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INTRODUCCION

1. IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA

L.a enfermedad de Chagas es una parasitosis producida por ¢l protozoatio
hemoflagelado Trypanosoma_cruzi en ¢l hombre y en los animales de sangre caliente; se
encuentra limitada al Continente Americano. Los insectos que transmiten el pardsito son
chinches de la familia Reduviidae, denominados triatdminos, que se encuentran

ampliamente distribuidos por todo el Continente (1).

La tasa de morbilidad y mortalidad que se reporta acerca de este  padecimiento
varfan paracada pais 'y estd relacionada a diversos. factores como la virulencia
y el organotropismo que presentan las distintas cepas de T. cruzi asi como la

susceptibilidad del huésped infectado (1) .

En la Repiblica Mexicana solamente se habian reportado 141 casos humanos
comprobados parasitologicamente hasta 1980. En los u‘lltimos 15 afios se han rcgistrado
otros 46 casos , to que hace un total aproximado de 187 casos (Fig, l.)> Los estados
en los cuales se han presentado los casos de la enfermedad de Chagas son Oaxaca,
Yucatan, Edo. de México, Sonora, Guerrero, Nayarit, Veracruz, Michoacin,. Jalisco,

Zacatecas, Morelos, Chiapas y Sinaloa (10).

Los estados dela Repiblica Mexicana en los que se han encontrado  més “casos

humanos de enfermedad de Chagas, diagnosticados por el hallazgo del pardsito son

[



Chiapas y Jalisco con 44 casos cada uno, Yucatin con 33 y Zacatecas con 12, entre otros
(10). Es importante sefialar que [a mayor proporcion de los casos sc. han
diagnosticado mediante reacciones seroldgicas. En algunas regiones del pais como
Oaxaca, Morelos, Puebla y Guervero se han reportado indices de frecuencia muy elevados
mediante pruebas seroldgicas, lo que quizds indique una transmisi()p muy activa de la

tripanosomiasis en dichas regiones (10).

FIG)  Distibucién del ndmero de casos humanos de infecclén por
T cuzi registrados en cada uno de los estados de |a Repuiblica
Mexicana hasts 199). E = diagndetico  parasitoldgico,
§ = dingndatico seroldgico M = con miocarditis compatible
con eliologia chagisica (Tomado d¢ Tay y Cols. 1998).



2. BIOLOGIA DEL PARASITO
T._cruzi esun pardsito altamente pleomorfico que exhibe diferentes formas en su

ciclo de vida (2).

La identificacion de las etapas de desarrollo de ¥, cruzi esta basada en criterios

morfologicos, en relacion a In forma general del pardsito y la posicion respecto al

micleo que presenta una estructura denominada cinetoplasto (2).

Las tres etapas mas estudiadas en ol desarrollo  biologico de T, _cruzi son

identificadas como: tripomastigote, epimastigotey amastigote (2).

2.1. FASES MORFOLOGICAS DE T cruzi
a) Tripomastigote: presenta una forma alargada que mide 20-25 pm  de ancho;
tiene un gran nicleo vesicular y un cinetoplasto prominente, subterminal y
posterior al nucleo, el cual estd formado principaimente por DNA  (Fig.2).
Del cinetoplasto surge un flagelo que recorre - todo lo largo del pardsito dando
lugar a una membrana ondulante; el flagelo sale libre por su porcion anterior y le
permite moverse activamente (1). A esta fase se le encuentra extracelularmente
en circulacion sangulnea del hospedero vertebrado y en el intestino posterior de
los triatdminos; en estos ultimos recibe el nombre de tripomastigote metaciclico

@).



FIG. 2. Representacion esquemdtica de Ia ubtraestructurs
de tripoenastigote de T.ouzi | C, cinetoplasto; M, |
thiitocondria; O, aparato de golgi; N, nuclea; Re,

reticula - endoplismni ML, icrotibul
subpeculiares; f, flagelo (2).

b) Epimastigote cs de aspecto fusiforme, mide 18-22 pm de longitud. El
. cinetoplasto se observa en posicion cercana al nicleo; el flagelo forma una
pequeiia membrana ondulante y sale libre por la porcién anterior (Fig. 3).
Este estadio morfolégico se multiplica en el intestino medio de los

huéspedes invertebrados, o bien, en medios de cultivo (1).

FIG.3.  Representacidn esquemitica de ls ultraestructura

det epimastigote de T. cruzf C, cinetoplasta; - N,
niickeo, ¥, flagefo.



¢) Amastigote: es la  forma replicativa  intracelular de T, _cruzi cuya
multiplicacion  se realiza por fision binaria. Es de forma semiesférica y mide
2-2.5 um, no presenta flagelo libre, pero al microscopio electronico se ve

¢l axonema dentro de una bolsa; ademds presenta un gran micleo y un cinetoplasto

(Fig4) (2).

FIG. 4. Representacidn esquemética de- la ultraestructura
de un amastigote de 1. cruzi; C, cinetoplasto,
N, nicleo; BF, bolsa flagelar.

Los amastigotes y epimastigotes son fas etapas del parasito que se
L multiplican en los hospederos vertebrados e invertebrados, respectivamente.
Los tripomastigotes no se replican pero son las formas infectivas durante el

ciclo bioldgico de T. cruzi (2).



22 Ci()LO BIOLOGICO
Se inicia cuando un triatdmino libre de infeccion por  T._cruzi pica a un
mamifera infectado con  tripomastigotes en su sangre, estos pasan al intestino
medio del insecto para transformarse en cpimastigotes, los cuales se
multiplican por fision binaria longitudinal; al cabo de pocos dias pasan a la region
posterior y se transforman  a tripomastigotes metaciclicos que son infectantes
para un nuevo huésped vertebrado (3). Al momento de que el tiiatomino

infectado pica a un huésped vertebrado defeca  sobre su piel y deja orificios por

donde pasan los tripomastigotes que se encuentran en las heces (1).

Una vez que los tripomastigotes metaciclicos penetran al  tejido subcutdneo,
se introducen en las células del tejido cercano al sitio de penetracion, en su
interior se transforman adoptando la forma de amaétigote. En el citoplasma
de la célula huésped se multiplican por fision binaria repetidas veces hasta que la
lisan, entonces salen a la circulacion y se transforman rapidamente en tripomastigote
sanguineos, diseminindose mediante via hematdgena por todo ¢l organismo; o bieni.
infectan nuevas células adyacentes al tejido donde inicialmente se reprodujeron

(Fig. 5) (1),



FIO. $ T, i, Ciclo de vida: 1, Huéspedes vertebrados de Toonuri. 2. Los transinisores
de T, cruzison inseclos dela familin Roduviidac, fos cuales se infoctan sl picar fos

pod richeados ¢ ingerir tripomastigotes sangui 3.En el tubo digestivo del
vector se iy igotes (1), epimastigoles (b) y enel 1cctoy las deyeociones
aparcoen los tripomastigotes metaciclioos que son lok infictantes (c). 4. ) honibwe s¢
infecta con 1as deyeccinnes del vector, depositadas en piel o mucosas durante la picadura,
& Los pardsiton intracelulares afotan varios tejidos, 6, Los tefidos son [nvadidos por
tripomastigotes  (s), los cusls e ieten  en g i ful,
que semukiplican(b), en las formas agudas y subagudas aparccen tripomastig
circuluntes (¢), infectantes pars ¢l vector (¢). (Figura tomada de David Lhotero, 1987
modificads).
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3. RELACION HUESPED-PARASITO
3.1, FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
T.cruzi puede afectar varios drganos como corazon, esofago, colon,

cerebro, higado, bazo, ganglios linfaticos, musculos, etc. (4).

Durante la infeccién ocurre un com;xcm directo entre el parasito y la célula
hospedera, con la  subsccuente internalizacion del pardsito. Un ndmero de
antigenos en Ia superficie de T._cruzi han sido identificados y pueden tener un
papel en el reconocimiento y penetracion hacia dicha célula (4). Muchos dc‘
estos antigenos pueden estar asociados a la penetracidn ientras que otros
participan comio receptores de superficie que se enlazan  con la. fibronectina (13)
y la  colagena (14) de la célula huésped y por lo tanto ~pueden estar
involucrados enel enlace y el reconocimiento celular (4). Sigui_endo al contacto
mediado por receptores y ligandos entre I célula del hospedero y T. cruzi es
posible que enzimas tales como proteasas (15) 'y pglicosidasas  (16,17)
secretadas por el pardsito, digieran las proteinas de . membrana ‘de la; células
durante la penetracion del parésito yposiblemeﬁte e5as enzisz usen su sitio
activo  para él enlace especifica con la superficie de la célula del huésped.
Una vez en el interior de la célula hospedera, _{J_mg se transfonmy'h‘a‘cia
la fasc de amastigote y escapa & la destruccion potencial de las enzinmus ‘

lisosomales (4).
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Durante la fase aguda de la infeccion los amastigotes de 1. cruzi se
reproducen dentro de las células hasta que fas lisan. Los pardsitos libres invaden o
son fagocitados por otras células adyacentes que también terminan lisindose
conduciendo a una reaccion inflamatoria local con infiltrado de diferentes tipos de
leucocitos. Lareaccion inflamatoria localizada en 1a puerta de entrada es visible y se
conoce con ¢l nombre de Chagoma. La inflamacion se extiende a los ganglios
regionales bloqueando los canales linfaticos y produciendo edema locél (3).
Cuando compromete al parpado constituye el signo de Romafia que consiste
en un.cdema Dbipalpebral unilateral, indoloro con hiperemia conjuntival, escasa
secrecion conjuntival, dacriocistitis del ojo infectado y adenopatia local, en la que
estan comprometidos los ganglios cercanos al sitio de penetracion de T._cruzi,
con desaparicion espontdnea en unos 15 dias (1). El pardsito puede establecerse
en tejidos viscerales, musculares, nerviosos y linfaticos. L_a's células del sistema
reticulo-endotelial,  sufren destruccion debido al crecimiento ymulliplicacién de
los pardsitos. Esta fase se caracteriza por una alta parasitemia y un extenso

parasitismo local (3).

Después durante la fase aguda ocurre una respuesta inmune que
provoca {a disminucion de la parasitemia pero se mantiene la infeccion en algunos
sitios extrasanguineos. Este periodo que va desde el final de la fase aguda hasta fa

aparicion de los primeros sintomas de la fase cronica, - es llamado latente o



indeterminado. En esta fase, el paciente es asintomético a pesar de las alteraciones

que se inician en plexos parasimpéticos del carazén y tubo digestivo (3).

El descubrimiento de autoanticuerpos para endocardio, estructuras
vasculares e intersticios (autoanticuerpos EVI) (18,19) en el suero de eafermos
que desarrollan la fase crébica de la enfermedad, permite la hipbtesis de que la
autoinmunidad puede estar involucrada en la patdlogla de la entermedad de

- Chagas, principalmente en su fase cronica (4).

3.2. MECANISMOS DE T.cruzi QUE EVADEN AL SISTEMA INMUNE DEL HUESPED.
Los tripomastigotes de T, cruzi son capaces de cvadir los mecanismos

dependientes de anticuerpos mediante dos formas (5):

a) Un rapido cubﬁmiento de los anticuerpos anti-T, truzi sobre la superficie del
paréisito y la incorporacion y posterior destruccion de los complejos  antigeno-

anticuerpo en su interior (20,21).

b) Produccion de enzimas que secreta y T. cruzi que rompen la~ porcion Fc del
anticuerpo evitando que se realice una opsonizacién y un’ mecanismo  de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), o bien la lisis por

complemento (22).



Debido a que las células infectadas fallan en la expresion de los
antigenos del pardsito, esto origina que no sean reconocidas por el sistema

inmune y por lo tanto los amastigotes sean protegidos durante el ciclo de

replicacion intracelular (5).

Existen otros mecanismos de evasion como:
I. Mimetismo molecular, en el cual el pardsito libera antigenos parecidos a los
del huésped. (23,24).
2. Adsorcion de los antigenos del parasito por las células hospederas (25).
3. Adsorcion de los antigenos de la célula huésped por ¢l parésito (26-28).

4. Lascélulas infectadas expresan el antigeno del pardsito sobre su superficie

(29).

4. MECANISMOS DE RESISTENCIA DEL HUESPED A LA INFECCION POR
Enla enfennedad de Chagas se ha demostrado, de . manera imponante; la
participacion de la respuesta inmune humoral y celular en la proteccion contra la

infeccion por T, cruzi.
A pesar de que la inmunidad humoral, via complemento’ y - anticuerpos, ha

conducido a la proteccion, experimentos de transferencia adoptiva de células inmunes

de ratones  previamente infectados, han demostrado que la inmunidad celular participa

o



de manera activa; pensando que la produccion de  anticuerpos protectores no
necesariamente son T-independicntes, posiblemente  para que se hayan producido tuvieron
que originarse mediante la estimulacion de linfocitos T-cooperadores (Th) con perfil

de citocinas ¢ 1L-4, IL-6 los cuales estimulan a linfocitos B.

Por otro lado, las evidencias indican que mediante transferencia adoptiva se ha
logrado proteccidn a la infeccion por T. cruzi (30). Aunque el sistema inmune influye en
la resistencia a la infeccion, dicha resistencia también depende de la virulencia de las cepas
y la susceptibilidad del hospedador. Hay cepas de T, _cruzi que matan al 100% de ratones
infectados experimentalmente, como las cepas Y y Tulahuén, pero hay otras que no causan
parasitemia significativa (12). En cuanto a la susceptibilidad, se conocen cepas de ratones
con diferente grado  de susceptibilidad; las cepas de raton Balb/c, CBA y C3H/He son

muy susceptibles pero la CSTBL/10 es altamente resistente (9).

4.1. INMUNIDAD INESPECIFICA DE TIPO CELULAR
Mediante estudios in vitro, se  demostrd  que los  tripomastigotes
sanguineos pueden ser lisados por contacto con  eosinofilos, neutrdfilos y
células linfoides y por exposicion a linfotoxinas, independienicmente del
complemento. Con los eosinofilos y neutrofilos la citotoxicidad  contra los

tripomastigotes depende de la presencia de anticuerpos (ADCC) (5).



Se ha demostrado por medio de estudios in vitro que los anticuerpos pueden
estar involucrados en la inmunidad mediada por células ya que varios tipos de ellas
han mostrado ser efectivas contra los tripomastigotes  sanguineos cubiertos de
anticuerpos ya sea lisando o inactivando a los parasitos (31-34). El mecanismo
de destruccion del pardsito por eosinofilos, neutrofilos, células mononucleares
parece ser bor fagocitosis 35) y por efecto directo del peroxido de hidrogeno

sobre el parasito (36) durante ¢l estallamiento respiratorio intracitoplasmico.

Los eosindfilos se han encontrado en la fase aguda de la infeccion con 1.
cruzi y puede ingerir y digerir amastigotes (37); su- fagocitosis es dependiente
de anticuerpos, mientras que Ia fagocitosis por los neutrofilos es aumentada por la
opsonizacion de anticucrpos. El dafio del amagtigote es prcccdido por el enlace
del material granular del cosindfilo a su membrana. Durante la interaccion
cosindfilo-amastigote, los granulos del  cosinofilo son liberados y debido a
que son citotdxicos pueden jugar un papel en la  destruccion extracelular de

T.cruzi todavia en laausencia de anticuerpos.

Las plaquetas en presencia de anticuerpos, se adhieren a los tripomastigotes
sanguineos y los lisan, se dice que este fenmeno es dependiente de la presencia del
componente C3 del complemento, cuando los tripomastigotes - sanguineas son

incubados con sangre completa o con plaquetas aisladas en presencia de suero



inmune o fracciones de IgG, la adherencia de las plaquetas sobre los pardsitos es
inmediata y scguida pocas horas después par la desaparicion completa de los
pardsitos, probablemente mediante lisis. El receptor C3b de las plaquetas al unirse
al factor C3 del complemento conduce a la liberacion de los granulos con la

subsecuente liberacion de las enzimas proteoliticas que lisan al parasito (11).

Se demostrd que la sangre de raton  deficiente del  factor C5
aglutina tripomastigotes y las plaquetas se adhieren a esas agrupaciones para
lisar al pardsito, También se ha demostrado que mientras el sucro inmune
aglutina tripomastigotes in_vitro, en la presencia de plaquetas los pardsitos son

eliminados (11), (4).

El'papel del macrofago en la resistencia a la infeccion por T, cruzi es
complicado por el hecho de que esta célula puede matar o mantener el

crecimiento intracelular del parasito (4),

Durante la infeccion  primaria de_T, cruzi en el raton, los macrofagos

comienzan a activarse y cuando se extrach para ensayos in_vitro son capaces de

matar a los tripomastigotes, mientras que los macréfagos del raton  normal
mantiene la infeccion y crecimiento intracelular del pardsito. La actividad

parasiticida aumentada contra T. cruzi in vitroestd presente en los macrofagos de

1



ratones inoculados con BCG lo que nos indica que este mecanisnio es inespecifico

(5).

La activacion del macréfago cs llevada a cabo por linfocinas praducidas
por linfocitos  semsibilizados. El aumento de la capacidﬁd parasiticida de
macrofagos activados esta relacionado con la generacion de radicales superoxido,
mientras que cn los macrofagos normales, los tripomastigotes sobreviven  porque

escapan del medio enzimitico de las vacuolas fagociticas (5).

Los anticuerpos contra T. cruzi aumentan la entrada del pardsito hacia el

macréfago pero no son esenciales ya que al bloquear los receptores Fc y C3b del
macrofago la fagocitosis no se ve daflada, pero los anticuerpos amplifican la

capacidad de los macrofagos activados para matar al pardsito (5).

Otra funcion de los macréfagos es que son células esenciales para el
procesamiento- del antigeno y para la cooperacion . con los linfocitos
participando como células presentadoras de antigeno. Los tripoinastigotes pueden
entrar & -un mact6fago nonnal por fagocitosis 0 por penetracion -activa via su

flageto (5).

20



Después de la entrada del pardsito al macrafago, dentro de las 24 h
siguientes, el pardsito  cscapa  del fagolisosoma dentro del citoplasma y
comienza su ciclo replicativo (38-39) o es climinado dentro del fagolisosoma,
probablemente por mecanismos. que involucran el estallamiento  oxidativo, donde
radicales superoxidos y perdxidos de hidrogeno intervienen en el proceso

de la muerte (33,38,40,41), (4).

Las células T involucradas en esta activacion son las células cooperadoras
(Th) (42) que pueden estimular la produccion de muchos y diferentes factores

que participan- en la activacion de los macrofagos.

- Tres de los cinco tipos de interferones conocidos , IFN-ot , IFN-B , IFNy |
activan  a los macrofagos, estos aumentan jn_vitro la muerte de- los
tripomastigotes por los macrofagos (38). El IFN-y es mas efectivo como
estimulador de la actividad tripanocida. Otras  citocinas  tales - como - factor
estimilador de colonias de macrofagos y‘ granulocitos (GM-CSF) y factor de
necrosis tumoral (TNF), son también efectivos en la induccion de la actividad
tripanocida (43). Las células = asesinas naturales (NK) aumentan su actividad

porelefecto del IFN-o ¢ IFN-p para matar a.los tripomastigotes de T.

cruzi (44,45).
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4.2, INMUNIDAD ESPECIFICA DE TIPO CELULAR

Las células T estan involucradas en la resistencia a la infeccion. Las  células
de ratones recuperados de una infeccion con T.cruzi confieren proteccion a

ratones normales (4).

Se ha demostrado que el papel de macrofagos y linfocitos T es importante en
la proteccion de ratones infectados con T._cruzi. El papel protector de
linfocitos T ha sido indicado por experimentos (ic transterencia adoptiva, por
ejemplo, en los estudios de Thomas, et al (1980), M. E. Rottenberg (1990), N.
Nogueira y Donald E. Burguess (1979) se vio su proteccion en ratones
infectados. Esta proteccion puede depender del grado de susceptibilidad del

hospedador lo.cual se ha demostrado al emplear diferentes cepas ‘de ratones,

“por ejemplo, ratones C3H/He son muy susceptibles a la infeccion,

Balb/C y CBA son susceptibles al igual que C3H/He y los ratones C57BL/10

son - resistentes a la infeccion por T. cruzi (9).

De cualquier manera la transferencia adoptiva de células de ratones
recuperados de una  infeccion aguda puede conferir proteccion - a  ratones

receptores no inmunes tal como s¢ demuestra en el trabajo de Donald E.

: Burguess (1979)y ‘en el de M. E. Rottenberg (1990), en donde las células de

bazo obtenidas de ratones recuperados de una infeccion aguda por T, cruzi
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disminuye ln parasitemia y mortalidad en receptores singénicos, prolongando  de

esta  manera su vida (30).

Posiblemente linfocitos T CD8+ y T CD4+  participan en la  proteccion
como se vio en el estudio de M.E. Rottenberg, R.L. Cardoniy E L. Segura (1990)
en donde las poblaciones  celulares involucradas en la resistencia contra la infeccion
de _’l‘__g;yl; (células de bazo, linfocitos T, chav y CD8+) fueron obtenidas
ratones infectados cronicamente. La administracion de células de bazo inmunes
y linfocitos T confiricron un aumento en la resistencia contra el pardsito. La
actividad protectora de linfocitos T pero no la de las células totales de bazo
inmunes  fue completamente abolida por el tratamiento - con anticuerpos
monoclonales anti-Thy 1.2y complemento, lo que conducia a la muerte de los
ratones indicando que las células T estan involucradas en la resistencia de los
ratones infcctadog cronicamente.  El prc-lratamiemo de linfocitos T con
anticuerpos  monoclonales anti-L3T4 o anti-Lyt 2.2  reduce parcialmente
la transferencia de la resistencin presentandose altas parasitemias pero un menor
porcentaje de mortalidad; la disminucion en ambas anula la transferencia de
resistencia; esto indica que las célulqs Ch4t y CD8+ son capaces de conferir

proteccion contra fa infeccion con T. cruzi (8).

La disminucion de las células CD4+ por un tratamiento_in_vivo con

anticuerpos anti-L3T4 antes’ de la infeccion resulta en un aumento en la
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susceptibilidad del raton a la infeccion por T.cruzi. Las clonas de las células T
CD4+ provepientes de ratones infectados cronicamente con 1. cruzi que
mediante la proteccion por transferencia adoptiva, se vio que tienen una funcion
cooperadora para la formacion de anticuerpas ya que produce linfocinas que

ayudan en la activacion de los linfocitas B y de las propios linfocitos T.

Estos resultados muestran que la  resistencia desarrollada por los
ratanes infectadas cronicamente con T, cruzi es el resultado de la actividad tanto

de células no T, T CD4+ y CD8+ (8).

T.cruzi induce s;lprcsién en la respuesta mediada por células y por
anticuerpos, predominantemente durante la fase aguda, esta supresion es evidente
en la respuesta de las células T in vitro y en la actividad presente en el bazo de
ratones infectados crénicamente que supn'me'n las reacm;oncs de hipersensibitidad

tardin (DTH) y respuesta mitogénica (4).

Las células T citatéxicas (Tc) se encuentran también presentes en la
infeccion y actban en contra de las células infectadas prabablemente por medio
del reconacimiento de antigenos del parasito adheridos a la superficie de las
células infectadas pero no matan direétnmeme al parasito, aunque tal destruccion
de la célula hospedera puede dejar al parasito vulnerable a atras formas de ataque

).
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El papel de las células T en la proteccion de los ratones infectados
cronicatnente  se ha indicado por transferencia adoptiva de las células Ty B.
Mediante cstos experimentos con células de bazo totales y deficientes de
linfocitos T se ha observado que las primeras confieren una  mayor proteccion
contra la infeccion con 1. cruzi y las segundas presentan una menor
proteccion  ya que presentan una mayor parasitemia; la cual comparada . con la
parasitemia producida en los ratones no protegidos, es mucho menor y ademés no

produce la muerte.

Las células de bazo imnunes son capaces de activar a los macréfagos a un
estado tripanoeida por medio de linfocinas activas. La estimulacién de los
macrofagos microbicidas jn viva  asi como lt_ambién de los linfocitos activados que
son capaces de generar los factores que inducen la actividad tripanocida del
macrofago en los animales no inmunizados a los cuales se les transfirieron dichas
células y que fueron retados con dosis de  tripomastigotes sangiiincos capaces de
matar al 100% de los ratones no inmunizados resulta en una proteccion de los
ratones y que dicha poblacion de células de bazo sbn capaces de - conferir
proteccion  por transferencia adoptiva. Las célulaé responsables - para la
transferencia de la proteccién son las células enriquecidas con células T, quea
la vez son responsables de la gencracion de los faclores. activadores  de los

macrofagos, por lo tanto, las células T son requeridas para conferir
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proteccion invivo a través de la transferencin adoptiva y también para la

generacion de fos factores activadores de los macrofagos in_vitro.

Liew reportd que el cultivo de células T de raton infectado
cronicamente suprime la respuesta DTH a varios antigenos pero no afecta a
DTH cn ratones sensibilizados antes de la infeccion con T.cruzi. Esta actividad
supresora estuvo también presentecn el suero de ratones infectados sugiriendo
la participacion de un mediador soluble. E! raton con DTH suprimida desarrolia -

satisfactoriamente reactividad DTH después de un segundo estimulo antigénico (7).

5. AVANCES EN LA ELABORACION DE VACUNA CONTRA T. cruzi
Se han desarrollado estudios de vacunacion en  diferentes cspecies animales
utilizando diferentes antlgenos, incluyendo células intactas lisadas, fracciones subcelulares

y preparaciones de glicoproteinas de la superficic celular de T.cruzi. Los resultados

en general muestran que estos antlgenos reducen la parasitemia durante la fase

aguda dela enfermedad (4).
Aunque T.cruzi aparentemente evade la respuesta inmune del huésped varios

factores favorecen el desarrollo eventual de inmunizacién o proteccion efectiva para la

' enfermedad de Chagas en el humano (5):
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a) La infeccion de raton con cepas no virulentas de T.cruzi o inoculacion de organismos
atenuados por irradiacion o empleo de  firntacos resulta en una proteccion significativa para
otro reto letal y reduce la manifestacion patologica de la enfermedad cronica. lLas
vacunas compuestas de extractos de pardsitos o componentes purificados son también

protectores pero usuatmente requieren ef uso de adyuvantes (5).
b) Parece haber reactividad cruzada entre distintas cepas de T. cruzi.
¢) Hay evidencias de que T, cruzi presenta variacion antigénica entre las diferentes cepas.

Existen varios problemas importantes para superar el desarrollode una segura
y efectiva vacuna para la enfermedad de Chagas. Primero la vacuna debe bloquear la
infeccion primaria con tripomastigotes metaciclicos o prevenir el establecimiento de la
enfermedad cronica, sin embargo, la inmunidad adquirida naturalmente fracasa. Algunos
experimentos han mostrado  proteccion parcia de‘ ratones - al reto con T, cruzi, estos
animales resisten la fase aguda de la enfermedad.  Segundo, aunque un huésped resista la
fase aguda, pueden permanecer los pardsitos, de manera intracelular, en fase de amastigote;
las células que estan infectadas por éstos, presentan moléculas que el mismo hospedero las
llega a conocer como extrafias y son las que induccﬁ autoinmunidad. De esta fbnnn el
mismo organismo se ve afectado en la fase cronica. Esos problemas potenciales pueden

limitar fa realizacion de la vacunacion.
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OBJETIVO

Hasta ahora, la variedad de antigenos utilizados para despertar la respuesta inmune
de! huésped  consiste de los pardsitos  lisados, fracciones subcelulares y

preparaciones de glicoproteinas de la superficie celular de T. cruzi, dichos antigenos

confieren poca proteccion ya que reducen muy poco la parasitemia durante la fase aguda y
un porcentaje bajo de ratones sobrevive al reto con dosis letal de T. cruzi; para que aquellos
induzcan una mejor respuesta inmune se requiere que permanczcan  mayor tiempo en
circulacion ayudando a estimular constantemente al sistema inmune; esto obliga a dar varios
refuerzos con aquellos antigenos. Los antigenos que posiblemente estimulan con mayor
frecuencia la respuesta inmune son los que componen a tripomastigote  sanguineo
viable, por lo que utilizando dicha fase de desarrollo de T, cruzi que es la Gnica que
permanece en el torrente sanguineo es probable que. estimulen constantemente a las
células del sistema inmune lograndose ast un mayor ﬁﬁmero de células activadas.y de
memoria, de esta manera si se desarrolla una infeccion por T. cruzi con una cepa que
permita la presencia de los parsitos en circulacién sangulnea durante varios dias, se
producird una activacion constante de células .inmunes las cuales podﬁan proteger a un
huésped si se le transfieren antes de infectarse con una dosis Jetal de T, cruzi.
Para demostrar lo anterior se establecio el siguiente objetivo:

Inducir proteccion contra la infeccion por ¥, cruzi mediante l;\ tmnsferenvcin adoptiva

de células de  bazo inmunes estimuladas por accién de antigenos vcirculames del

parasito.
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ESTRATEGIA DE TRABAJO

Para alcanzar el objetivo se siguio la siguiente estrategia de trabajo:

Inmunizacion de ratones

|

Obtencion de células de

bazo inmunes

SR |

Transferencia de células

: de hazo inmnunes a ratones

receptores

Reto con T.cruzi en

- ratones receptores

(ver csquerha de estrategia de trabajo)

Ratones normales

Obtencidn de células de

bazo no-inmunes

Transferencia de células
de bazo no-inmunes a
ratones receptores

Reto con T, cruzi en

ratones receptores



ESQUEMA DE ESTRATEGIA DE
TRABAJO
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MATERIAL Y METODOS

1. Pardsitos: se utilizo la cepa vilenta de T, cruzi denominada Querétaro en todos fos

experimentos. Los tripomastigotes sanguineos tueron mantenidos por pases en ratones.

2, Animales de laboratorio: sc emplearon ratones hembras CFW y Balb/C, de 6-8

semanas de edad.

3. Mantenimiento de T. cruzi en ratén: Los pardsitos en fase de tripomastigotes
sanguineos fueron mantenidos en ratones CFW inoculando 1 x 10 © tripomastigotes
sanguineos/ratén por via intraperitoncal (IP) y dejando que se presentara .pamsitel'nia
hasta obtener Ja cantidad de pardsitos que permitiera hacer el pase a nuevos ratones no

infectados. Generalmente se realizaba en la tercera semana post-infeccion.

4, Obtencion de ratones - inmunes: fos tripomastigotﬁ sanguineos obtenidos de la
sangre de ratones CFW [1] se utilizaron para infectar a ratones' Balb/c con tna dosis
de 1.5 x 10 * tripomastigotes saugulnebs/ratén. Con esta dosis los ratones sabreviven a la
infeccion y se puede crear una inmunidad conlfa el parésito. El grndo de parasitemia
durante e periodo de infeccion se determinaba contando el mimero de pa_rési!os
presentes en la sangre mediante un hemocitometro (ver diégfama de es‘tra:telgia de trabajo,

punto No. 2).
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5, Obtencién de cétulas de bazo inmunes y no-inimunes: los bazos de  todos  los
ratones Balb/C inmunes [3] fueron extraldos y las células se obtuvieron por perfusion
con medio RPMI 1640. La suspension celular se dejé sedimentar 5 min. para separar
los trozos gruesos, luego se centrifigd a 1500 rpam. durante S min. Al pellet
resultante  se fe apregd la solucion de lisis (ver apéndice) para romper a los
globulos rojos durante 5 min,, posteriosmente las células sc lavaron con 16 ml de medio
RPMI 1640 centrifugindose a 1500 rp.m.  durante 5 min. Al pellct se le agregéde [ a3
mi de medio RPMI 1640 y tomando una muestra de 10 i se prepard una difucion 1/100
para confar las células con un hemocitometro. Se realizd ung dilucion con medio RPMI
1640 para ajustar fa concentracion a 1x 10 ' células/mi, A partir de los ratones cepa
Balb/C {4] no infectados se obtuvieron los bazos recibiendo ei mismo tratamienio que

los bazos inmunes para la obtencidn de las células de bazo no-inmunes.

6. Transfevencia adoptiva de células de bazo inmunes y no-inmunes: Ratones cepa
Balb/C {5 y 6] se utilizaron como receptores de células de bazo inmunes y no-
inmunes 8 los cuales se inocularon por via IP 1 x 10° células en un volumen de 200 1 |

por cada raton.

7. Reto con T, cruzit los pardsitos que se utilizaron para ¢ reto  fueson obtenidos de la
sangre de ratones CFW infectados {7]. La sangre fue diluida con medio RPMI 1640
a la concentracion de 1 x 107 tripomastigotes sanguincos/ml. Los ratones cepa

Balb/C que recibieron las células de bazo imwnes y no-inmunes fueron -retados
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intraperitonealmente con 2 x 10 * tripomastigotes sanguineos por raton en 200yl 12h

después de la transferencia de las células de bazo {8].

8. Obtencién de suero de ratdn: para la determinacion de anticuerpos  se  obtuvo el
sucro de fos ratones a partir de la sangre obtenida de la cola dilatada pbr calentamiento, o
por puncion cardiaca, La sangre se dejo 2 h a temperatura ambiente para la formacion  del
coagulo, bespués se centrifugd dos veces a 2500 r.p.m, durante 15 min para la separacion

del sucro. Las muestras de suero se guardaron en congelacién a-20 °C hasta su uso.

9. Deteccion de anticuerpos anti.T. cruzi; para llevar a  cabo ia deteccion de
anticuerpos anti-T, cruzi se utilizo la técnica de ELISA indirecto, para lo cual primero se
optimizd. ‘la técnica respecto al nimero de epimastigotes por pozo (como antig,eno); la
dilucion del suero y la‘diluc'ibn del conjuﬁado. La optimizacion de la técnica se realizd de
I siguiente manera:
a) Acoplamiento del autigeﬁo: sc utilizo una placa para ELISA con 96 pozos en los
cuales se agregd 206 ul del antigeno, en este caso son e_pimastigotcs de
T _cuzi fijados con  p-formaldehido al 2%.’ Se colocaron 3 diferentes
cantidades de ~ epimastigotes: 104 | 105 'y 10 6 , dejando sécar l;\ pfad a
temperatura ambicnte por 4 dias.
b) Se lavo 4 vect.*;s con PBS.T20,
¢) Bloqueo: se utilizd una solucion de PBS.TZO-BSA al 1% colocando 200}1]

deesta solucion en cada pozo y dejando actuar 2 ha temperatura ambiente.

k)



d) Se lavo 4 veces con PBS.T20.

¢) Sueros: se utilizaron 3 diluciones diferentes: 1/100, 1/1000 y 1/10000 . Se
colocaron 100 ! de cada dilucion en ¢l pozo correspondiente dejindose durante
una noche en refrigeracién.  La placa se cubrio con parafilm,

f) Selavo 4 veces con PBS.T20.

g)Conjugado GAM-POD (anticucrpos de cabra especificos a cadenas  de
iimunoglobulinas de raton acoplados a peroxidasa): se utilizaron 2 diluciones
diferentes: 1/10000 y 1/20000  colocando 100 pl de cada dilucion en el pozo
correspondiente dejando actuar por2ha temperatura ambiente.

h) Selavod 4 veces con PBS.T20.

i) Sustrato: (TMB-H2 02 )se colocaron 100 pl en los pozos dejando actuar:

durante 15-20 min en la obscuridad.
§) Paro de reaccion con Hz S04 IN: se colocaron 100yl entodos los pozos.

k) Leer a 450 am,



RESULTADOS

Pensando en que ln estimulacion frecuente del sistema inmune por los
tripomastigotes sanguineos que permanecen constantemente en circulacion permite un
mayor nimero de células inmunes activadas y de memoria, se obtuvicron las células de bazo
imnunes a T, cruzi las cusles se transfirieron a ratones de la misma cepa singénica tratando
de demostrar que estas células inducen proteccion contra la infeccion por T, cruzi, para
evaluar €] efecto de las células inmunes se midio el porcentaje de mortalidad, las cusvas de
parasitemia y la presencia de anticuerpos en los ratones retados con una dosis letal de T.

cruzi,

1. PORCENTAJE DE MORTALIDAD.

La determinacion del porcentaje de mortalidad se realizo para observar si se llevé
a cabo Ja induccion de la proteccion contra la infeccion por T._cruzi - mediante la
transferencia adoptiva de células de  bazo inmunes a partir de ralbnes donadores

inmunes a T_cruzi. El porcentaje de mortalidad se determin por el nimero de ratones

_muertos de cada lote hasta el dfa 40 post-infeccion. Este resultado se muesira en la tabla 1.

En la tabla I se observa que el porcentaje de mortalidad fue del 100% tanto para
los ratones que se infectaron solo con  T.crdzi sin recibir ningin tipo de células de bazo
como para los que se les transfiieron célufas de bazo no-inmunes con posterior reto

con T cruzi; comparando este resuftado con el porcentaje de mortalided - que
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presentaron los ratones que recibieron células de bazo inmunes y se retaron con T cruzi,
que fuc del 0%, se observa que los ratones de este tltimo grupo  sobreviven indicando que
las células de bazo inmunes inducen proteccion contra la infeccion por T._cruzi ya que
los dos grupos de ratones, anteriormente mencionados, presentan un 100% de
mortalidad indicando que no sobreviven a la infeccion por T, cruzi'y concluyéndose que
la muerte de los ratones es debida a la infeccion por T, cruzi; también se observa que
los demds grupos de ratones presentaron 0% de mortalidad, que corresponden a los que no
se les inoculd nada, a los que se les inoculd medio RPMI y los que recibieron células de

bazo imnunes y no-inmunes, por lo que la transferencia de las células.de bazo inmunes y

no-inmune no fueron la causa de la ‘muerte.
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LOTE No. RATONES PORCENTAJE DE

MORTALIDAD (%)
i 3 0 (0/3)
It 3 0 (03)
HI 3 0 (0/3)
v 10 0 (0/10)
Y 6 100 (6/6)
VI 5 100 (5/5)
Vil 9 0 (019)
TABLA . Mortalidad y da en ratones receplores de cdlulas debazo inmunes o no-inmuncs

y retados o sinretarcon Toonuzi, La dosis de célulds de bazo innwines o no-inmuncs
fue de 10° células/natin. La dosis de reto fue de 2x10° tripomastigotes
sanguineostalén.  Los ratones fuseron inoculados por v intraperitoneal, Lote {: ralones
sin inocular (controf negativo de inoculacidn), Lote I1: ratones inoculados con “medio
diluyente de oélulax e bazo (RPMI 1640); Lote I1): ratovies inoculados con cefulas de
bazano-inmuncs; Lote V' ratonesinoculadon con células de bazo [nmunes, Lote V:
miores inoculedos con Ui

f i gul Lote VI: ratoner inoculados
con células de bazo no-inmunes y retados con tripomastigotes nqgulneiw. Lote VII:
satanes inoculados con células de bazo Inmunes y retados von  tripomastigotes sanguineos.

2.DETERMINACION DE CURVAS DE PARASITEM!A

Las curvas promedio de parasitemia se determinaron para cada lote de ratones
con el fin de conocer ¢l comportamiento de la infeccion por T. cruzi . Dichas curvas se
realizaron contando el nimero de parsitos por mi de sangre en intervalos de 3 dias

durante un periodo de 40 dias o hasta su muerte. Los resultados obtenidos se muestran en

Ia figura 6.
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CURVAS PROMEDIO
DE PARASITEMIA
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En las curvas promedio de parasitemia obtenidas (Fig.6) se observa que las
carrespondientes a los ratones sin inoculacion y a los que se inocularon con medio de
cultivo y con células de bazo  no-inmunes, no  presentaron pardsitos en ningin
momento del seguimiento. La curva promedio de parasitemia de los ratones a los que se
les transfirieron células de bazo inmunes presenta una baja parasitemia {no mayor a un
valor de 1 x 10° parisitos/mi de sangre ) con respecto a las que muestran los grupos
de ratones infectados con T, cruzi posiblctﬁente debido a que algunas células de bazo
inmunes se cncontraban parasitadas ocasionando la infeccion a los ratones receptores; la

parasitemia presentada a partir e dia 23 es casi nula.

Los ratones inoculados. con T, cruzi pero que no recibicron células de bazo (lote
V) presentan una curva promedio de  parasitemia que va en aumentp' conforme
avanza el tiempo com parasitcmias muy altas en un intervalo de 1.8 a SI x 10°
tripomastigotes sanguineos/ml sangre, la curva a partir del dia 29 ya no se continué

porque todos los ratories de ese lote murieron.

La curva promedio de parssitemia de los ratones que r_ecibieron células de
bazo no-inmunes y que fueron retados con T.cruzi  (lote VI) tiene un intervalo de
parasitemia de 0.8 a 7.2 x 10° f{ripomastigotes sanguineos/mi, dicha cuéya ya no se

siguio a partir del dia 15 porque todos los ratones murieron.

La curva promedio de los ratones que recibicron células de bazo inmunes y que

fueron retados con T, crzi (lote V1) representa una parasitemia -muy. baja en
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comparacion con la de los ofros satones infectados  con  T_crwzi (lote V y V1)
permancciendo los primeros 18 dias constante luego aumentd pero a partir del dia 27
disminuyé sicndo la parasitemia hasta el dia 40 nula, esto nos indica que las células de
bazo inmunes transferidas a los ratones receptores confieren proteccién contra fn
infeccion por T.cruzi ya que observando las curvas de Jos otros ratones infectados con T,

cruzi (lote V y fote V1) la parasitemia es mucho menor y fos ratones no mueren.

De acuerdo a estos resultados  se concluye que las células de bazo inmunes
inducen proteccién’contra fa infeccion por T, cruzi y aunque algunas de las células de bazo
inmunes que posiblemente se encuentran infectadas no alteran la induccion de fa prcicccién
contra T, cruzi porque el nimero de pardsitos es muy bajo, las células de bazo no-
inmunes no inducen proteccion contra la infeccion por T, cyzi sino por el contrario
aumentan ligeramente el grado de parasitemia y la mortalidad se presenta en un menor

tiempo.

3. DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-T, cruzi
3.1. Estandarizacién de la técnica de ELISA indirecto.
La técnica de ELISA indirecto se optimizd tomandoen  cuenta el nimero
de epimastigotes por pozo, la dilucion de! suero y la dilucién del conjugado (ver

material y métodos).

Las condiciones Optimas para la realizacion de la técnica de ELISA

indirecto son aquellas que nos den la mayor absorbancia a una menor dilucion
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del conjugado, dilucién de suero y de cantidad de epimastigotes/pozo.  Los

resultados obtenidos se observan en las figuras 7y 8.

-ELISA INDIRECTO
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1.6 !
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10000 100000 100000
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F1G. 7. Estandariracidn de ta téonica de ELISA indirecto. La dilucidn
de) conjugado wtitizada es de 1/10000 y las tres diferentes

dades de epimastigotespozo y diluciones defsuero. £.a
ilucion de suero 1/100 muesun Jox valores mis altos de
absorbancia.
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Observando ambas figuras (7y B) se muestra que fa grafica 7 presenta los
mayores valores de absorbancia por lo que la dilucion de conjugado para los
estudios  subsecuentes es 1/10000. Analizando Jn misma figura (7) se observa que
la dilucion del suero que presenta los mas altos valores de absorbancia es la
dilucion 1/100, observando esta misma curva (dilucion 1/100) el méximo valor de

absorbancia lo presenta la cantidad de 10° epimastigotes/pozo.

De acuerdo a estos resultados las condiciones Optimas para la realizacion de
la técnica de ELISA indirecto son 10° epimastigotes/pozo, dilucion del suero 1/100
y dilucion del conjugado 1/10000 ya que a estas condiciones se obtiencn los
mayores valores de absorbancia a la menor dilucion de suero y conjugado. Con
estos datos ya establecidos se realizd Ia técnica de ELISA indirecto para la
det'ec'cibn de anticuerpos ami-Imzj.
3.2, Deteccion de anticuerpos anti-T,_cruzi
3.2.1. A partir de los ratones donadores de células de bazo inmunes.

La clasiﬁcacién de los ratones donadores como’ inmunes fue
realizadn en basc a la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi en sus
sueros. La deteccion de anticuerpos en el suero de los - donadores se
efectud medisnte la técnica de ELISA - indirecto para determinar si los
donadores estaban inmunes contra la infeccién porI;gm;j para que se
flevara a cabo fa obtencion y la. transferencia de las célulﬁs de bazo

inmunes.
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DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-T..cruzi
EN RATONES DONADORES DE CELULAS INMUNES
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Para la técnica de ELISA indirecto se empled como sueros de
referencia un grupo de § sueros  provenientes de ratanes positivos a T,
cruzi. Se considerd positivo aquel sucro problema que presentara una
absorbancia mayor a fa absorbancia media de los sucros de referencia
menos dos desviaciones estandar (Aref -28D) y menor a Aref + 28D y

como negativos aquel que presentara una  absorbancia menor a una Aref -

28D.

Enla fig. 9 se observa que de los 10 sueros problemas ensayados
para clasificarlos como positivos y negativos, todos fueron positivos
y ninguno negativo de acuerdo al criterio mencionado anteriormente. Una
vez que los ratones donadores se clasificaron como inmunes o no-inmunes
se efectud la obtencion de las células de bazo inmunes y su posterior
transferencia a los ratones  receptores.
3.2.2  Deteccion de anticuerpos anti-j[v. cruzi de Jos ratones empleados en este
estudio.
La deteccion de anticuerpos anti-T. cruzi de los ratones con fos que
se trabajo en el experimento se realizd alos 0 y 40 dias post-infeccion
para conocer ¢f estatus serologico de los rvatones receptores antes y
después de la infeccion y observar i se encontraban inmunes a la

infeccion por T.cruzi. La deteccion de anticuerpos en cl suero e

los receptores se efectiio mediante la técnica de ELISA indirecto.

Los resultados obtenidos se observan enla figura 10,
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Para la realizacion de la téenica de ELISA indirecto se utilizaron
como sucros de veferencia un  grupo de 5 sueros provenientes de ratones
con anticuerpos anti-T__cruzi  (seropositivos). Se considerd  positivo
aquel suero problema que presentara una  absorbancia (A) mayor a
la  absorbancia media de los sueros de referencia menos  una desviacion
estandar (Aref-1SD) y menor a la Aref+1SD y como negativo aquel que

presentara una A menor a Aref-18D.

En la figura 10 se observa que un sucro de referencia positivo
presenta una A mayor a la Aref+1SD esto puede ser debido a un ruido
de fondo elevado considerandose asi un falso positivo. Los sueros
problemas correspondientes a fos ratones que no se inocularon (control
negativo, fote I) se consideraron negativos excepto por uno cuya A es
mayor a Aref+ 1SD por lo que se considera un fa!sq positivo ya que puede
tener alguna sustancia que tenga reaccion cruzada con T, cruzi, a este
grupo de ratones solo se les determiné a los cuarenta dias. Los sueros
de los grupos de ratones receptores a los cuales a uno de vel\os se les
inoculo medio de cultivo y al otro células de bazo no-inmunes (Iotesll}y
1l respectivamente) se consideraron negativosalbs’o y 40 dias. Alus
sueros de fos grupos de ratones infectados con T, cruzi - excepto a los
qué se les transfiieron células de bazo inmunes (lotes V'y Vi) se

consideraron negativos a los 0 dias, a los 40 dias no se pudo determinar
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si fos sueros eran positivos 0 negativos debido a que fos ratones

murieron mucho antes de finalizar el estudio.

Los sucros obtenidos alos 0 dias de fos ratones que recibicron
células de bazo inmunes (lote 1V) fueron negativos y a los 40 dias
fucron positivos, esto  se  debe a que al presentar  parasitemia
posiblemente  debido a que algunas células de bazo inmunes estaban
infectadas sc logrd la activacion del sistema inmune del ratdn  receptor
llevéndose asi la produccidn de anticucrpos. Los sueros obtenidos a los
0y 40 dias de los ratones que recibicron células de bazo inmunes y
posteriormente retados con T, cruzi se consideraron  negativos de acuerdo
al criterio anterionmente  planteado. En cste caso se esperaba que 8 los
40 dias existieran anticuerpos pero estos resuftados  nos demuestran lo
contrario por lo que se sospechs de una inmunosupresion en donde la

produccion  de anticuerpos se ve alterada, en este caso  disminuida.
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DISCUSION

En la enfermedad de Chagas, se ha visto la participacion de la respuesta inmune
humoral y celular. En trabajos como los de Thomas M. Trischmann y Barry R. Bloom
(1980), M.E. Rottenberg y E.L. Segura (1990), Donald E. Burguess y William Hanson
(1979) se ha demostrado que la innunidad celular participa de manera activa en la
proteccion contra la infeccién por T. cruzi. En este estudio se traté de generar una

amplia produccion de células inmunes a T, cruzi, para ello se requerin de un antigeno que

permaneciera constantemente en circulacion para la estimulacién frecuente del sistema
inmune celular, en los trabajos anteriormente mencionados se  utilizo la fase de
epimastigote de T. cruzi como inmundgeno, estos son capaces de infectar pero la
probabilidad de que sobrevivan y se transformen a la fase de tripomastigote sanguineo
es muy bajn, por tanto se requieren de \;arios refuerzos  para asegurar una mayor
activacion de céluias inmunes; para evitar la generacion de un bajo porcentaje de células
 inmunes, en este trabajo s¢ empled como inmundgeno ls fase de tripomésligote sanguineo
puesto que al permanecer constantemente en circulacion estimularia Qna mayor cantidad . de
‘céulas inmunes a T. cruzi presentdndose la ventaja de evitar la inoculacién con  varios

refuerzos,

El porcentaje de mortalidad observado en el grupo de ratones receptores de células

de bazo inmunes y retados con una dosis letal de T, cruzi (lote Vi1) fue del 0% - indicando.

sin lugar a dudas que la proteccion se debe exclusivamente a las células del raton inmune lo
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cual se demuestra al abservar que el 100% de los ratones inoculados con células de bazo no-

inmunes mueren al igual que los ratones infectados con T, cruzi, sin recibir células de bazo.

Los resultados refacionados a las curvas de parasitemia muestran que la presencia de
parasitos en sangre se debe a la inoculacién con T. cruzi, ya que los ratones retados con este
parisito muestran parasitemia. Pero tambidn se observa que los ratones que no se les
inoculd T._cruzi pero se fes transfirid células de bazo immunes mucstran parasitemia, esto se
debe posiblemente. 2 que algunas células  de  bazo inmunes estaban infectadas con

amastigotes y que al transferirsc a ratones receptores estos se infectaron,

El efecto protector de las célufas de bazo inmunes se observa en la curva promedio
de parasitemia de los ratones que se les transfirieron estas células y se retaron con T._cruzi,
para los que se observa que el nivel de parasitemia fue tan bajb que nunca fue mayor a 10’
tripomastigotes sanguineos por ml sangre, inqluso al dia 28 bajé a cero el nivel de
parasitemia. El tipo de células que conforman fa poblacion de células de bazo inmunes son
flinfocitos T, B, macrofagos, neutréfilos y cosin&ﬁlos. las cuales se ha visto que se activan
quedando muchas de eflas como células de memoria para el reconocimiento del antigeno en
posteriores inoculaciones con el parasito, por lo tanto, dichas céfulas al frénsﬁ:ﬁrsc a ratones
receptores que posteriormente se retason con una dosis fetal de tripomastigotes sangulneos
entraroft én contacto nuevamente con el antigeno activando de usa inanera més‘ répida, y al
haber células de memoria , éstas reconocen ripidanente al antigeno formando asi una
barrera de defensa contra la infeccion por T,_cruzi que estimularian las células del sistema

inmune del raton receptor, mientras las células de bazo inmunes transferidas flevan a cabo
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activar y posteriormente llevan a cabo los mismos efectos.

Comparando las curvas de parasitemia para fos ratones receptores de células de

bazo no-immunes y retados con T, cruzi y para los retados con T. cruzi sin recibir células de

bazo, se observa que el tiempo en que murieron fos ratones es menor para fos primeros que

los infectados con T._cruzi posiblemente debido a que las células de bazo no-inmunes

transferidas, de alguna manera afectan al sistema inmune del raton receplor, tal vez como un
efecto inmunosupresor lo que origina que el raton receptor se encuentre
inmunocomprometido y por la infeccion que presenta por T, cruzi , ésta se desarrolla de

manera letal en un menor tiempo que en el que ocurre en una infeccion normal,

Respecto a la presencia de anticuerpos anti-T,_cruzi en Jos ratones ensayados, se
observo que los sueros correspondientes a los ratones sin inoculacion (fote 1), 8 los que se.
les inoculd medio de cultivo (lote II) y a los que se les tfansﬁrieroh células de bazo -no-
inmunes fueron negativos de acuerdo al eriterio  anteriormente - mencionado (ver
resultados) a los 0 y 40 dias, esto se debié a que los ratones no fueron retados con T.cruziy
por consiguiente los ratories receptores no estuvieron cn comaclé con el parésito y entonces
no se estimuld al sistema inmune. Esto también nos indica que tanto en el medio como en
las células de bazo no-inmunes no hay alguna sustancia que tenga reaccion cruzada con

cl tripomastigote sanguineo,
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Con respecto a los sueros correspondientes al grupo de ratones que recibieron
células de bazo inmunes y que se retaron con T. cruzi estos fueron negativos tanto a los 0
como a log 40 dias esperando que fueran positivos, quiza no lo fueron por la supresion del
sistema inmune (inmunosupresion) del raton receptor por T, cruzi debido a la accion que ,
dste cjcrccvsobrc las células de bazo como lo demostré Ramos, et.al en 1978 y Cunningham
en 1980, y més especificamente sobre la actividad de las células T ( Reed et al en 1983).
Debido a Ia inmunosupresion de fas células Ty de la produccion de 11.-2 la cual es necesaria
para la estitnulacién pararian y sutocrina de las células T no se lleva a cabo la estimulacion
de la produccion de las otras citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 capaces de la diferenciacion
de los linfocitos B a células plasmaticas y de la produccion de anticuerpos que en este caso

serian especificos para fos tripomastigotes de T, cruzi, es por ello que a los 40 dias no se

detectan anticuerpos anti-T, cruzi.

Los sueros de ratones a los cuales se les transfirieron células de bazo inmunes y que
no se retaron con T. cruzj a los 40 dias son positivos posiblemente debido a que algunas
células de bazo inmunes transferidas estaban infectadas presentindose asi el antigeno de T,
cruz al sistema inmune y por lo tanto se llevd a cabo la produccion de anticuerpos. En este
caso no se pudo Hevara cabo la inmunosupresion ya que esta depende de fa concentracion
del antigeno, en este caso de fa dosis de inoculacion con ¢l pardsito como observaron Rénxos
etal(1979) y Maleckar y Kierszenbaum (.1983). ¢l primero observé que ciertos nimero de
parésitos presentes en las células de bazo infectadas pucden ser responsables de que no se
presente la supresion debido a un menor ndmero de pardsitos como sucede en nuestro caso

donde los parasitos presentes en fas células de bazo inmunes son inuy pocos en cambic
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Maleckar y Kierszenbaum mostraron que a mayores concentraciones de 1. cruzi se llevo a

cabo la inmunosupresion. Es por ello que en este caso no se presenta Ia inmunosupresion ya

-que ¢l nimero de pardsitos es relativamente pequefio como se puede observar en la curva

promedio de parasitemia correspondiente, en cambio, la inmunosupresion se observa en el
grupo de ratones que recibieron células de bazo inmunes y que se retaron con una dosis letal

de T._cruzi ya que posiblemente se tiene un mayor nimero de pardsitos debido al reto con T,

cruzi aunque se haya llevado a cabo la induccion de 1a proteccion contra la infeccion por T,

ez,
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CONCLUSIONES

1. Lainfeccion de tripomastigotes sanguineos en ratones inducen la produccion de células
de bazo inmunes a 1. cruzi.

2, Las células de bazo inmunes a T. cruzi, provenientes de ratones infectados y que han
presentado parasitemia por 4 semanas, son capaces de proteger al 100% de los ratones que
reciben estas células, guando son infectados con una dosis letal de T, cruzi.

3. El hecho de que T. cruzi se encuentra constantemente cn sangre y que por lo tanto sus
antigenos estimulan frecuentemente ¢l sistema inmune del huésped apoya los trabajos
relacionados en la obtencion de vacunas en las que antigenos se estan  poniendo
constantemente en contacto con el sistema inmune del huésped tal como las vacunas a base
de DNA en las que al inocular estas moléculas que codifican para un anligeﬁo de un

parésito, son  expresados en el huésped de manera constante.
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b APENDICE
Modo de preparacion de las soluciones empleadas en los diferentes métodos wtilizados.

1. Mantenimiento de T, cruzi en raton y Obtencidn de ratones inmunes.
Dulbecco’s PBS (DPBS):
. NaCl 8 g 133 nmM
KCl 02 g 27 oM
Na, HPO, i1Ss g 81 mM
KH, PO, 02 g 12 oM
Hz O mega 1600 ml
pura

Filtrar por una membrana de 0.22 umy
esterilizar en autoclave. Se conserva

indefinidamente a T ambiente,

2. Deteccidn de anticuerpos anti-T,_cruzi.
a) p-formaldchido al 2% :

p-formaldehido 2g

H; O destilada. 100 ml
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b) PBS.T20 : NaCl 0.15 M, NaH, PO, 10 mM, pH=7.8, 0.05% tween 20

Stock 10x:  NaCl 90 g
NaH, PO, .2H. O 138 g
H, O bidestilada 900 mi
Disolver

Ajustar pH a 7.8 con NaOH  5M
Aforar a 995 mi
Filtrar sobre membrana de 0.2 yum
Tween 20 5 mi

Se conserva 6 mieses a T ambiente.

¢) PBS.T20-BSA al 1%
PBS.T20 10x 10 mi
H; O dest. 90 mi
BSA (albﬁmi;la l g

sérica bovina)

d) K3 Fe(CN)s @ Stock 100x:
Ky Fe(CN)s 033 g
H; O dest, 100 mi

Se conserva 6 meses a T ambiente,
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¢) TMB 100x:
3,355 tetrametil- 13 mg
benzidina
DMSO I ml

Guardar a 4° enla obscuridad.

f) H, O 130 mM(100x):
H; 0, al30% 143
H; O bidest. 10 ml
Guardar por lo menos 1 mes a

T ambiente.
8) Buffer para sustrato: 0. 1M acetato de sodio/Acido citrico . pH=6.0
Acido citrico 0.1M (50ml):
Ac. ditrico monohidrato 105 8
H, 0 bidest. 50 ml
Acetato de sodio 136 g

H; O dest. 80 ml

Disolver
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Agregar acido citrico 0.1M hasta la

obtencion de pH = 6.0

H; O dest.  Aforara 100 ml

Filtrar sobre membrana de 0.2 pm

Guardara 4’ C

h) Conjugado GAM-POD (anti- y -globulina de raton-peroxidasa):

Diluyente:

Conjugado:

Ki Fe(CN)s  100% 100 pt

PBS.T20-BSA al 1% 99 il

Dilucion 1/10000
GAM-PQD 4

Diluyente 400 i
Dilucion 1/20000

Conjugado 1/10000 40l

Diluyente 396 i
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i) Sustrato a preparar al momento de su uso:

Buffer para sustrato 9.8 ml

T™B 100 100
Agitar
H; 0, 100 100 pl

j) HaSO4 IN:
Hz 8O4 conc. (36N) 10 ml

H,0 dest. 350 mi

3, Obtencion de células de bazo inmunes y no inmunes,
a) Medio RPMI 1640:
Medio RPMI 1640 162 g

H, O dest. 1000 m}

b) Solucién para lisis de eritrocitos:
NH, C 208 g
KHCO; 025 g
EDTA 2Na 0.009 g

H, O dest. 25 m)

o)



g e < e

Filtrar por una membrana de 0.22 pm
y esterilizar en autoclave. Se - -

conserva indefinidamente a T amb.

4. Transferencia de células de bazo inmunes y no-inmunes y reto con T, cruzi.

Medio RPMI 1640:

Medio RPMI 1640 162 g

H; O dest. 1000 ml
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