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RESUMEN

Debido < la importancia de o infeccion ocasionada por el pardsito
Trypanosoma cruzi en humanos vy considerdndose un problema de salud
(Velasco, 1991} es de gran inferés el conocimiente de los mecaonismos
inmunologicos tempranos que se llevan a cabo en el hospedero mamifero.

La dificullad para redlizar estudios en humanos durante las primeras etapas de la
infeccion, nos conduce a rediizarlos en modelos animales como el murino, es por
esto que en este frabajo se ulilizd este modelo de la cepa BALB/C.

Lo determinacién de un perfil de citocinas; moléculas importantes en el desarrollo
de las respuestas inmunes humoral v celular, nos proporciona de cierta manera
informacién sobre los mecanismos inmunaldgicos que se puedan estqr llevando a
cabo durante lo infeccion. Por lo que se determind la expresion de 5 citocinas
que se consideran importantes en fas respuestas inflamatoria e inmune como son:
IFN-y , il-2, IL-4, IL-10 y TGF-B, medianie ensayos de RT-PCR, en 3 tejiclos diferentes:
piel o sitio de inoculacion, misculo esquelético gasirocnemio y ganglio linfatico
popitieo. a diferentes liempos postinfeccion (1, 2, 5, 10, 15, 20 y 27 dias). Este
estudio se realizé inoculande fripomastigotes metaciclicos{1000 pardsitos/20u) en
el cojinete plantar de los animales, de esta forma se fratd de aproximar a lo que
sucede en una infeccidn natural.

Se encontré que no hubo una expresién de citocinas los primeros dias post-
infeccion en piel {1, £20} por lo que se propone exista UNG INMUNOSUPresidn
inducida por el pardsito, y posteriormente hay una expresién de 3 citocinas anti-

inflamatorias como son IL-10, TGF-B e IL-4.



En el misculo esquelético también se expresan IL-10 y TGF-B , por lo que se sugiere
gue estan favoreciendo fa persistencio del pardsito, inhibiendo la funcion de IFN-y
para activar celulas efectoras como macréfagos.

En el ganglio linfdtico regional se observé una mezcla de citocinas Thi/Th2,
detecténdose IL-2, IFN- v, IL-2, IL-4 y TGF-B CON UNA expresion diterencial a lo largo
del esiudio. Descartando la posibilidad de la relacién entre la polarizacion de un
lipo de respuesta (Thl o Th2) con la proteccién del hospedero en contra del
pardsito.

De acuerdo a los resultados oblenidos en este trabojo se sugiere que debe existir
un fendémeno de inmunosupresion inducido por el pardsito, presentado en piel y
musculo esquelético.,

El aeerva genetico del hospedero, la dosis antigénica y el estado de desamollo
del parGsito que es inoculado inf!uyen‘en los mecanismos inmuncelégicos que se

llevan a cabo durante la infeccion.



LINTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

La infeccidén humana con el protozoario hemofiagelado Trypanosoma cruzi causa
la 'enfermedcd de Chagas o Trpanosomesis americana, la cual afecta
aproxmadamente a 18 millones de personas en todo el mundo, por lo tanto se ha
considerado un problema imporfohfe de salud humana en Latinoamérica
[Velasco, 1991).

1.2 DISTRIBUCION GEQGRAFICA

Inicialmente se pensé gue Ia enfermedad de Chagas estaba limitada a 8rasil,
pero se han encontrado casos en Argentina, Uruguay, Paraguay, Bolivia, Pery,
Ecuador, Colombia, Venezuela, Panamd, Costa Rica, Guatemala, El Salvador,
México y Texas (EUA).

Por lo que respecta a México, se han registrado casos en casi todo el péis. siendo
los estados del sur de mayor endemismo, como son: Guerrero, Qaxaca y Chiapas.
Es importante hacer notar que la poca difusion y conocimiento de la enfermedad
hace que se delecte con poca frecuencia {Cruz, 1987},

En México fue Mazofl, quien en 1940 descubrd los primeros casos de la

enfermedad, procedentes del estado de Oaxaca [Mazzothi,1940).



1.3 CICLO DE VIDA DE frypanosoma cruz

B ogente etioldgico de la enfermedad de Chagos es el Trypanosoma cruzi el
cual posee un ciclo de vida complejo. ya que necesita de un hospedero
definitivo [generalmente animales homeotermos o de sangre  caliente,
principalmente mamiferos como: gatos. permos, tlacuaches, ratas, ratones y el
hombre enfre otros) y de un hospedero intermediario o vector (artrépodos
hemipteros cominmente lkamados chinches, pertenecientes a lo familia

Reduviidae).

Dependiendo del microambiente en el cuat 7. cruz es encontrado, se presenta
en cuatro formas diferentes: amastigotes, epimastigotes, tipomastigotes

metaciclicos y sanguineos.

El vector redivido llego a ser infectado por ingerir fipomastigotes presentes en la
sangre periférica de un mamifero infectado. Los microorganismos se multiplican
como epimastigotes en el intestino del vecior y durante las siguientes 2 a 4
semancs se transforman en tipomastigotes metaciclicos en Ia ampula rectal del
vector; éste ol alimentarse de un organismo de sangre caliente (mamiferos entre
ellos el humano), las formas infeccciosas de 7. cruz'son excretedas en las heces e
infectan a este individuo, al entrar a través de una abrasidn en la piel o a través
de las membranas mucosas como la conjuntiva. Después de 1 o 2 semanas ¢ la
infeccidn establecida, los tipomastigotes comienzan a migrar del sitio de enfrada
al torente sanguineo y producen un estado septicémico con una dispersion
extensiva del pardsito. Los ipanosomas permanecen en el torrente sanguineo

por un periodo y dejan éste para invadir células de tejidos preferentemente



musculares y células de la glio del hospedero {Melhdm. 1988). Una vez dentro de
tas células. el tipomastigote se transforma en amastigote y se multiplica por fisién
binario o tal grode de escapar por fisis celular; estos amasligotes se transforman
en lipomastigotes y entran a la circulecidon para infectar otras células y asi

perpetuar la infeccion dentro del hospedero (Figura 1).
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FIG. 1. CICLC DE VIDA DE Trypanosoma cruzi




1.4 FASES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Esta infeccion se caracteriza por tres fases: la agudo, de corta duracion que va
de dias o 5 semanas aproximadamente, en la cuat se delectan numerosos
pardsitos  circulantes, en  los casos parasitolégica vy serolégicamente
comprobados y que llegan a ser sintomaticos, se presenta fiebre elevada fhasta
40°C]. y a veces miocarditis, vomito, diarrea, con frecuencia se puede reconocer
la puerta de enfroda del pordsito: el signo de Romana cuando sucede en
conjuntiva o chagoma de inoculacién cuando sucede en cualguier ofro sitio,
también puede presentasse una hepatoesplenomegalia  moderada vy
crecimiento de los ganglios linfaticos; la mayoria de los sintormas ceden después
de 48 semanas (Kreier,1977).

La segunda fase es la indeterminada, cuya duracion va de 10 a 20 anos, en ésta
la tipanosomosis aparenta haber desaparecido espontGneamente, sin embargo,
un bagjo nivel de parasitemia persiste y puede perdurar asi foda la vida del
individuo o progresar a la fase cronica: esta Olima etopa se caracteriza
principalmente  por miocarditis, insuficiencia cardiaca  progresiva que  es

ireversible, pudiendo flegar a la muerte sibita .



2. ANTECEDENTES

Durante la infeccidn con T cruz el sistema inmune del hospedero tiene una
pariicipacién varoda para contfrarestara. Los respuestas inmune celular y
humoral juegan un papet esencial en el desamollo de la patogenia en la
enfermedad de Chagas humana y experimental, sin embargo. 10s mecanismos
exactos a través de los cuales la respuestia media la patogenia no estan

compleiomente entendidos.

La inmunidad celular desempefia un papel muy importante en la fose temprana
de la infeccién, yo que los macréfagos aclivados destruyen rapidomenie a los
pardsitos limitando su reproduccion, asi mismo hay unc participacién de los
eosindfilos con la expulsion activa de sus granulos, jugando un papel importante
en la destruccidn extraceiviar de 7. cruzi en ausencia de anficuerpos (Vilkalta y

Pankrais, 1987).

Sin embargo, la inmunidad del-hospedero es evadida de diferentes formas por T.
cruz. Por gjemplo, el pardsito al ser fagocitado por los macréfagos escapa del
fagolisosoma y se reproduce infectando a la célula, esto se debe a que los
Iripomostigo_tes metaciclicos secretan sustancias, las cudles inhiben la fusion

lisosomal, evitando su muerte (Melhorn, 1988 ).

El éxito del pardsite en mantener su ciclo de vida estd relacionado con su
capacidad para causar una infeccion persistente en hospederos vertebrados,
favoreciendo asi su encuentro con el vector, lo cual refleja adaptociones
evolutivas que les permiten evadir o resistir fos mecanismos efectores de la

respuesta inmune. Asi mismo, para mantener la infeccion latente, es claramenie



imporante la existencia de una interaccion balanceada entre el pardsito y el

sistema inmune del hospedero (Camargo ef al, 1997).

El control de la carga parasitaria y sobrevivencia del hospedero dependen de ia
“inmunidad efectiva” mediada por la produccidon de anlicuerpos protectores
{inmunidad humoral) que depende de la participacion de células Th o células
cooperodor'cs CD4+, asi mismo, la activacion de macréfagos para la efiminacion
intracelular del protozoario {respuesta inmune celular) y los mecanismos efectores
dependientes de moléculas de clase | del Complejo Mayor de
Histocompatibiidad {MHC] asociadas a la actividad de células T CD8+

(Abrahamschn y Coffman, 1994},

Las células T CD4+ juegan un papel central en controlar las funciones efectoras

especificas en esta infeccidén,

Existen dos subgrupos de células T CD4+, el primero cuyeo fenotipo es el Thl, el cual
sintetiza citocinas proinflamatorias como: IFN~y, IL-12, IL-2 entre otras. Este tipo de
respuesta de forma general promueve la inmunidad celular por lo que se genera
contra pardsios intracelulares como 7. cruzi ademas de estimular la expresion de
ciertas inmunoglobulinags como son: 1IgG2a e IgG3. B subgrupo Th2 se caracteriza
por la produccidon de citocinas como: IL-4, IL-10, IL-5 v TGF-B entre ofras, en esta
respuesta se induce generalmente la inmunidad humoral, por lo que se genera
contra pardsitos extracelulares, ademds de regular la respuesta inflamatornia, ya
que las citocinas producidas por el subgrupo Th2 son antagdnicas a las

proinfiamatorias {Scott y Kautfmann, 1991).



Debido a que ias respuestas Th1 y Th2 promueven el desarrollo de actlividades
efectoras que favorecen determinadas condiciones, las células T CD4+ pueden
en algunos casos influir en la susceptibilidad o resistencia al pardisito. El desarrollo
de una respuesta inapropioda puede dirigir @ una inmunidad defectuosa y

potenciar la patogenia.

Existen algunos factores que se ha demostrado juegan un papel importante en
polarizar la respuesta inmune Thl o Th? en contra del pardsito, como son: 1) el
acervo genético del hospedero, 2) la ruta de inmunizacian, 3) el fipo de Células
Presentadoras de Anfigenos [CPA's) que participan de forma inmediata, 4) el
receptor de la célula T {TCR) y ofras moléculas accesorias y 5} lo dosis del
antigeno. Sin embargo, el inductor mds efectivo en la diferenciacion de las
células T CD4+ parece ser el ambiente local de citocings, ya que ciertos esiudios
han demostrado que en dicho ambiente durante Ia activacién de células T,

determina la Ultima via de diferenciacion que se sigue (Scott y Kauffmann, 1991)

& de gran importancia mencionar algunas de las caracteristicas de las moléculas
que participan en la polarizacién de la respuesta de fas células T CD4+ y en Ia
regulocion de las respuestas inflamatoria e inmune: las citocings, éstas son
proteinas glucosiladas que actian como mensajeros quimicos, es decir, son
mediodores de la inmunidad natural y adquirida. Estas moléculas son producidas
por una varedad de fipos celulares (figura 2, asi mismo, su actividad es

pleitrépica, es decir, actian sobre diferentes tipos celulares (Abbas ef of. 1994}

La secrecién de las citocings es un evento breve y limitado, puesto que se

producen en el momento y lugar que se les requiere, ademds de que no se



almacenan en forma de moléculas precursoras, sino que su sintesis es debida a
una transcripcion inducida. Esta activacion de la franscripcidn es transitoria v ios
RNAm sintetizados son muy inestables. Algunas citocinas son reguladas de forma

adicional por mecanismos post-transcripcionales {Abbas ef af, 1994),

Las citocinas forman parte de un sistema en el que ellas pueden dirgir diferenies
mensajes especificos a una sola célula o trger el mismo mensaje a diferentes
células. La forma en la que este mensaje es interpretado depende de la citocina
y de su receptor, la célula en la cual actia y los ofros mensajes que la célula en

particular esta recibiendo af mismo tiempo {Abbas ef al, 1994)

La expresidon de muchos receptores para citocinas es regulada por sefcles
especificas, siendo la citocina especifica para ese receptor u otra con
caracteristicas conformacionales similares que al unirse al receptor generen una
regulacién posifiva, o bien al unirse otro tipo de citocinas generen una regulacion

negativa.

frecuentemente tas citocinas influyen en la sintesis y en la accién de otras,
dirigiendo cascadas en los cuales una segunda o tercer citocing pueden mediar

los efectos biolégicos de la primera {Abbas ef al, 1994)

Existen citocinas encargadas de polarizar la respuesta hacia Thl o Th2, paor
ejemplo la IL-12 difige la respuesta hacia Th y ia iL-4 hacia Th2, de esta Oltima
s6lo son necesorias pequedas concentraciones para inducir la sobreregulacion
de los genes de IL-4 € IL-4R de forma autécrina y polarizar ta respuesto (Rincon et

of, 1997).
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En la inmunidad natural Igs citocinas actian como mediadores, yo que su sintesis
es inducida por agentes infecciosos en fagocitos mononucleares, también son
reguladores de la aclivacion de finfocitos, crecimiento y diferenciacion cuando
son inducidas en respuesta al reconocimiento especifico de un antigeno por
linfocitos T. Asi mismo, son importantes en la transformacion neoplasica.
. destruccion, reparacién, remodelacion de fejidos y mecanismos de defensa
(Hoefakker ef af, 1995).

Algunos mecanismos celulares y moleculares deben operar para asegurar que la
especifidod de la respuesta inmune sea mantenida como por ejemplo. la
expresion y regulacion de las citocinas y sus receptores en los células, asi come la
interaccién célulo-célula para la produccion de concentraciones efectivas de
una o varias citocinas en particular en la unidn de las células interactuantes
{Figura 2}. También es muy importante considerar la vida media de las citocinas
en el tomente sanguineo y otros fluidos extracelulares dentro de los cuales ellas
son secretadas y que es generalmente muy corta, teniendo que asegurarse que
actden por un periodo de tiempo limitado. Sin embargo, los factores y los
mecanismos que determinan el comienzo de una respuesta inmune en la cual un

grupo de citocinas serd producido ain se desconoce.



2.1 PARTICIPACION DE LAS CITOCINAS EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

El control de la parcsitemia de 7. cruz durante las primeras semenas de la
infeccion es considerado criticamente dependiente de citocinas, las cuales
median in vifio la activacidon de macréfagos para la muerte infracelular del

pardsito (Silva ef af, 1992).

Cierfos estudios muestran la paricipacion de las citocinas en diferentes aspectos
de la enfermedad de Chagas expermental v han sugerdo que IL-2 & IFN-y
ofrecen una proteccion durante la fase aguda para reducir la parasitemia,
mientras que IL-10 se ha asociado con la disminucién de la proteccion (Silva ef

al, 1992).

Hunter ef af. (1997) sugieren una cormretacion entre la produccidon de IL-10 en
ratones infectados ya sea con la susceptibilidad o resistencia a 7 cruzi Lo
capacidad de IL-10 para inhibir la muerte o fagocitosis de I cruzipor macrdfagos,
asi como la produccién de anfi-citocinas (IL-12, TNF-a o IFN-y) importanies en la
resistencia a I cruz/ es una probable explicacion para la gsociacién de la

produccion de HL-10 con la susceptibilidad a estos pardsites.

La importancia de IFN-y para el control de la parasitemia por I cruz estd bien
establecida, ya que el fratamiento con anti-IFNy i vivo no solamente neutraliza su
accién como principal citocing activadora de macrdfagos sine que tambien se
potencia la sintesis de IL-10. Asi mismo. la protecciéon mediada por (FN-y al
comienzo de la infecccién {entre 13 y 21 dias post-infeccion) es evidente, ya gue
los niveles de anlicuerpos son todavia muy bajos. Torico ef al (1991} propusieron

que en el modelo murino el IFN-y controla el primer paso de la mulfiplicacién del



parsito al actlivar células efectoras pemitiendo al hospedero sobrevivir y montar
una respuesta inmune humoral y celular mejor establecidas, las cuales en una

segunda fase tratan de eliminar la poblacion parasitaria restante.

La IL-10 orginalmente denominada como factor Inhibidor de la Secrecién de
Citocinas [FISC), antagoniza la accidén de ciertas citocinas activadoras de
- macrdfagos, también puede inhibir ta sintesis de TNF-a e IL-12 por porte de

macrdiagos y de (FN-y e IL-12 por linfocitos (Mosmann,1994).

La importancia de la sintesis de IL-10 endégena es prevenir la inmunopatogenia
mediada por citocinas en infecciones causadas por pardsitos intraceluiares como

T cruzi,

Hunter ef al. (1997} demosiraron que en ausencia de IL-10 la replicacion de T cruz
es menos eficiente, indicada por las bajas parasitemias sanguineas vy por la
disminucién de parasitos encontrados en ratones deficientes en IL-10 (knock out)

infectados con 7. cruz'.

Se ha encentrado que IL-10 ejerce un papel regulador importante en la
resistencia a la infeccién por I cruz. Sin embargo, IL-10 tombién es un regulador
esencial de las respuestas inmune adguiida e inflomatoria que resultan
perudiciales para el hospedero. Este papel regulador puede ser muy importante
para controlar la patogenia en situaciones de intensa activacion de la respuesta
con citocinas proinflamatorias o de tipo Thl, como ocurre en la infeccién con T,

crvzi {Abrahomsohn y Coffman, 1996).

Cuando hay bagja produccion de IL-10 se ha encontrado una mayor produccion

de TNF., €l cudl sinergiza la accidon de IFN-y para activar a los macréfagos, los

13



cuales se encargan de eliminar a . cruz, También se ha demostrado que IL-10
inhibe la accién Fipanocida in vifro de macréfogos activados con IFN-y. Sin
embargo, las elevadas concentraciones de TNF-a durante la infeccidn con 7. cruzi
puede acelerar la myuerte del organismo hospedero, con respecio a esto. Zhang
y Tarleton {1996b) observaron que en ratones suscepfibles la produccion de TNF-a
fue mds temprana y vigorosa, causande lo muerte del animal en elapas

tempranas probablemente por estar relacionado con el sindrome de desgaste.

B TNF-o disminuye la produccién de IL-10 e incrementa o produccién de éxido
nitrico {NOY}, indicando dos de los mecanismos por los que esta citocina controla

al parasitismo intracelular (Abrahamsohn y Coffman, 1994].

A pesar de que a IL-10 la han relacionado con ta susceptibilidad a la infeccion
por I. cruzi por ser un potente inhibidor de los mecanismos involucrados en
resistencia, su ausencia provoca una respuesta inmune paiolégica, por to tanto
Hunter ef ol {1997) han sugerido un papel ciitico de IL-10 en el mantenimiento de
un balance entre la respuesta inmune patoldgica y una protectora durante la

enfermedad de Chagas.

La participacién de IL-12 en la enfermedad de Chagas es iambién importanie, ya
gue estimula la produccion de IFN-y por células T y Natural Killer o asesinas
naturales (NK), asi mismo potencia la actividad citotéxica de celulas T CD8+. Los
productos microbianos y tos pardsitos intraceiulares son poderosos estimulantes de
la sintesis de IL-12 por los macrofagos. Esta citocina tiene un papel clave en la
inmunidad innata, asli como en €l desarrolio de ia respuesta inmune en contra de

los microorganismos [Biron y Gaznelli, 1995). Alberti ef of {1996} han sugerido que



en experimentos i vivo los tipomastigotes inducen la sintesis de IL-12 por
macrofagos normaies y que esta citocina es responsable para la produccion
temprana de IFN-y observada durante lainfecciény es necesaria para et control
subsecuente de la proliferacion del pardsito. Con respecio a esto, Alberti ef of,
{1996) trabajaron con ralones de ta cepa C57B/8, co-nsiderdndolos resistentes a la
infeccion por 7. cruzi {cepa Y}, por la produccién temprana de It-12; a estos
animales los trataron con anti-IL-12 y observaron un incremento significativo de la

parasitemia ol cabo de 7-12 dios post-infeccion.

Un mecanismo de regulacion de la expresion de 1L-12 es la participacion de IL-10,
ia cual reduce la respuesta Th1 por un efecto inhibitorio de to expresion de IL-12

por parte de CPA’s tales como macrotagos (Rincén et al, 1997).

Camargo ef ol (1997} observaron que los epimastigotes y los fipomastigotes
metaciclicos de I. cruz' son incapaces de desencadenar la sintesis de citocinas
por macrofagos activados y no activados con IEN-y, por lo fants los estados de
desamolio capaces de acfivar e inducir la sintesis de citocinas {IL-12, TNF-a, IL-1B,
-6, GM-CSF e iL-10] son los fipomastigotes y los amastigoies, Alberli ef ol {1994)
demostraron que los epimastigotes y los extractos parasitarios no fueron capaces
de inducir la secrecién de citocinas por macréfagos murnos i1 vitro, no osi 1os
fipomastigotes, por to que han sugerido que probablemente sea necesara a
penetracion activa del pardsito o fos productos secretados o excretados por éste

liberados intracelularmente.

Durante la infeccidn experimential se ha visto ia expresion de forma mas o menos

constante de TGF-B. la cual participa como una citocina reguladora en procesos



inmunes, ademds ha sido implicada en mediar Ja inmunosupresion en la
enfermedad de Chagas. inhibiendo la induccion del receptor de IL-2, la
proliferacién y diferenciacion de células B, la expresion de moléculas de clase i
del MHC inducidas por IFN-y, ia generacion de células T CD8+ y NK. Asi mismo,
tiene la capacidad de inhibir la activacién de macrofagos inducida por citocinas
del fipo Thl, suprimiendo la produccidn de oxigeno reactivo y de intermediarios
nilrogenados (radicales libres importantes en la destruccion del pardsito), esto
implica que su participacién genera cierta susceplibilidad del hospedero a la
infeccion (Silva ef al, 1991).

Sin embargo, Zhang y Tarleion, [199éa) sugieren que la infeccién por I. cruzi no
estd necesariomente unida a un patrén exclusivo Thl o Th? y que existe una
parficipacion de las respuestas celular y humoral en el control del parasito, siendo
necesana una mezcia del patrdn de citocinas Th1/Th2 para proteccidn. Exsten
mditiples componentes del compardimento celular de la inmunidad innata y
adaptativa que son simultdneamente requeridos para la resistencia a la infeccién

en la fase aguda.
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2.2 INMUNOSUPRESION OCASIONADA POR T. cruzi

Lainfeccion con T cruzi induce cambios en la respuesta inmune del hospedero,
come son: ¢ inmunosupresion hacia anfigenos especificos y no especificos
ademas de manifesfcc_iones autoinmunes. Algunos de estos cambios podrian
estar relacionados con alleraciones en el comporiamiento de la célula T.

La ésp!enomegolia y la reduccion del nomero de células en el timo, asi como
aglteraciones en el porcentaje de marcadores de superficie (CD4+, CD8+) de
células T, fué observado por Cardoni ef ol [1994) en infecciones agudas de
fipanosomosis, restaurdndose estas alleraciones en la fase crénica de la
infeccion.

Los hospederos mamiferos infectados con 7. cruz en la fase aguda desarrolian
manifestaciones de inmunosupresion, incluyendo alteraciones funcionales de los
linfocitos y de ofras células relevantes en montar una respuesta inmune
{Kierszenbaum y Sztein, 1994), por lo fante se ha demostrado que esta
inmunosupresion en la enfermedad de Chagas experimental en ratén, ofecta las
respuestas inmunes celular y humoral.

Existe gran evidencia que apoya la parficipacion de mecanismos funcionales de
inmunosupresion durante la enfermedad de Chagas expermental, y se sugiere
que ésta es en parle inducida y mantenida por macrdlogos con actividad
supresora, también por la aclividad deficiente de células T cooperadoras y por
una disminucion en la produccion de -2 [Choromanski y Kuhn, 1990) vy la
supresion de la expresion de su receptor IL-12R. sobre todo en el modelo murino

(Kierszenbaum y Sziein, 1994).



Bdsten trabgjos en los que se propone la supresion de factores de franscripcion
para el gene de 1L-2 y que esta inhibicidn mdés que la del receptor puede ser un
factor critico de inmunosupresion en la fase aguda de la enfemedad de Chagas
experimental (Soong vy Tarleton, 1994). ‘

. cruz es capaz de abolir la produccién de algunas citocinas importantes por
algunos .infocitos T activados y estd documentado por las proporciones
disminuidas de células productoras de IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-y. Por io tanto &l pardsito
puede concomitantemente disminuir la expresion de mas de una citocina en la
misma subpobiacién de células T {Kierszenbaum ef al, 1994).

Es de gran interés mencicnar que las proporciones pardsito-célula hospedera
mayores de 2:1 no inducen g produccion de IFN-y ni de IL-12 en estudios in vifro,
posiblemente come una consecuencia de los altos niveles de la interaccion

celular o altemativamente debido a una inhibicion activa {Alberti ef al, 1994).
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3. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas es considerada un problema de salud humana en
México. Sin embargo, debido a la poca importancia que se le ha dado, existe A
escasa informacién y mas adn de los eventos tempranos que suceden en la
infeccién por T. cruz. A este respeclo se han realizado pocos estudios in vitro e in
vivo, ocupando los primeros la mayeria; aunque éstos aportan conocimiento, se
acercan poce a lo que sucede de forma natural durante la infeccion, ya que
ignoran intinsecamente la organizacion compleja de células, tejidos y aun de
organocs, asi mismo refiejon el potencial de las célulos y factores bajo
circunstancias definidas y algunas veces arificiales. mientras que estudios in vivo
reflejan qué células v factores estan actuande en un momento preciso y a un
nivel mas localfizado.

Por este motivo se realizé el andlisis de la produccién de citocinas en la fase
temprana y qué es lo que ocurre en el sitio de inoculacidn o la barrera primaria
que es la piel [para poder proponer alguna inmunoterapia) v dos tejidos
regionales importantes durante la respuesta inmune e inflomatoria, para obtener
un mejor entendimiento de la relacion entre la produccion de citocinas y la

evolucioén de la infeccion.



4. OBJETIVOS

-Determinar el perfil de citocinas en la fase temprana a diferentes tiempos post-
infeccion en la enfermedad de Chagas en un modelo murino.,

-Correlacionar el patrén de citocinas obtenido con los eventos inmunologicos
tempranos que suceden en el sitio de inoculacion {piel], asi como en miscuio

esqueléfico y ganglio linfético regionales.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 INOCULACION DE ANIMALES. 21 ratones (Mus musculus) machos de la cepa
BALB/c adulfos jovenes (2 a 3 meses de edad), cada uno se inoculd por via
infradémica con 1,000 tipomastigotes metaciclicos de 7. cruz' de la cepa Ninoa
en el cojinete plantar; ios pardsitos es?oﬁon contenidos en 20 ul de crina del
reduvido-PBS* {dilucién 1:26). Se utilizaron 6 ratones como testigos, los cuales
fueren inoculados con PBS solamente.

Asi mismo, se ulilizaron 21 ratones, inoculados con Crithidia lucilae como un
control negativo, en este caso el microorganismo pertenece a la misma familia

de I. cruzi (Tipanosomatidae } pero no se considera pardsito de mamiferos.

5.2 CURVA DE PARASITEMIA, Se determiné la parasitemia en un lote de 5 ratones
machos de la cepa BALB/c cada tercer dia. Se toemaron 5 ul de sangre de la cola
del animal, colocandose en un portaobjefos vy se cubrié con un cubreobjetos de
22 x 22 mm. Se observaron al microscopio éptico a 250 aumentos. revisando
gnicamenie 50 campos del area ocupada por la muestra, La concentracion de

pardsitos se refirid a 1 mi {Brener, 1962).

21



5.3 EXTRACCION DE RNA TOTAL

Los ratones infectados con I. cruzi'y Crthidia lucitoe, asi como los inoculados con
PBS [confroles) fueron sacrificados por dislocacién cervical, a diferentes tiempos
postinfeccion (1, 2, 5, 10, 15, 20 y 27 dias). Se disectd la piel del sitio de
inoculacidn, se tomaron los ganglios linfaficos regionales ai sitio de inoculacion y

el musculo esquelético de la pata {gastrocnemio).

Los ganglios regionales recién obtenidos fueron pesados y depositados en un
pozo de placa de cultivo de células, agregdndoles TRIzol * {Gibco-BRL) y

homogeneizando perfectamente con un pistilo.

Posteriormente se depositd el homogenado en tubos eppendort de 2.5 mi estériles
y s& agregd cloroformo (200 pl por ml de TRizol utilizado) tkatado con
Dietilpirocarbonato {DEPC) como inhibidor de RNAasas; se agitoron los tubos
vigorosamente [aproximadamente 15 segundos en el vértex], los fubos se

centrifugaron a 12,000 x g por 15 minuios a 4 °C.

Se separé la fase acuosa con mucho cuidado, fransfiiéndose a un tubo
eppendorf nuevo y estéril, a ésta se le agregé isopropanol- DEPC para precipitar
el RNA {500 w por cada mi .de TRIzol ulilizado inicicimente), mezclando por
inversion y dejando reposar por 10 minulos a temperatura ambiente. Posterior a
esto, se centrifugaron los tubos a 12,000 x g por 10 minutos a 4°C, quedando una
pastila de blanquecina a transparente en el fondo del fubo, se desechd el
sobrenadante y se agregé etanol- DEPC al 70% para lavar la pastilla y precipitar

{por lo menos 1 ml por mi de TRIzol utilizado inicialmente), centifugando a no
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mads de 7,500 x g durante 5 minutos a 4 °C, se desechd el sobrenadante y se
repitic esta operacién dos veces mas.
Mas tarde se elimind el etanol, tatando de que la pastila quedara

completamente seco, ésla se resuspendio en 20 ui de agua-DEPC.

* Se ulilzaron 500 4 de TRizel por cada 100 myg de tejido.
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5.4 PROCESAMIENTO DE MUSCULO ESQUELETICO PARA LA EXTRACCION DE RNA.

El mysculo esquelético recién obtenido de los ratones fue pesado y depositado
en tubos eppendorf de 2.5 ml, agregdndoles ameortiguador Tris-EDTA {10mM, TmM
a pH 8.0} 500 pt por cada 100 mg de tejfido, ademds de 25 mg de colagenasa
{Sigma} por cada 100 mg de tefido, tratando de homogeneizar lo mejor posible
con ia ayuda de un pistilo, para la disgregacion de las células. Se incubd Ia
muestra a 37 °C durante una hora.

Posteriormente se fratd de homogeneizar completamente el tejido v se transfiid a
un tubo Falcon estéril, agregando 5 ml de Ficoll-Hypaque para la separacién de
células mononucleares, centrifugéndose a 2,500 x g durante 30 minutos a 10 °C.
La capa celular intermedia se separd y transfiid a un tubo eppendort estérl,
centrifugandose o 12000 x g durante 5 minutos a 4 °C, eliminando el
scbrenadante. Al precipitado se le agregd TRIzol (500 w por 100 mg de tejido } y se

procedid la extraccién de RNA de acuerdo a lo descrito previomente.
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5.5 PROCESAMIENTO DE PIEL PARA EXTRACCION DE RNA.

El tejido de la piel retirado del cojinete plantar de los animales se deposifé en
tubos eppendort de 2.5 ml, agregando amorliguador TE {Tris-EDTA; 10mM, 1TmM
:pH 8.0} 500 pl por cada 100 mg de tejido mas 25 mg de colagenasa (Sigma) por
cada 100 mg de tejido, tratando de homogeneizar lo mejor posible, para la
disgregacion de los células e incubando las muestras a 37°C durante 1 hora,
posteriomente se agregd amortiguador de lisis [NaCl 100 mM |, Tris-Cl 10 mM,
EDTA 25mM, SDS** 0.5% pH 8.0, proteinasa K™ 0.1 mg/mi] 1.2 ml por cada 100 mg
de tejido, incubdndose 1 hora a 42 °C. Mas iarde se precedi6 a la extraccion de

RNA con TRizol .

** Se agregaron en el momento de ka ulifizacion
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5.6 SEPARACION DE CELULAS ADHERENTES Y NO- ADHERENTES

Para los tres tejidos: piel, misculo esquelético y ganglio finfatico regional en los
tiempos 15, 20 y 27 dias postinfeccién se separaron las células no adherentes
{Linfocitos T y B, células NK] de las adherentes [bésicamente mardfagos), para
saber a grandes rasgos qué poblaciones estaban expresando las citocings.
Ganglio Linfafico. Se extrajeron los ganglios linfaficos regionales de los ratones
infectados y se depositaron en una placa de cultivo de células, agregando 5 ml
de medio RPMI®¥ homogeneizando lo mejor posible, posteriormente se transfirié a
una botella para cullivo de células y se dej6é reposando por 2 horas a 37 °C . Al
cabo de este fiempo se observéd al microscopio invertido para comprobar que
una poblacién celular se encontraba adherida a las paredes de la botella y la
ofra permanecia en el medio. Después se tomd el medio de cultivo con las
células no-adherentes y se deposité en un tubo estéril, centifugando parg
eliminar el medio. de este paquete celutar se extrajé el RNA con TRIzol.

Se lavaron los células adherentes con PBS-io esterlizado por filfracién y se
separaron de la botella, fransfiiéndose o un tubo estérit y centifugando para
eliminar el PBS, de igual forma que las no-adherentes se extrajo el RNA.

Musculo Esguelético vy Piel. Después de retirados los tejidos se procedio de la
misma forma que ya se menciond para exiraer el RNA de Musculo esquelético,
hasta la separacion de células mononucleares. esta capa celvlar se depositd en
una botella para cultivo de células y se dejé reposando por 2 horas a 37°C y se

procedio de acuerdo a lo descrito anteriormente.
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#PBS: 3.56 g Na,HPO;.12H,0
0.52 g NaH2P03.2H20
B.5g NacCl

Aforar a 1 ! con agqua.

¢ RPMI: Preparacifn de 100 ml de medio RPMI-1640Q. Pesar 1.04 g &

medic en polvo y discolverlos en 92.5 ml de agua, filtrar conpapel
filtro.

Esterilizar por filtracidn. Posteriormente afiadir 1 ml de penicili

na- estreptomicina 100X (10000 U/ g/ml}. Afladir 15 ml de suero gg
tal de ternera.

© TBE: EDTA 0.744 g pHB.0 : Tris base 10.8 g: acido bbrice 5.5 q.
Aforar a 1 1 con agua y ajustar el pH a 8.3.



5.7 CUANTIFICACION DE RNA

Se cuantificd el RNA fotal extroido de los tres diferentes tefidos. midiendo la
densidad éplica [en un espectrofoidometro Beckman) de una dilucion 1:1000 de
la muestra en agua-DEPC a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm para
conocer la pureza y que no hubiese gran cantidad de proleina que pudiera
interterir en las reacciones de sintesis de cDNA, Para conocer la cantidad de RNA

se realizd una relacion, tomando en cuenta que en 1 D.O hay 40 ug de RNA/mIl.

5.8 SINTESIS DE cDNA.

Del total de RNA solamente se requind de los mensgjercs, por lo tanto se sintetizd
su copia a cBNA, para su posterior amplificacion.

Se empled una cantidad de RNA total que fue de 1- S ugen |yl

En fubos eppendori de 500 pl se depositd 1 uf de la muestra mas | ul de Oligo-dT {1
pug/ul) (Promega; C1101). Se incubd a 70 °C durante 10 minutos, posteriormente se
agregd 1l de deoxinucléotidos {10mM), 2 W de amortiguador de reaccion 5X, 2 pl
de Cloruro de Magnesio [MgCh) 3 mM vy 2 ul de DTT, mezclando suavemente y
por Ollimo se agrego 1 pl de enzima transcriptasa reversa {M-MLV R-everse
Transcriptasa; GibcoBRL 28025-013) 200 U/, se incubéd durante 1 hora a 37 °C. Al
cabo de este tiempo se detuvo la reaccién incubando las muestras a 70 °C

durante 15 minutos.
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5.9 REACCIONES DE RT-PCR.
Se redlizaron reacciones de PCR (Protein Chain Reaction; Reaccidn en cadena
de la Polimerasa) para 5 citocinags, ufiizondo oligonucléotidos cuyas secuencias

se presentan en la cuadro 1. Las reacciones se realizaron bajo los siguientes

condiciones:

Amortiguador de reaccion (Promega) 10 X Sul

Cloruro de Magnesio (MgCl), [Promega) 3 mm 3pul

dNTP’s 1.25 mM 1ul

Agua estéril Se completé o un
volurmnen final de 50 ul

Qligeonucledtido Sentido Sum ) 3ul

Oligonucledtido Antisentido Sum 3l

Muestra de cDNA bl

Taq polimerasa dilucién 1:3 (1.6 unidades} 1 pt

[Promega M18461)

Las reacciones se iniciaron a $4°C durante 2 minutos,

Desnaturalizacién 94°C 45 segundos
Alineacion 60 °C 45 segundos
Extension 72°C 45 segundos

por 35 ciclos y por Jltimo la reaccion se detuvo bajando la temperaiura a 4 °C.
Para cada muestra se comé un control negativo (sin muestra) y un control posifivo
de cDNA {utiizando citocinas comercioles£ Clontech)

Asi mismo, se realizoron reacciones de RT-PCR utilizando un control interno: la

Hipoxantin guanin fosforribosil transferasa (HPRT) {enzama constitutiva de las
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célutas) para todas las muestras con el fin de asegurar que la sinfesis de CDNA~ a
partir del RNA mensajero habia sido eficiente, ya que no fue una PCR semi-
cuantitativa, ni cuantitativa, no se tomaron unidades. Las reacciones se comeron
en un termociclador Minicycler {MJ-Research, INC). Las condiciones para la

amplificacion de HPRT son las siguientes: se inicid a 94°C, 2 min.

94°C 1 min.
56°C I min
72°C 1 min

30 ciclos, finalizando a 72°C por 2 min y se detuvo la reaccion a 4°C.

Cuadro 1. Secuencias de los olinucledtidos utiizados para cada cilecing.

CITOCIN  POSICION SECUENCIA

l‘FNq Sentido STGC ATC TG GCTTIG CAG CIC TTIC CTC ATG GC 3°
Antisentido $TGG ACCTGT GGG TG ACC TCA AACTIGC GC 3°

-2 Sentido STIC AAG CTC CAC TIC AAG CIC TAC AGC GGA AG3”
Aniisentido 5'GAC AGA AGG CTATCC ATC TCC TCA GAA AGT CC3

-4 Sentido S'CCAGCTAGTTGT CATCCIGCTICITCTTCTIC CG 37
Antisentido 5'CAG TGA TGTGGA CTT GGA CTC ATT CATGGTGC 3°

IL-10 Sentido 5'ATG CAG GAC TIT AAG GGTTAC TIG GGTT3"
Anfisentido S'ATITCG GAG AGA GGTACA AAC GAG GITTY

TGF-B Sentido 57GG ACC GTA ACA ACG CCATGT ATG AGA AAACC 3
Antisentido 5TGG AGC TGA AGC AAT AGTTGG TATCCA GGG CT 3"

HPRT Sentide 5TAT GGA CAG GAC TGA ACG TCTTGC 3°
Antisentido 5'GAC ACA AAC ATG ATE CAA ATC AATCCCTGA 3’
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El numéro de pares de bases del amplificado para cada citocina fue:

IFN-y 365 pb

-2 413 pb

IL-4 367 pb

IL-10 455 ph

TGF-p 573 pb

HPRT icontrol interno) 163 pb

Es importante mencionar que no se comid un control de RNA sin haber redlizado ia
sintesis de cDNA, ya que la posicién de los oligonucleétidos se enconiraba
flanqueando exones que presentaban un infron intermedio, v por lo tanto si
existiera contaminacion con DNA celular el tamaio del ampilificado seria mucho
mayor.

5.9.1 ELECTR-OFORESIS

Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 2% para observar los productos
amplificados. Se utilizaron 10 pl de cada muestra mas 2 ul de Amortiguador de
carga (0.25% de azul de Bromofenol, 0.25% de Xilencianol y 30 % de Glicerol), esta
mezcla se depositd en los pozos del gel y se agregd amortiguador TBEe para ta
corrida. Para comprobar que los amplificados efectivamente comrespondian al
peso en pares de bases de las citocinas de interés, se comidé 1nl de marcadores
de Peso moiecuiar de DNA (1 pug/ud} (Sigma; D5042).

Los geles se cormieron a 70 Volts durante 1.30 horos aproximadamente.
Postenormente se tinieron con Bromuro de Efidio {10 mg/ mi) y se observaron en

un transituminador de luz UV.
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4.RESULTADOS L

6.1 CURVA DE PARASITEMIA. Se detectaron pardsitos el dia 14 po‘ginfeccién, en
una concentracion de 3844 pardsitos por mi, resultando el 100 % de
tipomastigotes o formas gruesas. Bl pico de parasitemia se alcanzé entre los dias
28 y 30 conuna concenfracion de 469,736 pardsitos por ml para ef dia 30, como
se observa en la figura 3. Enconfrandose 91.74% de tipomastigotes o formas

gruesas y un 8.25% de tripomastigotes sanguineos de forma delgada.

6.2 ANALISIS DEL PATRON DE CITOCINAS EN RATONES INFECTADOS CON 7. cruzi . En
la figura 4(a-g) se muestran los electroforesis de los amplificados enconlrados
para determinar el patron de citocinas en piel, se observa que en el control
negativo no hubo amplificacion por lo que se descarla la posibilidod de
contaminacion, asi mismo el control positivo de cDNA de citocinas comerciales
{Clontech} amplificaron bandas correspondientes al peso esperado de cada
citocina, asi mismo, se gbserva en el cuarto caml de cada gel la banda
correspondienie al contro! intemo HPRT. H perfil de citocinas para este tejido se

muestra de forma general en el cvadro 2.

La expresion de cilocinas usando RT-PCR en piel nos muesira que no hay
deteccién de ésta en una fase muy temprana de la infeccion {1 a <20 dias) y no
es hasta el dia 20 post-infeccion donde se expresa IL-10 y TGF-B, siendo su fuente
principal células adherentes muy probablemente macréfagoes, para el dia 27 se
siguié detectando TGF-B, pero no IL-10 pensando en una expresion transitonia, y

detectandose la expresion de IL-4 ofra citocing del tipo Th2, para estas citocinas

31



su fuente principal fueren células no adherentes probablemente célulos T (cuadro
9). Comparando el patrdn obtenido en este tejido con los individuos controles
inoculados con C. uciiae y con PBS, se observa una expresion diferencial, es
decir, para los individuos infectados con I. cruz no hay expresion de citocinas en
los primeros dias post-infeccion, de forma contraria para C. fuciae en el primer
dia se detecta IL-10 que se expresa de forma transitoria y no hay expresion
posterior de ninguna citocina analizada (cuadro 5} y para los controles con PBS
no hay expresion de ninguna citocina [cuadro 8

En el cuadro 3 se muestra el perfil de citocinas de forma general para ganglio
linfatico regional, el cual se observa en la figura 5 (a-g); donde se presentan los
geles de las electroforesis con las bandas que ampilificaron por la presencia de
cDNA de las citocinas de interés. En este tejido se observa que para ef dia 1 post-
feccién hay una mezcla de citocinas Th1/Th2 con la participacion de 3 de éstas
IL-2, IL-10 y TGF-8. La expresion de esta Ultima se mantfiene de manera mas o
menos constante a lo largo de la tase temprana concordando estos resuliados
con los obtenidos por Ihang y Tarleton {1996b). Se puede observar que la
expresion de I-2 , IL-10, IFN-y e IL-4 es transitoria y que exisie una regulacion
estrecha entre &stas, En el cuadro 10 se observa la fuente de estas citocinas para
los tiempos 15, 20 y 27 dias posi-infeccion. Al comparar estos resultados con los
controles de C. fucilge {cuadro 6) observamos que para éstos solamente se
detecto TGF-B (citocina de tipo anfi-infiamatorio) en los primeros tiempos post-
infeccion {1 y 5 dias). Asi mismo para tos controles con PBS se detecto IL-10 y TGF-

f{cuadro 8).
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En el cuadro 4 se presenta el perfil de citocinas del misculo esqueléfico,
mostrado en la figura 6 [o-g). observandose las bandos de los amplificados
comrespondientes a las citocinas detectadas.

De acverdo a lo propuesto por Hunter ef af. (1996} existe una expresién constante
de TGF-B, la cual se pudo constalar con los resultados obienidas en misculo
esquelético, detectdndose el RNAn de esta citocing el dia 2, 10 y 15 post-
infeccidn, cuya fuente fué para el dia 15 post-infeccién; células adherentes
probablemente macréfagos (cuadroil). También se detectd IL-10, ofra citocing
del tipo anti-inflamatorio para los dias 15 y 20 post-infeccion cuya fuente fue para
el dia 15. células no adherentes y para el dia 20 fueron células adherentes y no
adherentes [cuadro 11). En los condroles con C. lucilae solamente se expreso TGF-
B para el dia 2 postinfeccidn, no detectdndose ninguna citocina en dias
posteriores (cuadro 7). de forma similar no hubo deteccién de citocinas en los

confroles con PBS {cuadro 8).
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Figura 3. Curva de Paorasitemia de 5 ratones infectados con T cruzl —@-Tripomastigotes de
forma gruesa. —a- Tripomastigotes de forma delgada.
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FIG.5 Patron de las cliocinas (IFN-8, IL-2, -4, IL-10 y TGF-B) deteciadas.
en los ensayos de RT-PCR en ganglio linfalico de ratones infectados
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Cuadro 2. Patron de citocinas obtenido por RT-PCR. en piel del sitic de inoculocion
de ratones infectados con I cruzia diferentes tiempos postinfaccidn.

PIEL

CTOCHASTE 1 2 5 10 15 20 27
wmPo [lag

EFN-y - - - - - - -
IL-2 - - - - - - -
[[E) - . - - - - +
1L-10 - - - - - + -
TGF-p - - - - - + +

Cuadro 3. Patrén de citoeinas obtenido por RI-PCR, en ganglie linfético regional
de ratones infectados con I cruz a diferentes liempos post-infeccion.

GANGLIO LINFATICO

CIGGMASTE 1 2 3 10 15 20 27
PO

TNy - - - - + + -
-2 + + - - + + -
fL-4 - _ - - - - +
1i-10 + - - + + - +
TGF-p + + + + - - +
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Cuadro 4. Patrén de citocinas obtenido por RT-PCR, en musculo esquelético (gastroc-
nemiojde ratones infectados con 7. cruzia diferentes tismpos post-infeccion.

MUSCULO ESQUELETICO

COCTAsTE 1 2 5 10 15 20 27
MPQ DAA3)

TFN-y - - - - - - -
IL-2 - - - - - - -
(] - . - - - - -
-0 - - - - + + -
TGF-f - + - + + - -

Cuadro 5. Patrén de cilocings obtenido por RI-PCR. en piel del sitio de inoculacién
de ratones inoculados con C. iucioe [individuos control).

PIEL

COCRASTE 1 2 5 4] 15 20 27

IFNy _ _ _ _ R _ B

-2 - - - - - - -

IL-4 - - - - - - -

IL-10 + - - - - . -

1GFp _ - - . _ . -
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Cuodro 6. Patrdn de cilocinas obtenido por RT-PCR, en ganglio infalico regional
de ratones inoculados con C. ucioe {individuos control)

GANGLIO UNFATICO

CAOCkAsIE 1 2 5 10 15 20 27
MPO [DIAS]

IFN-y _ _ _ _ N _

-4 - - - - -

1L-10 - - - - - -

TGFp + “ + - - -

Cuadro 7. Pafrén de citocinas obtenido por RT-PCR, en Milsculo esquelético
{gastrocnemio) da ratones inocculados con €. duciiae [Individues control}.

MUSCULO ESQUELETCO

CHOCHASTE 1 2 5 10 15 20 g

MPC [O1AS)

IFN-y _ _ - - - -

-2 - - - - - -

IL-4 - - - - - -

1L-10 - - - - - -

1GF-B - + - - - -
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Cuadro B. Patrdn de citocings obtenide por RT-PCR de ratones inoculados
con PBS en los tres diferentes tejides: Piel, Misculo esquelético y Ganglio

linf&tico regional [individuos control].

FERDC-TEMPO IDUAS)CIOCINA

CONTROLES {FBS)

GANGLIO a1 1PN~

GANGLUOe 2 -

GANGLIO o5 -

PIEL el -

PiEls 2 -

MUSCULOe | -

1L-2

-4

i-10

TGF-p

© TIEMPO POSTINFECCION.
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Cuadro 9. Expresion de citocinas detectado por RT-PCR en células adherentes y no adherentes
del infiltrado celulor en piel de ratones infectados con I oz

PIEL
CELULAS ADHERENTES CELULAS NO ADHERENTES

CROCINATEMPQ 15 20 27 15 20 27
{OAAS)

{FN-y - - . - - -
-2 - - - - - -
-4 - - _ _ _ +
1L-10 - + - _ - -
TGF-p - + + - - +

Cuadro 10, Expresion de citocinas detectado por RT-PCR en células adherentes y no adherentes
en ganglio linfatico de raiones infectados con T cnug’

GANGLIO LINFATICO
CELULAS ADHERENTES CEHULAS NGO ADHERENTES

CAOCIAMEMPO 15 20 27 15 20 27
fonas)

TFN-y + + - - + -
-2 - - - + + -
IL-4 . - + - - -
IL-10 + + + + N -
TGF-f - . + - - -
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Cuadro 11. Expresion de cilocinas detectado por RI-PCR en célules adherentes y no adherentes
del infillrado celular en musculo esqulético de ratones infectados con I cnug

MUSCULO ESQUELETICO
CELULAS ADHERENTES CELULAS NO ADHERENTES
CIGCIAIENPO 15 20 27 15 20 27
IFN-y - - - - - -
1L-2 . - - - - -
It-4 - . - - - -
k-10 - + - + + -
IGFR + - - . - -




7. DISCUSION.

$e han redlizado diversos estudios en infecciones parasitarias con respecto a la
expresion de citocinas y su relacién con la polarizacion de ia respuesta inmune
Thl y Th2, como por ejemplo con Leshmanio major, donde investigadores como
Nabors J. {1997) y Van Der Heyde ef ol (1997) enire ofros, han utilizado el modelo
mutino para explicar determinados mecanismos inmunglégicos de la infeccion,
ademds de asociar la expresion de citocinas proinflamatorias que conllevan una
respuesta Th con la resistencia a la enfermedad (Mocci, 1997} y por lo tanto una
relacién entre la respuesta defectuosa o que cumenta la patogenia con la
susceptibilidad {presencia de citocinas anti- inflematorias o patrdn Th2).

Algunos de los frabajos (Gller ef al, 1997) también han relacionado este
comportamiento con el acervo genético del hospedero, es decir, dependiendo
de la cepa del modelo murino, el individuo puede generar susceptibiidad o
resistencia a la enfermedad.

Con respecto a los trabajos que se han redlizado en la enfermedad de Chagas
se ha adoptade esta misma relacion, Sin embargo, estudios como los de Zhang y
Tarteton {1996a) han descartado tal asociacién, ya que observaron que cepas
de raiones resistentes y susceptibles a la infeccion presentaron una mezcla de
citocinas Th1/Th2 en células de bazo durante las fases aguda y cronica, utiizando

técnicas inmunohistoquimicas.
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En los resultados aqui obtenidos, la expresion de citocinas en el silio de
inoculacién no pudo ponerse de manifiesto durante los primeros dias post-
infeccién (1- £20) (Cuadro 1}. En trabajos previos se observé que durante estos
dias, se lleva a cabo un proceso inflamatorio, primero debido al esfimulo
mecdanico de la inoculacidn y principalmente por la enfrada del antigeno
parasitario. Montedn ef of (1994} observaron que en ratones infectados con 7.
cruz se llevaba a cabo en el sitio de inoculacion (piel] un proceso inflamatorio
con la presencia de un infiltrado de células polimorfonucleares {PMN) al cabo de
1 hr postinfeccién, alcanzando un médxmo a las 24 hr postinfeccion,
posieriormente  estas  células  fueron reemplazadas por mononucleares,
detectando al parGsito desde los 15 minutos postinfeccién por técnicaos

hisiologicas e inmunohistoquimicas.

Sin embargo, el hecho de ne detectar la expresion de citocinas en piel durante
las dos primeras semanas hace suponer que se presenta una inmunosupresion
causada por el pardsito, como fo sugieren Kierszenbaum ef af {1994) al observar
que células polimorfonucieares de sangre periférica de humanos cultivadas con
tipomastigotes de . cruz; disminuian su produccion de citocinas como IFN- v, IL-2,
Il-4 & I-5 y Choromanski y Kuhn [1990) al observar que céluias T CD4+ de ratones
infectados con 7. cruz presentan cierto estado de anergia al no tener una funcion
dptima como células cooperadoras para activar a ias células proaucforos de
anticuerpos o células B. 7. cruzi provoca que se suprima la expresion de citocinas
pro y anti-inflamatorias, asi como del receptor para IL-2, desconociéndose los

mecanismos exactos por los que se lleva a cabo este proceso, aungue Soong y
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Tareton [1994) han propuestio que existe una supresion de factores
transcripcionales para el gen de IL-2, al observar 1a disminucion de RNAL de este
gen, se pensaba en una rapida degradacion, sin embargo, al medir el nivel de
faclores nucleares que se unen a sitios especificos de un promotor potenciador
del gen, enconitraron una disminucion, en células T y esplenccitos de ratones
infectados con 7. cruz’ al compararlos con animales normales. En este sentido los
resullados obtenidos en este trabajo, los controles pueden apoyar la idea de
inmunosupresion, ya que donde sélo  se esfimuld de forma mecdanico
{inoculacion con PBS) no se detectd la expresion de cilocings, siviendo éste
como un control del estimulo mecdnico, aungque quizds no es suficiente este
estimulo como para generar concentraciones detectables por RT-PCR de la
expresion de citocinas, puesto que para poder acluar son suficientes
concentraciones tan bajas como de 107 M (Kuby, 1994). Por obro lado también se
utilizé como control un microorganismo no parasito: Crithidia lucitoe, el cual por
pertenecer a la misma familia que I cruz, comparen antigenos de superficie,
Para esie control st se detectd la  expresion de una citocina del fipo anti-
inflamatorio: IL-10. Probablemente la expresidon de esta citocina se deba a su 7
parlicipacion en la regulacion de los macanismos inflamatorios, ocasionados por
el estimulo anligénico . aunque se esperaria detectar la presencia de RNA « 's de
citocinas proinflamatorias como IFN-y o IL-2, pero posiblemente la IL-10 estd

inhibiendo la sintesis de éstas,

Creemos que la fuente de IL-10 son macréfagos activados por el anligeno {C.

luciioe) o de células ThD, puesto que si proviniera de células T diferenciadas,

43



tendrio que existir una polarizacion hacia Th2 [las células T que producen fal
citocing), sin emborgc; por fa ausencia de Il-4 en estos controles y por la
brevedad del fiempo en que la ii-10 es producida (1 dia post-infeccion), es poco
probable que ya exista una respuesta de este tipo; considerando que ia L4
determina el desplazamiento hacia este lipo de respuesta (Brown y Hural,1997),
ademds la eliminacion de este  microorganismo es por el sistema de
complemento (dalos no mostrados) y. siendo posiblemente la causa de que ya

no se detectaran citocinas en dias posteriores debido a la eliminacién del mismo.

En hallazgos de Tomico ef of (1991) donde observaron que en ratones infectados
con I cruz mas anficuerpos anti-IFN-y tyvieron una tasa de moralidaed y
parasitemia mas altas, que los animales testigos sin el anticuerpo, a pesar de que
el indculo fue diferente {100 pardsitos para los animales con anti-IFN-y y 25,000
parasitos para los coniroles), por lo que proponen que en infecciones con 7. cruz,
se debe generar primeramente IFN-y, el cual es necesario para la actlivacidén de
célulos efectoras (principalmente  macrofagos y  posierdiormenie el
desplazamiento de la respuesta hacia Thl, dependiendo del modelo, v de otros

factores como la dosis anfigénica.

La expresion de citocings en piel de los ratones infectados con T cruzi no se
detecté sino hasta el dia 20 post-infeccion, en este caso fueron IL-10 y TGF-B,
moléculas consideradas reguladoras de la inflamacidén vy que generan o
desplazan la respuesta hacia Th2, sin embargo. at averiguar la fuente de estas
citocinas encontramos que para ombas fueron célulos adherentes, muy

probablemente macréfagos (cuadro 9). Por lo tanto todavio no hay un



desplazamiento de la respuesta hacia un perfil Th2, considerando esta posibilidad
fambién por la ausencia de IL-4. Creemos gue la respuesta inespecifica
generada en este tejido por I cruzise debe a la supresidon del pardsito en células

T cooperadoras y/o NK, como lo sugiere Choromanski y Kuhn {1990).

Seria importante conocer tas concentraciones de estas poblaciones celulares,
que como lo sefala Alberti ef ol (1996) son fa fuente principal de IFN-y, para
saber si es la supresion de la expresion, disminucion de las células productoras de
éstas o ambas [Kierszenbaum ef af, 1996} o mecanismos reguladores. Tenemos
que IL-10 y TGF-B son moléculas que suprimen la expresion de IFN-y, asi como su
actividad (Silva ef af, 1992), siendo ésta una de las causas mds probables de que
no se detecten ofras citocings, Sin embargo, en el dia 27 postinfeccién se
detectd IL-4 y TGF-B, provenientes de células T [considerando que la  fuente
principal para Ik-4 son célulos CD4+; Th2} , como se puede comoborar en el
cuadro 9 . En este caso se considera que la respuesta es de lipo Th2, asociada
como se mencionaba anteriormente con la susceptibilidad del hospedero {Silva
et al. 1992} ya que ademas han considerado la cepa BALB/c como susceplible

(Allen y Maizels, 1997).

Es importante sefalar que se ha informado que los fipomastigotes metaciclicos,
no activan a los macréfagos en experimentos realizados por Camargo et
al{1997). donde ufilizaron macréfagos murnos cullivados con  extractos
parasitarios, o los diferentes estados de desarrollo de 7. cniz determinando los
niveles de citocinas expresadas, encontraron que los fipomastigotes metaciclicos

no fueron capaces de activar o los macréfagos e inducir la sintesis de citocinas.
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Por lo tanto es posibie que la no produccion de citocinas en {os primeros dias
post-infeccion en piel pueda deberse a ello, pero si observamos una produccion
de citocinas en dias posteriores, probablemente por la activacion de célutas
efectoras inducido por los fipomastigotes sanguineos o los amastfigotes, por lo
que si relacionamos este aspecto con la curva de parasitemia vemos que  es
alirededor del dio 30 donde se detecta un mayor ndmero de pardsitos
sanguineos, siendo en su mayor porcentaje fipomastigotes de formas gruesas.
Como lo sugieren Camargo ef of {1997), éstos y los amastigotes son 1os Gnicos
estados de desancllo de 7 cruzi capaces de desencadenar la sintesis de

citocinas y la activacion de macrdfagos, en estudios in vifro.

Se ha comprobadoe en trabgjos in vifro {Silva et al 1992), que la activacién de
macréfagos desde fos primeros dias de la infeccién se debe a que son las
principales células efectoras encargadas de eliminar al pardsito y fimitar su
replicacién hasta en un 90% en la fase temprana, con la utilizacion de

tipomastigotes como antigenos.

£l indeulo puede influir en ios resultados de otros trabajos, sin embargo, en éste se
traté de aproximarse a lo que sucedeen una infeccién natural, utilizando un
indculo o dosis baja de anfigeno {1000 pardsitos en 20 pl) yo que proporciones de
parGsito-célula hospedera mayores o iguales a 2:1 pueden suprimir la respuest;J.
como 1o observd Alberti ef af [1996) en un estudio redlizado con esplenocitos de
ratén y cultivados con iipomastigotes de 7. cruz en diferentes proporciones

(pardsito-célula), donde midieron la produccion de IFN-y vy de IL-12 como



citocinas imporiantes en el control de la parasitemia en ia fase femprana de la

infeccion.

El perfil encontrado en el misculo esquelético en ratones infectados con T cruzi
resulté muy similar al de piel, sin embargo, es impertante mencionar que la
regulacion de la respuesta inmune por citocinas es un proceso local y
fuertemente compartamentalizado (Hoefakker et af, 1995), es decir, que difiere
en gran medida en cada érgano o tefido y depende de las células que lo
forman y que a lo vez participan en la defensa del organismo como lo
comprueban Zhang y Tareton {19960} anglizando el patrén de citocinas en
organos como bazo y corazdn, en dos estudios utilizoron ratones chagdsicos de
cepas resistentes y susceptibles, determinando la produccion de citocinos a
diferentes tiempos post-infeccion, encontrando que en corazdn la mayorio de 1as
células inflamatorias fueron CD8+ y en bazo CD4-CD8-TCR-ap+, por lo que el

comportamiento fue diferente en cada érgano.

Se saobe que los tripomastigotes fienen cierfo tropismo hacia las células
musculdres ( Von Kreuter,1989 ] y por lo tonto, en los primeras dias post-infeccion
donde el parGsito generalmente se encuentra en una fase de tipomastigote
metaciclico y comienza a infectar células hospederas como son macréfagos o
célulos del Sistema Reticulo Endotelial  (SRE) no provocan una induccion en la
sinfesis de citocinas de acuerdo a lo dicho antericrmente; se considera gue es
hasta la liberacion de tripomastigoles de células infectadas y su migracién hacia

este tejido cuando se lleve a cabo Ia induccién en la sintesis de citocinas.
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Las citocinas expresadas en muosculo fueron IL-10 y TGF-B [moleculas del tipo anti-
inflamatorio) (cuadro 4), cuya fuente fue: para la primera. células no adherentes o
células T (para el tiempo 20 postinfeccion también células adherentes) y para la
segunda células adherentes o presumiblemente macréfagoes, estos resultados
concuerdan con lo propuesto por Hunier et al(1996) donde sugieren que ia
expresion de TGF-p es constanie y puede actuar como un facior de virulencia por
inhibir la respuesta inmune en contra de! pardsito y favorecer su pesistencia.
Probablemente también se presenta un fenémeno de inmunosupresion generado
por el pardsito al no expresarse ninguna citocina en los primeros dias posi-

infeccion.

El patron de citocinas encontrado en el ganglio linfatico comresponde a una
mezcla de respuesta Thi/Th2. Como se observa en el cuadro 3, las primeras
citocinas en expresarse son IL-2, la cual es una citocina activadora de células T,
generalmente sintetizada por células Th1 y en menor cantidad por T CD8+, siendo
una evidencia para suponer que es un sitio de reciente activacion al comparar
estos resultados con los oblenidos en los confroles (cuadro 6 y 8). Ademds se
detectaron dos citocinas anti-inflamatorias como son: IL-10 y TGF- B, las cuales de
alguna forma pueden suprimir o expresién de la primera o viceversa, para €f
segundo dia la expresion de IL-10 no fue detectable, por lo que se piensa que la
regulacion por iL-2 generd esta condicién, cabe sefalar que la expresion de las
citocinas es inducible, por su participacion en ia modulacion de la respuesta

inmune, ademas de que sus RNA's mensajeros sintetizados son muy inestables
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{Abbas ef al.1994), por lo tanto su deteccion puede variar de un dia a ofro,

incluso de horas, explicGndose |a expresion transitoria de tal citocina.

Por otro lodo TGF-B se expresa mds o menos de forma constante ¢ o largo del
andlisis, concordando estos resultados con los obtenidos por Zhang v Tarleton
(199éb), Como se ha visto en diferentes frabajos duranie la infeccidén por I cruz
hay una intensa actlivacion de la respuesia inflamateria, por lo tanto se propone
que esta citocina moduladora de esta respuesta fiene que mantenerse a lo largo
de la infeccion para lmitar el dano tisuler. A lo largo del andlisis en ganglio
linfatico se observa que las citocinas expresadas como son: IL-2, IL-10, IFN-y e IL-4
(las cuales pertenecen a los grupos mds importantes dentro de las pro y anfi-
inflamatorias) son reguladas entre ellas mismas, es decir, cuando existe una
expresion de citocinas proinflamatorios como son: IFN-y e IL-2, no se expresan 11-4
e IL-10 {anti-inflamatorias} y viceversa, en una forma transitoria, esto quiere decir
que el patrdon Thl o Th2 no es exclusivo y por lo tanto se descarta la relacién
enfre suscepiibilidod y resistencia con un Unico patrdn de citocings, seria
interesante redlizar ensayos de RT-PCR cuontitativa para saber si se estd
generando preferencialmente un fipo de respuesia (th1/Th2) y de qué otros
factores pueda depender. En el cuadro 10 enconframos que la fuente de IL-4
fueron células adherentes, sin embargo, sabemos que la fuente principat de iL-4
son células CD4+ y en menor proporcion CD8+(Brown vy Hural, 1997, por lo tanto se

piensa en una contaminacién de células no adherentes.

El ganglio por considerarse un érgano linfatico donde hay una recirculacion de

sangre y linfa, ademds de llevarse g cabo en este sitio la generacion de unc
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respuesta especifica por la cooperacion que existe entre células Ty B para la
produccion de anticuerpos (Bellanti, 1988), presenta un panorama mas complejo
de las respuestas y mecanismos inmunoldgicos que estan sucediendo en el
momento de la infeccidn. Como se propuso anteriormente, debe existir alguna
inmunosupresion inducida por el pardsito parc la expresion de citocinas, sin
embargo, en este tejido no se puede comoborar fal hipdtesis, probablemente
debido a que en la fase muy lemprana de la infeccién donde los macréfagos se
encargan de eliminar a los parésitos y por su funcion litica, exista una liberacion
de fragmentos parasitaios que entren a la circutacién, y sean ésios los
aclivadores de células en ganglio, induciendo la sintesis de citocinas, por esta
razdn se sugiere que sean los productos excretados o secretados por el parésito o
la penefracién actliva los que causen la inmunosupresidon, como lo proponen

Kerszenbaum et af, [1996).
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8.CONCLUSIONES

1.- en tejidos como piel y misculo esquelético no hubo deteccion de la expresion
de lgs citocings analizadas en los primeros dias post-infeccion por lo tanto debe
existir una induccién de inmunosupresion por parte del parasito.

2.-En el ganglio linfatico regional, se propone que no hay un palrdn exclusivo de
citacinas, es decir, una polarizacion hacia una respuesta Thi o Th2.

3.-La expresion de las citocings, considerdndose moduladores importantes en la
respuesta inmune en la fose temprana es locat y compartamentalizada.

4-Fl acervo genélico del hospedero es importante para el desarrolio de la
patogenia en la enfermedad de Chagos.

5.-El estado de desamollo del pardsito, asi como la dosis anfigénica se consideran
de gran importancia para definir adecuadamente el perfil de la expresion de
citocinas, aproximéndose o mejor posible a lo que sucede en una infeccién

llevada a cabo de forma naiural.

51



9. PERSPECTIVAS

En la fase temprana los macréfagos tienen una funcidn fundamental en ei control
de la porasitemia y su estado de acfivaciéon [por lo tanto su capacidad litica)
pueden ser modulados por el microorganismo o sus producios, asi como por tas
citocinas producidas por el sistema inmune; existe la posibilidad de que estos
inmunomoduladores puedan ser usados como terapias para activar a los
macréfagos i sity, principalmente en el sitio de inoculacién o la barrera primaria
que atraviesa el pardsito que es la piel.

Es importanie el conocimiento del patdn de citocings en el franscurso de la
enfermedaod (/sobre todo en una tase temprana) y la defeccidon de éste
medionte métodos sensibles como RT-PCR, sin embargo. seria de gran ayuda
tener un panorama de la expresion de estas moléculas in sifu y cudles son las
poblaciones celulares que los estdn produciendo en ese momento, por lo tanto
se podrian hacer estudios simultdneos como hibridacion in sy o
inmunchistoquimica.

Es necesario tomar en cuenia los mecanismos de regulacién postranscripcionales,
fraduccionales y postraduccionales en la produccién de citocinas, por esia
razon, se sugiere gue en posteriores trabagjos haya una deteccidn de la proteina
como tal, por métodos come ELISA o Western-blot.

Asi mismo, a pesar de que la citocing se eslé expresando es necesaria también la
expresion de su receptor para que el mensaje puedo llevarse a cabo, por lo tanto
seria conveniente el andlisis de la expresién y produccion de los receptores con la

ayuda de anticuerpes monocionales o con RT- PCR i situ.
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