia es muy baja, practicamente no detectable y los métodos

de diagndstico son principalmente seroldgicos.

» Fase Crénica Sintomatica. Se desarrolla en aproximadamente el 25 o
30% de los pacientes infectados, esta fase implica un compromiso visceral
progresivo e irreversible si no es tratado; los érganos mas afectados son
corazén donde ocasiona cardiomegalia, es6fago con megaesofago y colon
con megacolon (Figura 7 y 8).

La manifestacibn mas importante de la enfermedad de Chagas es la

miocardiopatia que se caracteriza por insuficiencia cardiaca y trastornos del

ritmo cardiaco.

Figura 6. Signo de Romafa-Mazza. Figura 7. Radiografia de térax. Cardiomiopatia Figura 8. Megacolon.
Cortesia: Dras. Salazar/Bucio Chagéasica WHO/TDR WHO/TDR
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2.8. Patogénesis

Existen diversos factores que favorecen la infeccién por T. cruzi por parte del
huésped mamifero, asi como factores genéticos del parésito; respecto al
huésped, son de importancia el sexo, edad, raza, respuesta inmunoldgica,
entre otros dependera como afectara la infeccién al individuo; en el caso del
parasito, se debe considerar la cepa, polimorfismo, tropismo, virulencia, la
constitucion antigénica, cantidad de inoculo asi como via de entrada del
parasito siendo las cepas mas virulentas aquellas con un alto poder de
penetracion celular; estas caracteristicas, podrian explicar las diferentes
formas clinicas de la enfermedad de Chagas (Marin-Neto, 2007). Los
mecanismos de invasion celular inducen una respuesta inmune en el huésped
vertebrado, el cual produce anticuerpos especificos inicialmente durante la
fase aguda del tipo IgM y posteriormente los anticuerpos de memoria del tipo
19G.

T. cruzi, tiene la capacidad de invadir todas las células nucleadas,
principalmente macrofagos, fibroblastos, neuroglia y células musculares
iniciando un periodo de reproduccidn por fision binaria, por lo tanto, la cantidad
de antigenos producidos dependera directamente de la cantidad de paréasitos
inoculados. En la cardiopatia Chagasica, el dafio al miocardio esta
directamente relacionado con la persistencia de los parasitos, mientras que las
anomalias estructurales y funcionales ocurren como consecuencia del proceso

inflamatorio (Marin-Neto, 2007).
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Diagnéstico de la Enfermedad de Chagas
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Figura 9. Curso natural de la infeccion humana por T. cruzi. Modificado de Lidani, 2017.




En el humano, después de la infeccion, se presenta el periodo de incubacion con
duracion de 5 a 10 dias, seguido por la fase aguda caracterizada por tripomastigotes
sanguineos circulantes, el diagnostico se basa en la deteccidén de parasitos por medio
de métodos parasitoldgicos o bien por la deteccion de anticuerpos anti-T cruzi del tipo
IgM que pueden detectarse después de 12 dias de infeccion. La fase cronica inicia
cuando la parasitemia disminuye y el diagnoOstico en esta fase consiste en la
deteccion de anticuerpos anti T. cruzi del tipo 1gG, asi como estudios
complementarios de gabinete: radiolégicos, electrocardiograma y el ecocardiograma,

principalmente.

2.9. Diagnostico
Se valoran diferentes pardmetros que incluyen, evaluacion clinica, epidemiologica y el
empleo de diferentes pruebas parasitologicas, serolégicas de laboratorio e

imagenologia dependiendo de la fase que curse la enfermedad.

2.9.1. Métodos parasitologicos

Son de utilidad en la fase aguda de la enfermedad donde se presenta una elevada
parasitemia, por lo tanto, se basan en la deteccién del pardsito. Los siguientes

métodos son los mas empleados:

e Examen directo, gota gruesa y frotis sanguineo. Se observan
tripomastigotes sanguineos, se presenta una sensibilidad del 50%
durante esta fase.

e Hemocultivo en medios como el de NNN. El parasito en los medios
convencionales se multiplica en forma de epimastigote.

¢ Inoculacién de animales de laboratorio (No en forma rutinaria).

e Xenodiagnaostico. Se emplean triatdbminos no infectados. Actualmente en
desuso. (OMS, 2002).



SENSIBILIDAD DE LOS METODOS PARASITOLOGICOS PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

METODO SENSIBILIDAD F,,ASE
(%) CLINICA

Directo 80-90 Aguda

Frotis <60 Aguda

Gota Gruesa <70 Aguda

Strout 90-100 Aguda

Microstrout 90-100 Aguda

Microhematocrito 90-100 Aguda

Hemocultivo 90-100 Aguda

Xenodiagnaostico 90-100 Aguda

Cuadro 1. Modificado de: The Control of Chagas Disease. WHO Technical Report Series No. 811.
World Health Organization, Geneva, Switzerald, 1991.

2.9.2. Métodos inmunoldgicos
Durante la fase cronica (sintomatica y asintomatica) la parasitemia es poco
detectable, por lo que es necesario utilizar métodos serolégicos que permitan

evidenciar la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi generados por el vertebrado.

Métodos convencionales:

e Inmunoensayo enzimatico (ELISA indirecta). Para la deteccion de
anticuerpos de memoria especificos.

¢ Inmunofluorescencia indirecta (IFl) Deteccion de anticuerpos por medio
de parasitos completos fijados en laminilla.

¢ Hemaglutinacion indirecta (HAI) aglutinacion especifica en presencia de

glébulos rojos sensibilizados con antigeno de T. cruzi.
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Métodos Serolégicos y Moleculares para el diagnéstico de la Infeccién por T.

cruzi
Métodos Métodos no
Situacion* convencionales convencionales
ELISA | IFI | HAI Antigenos PCR
recombinantes
Confirmacion de caso clinico
(Se recomiendan dos X X X
pruebas)
Control de sangre a
transfundir (Se recomienda X

una prueba)

Deteccion de la infeccion
congénita (Se recomiendan X X X X
dos pruebas)

Investigacion Epidemiol6gica

(Se recomiendan 2 pruebas) X X X

2

Seguimiento a paciente

tratado (Se recomiendan dos X X X X X
pruebas) 1

Cuadro 2. Métodos serolégicos y moleculares para la deteccion de anticuerpos anti T. cruzi.
Modificado de: Control de calidad de la enfermedad de Chagas, Segundo informe del Comité de
Expertos de la OMS, Serie de informes técnicos Ginebra 2002.

(1 Unicamente cuando un programa de control de calidad con componentes interno y externo haya
sido instalado 2 Toma de muestra en papel filtro)

2.9.3. Métodos de diagndéstico molecular

Métodos no convencionales:

e Western-blot (W-b). Reconocimiento de componentes de origen
proteico. Utiliza diversos componentes especificos del parasito.
e Reaccibn en Cadena de la Polimerasa (PCR). permite amplificar

secuencias de ADN del parasito con alta especificidad.
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El diagnostico definitivo dependera del resultado positivo de por lo menos dos
pruebas serolégicas diferentes (ELISA, IFI Indirecta o HAI Indirecta) (OPS/OMS,

Informe general de la enfermedad de chagas, 2016).

3. TRATAMIENTO

A la fecha solo existen dos medicamentos especificos aprobados por los Ministerios
de Salud, disponibles para el tratamiento de la enfermedad que son el Nifurtimox y el
Benznidazol; ambos reducen la gravedad de los sintomas y acortan el curso clinico
asi como el tiempo de duracion de la parasitemia en la fase aguda; por esta razon,
estan indicados especificamente durante esta fase de la enfermedad. Durante la fase
cronica la eficacia del tratamiento disminuye considerablemente, se puede
administrar un tratamiento especifico para las manifestaciones cardiacas y digestivas

segun sea el caso.
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4. ANTECEDENTES

4.1. Estudios de serologiay proteémica de T.cruzi.

La primera prueba seroldgica para la deteccion de T. cruzi fue la reaccion de Guerreiro
y Machado en 1913, la cual consistia en la fijacion del complemento con el antigeno,
obtenido de érganos de animales infectados, la desventaja era que se obtenian
resultados que cruzaban con otras entidades clinicas, principalmente con
Leishmaniasis; debido a esto, los investigadores fueron desarrollando métodos y
procedimientos para incrementar tanto la sensibilidad como la especificidad.

Debido a la cronicidad de la infeccion por T. cruzi, es indispensable determinar si se
presentan cambios proteicos, probables indicativos de la fase de la enfermedad en
gue se encuentra el individuo o bien, conocer que proteinas especificas expresa para
realizar un diagnéstico eficaz y confiable. Alguno autores han propuesto estudio de
la identificacidn proteica en las diferentes fases de T. cruzi inicia en 1944 con Muniz y
Freitas, al demostrar la presencia de componentes antigénicos comunes en
diferentes fases del parasito, en 1979 Snary identifico una glicoproteina de superficie
de 90 kDa que ha sido muy estudiada incluso con fines vacunales, Nogueira en 1981
describe otra de 75 kDa en epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos y la de
90kDa en amastigotes y tripomastigotes sanguineos, esta Ultima, comdn en pacientes

gue cursan la fase cronica de la enfermedad.

Dentro de las proteinas mas relevantes se encuentran las transialidasas en el 66 %
del total; son de importancia en los procesos de interiorizacion del parasito hacia la
célula del vertebrado (Bautista 2016), existen también mucinas y una gran cantidad
de proteinas desconocidas, lo que abre un amplio panorama para estudios de

protedmica funcional y estructural del parasito con diversos fines.
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Cuadro 3. Principales glicoproteinas estudiadas de T. cruzi

Autor Afo GP Descripcioén
Snary y Primera descripcibn en tripomastigotes sanguineos,
Hudson 1979 90 kDa amastigotes y epimastigotes.
Corral 1989 80 kDa Altamente antigénica en perros infectados con T. cruzi,
excretada por orina en fase aguda.
Describe la funcion que desempefian las GP de superficie
Snary 1985 - en el reconocimiento, la unién e interiorizacién del parasito-
célula huésped, asi como en la proteccion del parasito de la
fagocitosis.
Sgntos- 1985 25 kDa Antigeno especifico para casos con miocardiopatia
Biich
Campetella | 1992 85 kDa Familia y Superfamilia de 85 kDa en Tripomastigotes
Ruef 1993 85-160 Familia multigénica de antigenos de superficie.
kDa
} 81, 54, 42, | Evaluaron epimastigotes de 4 aislados mexicanos con 4
Monteon 1993 46 kDa | componentes especificos compartidos.
O’Daly 1994 | 42,50 kDa | 18 componentes reactivos en el extracto total de la cepa Y,
con mayor relevancia los de 42 y 50 kDa.
Krautz GM 1995 24 kDa Protema_flagglar recombln_an_te de union a calcio de 24 kDa
para el diagndstico y seguimiento de pacientes tratados
74,44,31, | 5 componentes inmunodominates en sueros de casos de
Bucio 1999 | 25y 18 origen mexicano
kDa
30, 32, 40, | ldentificaron en los aislados Ninoa, Querétaro y Mor 10,
Sanchez 2001 | 42,65, 70 | proteinas relevantes, especificas en fase cronica.
y 83 kDa
Extractos de epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes
De Li 2001 66 a 45 metaciclicos de la cepa EP con 5 antigenos
€ Lima kDa inmunodominantes en epimastigotes (66/64, 60/57, 53/51,
50/48, 47/57), 5 en amastigotes (60, 66, 58, 53/51, 47/45
kDa) y 3 en metaciclicos (66, 62/58, 53/51 kDa).
Torres 2011 | 38,34y 27 Describe un grupo de 3 GP para su empleo con fines
' diagnésticos mediante Inmunoblot.
Ceridorio 2012 82 kDa GP especifica en tripomastigotes metaciclicos.
De la Cruz 2017 | 18. 27 36 Describe las TcTASV (Tripomastigotes Alanina Serina
Pech-Canul 1 eh Proteina rica en valina) localizadas en la superficie del

parasito.
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El estudio de las glicoproteinas de T. cruzi amplia el panorama para conocer y
entender a nivel molecular los mecanismos que favorecen su permanencia en el
vertebrado, ademas de facilitar la identificacion de probables marcadores de fase
clinica en la enfermedad asi como de blancos terapéuticos. En la actualidad se estan
llevando a cabo estudios protedmicos en cada fase del ciclo de vida del parésito,
encontrdndose en su mayoria transialidasas debido a que estas favorecen la invasion
celular. El principal problema, es que en todas las fases, hay un gran niamero de
proteinas hipotéticas, dejando un amplio panorama de estudio sobre los mecanismos

que utiliza el parasito para favorecer su permanencia dentro de sus hospederos.

4.2. Sistemaimmune

La respuesta inmune de un individuo se divide en respuesta innata y respuesta

adquirida, las principales diferencias son la especificidad, diversidad y memoria.

4.2.1 Inmunoglobulinas y subtipos

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (lg), son glicoproteinas producidas naturalmente
en respuesta a particulas extrafias (antigenos) que incluyen agentes infecciosos
COMO microorganismos o virus. Su importancia es crucial en la defensa inmune contra
la infeccion. Existen 5 Subtipos, 1gG, IgM, IgA, IgE e IgD, cada inmunoglobulina

genera diferente respuesta inmune y se presentan segun la evolucion de la infeccion.
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IgA
'gM 196G Secretora I9E 9D
Pentamero Mondmero Dimero Mondmero Mondmero
Caracteristica
I 1% =X | Y A
R | [ i
Cadenas
pesadas H v A & o
Sitios de
unién 10 2 4 2 2
antigénica
Peso
Molecular 900,000 150,000 285,000 200,000 180,000
(Daltones)
Porcentaje 6% 80% 13% 0.002% 1%
total en suero
¢Atraviesa NO si NO NO NO
placenta?
Promedio de
vida en suero 5 23 6 25 3
(Dias)
Fc se une a Fagocitos Mastocitos y
basofilos
Funcion Principal Ac. | Principal Ac. Secretada en | Ac. de alergias | Receptor
de en sangre en mucosas, y actividad células B
respuestas respuestas lagrimas, antiparasitaria
primarias, secundarias, salivay
mejor en neutralizacion | calostro
fijacion de de toxinas,
complemento | opsonizacion.

Cuadro 4. Principales caracteristicas de las inmunoglobulinas

4.3. Estudios seroldgicos en modelo murino

A la fecha, no existen trabajos en modelo murino con la infeccion por T. cruzi que
hayan sido estandarizados para determinar el inicio y comportamiento en los titulos
de anticuerpos mediante las técnicas convencionales durante la evolucion de la
infeccion; tampoco existe evidencia para la correlacion de los mismos con la
respuesta en humano. En el siguiente cuadro se presentan algunos estudios en los

gue se ha utilizado este modelo con otros fines.
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Autor Descripcién Cepade ratén
Scott, Determinacion por Radioinmunoensayo (RIA) y ELISA, el isotipo | BALB/c
1984 IgG2a en mayor concentracion en fase crénica.

Brodskyn, | Determinacion de las subclases de IgG en ratones infectados | BALB/c
1989 con mayor especificidad en 1gG2 respecto a IgG1.
Cerban, Identificacion de dos componentes antigénicos de 50 y 55 kDa | BALB/c
1992 para IgG1 especificas de tripomastigotes de la cepa EA 4.5
Santana, Infeccion de ratones y perros con las cepas Berenice-78, AAS y | Swiss
2016 VL-10; se sefiala que los niveles de IgG1 mostraron correlacién
con la miocarditis por lo que se propone como candidato para
marcador.

Cuadro 5. Estudios donde se determinan IgG especificos anti-T. cruzi en modelo murino
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5. JUSTIFICACION

Los estudios de componentes proteicos son indispensables en las infecciones por
microorganismos patdgenos; los antigenos inmunodominantes son reconocidos por la
respuesta inmune en el transcurso de las infecciones en forma diferencial. A la fecha
existen investigaciones donde se estudian algunas proteinas inmunodominates como
candidatas para ser propuestas como marcadores biologicos y que estan siendo

evaluadas en pacientes cursando fase aguda y crénica de la enfermedad de Chagas.

A la fecha, no existen trabajos estandarizados en modelo murino con la infeccion por
T. cruzi que permitan determinar el inicio de la produccién de anticuerpos asi como el

aumento de los titulos de los mismos y su correlacion con la respuesta en humano.

En este trabajo se propone la estandarizacion en modelo murino infectado con T.
cruzi, para correlacionar con la evolucién de la infeccion, el inicio y comportamiento
de los titulos de anticuerpos del tipo IgG y la imnunodominancia proteica mediante

Western-blot durante cien dias.
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6. HIPOTESIS

En el humano se han determinado componentes inmunodominantes y anticuerpos
del tipo 1gG especificos contra Trypanosoma cruzi; entonces, probablemente,
durante la evolucion de la infeccion, esta respuesta sea semejante en el modelo

murino.

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Determinar en modelo murino, después de la infeccion por T.cruzi, durante 110 dias,
el perfil de reconocimiento glicoproteico y los niveles de anticuerpos por medio de
técnica de ELISA con dos extractos antigénicos con diferente procedimiento de

extraccion y su correlacion con la respuesta descrita en el humano.

7.2. Objetivos particulares

e Estandarizar por medio de curvas de parasitemia, el comportamiento de la
infeccion por T. cruzi con el aislado QRO en modelo murino.

e Determinar el titulo de anticuerpos por medio de técnica de ELISA Indirecta
con dos extractos antigénicos (4C y QRO).

e Identificar el patron de componentes inmunodominantes prevalente a lo
largo de la infecciébn con ambos extractos antigénicos.

e Analizar el patrén de componentes inmunodominantes en modelo murino y

su correlacién con los perfiles descritos en el humano.
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8. DISENO EXPERIMENTAL

Infeccion con 1 000 parasitos/raton

4

Curva de parasitemia y toma sangre Extraccién antigénica
por puncion cardiaca para obtencion (4Cy QRO)
de suero c/72 h /110 dias

Estandarizacion de Técnicas de ELISA indirecta y W-b
(Titulacién de antigenos y anticuerpos)

ELISA-Indirecta Western-blot
(Curva de titulos de IgG-antiT. Determinacién de componentes
cruzi) inmunodominantes
Analisis proteémico y Andlisis de prevalencias
cuantitativo en GelDoc XR y (Gradphad Prism).
Quantity one 4.6.9.
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9. METODOLOGIA

9.1. Extraccion antigénica

Para la extraccion de antigenos parasitarios, se utilizaron cuatro aislados de T. cruzi
del cepario del Laboratorio de Biologia de Parasitos de la Facultad de Medicina de la
UNAM.

Cuadro 6. Caracteristicas generales de los antigenos denominados 4C y QRO.

Fechade Aislado de: Procedencia Cédigo internacional
Aislamiento

1986 T. barberi La Cueva, Querétaro ITRI/MX/1986/QRO
1991 M. pallidipennis Tequesquitengo, Morelos ITRI/MX/1991/TQ
2003 T. dimidiata Xalapa, Veracruz ITRI/MX/2003/XAL
2007 Humano Tanchahuil, SLP MHOM/MX/2007/Cristi

La cepa QRO., originalmente aislada por la Dra. Paz Maria Salazar Schettino
(Salazar, 1983) se seleccioné para ser estudiada como parte del extracto 4C y sola,

debido a que ha mostrado ser de alta virulencia para el raton.

9.2. Expansion parasitaria

La expansion parasitaria de cada aislado se realiz6 por separado en matraces de un
litro de capacidad con medio de cultivo Infusiébn de higado y triptosa (LIT)
suplementado al 5% con suero fetal de bovino inactivado; se incubaron a 28°C y se
realizaron tres pases antes de la cosecha parasitaria. Los cultivos se revisaron cada
tercer dia, hasta observar el inicio de la fase estacionaria (aproximadamente en el dia
19).
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9.2.1. Extraccion antigénica

La extraccion antigénica se realizO con algunas modificaciones, acorde con la
metodologia descrita (Bucio, 1999). Posterior a la cosecha parasitaria, se realizaron
cinco lavados con amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.2 A 3500 rpm a 4°C durante
20 min en centrifuga refrigerada (Sorvall® modelo RT 6000 D); se cuantificé la masa
parasitaria, se resuspendié en una solucion de Tris HCI 50 mM pH 7.4 y se agregaron
los inhibidores de proteasas (Complete mini Roche®). El fraccionamiento parasitario
se realizd por sonicacidon con un procesador ultrasonico (Vibra Cell VC50); se
aplicaron 7 pulsos de 1 min a 40 watts en bafio frio, posteriormente se centrifugé a
20,000 rpm durante 60 min a 4°C en centrifuga refrigerada (Sorvall RC 26 Plus), por
ultimo se separoé el sobrenadante en tubos Eppendorf y se conservé a -40°C hasta su

uso.
9.3. Cuantificacion de proteinas totales

La cuantificacién de proteinas de ambos extractos, se realizé6 por medio del método
colorimétrico del &cido bicinconinico con un kit comercial (Pierce® BCA Protein Assay
Kit, Termo Scientific, cat. No. 23225); este método se seleccion0, debido a su alta
sensibilidad en comparacion con otros métodos colorimétricos dentro de un rango de
0.5 pg a 10 pg; el célculo de las concentraciones de proteinas totales se obtuvo por
medio de la regresion lineal obtenida a partir de la curva de calibracién con BSA. La

densidad Optica se determind a una longitud de onda de 580nm.
9.4. Modelo animal

Para la obtencion de los sueros empleados en este trabajo y para la elaboracion de
las curvas de parasitemia, se utilizaron dos grupos de ratones hembra de 28-30g de
la cepa CD1 obtenidos del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. CD1 es
una cepa no-endogamica, que permite obtener distintas respuestas inmunologicas

después de la infeccion.

Durante el desarrollo de este trabajo, el manejo y cuidado de animales, se realiz0

acorde con las consideraciones éticas sefialadas en la Norma Oficial Mexicana
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(NOM-062-Z200-1999) “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio”.

9.5. Curvas de parasitemia

Se preparo el inéculo previamente estandarizado de la cepa QRO con 1000 parasitos
de T. cruzi por cada raton en 200uL de PBS. Se realiz6 un conteo parasitario
obteniendo 10uL de sangre de la cola de un ratdn infectado por medio de una camara
de Neubauer, una vez conocida la parasitemia del ratén infectado se procedié a
obtener la cantidad de sangre necesaria y se prepar6é el indculo para infectar 40

ratones.

La cuantificacion de la parasitemia se realiz6 cada tercer dia a partir de la infeccion
en camara de Neubauer con 10ul de sangre + 10 uyL de EDTA + 80 uL de PBS
(dilucién 1:10).

9.6. Sueros deraton

Se infectaron 85 ratones con 1000 parasitos de la cepa QRO, se sacrificaron 5
ratones infectados y tres ratones control cada 3 dias a partir del dia 5 hasta el dia 110

previa obtencién de sangre por puncion cardiaca.

La sangre obtenida se coloc6 en tubos tipo Eppendorf de 1.6 mL debidamente
etiquetados sin anticoagulante. Después de una hora de incubacién a 37°C se
centrifugo a 2500 rpm durante 15 minutos. Se separo el suero del paquete globular y
se glicerind en dilucion 1:2 para su conservacion y almacenamiento en congelacion

hasta su uso.

9.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de

sodio (sds-page-12%).

Estos ensayos se realizaron en términos generales, segun la técnica originalmente

descrita por Laemmli en 1970 con algunas modificaciones.

La electroforesis de los componentes de los extractos antigénicos, se realizd en

condiciones reductoras en poliacrilamida con gel separador al 12.5% y concentrador

35



al 5% con dodecil-sulfato de sodio (SDS) al 10% en un equipo Mini Protean Tetra
Cell, Bio Rad® (Cat. 1658004 EDU) a una diferencia de potencial constante de 150
Volts durante aproximadamente 90 min, con una fuente de poder Bio-Rad, Modelo

200/2.0 en amortiguador de corrida.

Inicialmente se titulod la cantidad de proteina a utilizar en un rango entre 5y 500 ug de
proteina por carril con amortiguador de muestra comercial (Bio-Rad No. cat 161-
0737), se utilizé un marcador de peso molecular comercial con rango de 10 a 250
kDa (Precision Plus Protein Standards, BIO-RAD 161-0374); después de la titulacion,
se determind la cantidad de 198 ug de proteina por gel para el antigeno QRO y de

462ug para el antigeno 4C para ser utilizado en un equipo Multiscreen.

9.8. Elecroinmunotransferencia (Western-blot)

Los ensayos de Western-blot se realizaron en términos generales, segun lo descrito

por Towbin en 1979 con algunas modificaciones.

Después del corrimiento electroforético, se realizd la transferencia a membranas de
nitrocelulosa con poro de 0.45 um, en un equipo Bio-Rad (Trans-Blot® Turbo Transfer
System, Cat. 1704150) con una diferencia de potencial de 15 volts durante 30 min.
Posterior a la transferencia, la membrana de nitrocelulosa fue bloqueada con
PBS/Tween 20 0.3%/leche 5% durante 2 horas a temperatura ambiente, se realizaron
3 lavados e incubaron los sueros control negativo, reactivo a T. cruzi y sueros
problema en dilucién 1:100 a 4°C durante 12 horas en un equipo Mini-PROTEAN Il
Multiscreen (Bio-Rad Cat. 1704017); después de 3 lavados, se incubd con el
conjugado anti IgG de ratdon unido a peroxidasa previamente titulado, en dilucion
1:15000 durante 2 h (T.A.). Se realizaron 5 lavados y se revel6 con 3,3
Diaminobenzidina (DAB, Bio-rad, Cat. No. 170-6535) en oscuridad, para finalmente

frenar la reaccidon con agua destilada a los 5 min.
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9.9. Estandarizacion de latécnica de ELISA en microplaca

La técnica de ELISA se realizé en términos generales, segun lo descrito por Voller en
1975, con algunas modificaciones. La deteccidon de anticuerpos IgG anti-T. cruzi, se
realizd6 mediante la técnica de ELISA Indirecta en microplaca de poliestireno de 96
pozos con fondo plano (Costar®), los antigenos y conjugados fueron previamente
titulados para finalmente utilizar la dilucién de 1:300 para el antigeno QRO y 1:600
para 4C, el periodo de incubacion fue de 12 horas a 4°C; posteriormente se realizaron
3 lavados con PBS/Tween 20 al 0.05% y fueron bloqueadas durante 1h (T.A.) con
PBS/leche al 5%, las placas fueron lavadas 3 veces con PBS/Tween 20 al 0.05%
para proceder a la incubacion por duplicado de todos los sueros con ambos
antigenos; los sueros control positivos y negativos (de origen humano y de raton) y
los sueros problema se utilizaron en dilucion 1:100 en un volumen de 100 pL por
pozo, se incubaron durante 30 min a 37°C; se realizaron 3 lavados y se incubaron en
un volumen de 100 pL con el conjugado anti IgG de ratén unido a peroxidasa (anti-
mouse 1gG-HRP, Invitrogen) en dilucion de 1:3000 para el Ag. QRO. Y de 1:2000
para 4C durante 30 min a 37°C; se realizaron 5 lavados y la reaccién se reveld con el
sustrato y el cromoégeno (peréxido de hidrégeno en solucién tampon de fosfato citrato
pH5, OPD), la reaccion se detuvo a los 15 min con 100 uL de acido sulftrico 1N por
pozo. La lectura de la D.O. se realiz6 en espectrofotometro de microplacas a 490 nm
(ELISA Microplate Reader, modelo 550, Bio-Rad®). El titulo de corte (Cut-off) se
calculé con el valor promedio de los resultados de los sueros negativos + 2 0 3

desviaciones estandar (Cura y Wendel, 1994).

9.10. Obtencion de pesos moleculares de los componentes del extracto

proteico

El célculo de los pesos moleculares de cada componente detectado (kDa) se realizé
al capturar la imagen de las membranas con un equipo GelDoc XR por medio del
software de analisis Quantity One version 4.6.9 (Bio Rad ®).
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10.RESULTADOS

10.1. Curva de parasitemia

La parasitemia inicié a los 14 dias pos-infeccion (dpi); el mayor numero de parasitos
(2x 10’ parasitos/mL) se observé a los 33 dpi. El promedio del final de la fase log de
la curva de crecimiento se registré a los 33 dpi. El promedio de valores minimos fue
de O parasitos y el promedio de valores maximos fue de 2.018x10’ parasitos/mL,

segun se aprecia en la (Gréfica 1).

Curva de parasitemia
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Dias post-infeccion

Gréfica 1. Curva de parasitemia con inéculo de 1000 parasitos.

# Media. Kruskal-Wallis (P= 0.9854).

10.2. Inmunoensayo enzimatico (ELISA)
10.2.1. Determinacion del titulo de corte

Para la determinacion de los titulos de corte, al analizar y correlacionar las variables
de concentraciones antigénicas y de conjugados, se aprecia que para el antigeno

QRO, con la dilucion de antigeno 1:300 y de conjugado, 1:3000 (Grafica 2); el valor
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para el titulo de corte fue de 0.183 (D.O. 490nm) y para el antigeno 4C se determiné
en 0.181 (D.O. 490nm) con dilucién del antigeno en 1:600 y de conjugado 1:2000,

segun se aprecia en la Grafica 3.
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Gréfica 2. Determinacion del titulo de corte para el antigeno QRO.
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Grafica 3. Determinacion del titulo de corte para el antigeno 4C.
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10.2.2. ELISA indirecta en suero de ratones infectados

En la grafica 4 se muestra el promedio de D.O. de los anticuerpos IgG contra T.
cruzi en un periodo de 110 dias de infeccién, asi como el promedio de D.O. en
sueros de ratones no infectados (controles); ambos evaluados con los 2
antigenos donde se aprecia que no existe diferencia en los valores de los sueros
reactivos con un incremento progresivo en la reactividad a partir del dia 40
posterior a la infeccion; del dia 50 al 90 se aprecian las reactividades més altas
(0.400-0.500 D.O.), para finalmente mostrar una disminucion progresiva hasta el
dia 110 con reactividades de 0.200 D.O. que se mantienen hasta el dia 110 en los
sueros de los ratones infectados.

0,700

o650 Titulos de anticuerpos IgG anti T. cruzi con los antigenos QRO y 4C
0,600 -

0.550

0.500+

0.450

0.400+

0.350+

0.300+

Promedio D.O

0.250

0.2004

0.150

0.100+

0.050+

0 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 110
Dias post-infeccion

—_ 4 == Control-4C
= (RO = Controles QRO
Gréfica 4. ELISA Indirecta en sueros de ratones infectados y no infectados. Reactivos:

2 0.181 (D.O. 490 nm). No reactivos: £0.160 (D.O. 490 nm).
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10.2.3. Western blot en sueros de ratones infectados

Se realiz6 la técnica de Western blot con cada extracto antigénico donde se puede
observar la deteccion del inicio y de la evolucién de la reactividad proteica, con
predominio de algunas glicoproteinas inmunodominantes especificas a partir del dia

23 dpi en el caso de QRO y 16 dpi en el caso de 4C; el analisis comparativo se
presenta en las figuras 10 a 19.
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Western-blot de los extractos antigénicos
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Western-blot de los extractos antigénicos

Ag QRO. Dias 18 al 33
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Figura 12. Revelado con 3’3 DAB; MWM-Marcador de pesos moleculares, M1 a M5-Sueros de
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Western-blot de los extractos antigénicos

Ag 4C. Dias 18 al 33
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Ag QRO. Dias 33 al 49

Western-blot de los extractos antigénicos
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Figura 14. Revelado con 3’3 DAB; MWM-Marcador de pesos moleculares, M1 a M5-
Sueros de ratones infectados, C1 a C3-Controles no infectados. DERECHA-Frecuencia
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Western-blot de los extractos antigénicos
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Frecuencia de deteccién de componentes Inmunodominantes Ag QRO

Western-blot de los extractos antigénicos
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Western-blot de los extractos antigénicos
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Figura 17. Revelado con 3'3 DAB; MWM-Marcador de pesos moleculares, M1 a M5-Sueros de
ratones infectados, C1 a C3-Controles no infectados. DERECHA- Frecuencia de deteccién de
componentes en la evolucién de la infeccion.
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Western-blot de los extractos antigénicos
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Figura 18. Revelado con 3’3 DAB; MWM-Marcador de pesos moleculares, M1 a M5-Sueros de
ratones infectados, C1 a C3-Controles no infectados. DERECHA- Frecuencia de deteccién de
componentes en la evolucién de la infeccion.
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Western-blot de los extractos antigénicos

Ag 4C Dias 85 al 110
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de deteccién de componentes en la evolucién de la infeccion.
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11.DISCUSION

La cepa QRO ha sido reportada como altamente virulenta al presentar una mortalidad
en modelo murino a partir de los 18 dias posteriores a la infeccién con un inoculo de
1x10° parésitos con un maximo de parasitemia al dia 15 (De Haro, 1997); con este
antecedente y con la finalidad de obtener sobrevivencia hasta la cronicidad en los
ratones, en esta tesis se utilizdé un in6culo de 1000 parasitos, se observdé un maximo
de parasitemia al dia 33; estos resultados coinciden con lo descrito por Silva, en 1999
y Lavin en 2017, usando un in6culo de 1000 parasitos y encontrando un maximo de
parasitemia entre los dias 30 y 33 posterior a la infeccidon; esta disminucion del
indculo nos permite dar un seguimiento de la evolucion de la infeccién-enfermedad v,
asi, poder observar la fase aguda y el inicio de la fase crénica. En el analisis
estadistico Kruskal-Wallis, se puede inferir que el comportamiento de la parasitemia
en el modelo murino, fue homogéneo a pesar de utilizar una cepa genéticamente
abierta, como tedricamente ocurre en el humano en el transcurso de la infeccion

natural.

Los primeros anticuerpos que aparecen en la enfermedad de Chagas son los del tipo
IgM, alcanzado un pico maximo en la semana dos posterior al periodo de infeccion, y
desaparecen por completo entre las 4 y 8 semanas, seguidos de un aumento
paulatino de anticuerpos IgG; estos permanecen por afos, razon por la cual son
utilizados como herramientas importantes no sélo para el serodiagndstico, sino
ademas como marcadores biol6gicos con diversos fines; por esta razén, en este
trabajo se estandariza del sistema de ELISA indirecta para la deteccion de
anticuerpos del tipo IgG siguiendo en términos generales la metodologia descrita para
estos procedimientos en la serologia convencional con sueros de origen humano
(Cura E.; Wendel S, 1994).

Una vez establecidos los valores de titulos de corte, se determin0 que coinciden al
titulo de corte establecido en el Laboratorio de Biologia de Parasitos de la Facultad
de Medicina en sueros humanos lo que permite tener un modelo semejante al

humano y permitir el andlisis de similitudes entre ambas especies.
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Los valores de D.O. obtenidos por medio de la técnica de ELISA para sueros de
ratones infectados muestran reactividad similar, a pesar de las naturalezas de los
antigenos ya que el antigeno 4C tiene una mayor versatilidad antigénica, a diferencia
de QRO que presenta mayor sensibilidad en ocasiones con detrimento de la
especificidad, segun ha sido sefialado por la OPS con otras pruebas serolégicas con
antigenos similares en estudio epidemiolégicos masivos (2005-2007 OPS OMS).

Al evaluar los resultados de las curvas de parasitemia y los titulos de anticuerpos, se
propone considerar que en el periodo de los dias 1 a 40 dpi, probablemente se
presenta la fase aguda en modelo murino, debido a que en estos dias se encuentra
una elevada parasitemia caracteristica de esta fase; asi mismo, se determiné como el
probable inicio de la fase cronica al intervalo de 40-50 dias posterior a la infeccién
que se caracterizO por la incipiente deteccion e incremento en los titulos de
anticuerpos del tipo 1gG, acompafado de la disminucidn de parasitos en sangre hasta
llegar a no ser detectables, y finalmente, se podria determinar como la fase crénica a
los dias posteriores al dia 50 de infeccion, con parasitemia no detectable vy titulos de
anticuerpos elevados.

Con base en lo anterior, de forma paralela se realiz6 la Técnica de Western-blot para
determinar el perfil de reconocimiento proteico a lo largo de la infeccién; este
procedimiento ha sido empleado en un gran numero de trabajos para la identificacién
y deteccion de proteinas y glicoproteinas inmunodominantes especificas en el
serodiagndstico. El analisis de las glicoproteinas prevalentes en el transcurso de la
enfermedad de Chagas continla en estudio; varios autores, como Silveira y
Umezawa, proponen gue ciertas proteinas son inmunodominantes dependiendo de la
fase en la que se encuentra el paciente, debido a la amplia oferta antigénica de T.
cruzi respecto al huésped vertebrado siendo las mas comunes las mucinas y
transialidasas (De Lima Rivero, 2001); sin embargo, se han utilizado poco en
diagnéstico convencional y aun no se han definido como proteinas especificas de

fase, tema que aun continta en estudio.
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Con base en lo anterior se resumen en el siguiente cuadro, los componentes
inmunodominantes en el transcurso de la infeccion durante el periodo comprendido
entre el dia 5y 110.

Probable: QRO 4C
Dias kDa kDa
5-8 - -
12-15 - -
Fase Aguda 18-26 - 48, 88
26-33 44 79, 89
33-40 48 -
Inicio de la Fase Crénica 41-49 50 47
50-63 46, 87, 90 21, 30, 77,127
Fase Crénica 70-85 30, 52, 90, 95, 127 20, 21, 30, 90, 94
85-106 52, 60, 84 90
106-110 90, 127 20, 30, 90, 127

Cuadro 7. Componentes inmunodominantes durante el transcurso de la infeccion-enfermedad

Existen trabajos en los cuales se describen componentes especificos para T. cruzi
con el empleo de sueros humanos, en el trabajo realizado en 1999 con la cepa QRO
se encontraron 5 proteinas inmunodominantes de 74, 44, 31, 25 y 18 kDa sin
presentar cruce inmunolégico con Leishmania (Bucio, 1999); respecto a lo anterior,
en esta tesis se encontraron componentes de 74, 44 31 y 25 kDa con ambos
antigenos lo cual sugiere que existen glicoproteinas prevalentes compartidas en
humanos y en modelo murino, por lo cual el modelo de ratén puede ser considerado

representativo de la infecciébn en humanos.

En la fase aguda, se observaron los primeros componentes especificos de la
infeccion usando el antigeno QRO, estos son detectados a partir del dia 26 posterior
a la infeccién. Se consideraron como relevantes los componentes de 44 y 48 kDa,
debidos a que presentaron una frecuencia mayor de deteccién, ademas de estar
presentes exclusivamente en el intervalo de tiempo 1 a 40 dias. Respecto el antigeno
4C, la deteccién ocurrio a partir del dia 16 de infeccion con la deteccion de 4
componentes (48, 79, 88 y 89 kDa) en este mismo intervalo de dias. Esta diferencia
puede deberse a la naturaleza del antigeno 4C, extraido de diversas cepas
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mexicanas y una obtenida de un paciente humano, por lo que presenta mayor

variabilidad antigénica.

Es importante destacar que los componentes de 44 y 48 en este trabajo solamente
fueron detectados al inicio de la infeccion, mientras que los componentes de 79, 88 y
89 kDa, son orientadores para determinar las fases de la infeccion-enfermedad en

este modelo murino.

Estos componentes han sido descritos por diversos autores como se muestra en el

cuadro 8.
kDa Funcion Fase Observaciones Autor
. L . Imunodominante en el extracto de
Diagnostico . - - . . .
44 . epimastigotes, sin cruce inmunologico Bucio, 1999
serologico . ! )
con Leishmania mexicana.
Crénica Pam_entes,c_romcos con miocardiopatia Gazinelli, 1990
48 y asintomaticos
Inr_nunodomlnante en el extracto de De Lima, 2001
epimastigotes
Proteinas implicadas en el .
79,88, 89 | Estructural | Aguda reconocimiento e invasion de células Burleigh,1995
huésped del vertebrado.

Cuadro 8. Principales componentes reportados en humanos.

Posterior a estos dias, se determind el probable inicio de la fase crénica con base en
la deteccion del componente de 50 kDa para QRO y el de 47 kDa para 4C (Cuadro
7); estos componentes han sido descritos por diversos autores; por un lado, Cerban
en 1992 identificé al de 50 kDa para IgG1 como especifica de tripomastigotes en la
cepa EA 45, y Ruiz en 1993 determin6é una glicoproteina de superficie de
aproximadamente 50 kDa, la cual es usada por el parasito para favorecer la invasion

de células diana, lo que nos da un indicio del inicio de la fase croénica.

Dentro de la probable fase crénica, el nUmero de componentes especificos aumenta
considerablemente, se encuentran 9 componentes para QRO y 7 componentes para
el antigeno 4C (Cuadro 7). En los cuadros 9 y 10 se resume informacion de las

proteinas de interés para QRO y 4C respectivamente.
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kDa Funcién Fase Observaciones Autor
30 Proteina de union a glutation Cronica Expresadas por Plumas-Marty,
amastigotes. 1992
Expresadas por Plumas-Marty,
Proteinas de union a glutation | Crénica pres P 1992
amastigotes.
46 —
Especificos para la
Crénica enfermedad de Chagas. | Morgado, en 1989
Se expresa en
epimastigotes y
Metaloproteasas tripomastigotes 1991 Bonaldo
metaciclicos.
52
Tc52, crucial para la
Tio-disulfuro oxidorreductasa supervivenciay - - Ouaissi, 2002
virulencia del parésito.
Contribuyente principal a la
- Excretada por .
60 reactmdad cruzada con tripomastigotes. Berrizbeitia, 2006
Leishmania
Antigeno de superficie de la Trivomastigotes
84 superfamilia de las Aguda pomastig Kahn, 1991
L sanguineos.
transialidasa
Antigeno de superficie de la Trivomastigotes
87 superfamilia de las Aguda pomastig Kahn, 1991
L sanguineos.
transialidasa
Amastigotes y
Agyda, tnpomfa\stlgotes Nogueira, 1981
Cronica sanguineos.
90 Antlggno de superf|0|?, . Tripomastigotes Beard,1998
proteina de choque térmico
Inhibir el funcionamiento de la Leishmania donovani_ y
- en el caso de T. cruzi. Grafene, 2002
geldamicina
Epimastigotes y
95 tripomastigotes. Zingales en 1982

Cuadro 9. Principales componentes detectados por el antigeno QRO reportados en

humanos.
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kDa Funcién Fase Observaciones Autor
20 | (randialidasas) | Fase Cronica Berrizbeitia, 2010;
' Escalante, 2014
Proteina hipotética
21 mvolycrada en la invasion Hurnanos en fase | Amastigotes da Silva, 2009
de células huésped. Cronica extracelulares
Plruot;etligﬁs de union a Crénica Expresadas por Plumas-Marty,
9 ' amastigotes 1992
30 | Cistein proteasa Fase crénica Garcia, 1998
Proteinas de superficie Fase cronica Expregadas por Moody, 2000
amastigotes
Presente al dia 21 | modelo murino
7 de la infeccién C57B1/6 Rowland 1992
. Amastigotes y
Rrotg|na de choque Fa,se; aguday tripomastigotes Nogueira, 1981
térmico cronica p
sanguineos
Antigeno de superficie,
90 | proteina de choque Tripomastigotes Beard, 1998
térmico.
Inhibir el funcionamiento . Prese_nte tam_bién
de la geldamicina Fase cronica en Leishmania 2002, Grafene
9 donovani

Cuadro 10. Principales componentes detectados por el antigeno 4C.

Al analizar los componentes obtenidos en este trabajo, descritos por diversos autores
en humanos, se infiere que el modelo de ratén se ajusta al comportamiento de la

infeccién por T. cruzi en humanos.

Ademas se encontraron componentes especificos, presentes durante el transcurso de
la infeccion, 16 para QRO (25, 26, 29, 32, 34, 36, 38, 39, 40, 42, 43, 65, 67, 70, 75 y
80 kDa) y 12 para 4C (27, 29, 32, 33, 35, 37, 38, 39, 40, 42, 68, y 75 kDa); en el caso
del componente de 25 kDa, descrito por Santos-Blch, en 1985 como un componente
especifico para casos con miocardiopatia Chagéasica y para los de 34 y 25 kDa, que
en 1998 Riche y en el 2000 Perera son propuestos con fines de diagnostico en
humano y Torres que en 2011 lo reporta como un componente inmunodominante con
alta prevalencia en sueros humanos de pacientes cronicos reconocidos en Western
blot.
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El componente de 29 kDa, ha sido descrito como compartido entre T. rangeli y T.
cruzi con una fuerte homologia, debido a que participa en la unién al calcio flagelar,

no presente en Leishmania (Porcel, 1996).

Respecto al componente de 70 kDa, descrito en 1992 por Yeyati como una proteina
de choque térmico, muestra reaccion cruzada con Leishmania brazilensis, y el de 75
kDa, en 1983, lo describe Scharfstein junto con otros en un intervalo de 39-41 kDa y
Nogueira por otro lado, en 1981, el componente de 75 kDa en epimastigotes y

tripomastigotes metaciclicos.

El componente de 27 kDa ha sido identificado como la enzima triosafosfato
isomerasa, la cual, al ser purificada, el analisis de la porcion N-terminal revel6 una
alta homologia con Leishmania mexicana y proteinas de T. brucei (Bourguignon,
1998).

En resumen, respecto al reconocimiento antigénico, QRO mostré una mayor
deteccién de componentes, respecto al antigeno 4C, esto puede deberse a que el
extracto es obtenido de la cepa con la que se inocularon los ratones y por ende
presenta més afinidad con estos antigenos, lo cual ha sido sefialado en diversos
estudios donde se concluye que las cepas regionales incrementan la sensibilidad con

fines de estudios epidemiol6gicos masivos (OPS/OMS, 2005).

Finalmente, la caracterizaciébn protedmica de las proteinas aqui mostradas, puede
brindar un amplio panorama en el estudio de su funcidn dentro de la evolucion clinica

de la enfermedad de Chagas.
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12.CONCLUSIONES

Se propone que la fase aguda en modelo murino termina en al dia 50, ya que

la parasitemia es inversamente proporcional al incremento de titulos de IgG.

Del dia 26 al 40 con el Ag QRO se obtienen los componentes especificos de
44 y 48 kDa. En el periodo de 18 a los 40 dias posterior a la infeccién con el
Ag 4C se encontraron los componentes de 48, 88, 79 y 89 kDa se proponen

como probables marcadores de una probable fase aguda.

Se proponen como marcadores del inicio de la fase cronica, los

componentes de 50 y 47 kDa.

Se proponen como marcadores de fase cronica, los componentes de 20, 21,
30, 52, 60, 77, 80, 84, 87,90, 94, 95y 127 kDa.

Se proponen como proteinas de interés diagndstico 25, 26, 27, 29, 32, 35, 38,
39, 40, 75 y 80 kDa, las cuales se detectan durante todo el transcurso de la

enfermedad reconocidas con ambos antigenos.

Se comprueba que el modelo de ratbn muestra una respuesta inmune similar a

la descrita en humano ante la enfermedad de Chagas.
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13.PERSPECTIVAS

Dar seguimiento a la infeccién por un periodo mas largo de tiempo para
determinar si los componentes propuestos en una posible fase cronica se

mantienen.

Dar un seguimiento al titulo de anticuerpos y proteinas prevalentes durante un

periodo posterior a dia 110.

Realizar la caracterizacion proteica en 2D de los componentes antigénicos
prevalentes que pudiesen ser marcadores especificos en la evolucién clinica
de la enfermedad como indicadores de eficacia terapéutica o incluso

determinar reactividad en la lesién miocardica.

Realizar el andlisis de estos resultados conjuntamente con las imagenes
histopatoldgicas de las lesiones para determinar con precision la fase clinica

de la enfermedad.
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