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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es exclusiva del continente americano. Fue descrita a
principios de este siglo ( 1909} y hasta ahora no se conoce terapéutica alguna para la
cura total de este mal. Existen grupos de investigacién en diferentes paises del continente
americano que se dedican al estudio de esta enfermedad abarcando diversos aspectes de
la misma como [o son la epidemiologia, patologia, profilaxis, diagnéstico, etc.; todos
ellos encaminados & su control y posterior erradicacion, v

En este trabajo se analizd el aislado mexicano NINOA de Trypanosoma cruzi para

conocer su comportamiento bioldgico "in vivo" en cuanto a tropismo, virulencia, formas

guineas, curva de parasitemia, etc., ademas de realizarse un estudio histologico del

proceso inflamatotio que se genera en ratones NIH al ser infectados con este aislado.

Para este {in, se obtuvo la curva de parasitemia que produce el aislado en los
ratones arriba mencionados. Se analizaron tejidos como cerebro, bazo, corazon y
misculo esquelético con la técnica histologica convenciona! de Hematoxilina-Eosina para
observar la cinética del proceso inflamatorio que se desarrollé durante la infeccion. Se
implemnentd una técnica inmunohistoquimica para la localizacion de parésitos o antigeno
parasitario en cortes por congelacion de los 6rganos ya mencionados. Esta Ultima técnica
se estandarizo desarrollando un anticuerpo policlonal contra el aislade Ninoa de
Trypanosoma cruzi en conejo, que se aplico como primer anticuerpo con el método
clasico de Peroxidasa-anti-peroxidasa ( PAP) y cn el compleje Biotina-Avidina-
peroxidasa ( ABC). El complejo ABC se aplico modificando e! usa de Avidina por
Streptoavidina, con lo cual se potencializé [a técnica amplificando la seftal generada en el
sitio de inmunorreaccion.

Los resultados que se obtuvieron, muestran que el aislado Ninoa presenta una
similitud con el Biodemo tipo IIf descrito por Andrade en 1984, esto es: es miotropico,
de virulencia baja, con formas sanguineas gruesas y pico de parasitemia alrededor de! dia

\'4



30 post-indeulo. El analisis de la cinética inflamatoria reveld un tipo de infiltrado
intersticial difuso y progresivo en mitsculo esquelético y de tipo focal perivascular y con
un pico a los 32 dias post-indculo en misculo cardiaco, ademas de un nido de
amastigotes en miisculo esquelético a los 32 y 96 dias post-inéeulo.

Los hallazgos inmunohistoquimicos mostraron la presencia de antigeno del parésito
‘en foliculos linfoides de bazo, de una manera gfadual, en los tiempos post-inoculo

observados y en fibras nerviosas de misculo esquelético a los 96 dias post-infeccian.

dal,

En este trabajo se caracteriz6 al aislado Ninoa de Tryy eruzi enun
murino. Los resultados obtenidos sugieren el uso de ratones singénicos en este tipo de
andlisis, ademis de un mayor mimero de ratones que permitan emplear técnicas
estadisticas. Por otro lado, se logré la estandarizacion de una técnica sensible y especifica
para la deteccion del parasito o antigeno del mismo, en tejidos de ratén infectado y

procesados por congelacion.



I INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad

resultado de la infeccion por un protozoario flagelado: el Tryy cruzi. Esta
enfermedad fue descrita en 190%(}). cuando en Minas Gerais, Brasil, Carlos Chagas
descubrit en la sangre de una nifia de la localidad un parésito flagelade y observo que
existen dos estados de la enfermedad. Una fase aguda y una cronica.

7 La forma infectante de 7. cruzi es el tripomastigote metaciclico, el cual es
excretado del intestino posterior del vector al momento en que éste se alimenta del
hospedero y los parasitos salen junto con las heces u orina de la chinche. Penetran al
torrente sanguineo del huésped por escarificaciones de la piel o por infeccion de las
mucosas o conjuntivas ( signo de Romaiia)(2). Posteriormente, ocurre una penetracion de
células locales en donde pasan a un estadio intracelular obligado llamado amastigote. En
esta fase, los parasitos se multiplican por fision binaria y después de cinco dias
aproximadamente, rompen las células tisulares dando origen a una nueva fase del ciclo, el
tripomastigote flagelado o sanguineo. Esta forma del parasito es muy activa y visible en
el torrente sanguinco; ademds parasita di;'ersos organos entre los cuales destacan el
corazdn, esdfago, intestino grueso y sistema nervioso periférico ( Fig.1) 3).

Los parisitos se transmiten al humano por diferentes insectos triatominos
hematdfagos con mas de 100 especies en el Continente Americano; 36 de los cuales se
relacionan directamente con el humanogg).

Existen varios ciclos vector-hospedero en la transmision del parasito: Doméstico,
Peridoméstico y Selvatico o Silvestre ( Fig. 2). El ciclo Silvestre o selvitico, ocurre
exclusivamente entre mamiferos silvestres y el vector transmisor ( triatominos de la
Familia Triatomineae). El ciclo Peridoméstico ocurre entre mamiferos domésticos o
silvestres, que habitan cerca de los habitats humanos y se relacionan o entran en contacto
con el vector hospedero, de tal suerte que estas chinches transmiten la infeccion

adquirida de mamiferos silvestres a animales domésticos como perros, gatos, etc. o,
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Fig. 1.- Ciclo de vida de Trif cruzi ( Tomado de Netter, 1988).

Fig. 2.- Ciclos de transmisién de 1a Enfermedad de Chagas.



viceversa, adquirirla de animales domésticos y retroatimentar al ciclo silvestre. El ciclo
Doméstico involucra al hombre y animales domésticos con el transmisor; aunque también
puede interactuar con los otros dos arriba explicados. La transmisidn también ocurre por
infeccién congénita o transfusion sanguinea y un incremento importante se da por la
migracion masiva del area rural a urbana en dreas endémicas de esta enfermedads).

La enfermedad es originalmente una zoonosis asociada a mamiferos selvaticos.
Para darse en el humano, éste debe habitar, en primera instancia, en condiciones
apropiadas para el desarrollo del vector: en zonas endémicas, cerca de regiones cilidas y
en pueblos marginados y de escasos recursos con presencia del vector.

Una vez que se da la parasitosis en el humano, ésta cursa por una fase aguda y una
cronica, La primera se caracteriza por niveles muy altos de parasitemia, gran cantidad de
parasitismo  tisular y clinicamente por fiebres, malestar gencral, adenomegalia,
hepatomegalia y esplenomegalia; ademas, otras manifestaciones de esta fase incluyen el
edema facial, miocarditis y meningo encefalitis, que' es fatal especialmente en nifios
pequeiios. La parasitemia se demuestra por observacion directa de parisitos en
preparaciones de sangre en fresco, frotis o xenodiagnostico ( Fig. 3). La fase aguda se
mantiene por 4 a 8 semanas y aproximadamente ¢l 10% de los casos son detectables por
su sintomatologia los cuales son, generalmente, nifios pequefios ).

La fase cronica sigue a la infeccion inicial con lesiones irreversibles después de 10
a 20 afios. Un gran porcentaje permanece asintomatico. Las formas clinicas més comunes
de esta fase incluyen una forma cardiaca, una digestiva, mixta ¢ indeterminada (fatente).
Es comin encontrar formas cardiacas que se encuentran en grupos de edad adulta (entre
20 y 40 afios de edad), que se caracterizan por presentar electrocardiogramas ( ECG)
con bloqueo completo de fa rama derecha, hemibloqueo anterior izquierdo y bloqueo
atrio ventricular asociado con crecimiento de ondas T y extrasistoles ventriculares; fallas
cardiacas y muerte stbita. Se calcula que esta forma se presenta enun 27% de personas
con infeccion cronica, Las formas digestivas se caracterizan por su movilidad dafiina,

megaesdfago y megacolon y aparecen en ¢} 3% aproximadamente de las personas



Fig. 3.- Parasito ( ts) en frotis sanguineo ( Giemsa, 1,000X).

infectadas. Las formas latentes o intermedias se presentan en la mayoria de los,pacientes
( 61% aproximadamente) y se caracterizan por no presentar sintomatologia, ECG sin
cambios ni anormalidades digestivas, pero la serologia es positiva. Las formas mixtas
incluyen la combinacion de formas cardiacas y digestivas ( 8%), ademas de haber también
formas nerviosas con lesiones neuromotoras a nivel sistema nervioso periférico(g).

Por otro lado, la enfermedad de Chagas se limita al Continente Americano y
particularmente a los paises Tropicales y Subtropicales de Latinoamérica ( Fig. 4).
Algunos datos publicados se limitan a varias partes de esta region y se estima que de 15 a
20 millones de personas en areas rurales y urbanas son infectadas por 7. cruzigyy y del 30
al 40 % de ellos desarrollan la fase cronica con manifestaciones clinicas(g).

La distribucian, frecuencia y patologia de la enfermedad varia de pais en pais y ain
dentro de cada uno. También influyen las variaciones geograficas en la frecuencia y
variaciones clinicas. La gente joven es 1a mds afectada por infeccion aguda y la adulta
padece la forma cronica de ésta. '

En casi todos los paises de América se estudian casos de la enfermedad de Chagas

y constituye ésta un grave problema de salud publica. En Brasil, Argentina, Chile,



Fig. 4.- Enfermedad de Chagas en et Continente Americanogy).

% Tripanosomlasis Americana,



Venezuela, Panamd, Costa Rica, El Salvador y Guatemala se describen muchos casos de
esta enfermedady).

Se estima que en Bolivia la incidencia de la infeccion se da en 20 mil casos por afio
debido a transfusiones sanguineas(y). En las dreas endémicas de Brasil muere ¢l 10% de
pacientes de entre 25 y 65 afios de edad por enfermedad crénica de Chagasig).

En México, el estudio de esta enfermedad se remonta a fos trabajos efectuados por
Mazzotti desde 1936 11y, sin embargo, hasta 1940 se registraron los 2 brimeros casos
humanos comprobados parasitologicamente en el municipio de Teojomulco, Oaxaca, por
Mazzotti (12) y de ahi hasta 1964 solo se conocieron 4 casos humanos comprobados,
revisados por Biagi y colaboradoresss), en diversos municipios de los estados de
Yucatén, Estado de México, Sonora, Guerrero, Oaxaca y Nayarit, incluyendo 4 casos
mas mencionados por comunicacion personal a Tay de Pérez Reyes en 1964 (14). De
1936 a 1979, se registraron un total de 148 casos de tripanosomiasis americana en
diversas localidades de 1a Republica Mexicana { Fig. 5); y de 1977 a 1988 se establecio el
diagnostico de tripanosomiasis americana en 39 sujetos estudiados en el Instituto
Nacional de Cardiblogia, Ignacio Chévez(15), con lo cual se aumento ¢l interés por esta
enfermedad y se abordaron aspectos de relevante importancia como lo son los
reservorios del pardsito y sus transmisores directos al humano.

En este sentido, se sabe que los principales reservorios naturales del parasito

detectados en la Repablica Mexi son: Didelphis marsupialis, Tlacuache; Dasypus
novemeinctus maximes, Armadillo; Canis familiaris, Perrogyy y Ratius nprvegicus,
Ratagi). En 1979, Tay y colaboradores;17y encontraron en Jalisco dos reservorios
naturales mas: Mus musculus y Scirus vulgaris (Raton y Ardilla) y reportaron resultados
negativos en Cannis familiaris ( Fig. 6). Estas especies presentan una amplia distribucion
en la Republica Mexicana, por o que se aumenta el riesgo de mantener los ciclos de
transmision, en presencia del vector infectado, en cualquier parte del territorio nacional.
Asi mismo, se trabaja ampliamente en el campo de los transmisores de este mal,

desde los trabajos de Mazzotti, Biagi y Tay, en los cuales se informa que los






insectos hemipteros de la familia Triatomineae son los tes de la tr ision de la

enfermedad. Dichos insectos se encuentran ampliamente distribuidos en México, aunque
la mayoria de ellos se ubican en 1a vertiente del Pacifico y en altitudes de 0 a 1800 metros
sobre el nivel del mar(14), lo cual indica que las zonas endémicas de la enfermedad
abarcan un gran terri'tério sobre el area nacional, pues ocupan casi 2/3 partes de Ia misma
( Figura 7).

En la Repiblica Mexicana se conocen 6 géneros de triatdminos que actilan como
transmisores de la enfermedad de Chagas: Trigfoma con 36 especies y subespecies
distribuidas en la Republica; Diperale con fa

P /2 'S

hirsuta cuspid h. is e h. kami

pecie maximus, Rhodnius prolixus;

P

Paratriatoma con las

Panstrongylus geniculatus y Eratyrus cuspidatus, estos dos ultimos en Veracruz ( Figura
8). Estos triatominos se colectan en forma silvestre, en madrigueras de animales silvestres
e incluso en casas-habitacién rurales o en el momento preciso en que se alimentan con
sangre en personas dormidasya).

Coma puede observarse, Ja enfermedad de Chagas adquiere mayor importancia a

" medida que avanza el conocimiento de su problemética y patogenicidad, ademas de todos

los aspectos que involucra una enfermedad de esta indole como lo son la clinica,
epidemiologla, distribucién, frecuencia, aspectos socio-econdmicos, etc.. Sin embargo,
algunos autores opinaron que esta enfermedad no es muy importante debido a la poca
virulencia que encontraron en algunos aislados mexicanos del parasitogysy. Salazar y
colaboradores, en 1978(1g), realizaron un trabajo comparativo de la patogenicidad de
cuatrd cepas mexicanas de 7. cruzi en ratones blancos. En este trabajo, los
resultados reflejaron que soélo en el aislado "La cruz", obtenido del transmisor Triatoma

barberi, se encontrd muy baja virulencia; pero en las tres restantes: "Santa Catarina™ y

ttad

“Zacoalco", del mismo tr isor, y "Apodaca”, obtenida de un caso humano, se
presentaron altos niveles de parasitemia que concuerdan con los hallazgos histolégicos e
incluso se reportaron dafios a nivel de sistema nervioso central e higado que son poco

oo (o]

habituales en estudios i con icanos. Asi mismo, diversos trabajos




Fig. 6. Reservorios en te Repiiblics Mesicanaytyy -
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realizados en varias localidades del territorio nacional, demuestran la importancia de esta
enfermedad, no s6lo en cuanto a mostrar su existencia, sino también, encaminados a
estudiar los ciclos de transmision del pardsitog19).
En este sentido, Goldsmith y colaboradores, en 1973(2q), informaron de algunos
" . _—

hallazgos encontrados en el estado de QOaxaca en S en

a0

donadores de sangre, en los cuales reportaron seropositividad hacia antigeno de 7. cruzi.
Montedn y colaboradores, en 1985(21), realizaron un trabajo en bancos de sangre de
varios hospitales de la Ciudad de México y zona conurbada, analizando la serologha de
los donadores, En este trabajo se esperaban resultados negativos hacia antigeno de 7.
crizi debido a las condiciones desfavorables para el desarrollo del vector transmisor; sin
embargo, s'e encontrd el 1% de seropositividad en donadores de sangre debido a la
marcada afluencia de donadores rurales hacia estos hospitales, aumentando el riesgo de
infeccion por transfusion sanguinea. De esta forma, el estudio de lo enfermedad de
Chagas comenzé a dar un giro importante en este pais, con lo cual se abarcaron ya
diferentes aspectos. En 1978, Reyes realizd una revision de esta enfermedad enfocandola
en el campo inmunoldgico. Encontrd que no existe una resistencia natural en contra del
parasito en el humano, pero si la hay adquirida al inducirse un respuesta inmune celular y
humoral ea varios mamiferos estudiados incluyendo al hombre; la fase aguda de esta
enfermedad se limita, probablemente como resultado de la respuesta inmune generada,
ademads de que la forma cronica puede ser resultado de la respuesta inmune del huésped,
y no propiamente un efecto directo del pardsito. También observo que no existe una
inmunoprofil;xis adecuada contra Ia enfermedad a pesar de estudiarse este aspecto con
muy poco éxito (22).

Actualmente, los estudios que se realizan en torno a esta enfermedad, utilizan
técnicas avanzadas como lo es la biologia molecular, en donde se elaboran trabajos
comparativos para diferenciar aislados del parisito usando el mapeo genético y la

clonacion de los mismos.
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Il. ANTECEDENTES

La jmplementacion de un método inmunocitoquimico especifico para la
demostracion de amastigotes de T. cruzi en tefido, se utilizé primeramente por Andrade y
colaborédoresug). en estudios sobre la tripanosomiasis experimental, a través de la
inmunofluorescencia indirecta (IF1). Sin embargo, a pesar de la ayuda que esta técnica
aporta en cuanto a la confirmacién de la naturaleza antigénica de muestras sometidas a la
microscopla de rutina, es necesario ayudarse de tinciones especiales para confirmar e}
hallazgo de supuestas figuras fluorescentes cuando se sospecha de parasitismo en algin
tejido y, aln en estos casos, la identificacion del pardsito se torna dificil, debido a
factores como el nivel y plano de corte que presenta el parasito y que se confunde
facilmente con algin elemento celular u otro parasito dificil de identificar, como en el
caso de Toxoplasma y Leshmania. Debido a lo anterior, se buscd un método
inmunohistoquimico sensible y especifico para la demostracion de T. cruzi en tejidos
procesados rutinariamente para microscopia de luz. La técnica de Inmunoperoxidasa, con
sus diversas modificaciones como la Peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) o el complejo
Biotina-avidina-peroxidasa (ABC), ofrece grandes ventajas sobre los sistemas
convencionales de histologia y alin sobre la inmunofluorescencia.

La inmunoperoxidasa, tienc la caracteristica de emplearse en tejidos frescos
(cortados en criostato} o en tejidos fijados en formol y embebidos en parafing, conlo cual
se aventaja en mostrar una imagen estructural muy conservada de los tejidos y, por
consiguiente, se aumenta el panorama morfoldgico; ademds, es sensible y presenta una
amplificacion de 1a sefial de hasta 10 veces més que la inmunofluorescencia. La tincion es
perdurable por largo tiempo, en comparacién con la inmunofluorescencia directa o
indirecta en la cual la tincién perdura solo por slgunos dias en condiciones de

refrigeracion ( Tabla 1).
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Tabla 1.- Comparacion entre Té

CARACTERISTICA  INMUNOFLUORESCENCIA PAP ABC

TEJIDO USADO Fresco 0 embebido Fresco 0 embebido Fresco 0 embebi
cn parafina, en parafing do en parafina

MOLECULA

GENERADORA DE deF F Peroxidasn

LA SENAL.

DURACION DE LA 10a20diasen P F

SENAL refrigeracién

MANEJO DE Delicado Normal Normal

LAMINILLAS

EQUIPO USADO Microscopio éptico Mi pia dptico Mi

PARA SU con Luz U.V. 6éptico

OBSERVACION

OBSERVACION Estructuras opacas y seflal Y

DE ESTRUCTURAS  ydifusas bien definidas seilal  definidas |

Y SENAL Sedial nitida. y nitidas.

COLORANTES Azul de Evans Cualquier Cualquier

CONTRASTANTES contraste contrastc.

SENSIBILIDAD HH -+ -

AMPLIFICACION

DE LA SENAL + + +H+

Asf pues, varios autores recurren a la inmunoperoxidasa para investigar mis
aspectos a cerca de la enfermedad de Chagas, ya sea en trabajos de investigacion basica o

en técnicas para apoyar el diagnostico de esta enfermedad en el humano

pararon dos pr dimi s inmunohistoqui

En 1983, Croker y Kuhn(2y)
para la deteccidon de Trypanosoma cruzi en tejidos de raton con enfermedad chagésica
experimental: Peroxidasa anti-peroxidasa (PAP) y el complejo Biotina Avidina-
peroxidasa (ABC) (Fig. 9). En este trabajo, se resalta la importancia de las técnicas

f

inmunohi y las jas que se obtienen de ellas en la basqueda de pardsitos,
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N2
N

suﬂrnU

PAP ABC

Fig. 9.- Esq izacién de los si PAP y ABC modificado. ( Ag) antigeno;
{ €) enzima; { b) Biotina; ( S} Streptoavidina; ( Tej.) Tejido.

como este hemoflagelado, en comparacion con las técnicas histolégicas convencionales
de hematoxilina-eosina; ademas, se observa que ¢l complejo ABC es mas sensible que la
técnica de PAP, ya que se pueden emplear altas diluciones de! antisuero para detectar no
solo agregados del pardsito, sino también a individuos sislados o antigeno del parasito
depositado en alguna estructura tisular. Asf pues, con estas técnicas se observa una gran
especificidad de la reaccidn, con la cual se tiene la certeza de mostrar al parasito o
fragmentos de él en ausencia de inflamacion e incluso en lesiones con gran infiltrado
inflamatorio en las que puede ser dificil su hallazgo. Por otro lado, también detectan
cuales son los daflos por efecto directo del pardsito y cuales aparecen como efectos o
causas secundarias por toxinas, shock, debilitacion crénica o enfermedad autoinmune.
Barbosa, en 1985(2s), utilizo tejidos de pacientes chagasicos cronicas y de animales en la
fase aguda de la enfermedad embebidos en parafina para probar el método PAP con
antisueros especificos producidos en conejo contra las cepas Y, CL y Emestina de 7.

cruzi como primeros anticuerpos y como control positivo cultivos de macrofagos
15



r d.

peritoneales de ratén i con trig igotes de las mi cepas y que 2 dias

después presentaron gran nimero de amastigotes intracelulares. Como controles
negativos usé estod mismos amastigotes intracelulares tratados con suero normal de
conejo como primer"nnticuerpo. En este trabajo, se logré evidenciar amastigotes con un
alto grado de especificidad y nitido contraste con las estructuras circunvecinas en todos
los tejidos tratados con los antisueros contra las tres cepas del parasito; ademas, se
observd facilmente a amastigotes aislados o formando nidos con bajos aumentos del
microscopio éptico { 80X), lo cual facilita la bisqueda del parasito y reduce ¢l niimero de

laminillas estudiadas para el diagnéstico. Por otro lado, las diferentes cepas de

Trypancsoma cruzi utilizadas, mostraron ser antigéni jantes, al presentar el
mismo patrén de tincién en todos los casos, lo cual sugiere que estas cepas comparten
algiin componente antigénico especifico de el parsito, al igual que ocurre al emplear
anticuerpos policlonales en la biisqueda de Leshmania(ag). En 1986, el mismo Barbosa
y colaboradores(z7) retomaron este método pata aplicarlo en tres autopsias con muerte
por Cardiopatia Chagisica Cronica y realizaron un estudio comparativo entre el método
convencional de Hematoxilina-eosina ( H-E) y la PAP en cortes seriados de corazén
fijados en formol e incluidos en parafina. Como controles positivos usaron teji;ios de
raton infectado con la cepa Y del parisito que disecaron en la fase aguda de la
enfermedad. Como control negativo, trataron a estos tejidos de ratén con suero normal
de conejo como primer anticuerpo; o amortiguador de fosfatos salino, como blanco. Al
analizar sus resultados observaron, por ¢l método de H-E, un nido de amastigotes por
cada veinte cortes revisados con una seguridad del 100 %; en cambio, con la PAP,
visualizaron mas de un nido por corte con la misma seguridad que el otro método, con lo
cual corroboraron las ventajas que ofrece la PAP en cuanto a la identificacion y
cuantificacién del p;uésito “in situ”. Sin embargo, Morales y Miley, en 1987(28),
realizaron un estudio comparativo entre diferentes técnicas para diagnosticar la
miocarditis chagasaica cronica en modelo murino, como lo son la electrocardiografia,

microscopia de luz ( H-E), inmunoflucrescencia directa ( IFD) e indirecta ( IFI) y la
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inmunoperoxidasa. Utilizaron ratones inoculados con entre 10 y 105 tripomastigotes de
la cepa Tulahuén de Trypanosoma cruzi y los sacrificaron a 6 y 9 meses post-in6eulo.
Tomaron los regisiros electrocardiograficos antes del sacrificio y disecaron corazén y
missculo esquelético para el procesamiento y aplicacién de las demas téenicas, Después
de analizar sus ;esultados, llegaron a la conclusidon de que los registros
electrocardiogrificos y |8 microscopia de luz ‘son las técnicas por las cuales demuestran
mas cambios patolégicos y, por tanto, son las mas adecuadas para establecer el grado de
dafio en la enfennedad.de Chagas crénicnv. La inmunofluerescencia y la inmunoperoxidasa

en misculo

son > y no tanto en corazon. Por otro lado, al

comparar las técnicas entre si, concluyeron que ambas técnicas inmunolégicas ( IF1 y
PAP) mostraron una gran correlacion con los hallazgos patolégicos evidenciados por
ECG y corroborados por microscopia de luz.

Por otro lado, la caracterizacion biologica de aislados de 7. cruzi es importante
debido a que existen variaciones epidemiologicas y clinicas que se relacionan con las
diferencias existentes en los aislados o subpoblaciones del parasito, ademds de su
prevalencia en ciertos oOrganos y tejidos. Asi pues, Andradeiq), en una reunién
internacional de investigadores sobre esta enfermedad realizada en 1985 en Panamd,

disefid un protocolo comun en el que se adoptaron métodos estandarizados para la

ool F

y anlisis epidemiologico que determinaran la asociacion entre cepas de T
cruzi 'y variedad clinica y geogréfica en la enfermedad de Chagas. De esta forma, la
caracten'zac.ién morfologica y funcional de las cepas de 7. cruzi se estudia en modelos "in
vivo", tomando en cuenta como parametros: la morfologia del parisito, induccién de
parasitemia ( pico de parasitemia), rangos de multiplicacién ( curva de parasitemia) y
patogenicidad ( mortalidad y tropismo); con lo cual se construyeron tres patrones
diferentes o Biodemos que tipifican diferentes tipos de cepas ( Tabla 2), Este tipo de
clasificacién ayuda a identificar con mayor rapidez a los difercntes aislados, aunque de
una manera general. Sin embargo, actualmente se realizan trabajos mds finos

encaminados a la caracterizacion y clasificacion de este parasito en diferentes
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subpoblaciones, al usar anilisis de restriccidn de endonucleasas del DNA ubicado en los

icirculos del cinetopl, del parasitogzy v andlisis i imaticos ( zimodemos)
como una herramienta mas en este quehacer. De esta manera, se cred un protocolo de
anlisis rapido en fragmentos del DNA de los minicirculos del cinetoplasto de T. cruzi
que se usa rutinariamente en el depanamemo de Bioquimica y Biologia Molecular del

Instituto FIO CRUZ en Rio de Janeiro, Brazil, con el cual se detectd, en ratones y de

Tabla 2.- BIODEMOS 35,

CARACTERISTICA TIPO I TIPO I TIFO N
PARASITEMIA Alla Media Baj

PICO DE PARASITEMIA

(DIAS POSTINOCULO) 9-10 1220 20-30
MORTALIDAD 100 % 40% 10%
FORMAS SANGUINEAS Delgadas Anchas Gruesas
TROPISMO A pi Miotropi Miotrépica
VIRULENCIA Al Media Baja
PROTOTIPO Y, Berenice CL MR,

( CEPAS) Peruviana 12F Colombiana
ZIMODEMO 71,22, 23 p2) Z1
SUSCEPTIBILIDAD CON

NIFURTIMAX Y 50-100% 0-100% 0-20%
BENZNIDAZOLE

COMPORTAMIENTO EN

RATON SINGENICO (Balb/c) pii i Susceptibte

manera experimental, 1a coexistencia de infeccion mezclada con cepas diferentes (Y y T)
y en el cual observaron que el proceso de aislado del parésito influye en el tipo de cepa

que prevalezca en la composicion final de la mezcla de las mismas3 ).
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Por otro lado, se compararon los patrones biodemicos e isoenzimaticos en distintas
poblaciones de pardsitos en Bambui ( Minas Gerais, Brazil), en los cuales se encontrd
que algunos zymodemos pueden ser compatibles con cierto tipo de biodemo, pero en
forma individual, cada zymodemo se comporta de manera diferente y puede compartir

isticas biodémicas combinadas, con lo cual se cred la necesidad de incluir anélisis

isoenziméticos y de secuenciacion de nucledtidos del DNA del cinetoplasto de 7, cruzi
para tener una base cientifica bien apoyada en la clasificacion de subpoblaciones del
pardsito, asi como de caracterizar perfectamente a los aislados que comunmente se
emplean en los laboratorios de investigacién bisica y tener, ademss, un centro de
referencia que sea confiable. En este sentido, y usando la clasificacién de Andrade por
Biodemos junto con ensayos inmunolégicos y moleculares, se elaboraron varios trabajos
que caracterizan, tanto aislados de parasitos, como clonas de cepas ya documentadas
como la Y o Peruviana de alta infectividad en ratones(3z,33,34), o también aislados
provenientes de animales silvestres(35,36,37). En cuanto a los aislados mexicanos, se sabe
que presentan una marcada heterogeneidad en diversas propiedades bioldgicas; sin
embargo, son pocos los trabajos que se generan al respecto. Asi pues, la comunidad
cientifica de investigadores mexicanos dedicados al estudio de esta enfermedad, hacen
esfiterzos para unificar criterios en reuniones nacionales que abarcan diferentes puntos de
estudio en tomo a este mal, De tal modo, en la III Reunién Nacional de Chagas,
celebrada en el Instituto Nacional de Cardiologia " Ignacio Chavez" en Octubre de
199238), se presentaron cuatro trabajos que tratan de la importancia de clasificar y
tipificar aislados mexicanos de 7. cruzi. Pérez Reyes3g) mostré |a semejante infectividad
obtenida con tripomastigotes metaciclicos derivados del vector y de medios de cultivo, al
usar el aislado CID de T. cruzi ( caso humano de Qaxaca), mientras que un grupo del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, realiz tres tipos de estudios.
Hemindez4py amalizd, a nivel molecular, el polimorfismo de aislados mexicanos
comparandolos con cepas referidas de Sudamérica al usar variaciones iscenziméticas y

. polimorfismos en los espaciadores no transcritos del DNA ribosomal de los mismos y
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encontrar correlacion entre el polimorfismo y el area geografica en donde se colecté el
aislado. Por otro lado, Espinosayy, del mismo centro de investigacién, caracterizo

bioquimicamente, a nivel pr , a los de los aislados C4 y NINOA,

encontrando heterogeneidad a este nivel y, en el aislado NINOA, una actividad

enzimatica que abarcé un amplio rango de pH, lo que posibl facilite la ia del
pardsito en los diferentes microambientes que suele parasitar. A nivel de
metaciclogénesis, Lopez Olmos sy analizé la metamorfosis del parésito “in vitro" en los
aislados Z21 y NINOA de T. cruzi y obtuvo resultados diferentes en la transformacion
del pardsito entre cada aislado al usar diferentes medios inductores de metaciclogénesis.

Por otro lado, existen algunos articulos que describen cualitativamente los tipos
celulares de las lesiones con infiltrado inflamatorio en el humanos 444546y y en Ia
enfermedad de Chagas experimental(47,45,49). Sin embargo, se conoce muy poco de la
cinética del desarrollo de estas lesiones inflamatorias, pues en la mayoria de los articulos
se reporta el nomero de los diferentes tipos de células inflamatorias en lesiones
miocardicas de pacientes Chagdsicos(sp) y se define la composicion de infiltrados
celulares en lesiones con diversos grados de gravedad; pero no se hacen conclusiones a
cerca de la cinética del proceso inflamatorio, debido a que se desconoce el tiempo exacto
del inicio de la infeccion al trabajar con casos humanos.

Molina y Kierszenbaum, en 19885, utilizaron un modelo murino para examinar la
cinética del desarrollo de lesiones inflamatorias en masculo y miocardio en la infeccion

experimental con 7. cruzi. Usaron ratones blancos Cri-CD-I(ICR)BR de cuatro semanas

de edad para la produccién de parasitos de la cepa Tulahuén y CBA/J singéni

de la misma édad para los estudios histologicos. En dicho experimento infectaron a los
ratones por via intraperitoneal con 20,000 trypomastigotes metaciclicos y los ratones
control con medio de cultivo RPMI-1640, Sacrificaron 6 ratones infectados y 4 control a
diferentes tiempos postinfeccion para su anélisis histoldgico y disecaron de los mismos:
corazén, misculo cuadriceps femoral y musculo gastronemio. Los resultados que

obtuvieron en este trabajo, revelan que las células mononucleares (MNC) son las
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a 1

primeras células i e incr a medida que se agravan

rias que se acus
las lesiones tanto en miocardio como en musculo esquelético y posteriormente aparecen
los neutrofilos. Esto propone que las MNC pueden montar una respuesta inmunologica
contra el parasito al reclutar neutrofilos, despucs de participar en la limpieza de parasitos
y trozos de tejido; sugiriendo entonces que los neutréfilos contribuyen al dafio tisular.
También observaron que el nimero de células inflamatorias aumenté con respecto a la
gravedad de la lesion, lo cual sugiere la utilizacion de estas células para evaluar la
gravedad de la lesion en términos numéricos; aunque entonces se deba hacer un estudio
mis detallado de 1a cinética de inflamacion con tiempos de observacién mas cortos para
poder obtener mayor numero de datos y el estudio sea mas confiable.

Por otro lado, los dafios causados en la fase aguda de la enfermedad son explicados
por la presencia del parasito en tejido. Sin embargo, en la fase cronica la patogénesis es
dificil de explicar, pues el daflo celular se asocia a infiltrado linfocitario sin presencia del
parésito;sz_é;,, por lo cual se generan varias hipotesis que tratan de explicar este
fendmeno. Una de ellas propone un mecanismo patolégico llamado Toxigénico, en la
cual se postula que el parasito puede liberar ciertas toxinas que causan dafio neuronal(s3).
En 1974, Koberle(ss) propuso que el dafio a tejido es causado indirectamente por el
parésito en la fase cronica. Ribeiro Dos Santos en 1980 y 1981¢55,56,57), realizé una serie
de experimentos con cultivos celulares de mamiferos (cardiocitos), a los cuales infectd
con tripomastigotes sanguineos de 7. cruzi durante 24 horas, Lavo los cultivos y los
mantuvo viables para medir, a diferentes tiempos, la presencia de antigenos asociados a la
membrana de estos por IFL. En dicho experimento, encontrd la presencia de antigeno
parasitario en fa membrana de cardiocitos parasitados y no parasitados desde las 96 horas
post-indculo hasta la finalizacion del experimento (dia 10 post-indeulo). Estos resultados
indican la presencia de antigenos solubles en el medio que pueden adsorberse a la
superficie de las células, con lo cual se propone que el dafio sc produce por
hipersensibilidad en los tejidos involucrados. Posteriormente, en un estudio mas completo

realizado en 1985, Araujo(ss) encontr antigeno en la membrana de células infectadas y

21



no infectadas, asi como también que una poblacion rica en linfocitos T de ratén infectado
con T. cruzi, fue capaz de reconocer antigeno adsorbide en la superficie de células
parasitadas y no parasitadas y destruirlas. Esto sugiere que la hipersensibilidad es un
mecanismo accesorio de [a patogénesis y no la iinica o principal causa de daio. Asi

PRI

mismo, existen diversos trabajos inados a el ismo de pat
p

de esta enfermedad que usan modelos murinos de diversas susceptibilidades a 1a infeccion

por T. cruzi, por ejemplo: Gonzdlez y colaboradores en 1987(sg), emplearon ratones

Rockland que presentan parasitemia persi y €scaso: igotes en tejido cuando

P

se infectan con 7. cruzi. Encontraron miositis y neuritis intramuscular con

desinervaciones a los 4 y 12 meses postinfeccion, con un p de reinervacion lento
que indica la presencia de un mecanismo de homeostasis dentro de la patogenia de esta -

enfermedad.

Otro ismo de patogenicidad dentro de ésta enfermedad, el Autoinmune,
sugiere que puede existir un tipo de reactividad cruzada entre antigenos del pardsito y del
huésped. Este mecanismo to propuso Cossio (60,61) cuando, en 1974, encontré un tipo de
anticuerpos, en sueros de chagisicos, capaces de tener reactividad hacia endotelio de
vasos sanguineos, intersticio y endocardio. Este tipo de anticuerpos, a los cuales
denomind EVI, fuefon analizados por IFI en higado y corazén de humano, bovino y
raton, resultando positivos en 24 de 25 pacientes chagisicos. Sin embargo, estudios
posteriores basados en este concepto de auto}nmunidad, demostraron que los anticuerpos
"EVI" no son caracteristicos de la enfermedad de Chagas, pues también se encontraron
en otro tipo de enfermedades e incluso en un 2% de individuos sanos (62).

En esté sentido, Khoury y colaboradores, en 1983 (63), reportaron la naturaleza
heterofilica de los anticuerpos EVI, pues estos presentaron reactividad sélo hacia tejidos
animales y no hacia tejido cardiaco humano, ademas de que esta reactividad se perdia al
adsorber los sueros con eritrocitos, extracto de higado y rifion de cobayo. En 1984,
Bordag4) encontrd que la IgG de individuos chagisicos asintomaticos, estimulaba la

tension y frecuencia de la contraccion del atrio de la rata. La reactividad disminuia at
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adsorber el suero con eritrocitos de guajolote, que son ricos en adrenorreceptores p-1; y
al adsorber con eritrocitos de cobayo no habia pérdida de la reactividad, por lo cual,

s m

P de los EVI y tal vez participaban como

estos icuerpos eran

bloqueadores "naturales” B-1 adrenérgicos; aunque ahora se pone en duda su
participacion en la patogenia chagésica, pues dafian la funcién cardiaca, pero provienen

* de individuos chagésicos asi iticos. Gattass y colaboradores(ss) dudaron de la teoria

autoinmune de daflo tisular en la enfermedad de Chagas, al inmwunizar ratones con

fracciones de

p igotes y tripo de distintas cepas de T. cruzi
para obtener linfocitos T y realizar un ensayo celular proliferativo en presencia de células
accesorias de raton singénico normal irradiado. Utilizaron como antigenos fas distintas
fracciones del parasito y tejido cardiaco de ratones sanos singénicos e isogénicos. EHlos
encontraron incorporacién de Timidina tritiada cuando usaron como antigeno tanto las
fracciones de 7. cruzi, como el extracto de tejido cardiaco isogénico y concluyeron que

la reactividad hacia antigenos de corazén es un efecto aloreactivo mas que una respuesta

autoi contra estr as propias, ademds enfatizaron la importancia de emplear
animales singénicos para estudios que comprueben autoinmunidad.

Como se puede observar, es de suma importancia Ja caracterizacion de los aislados
mexicanos de 7. cruzi, para conocer mas a cerca de la enfermedad de Chagas. Es por
esto que, en el presente estudio, se trabajo con el aislado mexicano NINOA, debido a fa
amplia utilizacién de dicho aislado en la realizacion de trabajos de investigacion basica y

clinica en diversos centros de investigacion.
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IIl. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es: caracterizar "in-vivo" al aislado mexicano NINOA de

P 1 hat,

Tripanosoma cruzi. Estandarizar una técnica i histoq que

ayude a detectar al parasito o antigeno del mismo e inferir algunos mecanismos de
patogenicidad de esta enfermedad, mediante ¢l analisis de la cinética del proceso

inflamatorio observado por microscopia de luz,
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. PARASITOS
IV.L1 Cultivo de Parisitos:

Se utiliz6 el aislado NINOA de Trypanosoma cruzi. Dicho aistado se obtuvo de un
caso Chagasico agudo en el estado de Oaxaca ( donado por el Dr. Méximo Cortés de la
EN.C.B. del LP.N.) y se mantuvo en medio de cultivo bifasico de Infusién de corazon y
cerebro (BHI) enriquecido con 10% final de Suero Fetal Bovino (SFB) y Solucién salina

al 0.85% como fase liquida. El agar se prepard como sigue:

BHI 37 g
Agar Nutritivo . 23 g
Dextrosa 1.0 g
Aguadestilada 1000 ml.

El meaio de cultivo, 1a solucion salina y el material de vidrio, como pipetas pastéur
y pipetas seroldgicas, se esterilizd en autoclave por calor himedo a 15 lbs. de presién
durante 15 minutos y enfriamiento lento ( Apéndice 1).

Los parasitos se resembraron cada 10 dias en medios de cultivo nuevos,

observando entre cada resiembra su viabilidad y estado axénico por medio de

microscopia éptica ( Apéndice 2).
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IV.1.2 Seguimiento del aislado en ratén:

Se obtuvieron tripomastigotes metaciclicos en medios de cultivo de 2 a 3 semanas
de edad de 1a siguiente manera; se homogenizé y decanto la fase liquida del medio de
cultivo en tubos de plistico estériles para centrifugacién. Se centrifugaron a 3000 g

durante 10 mi Se d 6 ¢l sobrenadante y se pendio el boton con 2 ml de

suero normal de ratén o humano para inocular a 4 ratones NIH con 0.5 mi de esta mezcla

A

por via intra peritoneal. E! nimero de tri igotes inoculados fue aprc

de 1 X 106, Después de un mes post-infeccion, se verifico la presencia del parasito en
sangre periferica del ratén por observacién directa, en preparaciones en fresco, vistas al
microscopio optico.

Se mantuvo la infeccién en ratén al tomar una muestra de sangre de raton
infectado, por puncién cardiaca, e inocular aproximadamente de 1 X 104 a 1 X 105
tripomastigotes sanguineos a raton sano, por via intraperitoneal, Esto mismo se realizdé

periddicamente cada mes.

IV.1.3 Determinacitn de la parasitemia:

Se obtuvie trip ig gui de sangre periférica de raton, para
infectar a 8 ratones NIH con aproximadamente 50 mil parasitos via intraperitoneal.
Se tofmd una muestra de sangre de la cola de cada uno de estos ratones a los sicte

dias post-infeccion, con el fin de contar el niimero de parasitos por mililitro de sangre en

1

camara de Ni ol itémetro(ee) { Apéndice 3).
Se procedio a realizar un muestreo igual al anterior: con un intervalo de 2 a 3 dias

entre ellos para construir {a curva de parasitemia de este aistado.
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IV.II. OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI-Trypanosoma cruzi:
IV.IL1 Obtencién de antigeno de T. cruzi

Se utilizaron epimastigotes de cultivo del aislado Ninoa de 7. cruzi de

aproximad 2 de crecimiento, los cuales se concentraron por

- centrifugacién a 3000 g durante 10 minutos. Se decantd el sobrenadante y el botén se

lavd 3 veces con amortiguador de fosfatos salino (PBS 10mM pH=7.2), por

p y centrifugacion de éste a la misma velocidad y tiempo anterior.
Posteriormente, se procedi6 a Ia sonicacion de los parasitos agregando, al concentrado,
inhibidores de proteasas ( Fenil-metil-sulfonil fluoruro {PMSF} SmM en alcohol
isopropilico al 7%, Ac. e-aminocapridico 10mM en PBS y Acido Etilen-
diaminotetracético {EDTA} 10mM en PBS)67,68). La sonicacion se realizd en cama de
hielo y a 100 watts por 10 segundos, de 5 a 7 veces, con sonicador Lab-sonic modelo 15-
10 de Braun. EI término de la sonicacion se determind cuando no se encontraron

pardsitos completos a la observacion en el microscopio dptico.

IV.IL.2 Inmunizacién de conejos y purificacién de anticuerpo.

Se inoculd un conejo adulto con antigeno completo de 7. cruzi ( 100 pg de
proteina en cada ganglio popliteo en presencia de adyuvante completo de Freud).
Después de un mes post-inbculo, se reestimulod el sistema inmune del animal por
inoculacion- subcutdnea con antigeno del parasitc (Img) mas ! ml. de adyuvante

incompleto de Freud. Este tipo de inéculo se aplicd en tres ocasiones més cada 15
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dias(gg). Después de tres semanas det Gltimo estimulo, se tomé una muestra de sangre del
conejo para titular el anticuerpo generado por éste, con la técnica de Inmuno difusion
doblecz0) (Apéndice 4). Una vez que se alcanzd un titulo del anticuerpo de 1:16, se
procedié a sangrar a el animal por puncién cardiaca para obtener el mayor volumen de
sangre posible, la cual se centrifugd a 3000 g por 10 minutos para obtener el suero. La
purificacion del anticuerpo asi generado, se realizo por el método de precipitacion de
proteinas con solucion saturada de sulfato de amoniog7()( Apéndice 5), para obtener
inmunoglobulinas clase G de conejo anti-Trypanosoma cruzi; y cromatografia en
columna por intercambio iénico (71) con DEAE-52 celulosa ( Apéndice 6).
Posteriormente se procedio a la deteccidn y cuantificacion de la concentracion de

proteinas por el método U.V. 280 nm y Lowry (72) (Apéndice 7).
IV.IIL HISTOLOGIA

Se .utilizaron ratones hembras de la cepa NIH ( no singénica), adultos, de
aproximadamente 30g. de peso en todos los ensayos.

Como control negativo se usaron 8 ratones sanos inoculados con su misma sangre
por via intraperitoneal. Otros 8 ratones sarios se inocularon por la misma via con 50,000

parésitos aproximadamente del aislado NINOA ( trip igote ineos), obtenido:

de ratones infectados.
Todos los ratones se sacrificaron por parejas a diferentes tiempos post-inoculo
(16, 32, 48 y 96 dias), de los cuales se disectd: cerebro, bazo, corazon y miisculo
esquelético estriado de la pata posterior derecha de cada ratén, Dichos organos se
procesaron individualmente para microscopia de luz y para hacer cortes por congelacién
( en fresco).
Se usaron los métodos convencionales de histologia para el proceso de los tejidos
para microscopia de luz. Se utilizo la técnica de Hematixilina-eosina(73) para tefiir los

tejidos y observar su patron morfolégico ( Apéndice 8).
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Para detectar la presencia del parésito o antigeno del mismo en cada 6rgano, se
empled la técnica inmunohistoquimica de peroxidasa de rabano(zsy y el complejo
Streptavidina-Biotina-peroxidasa7s). Se utilizo, como primer anticuerpo, el suero
hiperinmune de conejo anti- 7. cruzi conjugado con peroxidasa para el primer caso. En ¢l
segundo caso, el suero hiperinmune de conejo anti-T. cruzi fue seguido por un segundo
anticuerpo de cabra biotinado anti-conejo y el conjugado Streptoavidina-peroxidasa. En
ambas técnicas se usé como cromogeno el sustrato Aminoetil-carbazol y se contrastaron

los tejidos con hematoxiling de Harris (Apéndice 9).

IV.IL1 Estandarizacién

izar las té »quinii se utilizaron laminillas con

q

Para

epimastigotes de T. cruzi fijados con una mezcla 1:2 de metanol al 70% y Acetona
respectivamente, durante 10 minutos; cortes por congelacion a 4 pm de corazdn de ratén
sano ¢ infectado y frotis sanguineos de humano sano. Estos dltimos sirvieron como
control de especificidad y del bloqueo de peroxidasa endogena, la cual se controlé al
tratar las muestras con H202 ( Perdxido de Hidrogeno) al 3% en Metanol Absoluto.

En cada ensayo realizado, se utilizo una laminilla de frotis sanguineo humano como
control de bloqueo de peroxidasa enddgena, tres laminillas con epimastigotes de 7. cruzi,
de las cuales una se traté con PBS 10 mM pH= 7.2; otra, con suero normal de conejo al
1% en el mismo amortiguador y la Gltima, con suero hiperinmune de conejo anti-T. cruzi
dituido en el mismo amortiguador, como primer anticuerpo. Las diluciones empleadas del
primer anticuerpo fueron: 1:40, 1:30 y 1:200, .

La aplicacion de la técnica ABC se realizo con un equipo comercial para primer
anticuerpo de conejo ( ZYMED Histostain-sp. Cat. No. 95-6543), con el sistema de
streptoavidina-biotina-peroxidasa. Se realizaron los mismos ensayos que con la técnica
PAP, probando las siguientes diluciones del primer anticuerpo: 1:1000, 1:5000 y
1:10000.
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V. RESULTADOS
V.1, PARASITOS
V.L1 Cultivo de pardsitos.

Los parasitos cultivados "in vitro", se i viables d el tiempo de

experimentacion. Se noté claramente ¢l cambio de estadio de epimastigote a
tripomastigote metaciclico { Lamina I, figura 10), en cuanto a la forma y motilidad del

Los epimastigotes se observaron gruesos y lentos y los tripomastigotes

org ¥

metaciclicos, delgados y muy activos.

V.L2 Seguimiento det aislado en ratén.

Se detectd 1a presencia del parasito en frotis de sangre periférica de ratén a 250 y

400 aumentos { Lamina 1, figura 11). Se notd una gran motilidad y forma alargada

caracteristica del tripomastigote sanguineo, el cual resiste a 1a destruccidn por activacion
de 1a via alterna del complemento(zg 77).

Una vez comprobada a presencia del tripomastigote sanguineo en las muestras

de sangre periférica, se mantuvo la infeccion en ratén por inoculacién intraperitoneal de

0.5 ml. de sangre infectada tomada por puncidn cardiaca de hagdsico:

=l
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V.1.3 Parasitemia

Para construir }a curva de parasitemia de! aislado Ninoa de 7. cruzi, se realizaron
muestreos seriados de cuatro ratones a la vez y a diferentes tiempos, para después
obtener la media de estos valores y poderlos graficar.

La Tabla 3 presenta los resultados que se obtuvieron por ratén infectado y
muestreado a diferentes tiempos post-indeulo. Existen diferencias en el nimero de
parésitos detectados en cada raton a un mismo tiempo de muestreo. Estas diferencias
indican que el parésito aislado se comporta de manera diferente a nivel individual, o que

existen variaci por ; sin embargo, el comportamiento que se

observa a través del tiempo, también en forma individual, es semejante, pues aumenta el
nimero de parasitos en cada raton con respecto al tiempo post-indculo hasta cierto nivel

de parasitemia, presenta un decremento de aproximad fa mitad y después decrece

rhpidamente hasta no detectarse parasitos circulantes. (Fig. 12)

En fa Tabla 4 se resumen los datos que se obtuvieron en promedio del grupo de
ratones que se describen arriba. Se observa que el nimero de pardsitos se duplica
progresivamente en cada tiempo post-indculo analizado, hasta el dia 20

oond

p tuego p un aumento mas lento hasta ef dia 27 post-indculo; se

duplican nuevamente y Hegan a su miximo crecimiento al dia 31 post-indculo, para
decrecer en un tercio de su nimero en el dia 34 post-indculo. Presentan una fase
estacionaria de 4 dias y cae la parasitemia rdpidamente del dia 41 al 48 post-indculo. Sin
embargo, al analizar el error estandard que presentan estos datos, se observa una gran
dispersion de los mismos, sobre todo en el pico de parasitemia y en los dias 38 y 41 post-
indculo, En este ultimo, el error estandard es de casi 100,000 parésitos.

En la figura 13 se grafican los datos de 1a tabla 4. En esta figura se observa
claramente la gran dispersion de datos que refleja el ervor estandard caleulado para cada
tiempo post-inoculo analizado. Se observa que el pico de parasitemia fluctia entre 250 y

350 mil parasitos circulantes al mes post-indculo en ratones NIH.
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Tabla 3.- Parasitemia por Ratén.
( Parésitos por 10%/ml.)
Dias Ratén 1 Ratén 2 Ratén 3 Ratén 4
Postinbeulo
7 2 2.5 2 0
11 2 25 2 3
14 2.5 6.25 2.5 10
17 4 10 6.25 15
20 6.25 10 15 212
24 6.25 8.75 112 225
27 . 18 21 13.5 165
kil 21 27 27 45
M4 18 18 18 26
38 30 10 21 24
41 16.5 4.5 43.5 3
45 4.5 1.5 16.5 4.5
48 0 0 4.5 0
lﬁg. 12.- Parasitemia por Ratén ( NlNOA).I
a5 -
40 4
38 4
Bl
E | —&—Ratén 1
26 4
w ——Ratén 2
é 20 L | —&— Ratén 3
K} | —>€—Ratén 4
a 18 L
]
10 4
5 4
o + + +
o 10 20 30 40 §0

Dias postindculo.
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Tabla 4.- Parasitemia promedio.
( Parasitos por 104/ml.)

Dias postinéeulo Promedio +
7 1.62
11 2.3
14 531
17 8.81
20 1123
i 1217
27 1728
31 30
M 20
38 2128
4 16.87
45 6.7
48 ) 1.12

ES.

0.55
0.24

24
34
3.58
1.56
52

4,19
2.4

332
1,12

E.S. = Error estandard = Desviacién estandard

Parisitos X 104/mlL

40

38

Y Nomero de raloncs

Fig. 13.- Parasitemia Promedio ( NINOA).I

5 10 18 20 28 30
Dias post-inéculo,
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V.- OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI-T. crug,

o

En la Figura 14 se observa la inmunoprecipitacion del complejo Antigeno-
anticuerpo por inmunodifusion doble hasta una dilucién de 1:16 del anticuerpo purificado

cuando éste se colocd en presencia del antigeno completo de 7. cruzi.

Fig. 14.- Inmunodifusién doble, Antigeno completo de T. cruzi en contacto con
1gG de Conejo anti-T. cruzi.

Se obtuvieron dos fracciones de las eluciones hechas por columna cromatografica
con reactividad antigénica por inmunodifusion doble, las cuales se concentraron en una
sola alicuota. Se hicieron dos diluciones ( 1:20 y 1:40) para cuantificar su concentracién
de proteinas por ¢! método de Lowry ( Tabla 5). Se obtuvieron, al extrapolar los datos,
concentraciones de 0.119 mg/ml para fa primera dilucion y de 0.091 mg/m} para la

segunda (Fig. 15).
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Tabla 5.- Determinacion de Proteinas a 740 nm.

{mg/ml)]

0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
0.12

Dilucién

1:20
1:40

Absorbancia
0.099 0.107
0.222 0.224
0.306 0.297
0.379 0.392
0.475 0,493
0.544 0.564
0.561
0.429

0.6
0.8
0.4

(At 0.3 4
0.2

0.1 4

0.04 0.06
(mg/mi)

0.08

W
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V.11 HISTOLOGIA.

V.1 Microscopis de Luz.

Se realizd un anilisis histologico de! p infl ic provocado por la

infeccion del parisito en los diferentes tejidos disecadas, en donde se observd un

comportamiento diferente para cada Srgano analizado. Asi pues, mientras que en

1 161,

3 el m de células infl i 6 con al tiempo y

(4

durante todo el ticmpo de expert ion, en misculo cardiaco, Ja cinética infl iz
presentd un pico al dia 32 post-inéculo y disminuyd progresivamente a los 48 y 96 dias

post-inécuto ( Tabla 6). Por otro lado, ef infiltrado inflamatorio que se observd en

lo esquelético fue predomi intersticial difuso con focos perivasculares y

de tipo 1 en miscul diaca predominaron sitios de inflamacion
facal ¢ intersticial difuso, también de tipo mononuclear ( Lamina I, figs. 16 y 17).
En cuanto a los hallazgos histologices detectados en Bazo, se observaron cambios
' representados por hiperplasia de fos foliculos linfoides y aumento de las mitosis del
centro germinal al dia 32 post-indculo ( Lamina 11, figura 18).
Al anglizar las laminillas def Sistema Nervioso Central, no se encontraron

(TR 1.2

[

que se con Ia presencia del parasito en éste drgano.

Se anali proximad te 20 laminillas por cada tiempo y por Grgano
disecado, cuantificando al menos 300 campos con objetivo de 40X y se presentaron fos
datos en promedio de células por 10 campos. Se tratd de visualizar al parasito, ya sea

formando nidos de i o como

ip ig gui Se detectd su

P ia en musculo esquelético Gni al dia 32 y 96 post-indculo formando un

nido de amastigotes ( Lémina 1, figura 19).

a6



Tabla 6.- Cinética de inflamacién en diferentes érganos.

Tiempo post-inbculo

Organo CONTROL 16 3 48 926
(5) (28) (90) (80) (70)
CORAZON Intersticial Focal Difuso ¢n Focal Focal
S/A parches Ripertrofia intersticial
Hipertrofia
(10) (25) (85) (102) (138)
MUSCULO 1 i : 1 I
ESQUELETICO S§/A difuso difuso. difuso. difuso.
ESTRIADO Focos peri- Focos peri-  Amasligotes
vasculares. vascularcs.
Amastigoles
Hiperplasi Hi i Hi
centrogermi centrogermi folicutar
BAZO S/A S/A nal, nal.
Aumento de Aumento de
mitosis. mitosis.
CEREBRO S/A S/A S/A S/A S/A
( ) = Células mononuclcates por 10 campos cn promedio. Se cuantificaron al menos 300 campos con
objetivo 40X.

S/ A = Sin alteracioncs.

V.HL2 Inmunohistoquimica.

Durante la estandarizacion de la técnica inmunohistoquimica, se observo el control

+

de blogueo de la peroxidasa endogena en frotis 1 en los que se notd una

coloracion rojiza en los eritrocitos que no se bloquearon y en color azul los que fieron
bloqueados con Peréxido de hidrégeno al 3% en metanol absoluto ( Lamina II, figura
20).

Como controles negativos se usaron frotis de cultivos viejos de epimastigotes
tratados con PBS y suero normal de conejo como primer anticuerpo, Se observaron los
pardsitos incoloros en ambos casos ( Lamina II, figura 21); sin embargo, al usar el suero

hiperinmune de conejo anti-7. cruzi en diluciones 1:40, 1:80 y 1:200 como primer
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anticuerpo, se observo una excesiva coloracion rojiza de los parasitos con las diluciones
bajas, y una coloracion rojiza uniforme y que delinea perfectamente al parasito con la
dilucion 1:200 ( Lamina III, figura 22) y que se potencializd al usar el sistema

Streptoavidina-biotina-peroxidasa ( Lamina III, figura 23).

Al aplicar la técnica i hi imica p ializada con el sistema

Streptoavidina-biotina-peroxidasa en los diferentes 6rganos disecados, se observo una
reaccion intensamente positiva en los foliculos linfoides del Bazo a los 32 y 48 dias post-
indculo ( Lamina I1, figura 24), y fue muy ligera a los 16 y 96 dias post-indculo.

Al revisar las laminillas que corresponden a misculo esquelético en los diferentes
tiempos post-inéculo analizados, no se encontrd positividad de la reaccién que
evidenciara al pardsito o antigeno de éste en ningln tiempo; sin embargo, se observo
reactividad positiva hacia fibras nerviosas y colagena del misculo esquelético de 96 dias
post-inculo nicamente ( Lamina 111, figura 25).

En cuanto a las laminillas de Corazon y Cerebro que se revisaron, no se observo

reaccion positiva que indicara la presencia del parasito o antigeno de! mismo.
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V.IV. LAMINAS Y FIGURAS

Limina L Pardsitos.

Fig. 10.- Epimastigotes (e) y trip i (t) en cultivo ( Giemsa, 448X).

Fig, 11.- Tripomastigote sanguineo (ts) en gota gruesa ( Giemsa, 1,120X).
Histologia.

Fig. 16.- Musculo esquelético, 32 dias post-indeulo. A. Control negativo ( H-E,

l28X.).B. Tejido infectado. Se observa un infiltrado mononuclear intersticial difiiso

(=)} H-E, 112X).

Fig. 17.- Musculo cardiaco, 32 dias post-indculo. A, Control Negative ( H-E,

204X).B. Se observa un infiltrado mononuclear intersticial difuso y perivascular

(=) (H-E, 448X).
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Limina IL, Histologia

Fig. 18.- Bazo, 32 dias post-inoculo. A. Control negativo ( H-E, 32X).
B. Existe hiperplasia de foliculos linfoides (fl}y de las mitosis del centro

germinal ( H-E, 112X).

Fig 19.- Miisculo esquelético, 32 dias post-indculo. Se observa un nido de

amastigotes (na) de T cruzi perf Jelimitado y alg) células
infl ias en sus tas ( H-E, 448X).

Inmunohistoquimica.

Fig. 20.- Control de bl de peroxid dégena. Frotis ineo en donde

q

se observan eritrocitos incoloros y polimorfonucleares en color azul ( ABC

modificado, 448X).

Fig, 21.- Control negativo. Epimastigotes de 7. cruzi tratados con PBS o suero

normal de conejo como primer anticuerpo. { ABC modificado, 448X).

41






Lamina III, Inmunchistoqimica.

Fig. 22.- Control positivo. Epimastigotes de 7. cruzi teflidos con el sistema PAP,
dilucién 1:200 de IgG de conejo anti-T. cruzi (448X).
Fig. 23.- Control positivo. Epimastigotes de 7. cruzi evidenciados por el sistema

ABC modificado ( Dil 1:10,000 del primer anticuerpo, 448X).

Fig. 24.- Bazo de 32 dias post-inéculo. A.- Control negativo ( ABC modificado,
512X). B.- Se observa inmunorreaccion en los foliculos linfoides (fl) denotando

antigeno parasitario ( ABC modificado, 1,112X).

Fig. 25.- Musculo esquelético, 96 dias post-indculo. Reaccidén positiva en

fibras nerviosas y coldgena (—) ( ABC modificada, 448X).
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VI DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El aislado de 7. cruzi denominado NINOA, se obtuvo de un caso agudo de
tripanosomiasis americana que se presentd en una nifia del estado de Oaxaca en 1979,
Dicho aislado, donado por el Dr. Méximo Cortés, se mantiene en el laboratorio por
medio de pases en ratén y medios de cultive como BHI, LIT, NNN y Nakamura desde
1987; ademas, se utiliza como fuente de antigeno en diferentes trabajos encaminados a
estandarizar técnicas diagnosticas (21,78,79). En este caso, se observo el comportamiento
de estos parésitos tanto en el laboratorio como a nivel de infeccion experimental. Asf
pues, este aislado se manejoé con cierta facilidad en el laboratorio, pues tuvo un
crecimiento rapido a nivel de epimastigote, produciendo un 10% de formas infectantes
(tripomastigotes metaciclicos) en cultivos vigjos ( de tres semanas o mais), los cuales se

obtuvieron al eliminar a los

P igotes del medio de cultivo por la adicién de suero
normal humano o de raton, debido a que estos son susceptibles a lisis mediada por
complemento por activacion de la via alternagg). Por otro lado, la fase infectante de este
parasito es de gran interés, pues aiin no se conocen con exactitud los mecanismos de
evasion de lisis que poseen y que les ayuda a sobrevivir en el organismo diseminandose e

invadiendo cada vez un mayor nimero de células que utilizan para su anidacion y

reproduccion. A este respecto, una de las aportaciones mas recientes fue hecha por
Espinosagy)y en la 11f Reunion Nacional de Chagas, en donde reportd que el aislado
NINOA de T: cruzi presenta una actividad enzimética que abarca un amplio rango de pH
a nivel proteasas que posiblemente le facilite la estancia en los diferentes microambientes
o tejidos que parasite. Otras observaciones que se efectuaron por diversos autores al
respecto, explican que el parfsito posee proteinas asociadas a membrana que actian
como bloqueadoras de los sitios de anclaje que presenta C3b con el factor Bb por lo que

se inhibe la activacion de la via alterna del

r ¥, por igui 1a lisis del

parésito(75'77).

45



En cuanto a la infeccién de animales de laboratorio con dicho aislado, se observo
que, en ratones NIH, existen diferencias en el nimero de tripomastigotes sanguineos
detectados por mililitro de sangre a un mismo tiempo postinéculo en diferentes ratones,

Esto se atribuye a la cepa de animales de experi ion empleada, pues al no ser
P P p! P!

singénica, los individuos que la constituyen presentan diferencias a nivel genético entre si,
con lo cual también varia la susceptibilidad a la infeccion de raton a raton; sin embargo,
este comportamiento también puede deberse a causas técnicas en el muestreo y
cuantificacion del pardsito, al igual que al momento de hacer el inoculo, pues ¢l

concentrado de pardsitos a inocular puede variar en nimero al aplicarlo con jeringa para

insulina. Por otro lado, se observé un gradual y de la par

entre el dia 7 y el 20 postindculo, en el cual los parésitos se duplicaron hasta cierto nivel,
aumentaron muy poco y del dia 27 al 31 post-indculo se duplicaron nuevamente y
alcanzaron su mayor crecimiento. Decrecieron en un tercio de su nomero total, se
mantuvieron por seis dias y decrecieron répidamente en siete dias mas. La curva de

parasitemia que se obtuvo de este aislado, refleja el comportamiento inmunolégico del

ratén ante una infeccid i I cuando no existe resistencia

La par
en contra del agente infeccioso; pero se empieza a inducir una respuesta inmune celular y
humoral a medida que crece la infeccion. De esta manera, se empieza a detener poco a
poco la infeccién hasta un nivel muy bajo no detectable por conteo de parasitos

circulantes en sangre. Asi pues, a nivel lote, el comportamiento de NINOA describié una

curva de parasitemia poco prolongada y sin grandes picos, aunque con una gran
dispersion de datos reflejada por el error dard calculado para cada tiempo analizado.

De lo anterior se desprende que la cepa de ratones NIH, no singénica, respondio de
diferente manera 2 la infeccién provocada con este aislado. Dos ratones presentaron un
méximo de parasitemia de alrededor de 400 mil parasitos circulantes, mientras que otros
dos sélo de 300 mil. Por otro lado, dos ratones presentaron el pico de parasitemia
alrededor del dia 31 post-inculo y los otros dos entre los dias 38 y 41 post-.inbculo. Sin

embargo, el incremento de los parésitos fue pequefio y de manera uniforme con respecto
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al tiempo, lo que se tradujo en una baja parasitemia y, aunado al tamafio de indculo yala
nula mbnali.dad que se obtuvo, en una virulencia también baja; pues en comparacion con
cepas ya documentadas, el pico de parasitemia se encontrd con aproximadamente 15 dias
de desfasamiento y disminuido el nimero de formas sanguineas comparandolo con las
cifras obtenidas con cepas como la Y, Berenice o Peruviana que son muy virulentas(zs),
Con base a lo anterior y analizando los resultados que se obtuvieron por
microscopia de luz, se observd que este aislado induce un infiltrado linfocitario en fibras
musculares preferentemente, lo cual indicé un tropismo que se inclina hacia muisculo
esquelético mas que al cardiaco, pues se observd una inflamacién crénica intersticial y
perivascular a los 16 dias post-indculo en miisculo esquelético, es decir, en el primer
tiempo analizado, mientras que en corazon se observd una miocarditis focal leve hasta el
dia 48 postinfeccion. En este sentido, y recordando los estudios realizados por Molina y
Kierszenbaﬁm(u), las células mononucleares fueron el tipo celular que prevalecio en las
lesiones causadas por este pardsito a tejido muscular aunque, a diferencia de estos

autores que utilizaron un modelo animal y un aistado del parasito diferente, la cinética de

inflamacion fue diferente para ambos tipos de musculo. A 6 con respecto al tiempo

en ) esquelético, p 6 un pico a los 32 dias postindculo en misculo cardiaco y

fue nula para Cerebro y no significativa para el anilisis realizado en Bazo. Por otra lado,

fas caracteristicas de la inflamacién para misculo fueron pl

de tipo intersticial difuso con algunos focos perivasculares durante todo el tiempo de
estudio, mientras que en masculo cardiaco se observé en forma focal y sélo en algunas
dreas se not6 un patrén intersticial difuso en el dia 32 postinoculo, es decir, en el pico de
parasitemia. Los cambios observados en Bazo fucron de tipo hiperplasico en los foliculos
linfoides y ‘aumento de mitosis del centro germinal, mientras que en Cerebro no se
evidenciaron cambios significativos que llamen la atencion. Asi pues, estas observaciones
hacen pensar en la respuesta del organismo hacia la infeccion que presentd, sugiriendo
que estas células mononucleares fueron las responsables de dirigir o iniciar una respuesta

inmune contra el parsito y que, justo en el pico de parasitemia, existi® una gran
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actividad en Bazo al aumentarse el nimero de linfocitos T y B que ayudaron a disminuir
la parasitemia ya generalizada en el raton. Cabe mencionar aqui, que Jos neutrdfilos y
eosindfilos encontrados en los campos de observacion analizados, no son significativos
en comparacion con el nimero de células mononucleares detectados en dichos tejidos,
por lo que cabe la posibilidad de que su participacion en el daflo tisular sea escaso o nulo;
sin embnrgo‘, esta apreciacion no se puede sustentar con nuestros datos,

Un aspecto interesante de este trabajo es ¢l hecho de implementar una técnica

especifica ible para df a este parasito en particular, pues, aunque e}
P y p p! p p

dent it s <

uso de inmunochi como la per anti-per se emplea en
muchos pafses desarrollados desde hace ya un par de décadas, en este pais, como un
muchos otros, su uso es relativamente nuevo. Asi pues, se debe hacer notar la
importancia que revisten algunos puntos criticos en la realizacién de dicha técnica, como

1o es el blog d do de la actividad de peroxidasa enddgena presente en los tejidos;

debido a que un mal bloqueo se traduce en la obtencién de resultados falsos positivos

que generan confusi Los frotis se utilizaron como control de bloqueo de

esta enzima, debido a que los eritrocitos son ricos en catalasa, notando una coloracidon
rojiza al término del ensayo en los frotis que no se bloguearon y sin color en aquellos con
bloqueo. También es de suma importancia el uso de un control positivo y negativo para
valorar }a técnica en su conjunto. Los frotis de cuitivos viejos de) parésito, en los que se

1o . Y

an s epimastigotes y trip gote icos, se trataron con

suero normal de conejo, amortiguador de pH de fosfatos salino y suero hiperinmune de
conejo anti-7. cruzi como anticuerpo primario. En el primer caso, e} usar suero normal
de conejo aplicado a estas fases del parasito como control negativo, asegura que este
suero no presenta algin componente que reaccione con el pardsito e interfiera en los
resultados; al ernplear ¢l amortiguador como primer ligando y obtener tincidn negativa,

se observa que los demas pasos de 1a técnica no se pegan i

pecifi i.#' a

del tejido y, por Gltimo, al utilizar un suero hiperinmune dirigido a localizar al parasito, se

observa la especificidad del anticuerpo desarrollado en contra de este, ademas de fa
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sensibilidad de la técnica al altas diluci del primer anticuerpo y obtener

P

resultados positivos sin tincion de fondo. Por otro lado, se el uso del anticuerpo

al observar un patrén de tincién aceptable, que en este caso se distrubuye a nivel de
superficie de la membrana plasmética del parasito, con poca cantidad del mismo.
Después de probar los controles arriba mencionados y estandarizar la técnica en

cuanto a concentracion del anticuerpo, se aplicaron las técnicas de PAP y el complejo

ABC modificado en cuanto al uso del conjugado avidina-peroxidasa por estrep

peroxidasa, debido a que con esta modificacién se obtuvo un sistema amplificado con
menor reaccion de fondo. El resultado de ambas técnicas fue satisfactorio, pues se
observd unbatrén de tincion especifico y el pegado de fondo fue casi nulo; sin embargo,
al comparar ambas técnicas entre si, se observaron grandes ventajas en el complejo ABC
modificado, debido & que la dilucion del anticuerpo dptima para la tincidn se aumentd a
1:10,000 con este sistema y el pegado de fondo fue nulo, mientras que con la PAP se usé

una dilucidn 1:200 y en algunos casos se observé tincidn inespecifica de fondo. Estas

diferencias se debena la ion del primer anticuerpo y al tipo de conjugado que
se uso. El clasico PAP utiliza un conjugado que une a una molécula de peroxidasa con un
anticuerpo dirigido a esta molécula y que, a su vez, porta otra molécula de peroxidasa
que degrada el sustrato y produce la sefial, es decir, se provoca una reaccién a manera de
emparedado pero que involucra solo la accién de una molécula sobre el sustrato por sitio
reconocido. Por otro lado, 1a avidina que se usa en el complejo ABC es extraida de

huevo de gallina y p un punto i

ico de 10y, bajo condiciones fisiologicas,
una carga positiva y un 7% de carbohidratos que presentan sitios de unién con lectina u
otras proteinas que se encuentran en los tejidos, por 1o cual, este sistema aventaja al PAP

en cuanto a la extension de la sefial generada, pues la unién que se hace o el emparedado

es de mayor tamafio al learse un d icuerpo biotinado y un conjugado

avidina-peroxidasa que es muy afin a la biotina, debido a las propiedades de Ia avidina, de

tal suerte que el conjugado se pegard al anticuerpo biotinado por muy poca cantidad que

Jus

exista de éste en fa muestra tratada. Sin embargo, el sistema ABC empleado en este
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. .
peroxidasa en lugar

trabajo, tuvo la modificacion de usar el do estrepto

del descrito arriba. La ventaja obtenida radica en la estreptoavidina, que es una proteina
aislada de AS"lrcplonwces avidinii, muy similar a la avidina, aunque su punto isoeléctrico es
neutro y no presenta carbohidratos, tiene un peso de 60 Kd y consiste en cuatro
subunidades idénticas con un sitio de union para la biotina en cada una de ellas; lo cual
resulta en una mayor sensibilidad, bajo pegado inespecifico por la falta de carbohidratos y
una amplitud mayor en la sefal generada en comparacion con ¢l ABC,

Debido a Io anterior, se uso el sistema ABC modificado para trabajar en estas
muestras de investigacion, obteniendo resultados positivos sélo en los foliculos linfoides
del bazo. Esta tincion se observo en todos los tiempos post-indculo muestreados,

marcando un gradi d dei idad en la sefial del dia 16 a! 48 post-indculo

y después desciende a los 96 dias post-indculo. Las observaciones hechas en los demés
tejidos estudiados mostraron que sélo hubo reactividad hacia fibras nerviosas y colagena
de mﬁsculo'esquclético estriado de 96 dias post-indculo debido, tal vez, a algin tipo de
reaccion cruzada entre el anticuerpo y algin componente de éste tejido o a que en este
tiempo post-indeulo, el daflo generado por el parésito se empiece a extender a sistema
nervioso, indicando con esta imagen una primera fase del dafio neuromotor; aunque esta
reaccion es muy rara debido a que sdlo se presentd en un tiempo de los cuatro analizados
y el sistema nervioso central se encontrd sin cambios aparentes, por lo cual no podemos
concluir a cerca de esta observacion. Por otro lado, en ningin tejido se evidencio al
pardsito con esta técnica, lo cual nos reafirma el hecho de que éste aislado presentd muy
poca virulencia y, en funcion de lo observado en bazo, que el proceso inmune que
desarroll6 el ratén tuvo una mayor actividad en el pico de parasitemia y perdurd la
produccion de la respuesta inmune hasta ¢l dia 48 post-indculo con gran actividad, para
decrecer con respecto al tiempo y a la cantidad de parésitos.

En cuanto al desarrollo y aplicacion de esta técnica inmunohistoquimica, se
concluye que su uso es una herramienta més en la caracterizacién de esta enfermedad al

aplicara no sdlo en la biusqueda det parasito, sino también en la deteccion de células
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inflamatorias para la caracterizacion del proceso de inflamacion y, despuds, para una

estimacion més exacta de las células que intervienen en la misma, ademas de la

-

izacion del proceso i en los casos humanos una vez que se

haya alcanzado una cuantificacidn confiable y extrapolable al humano. Por otro lado,
esta técnica puede emplearse en aquellas necropsias sin diagnéstico final de muerte en las
cuales existe la posibilidad de muerte por enfermedad de Chagas.

De I<; anterior, y en lo que respecta a la caracterizacion del aislado NINOA de
Trypanosoma cruzi, se concluyo lo siguiente:

- Este aislado presenta un crecimiento répido a nivel epimastigote.

- En medios de cultivo BHI de tres semanasa o mas, se producen un 10% de

tripomastigotes metaciclicos.

- Los ratones NIH responden de forma heterogénea a la infeccion con este aislado,

- La parasitemia que se presenta es baja de acuerdo al tamafio de indculo empleado

- El pico de parasitemia se presenta entre ¢l dia 20 y 30 postinfeccién con un

namero que fluctia entre 250 y 350 mil parasitos circulantes por mililitro de

sangre.

- La mortalidad es nula y la virulencia baja.

- Las formas d Nladas son g o fornidas,

- El tropismo es hacia misculo esquelético prefer (Miotrépica).

- La inflamacién es gradual, acorde a la parasitemia, y de tipo lear difuso
con algunos focos peri lares para lo esqueléti

- En cuanto a miisculo cardiaco, la cinética de inflamacién presenta un pico a los 32
dias post-indculo, es de tipo mononuclear y se presenta en forma focal.

- Los cambios observados en bazo son de tipo hiperpléasico de los foliculos linfoides

- A nivel cerebro, no hay alteraciones,

- Se estandariza una técnica inmunohistoquimica sensible y especifica para la
localizacion de este parasito o antigeno del mismo,

- La inmunohistoquimica revela tincion positiva y gradual en foliculos linfoides de
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bazo.

- Se observa tincién positiva en fibras nerviosas y colagena de misculo esquelético

de 96 dias post-indculo debido a posible daio neuronal o a reaccién cruzada.

En cuanto a la patogenicidad de 1a enfermedad vista a través de este trabajo, se
realizan grandes esfuerzos a este nivel, construyendo y destruyendo hipotesis sobre el
daflo tisular causado en forma directa o indirecta por el pardsito, aunque se deben
unificar criterios de investigacion para construir modelos adecuados que se acerquen a la
realidad de la enfermedad; asi mismo, los mecanismos de dafio tisular por efecto det
parésito, ain estan en boga, por lo cual se debe ser més minusioso en este quehacer al
controlar el mayor mimero de variables posible y emplear las técnicas de laboratorio més
eficaces y confiables. Por otro lado, se recomienda usar ratones singénicos en este tipo
de trabajos para tener modelos reproducibles y aceptables, ademas de indculos mds
pequefios que representen mejor la infeccion del pardsito hacia el mamifero, asi como
también un nimero mayor de ratones para poder analizarlos estadisticamente mejor. Asi
mismo, el desarrollo y aplicacion de las diferentes técnicas de investigacion, ya sean
histoquimicas, enzimiticas, inmunolégicas o de Biologia molecular deben ser
optimizados y mejorados cada vez, para trutar de visualizar los procesos de dafio tisular
que provocan diversos parasitos en el hombre y caracterizarios, tomando en cuenta el
mayor nimero de parametros de expresion de la enfermedad, para tener un amplio
panorama de esta y poderla atacar por diferentes sitios.

Por ultimo, se sabe que la enfermedad de Chagas es un problema de salud publica
que se desarrolla en mayor o menor proporcién dependiendo, tanto de aspectos genéticos
del huésped, del pardsito, asi como también de aspectos socio-culturales y econémico-
politicos que envuelven a las poblaciones, Asi pues, debe notarse la importancia que esta
enfermedad posee realizando mds investigaciones sobre los diferentes aspectos que
involucra este ma), para hacer un llamado de atencién a las grandes organizaciones para la

salud y orienten su apoyo al mejor conocimiento de esta enfermeded en nuestro pais.
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VIl. APENDICE

1.- Esterilizacién

Todo el material a esterilizar se lava perfectamente con una solucién de Extrin
liquido ( MERCK Cat. 7555) al 5% y se enjuaga con agua corriente y después con agua
bidestilada. Se seca en un horno a 100°C.

Se preparan pipetas Pasteur de $ /4" colocando algodon en su boquilla y se
colocan en pipeteros de acero inoxidable o en frascos limpios con tapa de rosca. De la
misma forma se preparan pipetas serologicas de 2, 5 y 10 ml. i

Se usan matraces Erlenmayer de 250 ml. con 50 ml. de medio de cultivo BHI y
otros con 150 ml. de solucién salina al 0.85% pH= 7, los cuales se tapan con tapon de
rosca o algodén con sombrero de papel de estrasa y se les adhiere un trozo de cinta
testigo.

Todo el material se esteriliza a 15 Ibs. de presién durante 15 minutos y
enfriamiento lento.

Una vez esterilizado el material y el medio de cultivo, se procede a vertir, en
campana de flujo laminar y condiciones de asepsia, SO ml. de solucion salina estéril y 10
ml. de Suero Fetal Bovino estéril por cada matraz con BHI.

Se coloca un matraz de medio de cultivo asi preparado en una estufa de incubacién

a 37°C por 24 hrs. para prueba de esterilidad.
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2.- Cultivos

'Los cultivos se revisan cada diez dias en campana de flujo laminar y condiciones de
asepsia. Se toma una muestra de cada cultivo con pipeta Pasteur estéril para transferirla a
un medio de cultivo nuevo y colocar una gota de dicha muestra en un portacbjetos limpio
para su observacion al microscopio 6ptico con objetivo de 40X. El medio de cultivo debe
agitarse levemente antes de tomar la muestra para homogenizar el cultivo y ésta sea
representativa p'ara poder caracterizar a dicho cultivo observando viabilidad y estadio del
parasito, asi como también la asepsia del cultivo,

Todo-el material de vidrio que se wtiliza, debe desinfectarse con una solucidn
saturada de Fenol para su posterior limpieza y esterilizacion; asi como también deben

desinfectarse con Benzal los aparatos e instr que se manip durante ¢l pase a

medios de cultivo nuevos de este parasito.

3.- Cuantificacién de pardsitos(es).

Diluir una muestra de sangre periférica de raton infectado con una solucién de
sulfato de amonio-heparina en proporcion 1:5 con pipela para conteo de leucocitos. El
sulfato de amonio lisa eritricitos, para tener una mayor.visibilidad de los pardsitos; y la
heparina, es un anticoagulante que nos ayuda a mantener liquida la muestra.

Se mezcla bien la dilucion anterior y se deshechan las primeras 3 gotas de esta
solucion para colocar la siguiente gota en el recuadro de conteo del hemocitémetro. Se
cubre la muestra con su cubreobjetos y se procede a contar el nimero de parésitos por
cuadrante en un microscopio optico con objetivo de 40X.

Para calcular el nimero de pardsitos por mililitro de sangre que presenta el raton en

ese momento, se usa la siguiente formula:
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(Células contadas)(Volumen)(Dilucion)

No. de células =
No. de cuadrantes usados para contar

En donde:
Volimen = 1
Dilucion = §

4.- Inmunodifusién doblecyo).

Ouchterlony ( 1949) y Elek (1948), desarrollan simulta éste método, ¢f

cual consiste en la inmunoprecipitacion del complejo Antigeno-anticuerpo cuando éstos

se colocan en un gel de agarosa y difunden hasta un punto de equivalencia. La técnica se

realiza como sigue:

&) Preparacion de Agerosa al 04% en Amortiguador de fosfatos salino (PBS) 0.IM
pH=7.2 y azida de sodio 0.01% en bafio maria.

b) Colocar 5 ml. de agarosa caliente en cajas de petri de 5 cm. de didmetro en mesa
nivelada. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

c) Colocar a 4°C por 30 minutos.

d) Hacer los pozos en hexiagono y al centro de la placa de agar.

e) Colocar 100pt de antigeno en el pozo del centro y 100pl de cada dilucion del
anticuerpo a probar en los demas pozos.

f) Dejar difundir a temperatura ambiente por 72 hrs.

g) Leer con luz directay fondo obscuro a 24,48 y 72 hrs.

h) Lavar con citrato de sodio 0.17 M y leer nuevamente.
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S.- Precipitacién de proteinas con Sulfato de Amonio saturadogsy).

Esta técnica se basa en la caplura de las moléculas de agua que conticne a la

solucién protéica, por medio de las moléculas de sulfato de io que se agregan, de tal
forma que en un momento dado, fa cantidad de agua presente no es suficiente para

140001

en solucién a fas

protéicas y estas s precipitan. La técnica se realiza

como sigue:

) Se toman 6.5 ml de suero de conejo anti-7. cruzi y sc le agregan 3.2 ml de solucion
saturada de sulfato de amonio en PBS 0.01M pH= 8.0 ( SSSA-PBS) para que ésta filtima
quede al 33% del  volumen final,

La SSSA-PBS se agrega gota a gota, con agitacion lenta y constante, en cama de

hielo, para evitar d fizacion de

g

b) Incubar 30 minutos con agitacion constante & 4°C.

) Centrifugar a 3000 g por 20 min. & 4°C.

d) Resuspender el botdn en 3.25 mi de solucion salina af 0.85% ( 50% del volumen iniciat
de suero).

ej Precipitar nuevamente con 1.6 ml de SSSA-PBS de Ia misma forma.

f) Repetir los pasos b) al €)

£) Incubar 3'0 min. con agitacion constante a 4°C.

h) Centrifugar a 3000 g por 20 min.

i) Resuspender el boton en 1.6 mi de sol. salina 0.85%

) Dializar contra PBS toda la noche 2 4°C,

k) Realizar prueba para sulfatos con cloruro de bario para determinar ef fin de la dialisis.
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6.- Cr grafia en col por inter ibnico71).

Esta técnica se basa en el intercambio reversible de iones en solucién, con iones
electrostaticamente unidos a una matriz o medio de soporte insoluble como polimeros de
dextrana, poliacrilamida o derivados cargados.

En este caso, se usa DE-52 Celulosa como matriz para purificar el anticuerpo anti-
T. cruzi ( IgG, principalmente) que, por tener menor carga negativa neta, se eluye
primero, quedando atrapada !a albumina ¢ IgM en la matriz.

El DE-52 se prepara con 9 partes de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH= 8 més
una parte de NaCl 3 M. Se mezclan 50 g del gel con 3 volimenes del amortiguador
anterior con agitacion constante, a 4°C  durante toda la noche. Posteriormente, se

equilibra como sigue:

a) Medir pH, eliminar sobrenadante y lavar con el mismo amortiguador hasta que se
alcance un pH=8.

b) En una columna de 15 cm., colocar fibra de vidrio en su fondo y agregar el ge!
equilibrado hasta la altura deseada. Dejarla asentar.

<) Eluir el sobrenadante y agregar PBS 0.01 M pH=8 hasta equilibrar molaridad.

d) Deshechar sobrenadante y colocar la muestra previamente equilibrada con el mismo
amortiguador.

€) Conectar Ja columna a un colector de fracciones y eluir la muestra con PBS 0.01 M
pH=8.

f) La IgG sc obtiene en las primeras fracciones,
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ESTA TESIS WG pEpg
7.~ Cuantificacién de proteinas(7z). SA“R DE lA B’B“ﬂrﬂ;ﬂ

Se detecta la mayor concentracion de proteinas por el método U.V. 280nm en las
diferentes fracciones obtenidas de la columna de intercambio idnico. Se leen en un
espectrofoté)metro hasta una lectura de 0.2 unidades de absorbancia. Las alicuotas que
contienen mas proteina se juntan para cuantificar su concentracion por el método de
Lowry, empleando el reactivo de Folin ciocalteu. Este método se basa en [a formacion de
un complejo colorido entre los enlaces peptidicos y el ién ciprico en solucién alcalina y
Ia reduccién del ‘reactivo fosfomolibdico-fosfotiingstico por el complejo tirosina-

triptofano. Su sensibilidad es de 0.005-0.2 mg de proteina y se aplica como sigue:

Reactivos:
Solucién A:
Tartato de Sodio al 2% 0.1 ml
Sulfato de Cobre al 1% 0.1 ml

Carbonato de Sodio al 2% en
Hidréxido de Sodio 0.1N 10 ml
Solucion B:
Reactivo de Folin.
Solucién C:
Alblimina sérica bovina 0.2 mg/ml 100 ml
Técnica:

a) Hacer una curva de calibracion con diferentes i de albimina ( de 0.02

a 0.12 mg/ml de proteina), colocando 0.1m! de solucién C en el ler tubo, 0.2mi en el
segundo, etc., hasta 0.6 ml. en el Gltimo.

b) Tomar 0.9 m! de solucién salina ( blanco) y de las muestras a medir.

c) Colocar 0.8ml de solucidn salina en e 1¢r tubo de ensaye, .0.7ml en otro y asi en forma

decreciente” hasta 0.3 ml en el tubo seis.
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d) Agregar 2 ml de solucion A a todos los tubos, mezclar bien e incubar § min. a
temperatura ambiente.

e)Agregar 0.1 ml de solucidn B a todos los tubos, mezclando de inmediato e incubar 30
min a temperatura ambiente.

f) Leer a 740nm con espectrofotometro Shimadzu CL720 V-3.

8) Graficar Ia curva de concentracion y extrapolar lecturas de las muestras problema.

8.- Técnica Histolbgica(73).

Esta técnica se basa en la preservacion estructural de los tejidos, corte delgado y
tincién de los mismos para su posterior andlisis morfoldgico por microscopia de luz en
campo claro, valiéndose de la deshidratacién de muestras representativas del tejido y su
inclusién en bloques de parafina que permite seccionarlos en delgadas rebanadas de 4pum,

Los diferentes drganos de ratdn disecados se fijan en formol ai 10% durante 24 hrs.
Posteriormente, se deshidratan los tejidos con diferentes concentraciones de etanol (50%,
70%, 80%, 96% y absoluto) por media hora en cada solucidn; después se infiltran con
Xileno por 4 hrs. divididas en dos cambios para que, finalmente, se embeban en parafina
con punto de fusion de 57°C durante 2 cambios de 2 horas cada uno y queden
prcparados.para su inclusidn en bloques de parafina de las mismas caracteristicas

1t

anteriores. Los bloques asi se i a 4 um de espesor con un Micrétomo

Reichter-Jung 820. Las secciones se corrigen en bailo de flotacién a 55°C con adicion de
gelatina bacteriologica al 0.1% y se capturan con portaobjetos, colocando dos secciones
por laminilla, para posteriormente tefiirlas con la técnica de Hematoxilina-Eosina que

abajo se describe.
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Técnica de H&E

1.- Desparafinar los cortes a 60°C por 10 minutos.
2.- Remover la parafina con xileno. 2 cambios de 3 min. ¢/u.
3.- Remover el xileno con alcoholes graduados (2 cambios de 3min. en /u).
a) Etanol absoluto.
b) Etanol al 96%
¢) Etanol al 70%
4.- Hidratar con agua corriente por 3 min.
5.- Tefiir con Hematoxilina de Harris 4 min.
6.- Enjuagar con agua corriente ( 2 a 3 balos).
7.- Decolorar levemente con alcohol acido ( HCI al 1% en etanol al 70%).
8.- Enjuagar con agua corriente { 2 o 3 bafios).
9.- Virar coloracién con Carbonato de litio saturado ( acuoso).
10.-Enjuagar con agua corriente ( 2 a 3 bafios).
11.-Etanol al 96% por 2 min.
12.-Teiir con Eosina por 3 min,
13.-Deshidratar en etanol al 96% ( 2 cambios de 1 min. %/u).
14.-Deshidratar en etanol Absoluto { 2 cambios de 1 min. C/u).
lS.,-IAclarar en Xileno ( 2 cambios de I min. ¢/u),

16.-Montar con resina sintética.
Esta técnica permite tener un amplio panorama de la estructura tisular debido a que

es una técnjca general que tifle los nicleos de las células en color azul o morado y el

citoplasma en color rosa, dando un amplio panorama del tejido.
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9.- Técnica Inmunohistoquimica,

Esta técnica se basa en la reaccién antigeno-anticuerpo desarrollada en ¢l tejido y
- evidenciada al conjugar un anticuerpo especifico con cierto tipo de moléculas que
desarrollen color como fo son la peroxidasa, fosfatasa alcalina o el llamado FITC

(Isotiocianato de Fluoresceina), cuando son activadas por algiin ismo ajeno a la

primer reaccién (reaccidén enzima-sustrato, en los primeros casos, y exitacién por luz
ultravioleta en ¢l Ultimo)

La técnica de Inmunoperoxidasag74) consislic en obtener secciones de 4 pm de
espesor de tejido fresco ( diferentes 6rganos de raton cortados por congelacion en
Criostato, Crio-cut de American Optical Co., a -20°C), fijadas en laminillas ( tratadas con
met_asilicato de sodio al 2.5%) por calor a 25°C; posteriormente, la técnica se realiza de

la siguiente manera:

a) Bloqueo de Peroxidasa endégena con Peréxido de hidrogeno al 3% en Metanol
absoluto por 10 min.

b) Lavar con PBS 0.01 M pH= 7.2. Tres lavados de 3 min. ¢/u.( 3X3")

¢) Bloquear sitios de pegado non-especifico con Suero de ratén No-inmune al 10% en
PBS por 10 min..

d) Lavar con PBS 3X3"

€) Incubar a 37°C con el primer anticuerpo ( Suero hiperinmune de conejo-anti-1. cruzi
diluido 1:200 con PBS) por 30 min..

f) Lavar con PBS 3X5'.

8) Incubar a 37°C con el segundo anticuerpo ( Suero de cabra anti-conejo) conjugado
con pesoxidasa.

h) Lavar con PBS 3 X 5"

i) Incubar 5’ a 37°C con el cromdgeno { Aminoetil-carbazol).
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j) Lavar con PBS 3 X 3.
k) Contrastar con Hematoxilina de Harris 5"
1) Lavar con agua destilada 3 X 3"

m) Montar con Glicerol-veronal y sellar el cubreobjetos con barniz transparente.

T : .1

usando el sistema Streptavidina-biotina(7sy acoplado al

Esta técnica se p

d

anticuerpo dario y un c¢ con peroxidasa, Se utiliza una dilucién 1:10,000

del primer anticuerpo, para después tratar a los tejidos con un segundo anticuerpo

biotinado y posteriormente agregar el conjugado Streptavidina-peroxidasa. La

q

reaccion enzima-sustrato se realiza agreg; 3-3' Diaminok

.

4-Cloronaftol o

Aminoetil-carbazol a dicha reaccion como cromégeno.Finalmente se contrasta el tejido
con hematoxilina de Harris,

El medio de montaje es muy importante, pues su uso depende del cromdgeno
empleado para evidenciar la reaccidn. Asi pues, si se emplea 3-3* Diaminobenzidina como
cromdgeno, se usa resina sintética para montar la laminilla, lo cual tiene la ventaja de
preservar la reaccion por largo tiempo debido al hermetismo que esta ofrece; sin
embargo, al usar los dos restantes cromégenos en la reaccion, se deben emplear medios
liquidos para montaje, como el glicerol, gelatina, agua, glicerol-veronal, ctc. debido a que
éstos son solubles en solventes organicos como el Tolueno o Xileno en los cuales se

diluye la resina sintética.

73



PIAGRAMA DE FLUJO
{ Téenlea ABC modificada)

TEJIDO FRESCO
( Cortes por congelacion a 4 pm)
1]

SOLUCION BLOQUEADORA
(H30; al 3% en Metano! absoluto por 10 min,)
8

LAVADOS
(3 de 3 min. ©/, con PBS 10mM pH=7.2)
3

SOLUCION DE SUERO BLOQUEADOR
( Sucro no-inmunc de Ratén al 10% cn PBS por 10 min)
8

PRIMER ANTICUERPO
{1gG de Concjo anti-T. cruzi 1:10,000 en PBS por 30 min.)
8

LAVADOS
(5 por 3 min. €/
3

SEGUNDO ANTICUERPO BIOTINADO
(1gG de Cabra anti-IgG de concjo-biotina por 10 min.)
8

LAVADOS
(5 por 3 min. %)
L4

CONJUGADO ENZIMATICO
( Streptoavidina-peroxidasa por 5 min.)
s

LAVADOS
(5 por 3 min. €4
8

MEZCLA CROMOGENO SUSTRATO
( Aminoctil-carbazol por 5 min. a 37°C)
o

LAVADOS
(3 por 3 min, %, con HyO destilada)
L]

CONTRASTE
( Hemaloxilina de Harris por 3 min.)

3
LAVADOS
(2 por 3 min. ¢/, con agua corricnic)
8

MONTAJE
{ Solucién acuosa de Glicerol-polivinil-alcohol)
&

OBSERVACION
{ Microscopio de campo claro)
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