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RESUMEN

Trypanosoma cruzi, el agente etioldgico de fa enfermedad de Chagas, es un
parasito hemoflagelado que infecta tanto humanos como mamiferos domésticos
y salvajes. La infeccion con este parasito, al igual que en la mayoria de los
estimulos antigénicos, provoca en el hospedero una respuesta inmune tanto
celutar como humoral, que depende y esta regulada en gran parte a través de la
sintesis diferencial de algunas citocinas. Esta respuesta inmune inducida es
incapaz de controlar totafmente [a replicacion del parésito, hecho que se deriva
en el desarrollo de ia infeccidn. Dicha incapacidad del sistema inmune del
hospedero se debe en parte a mecanismos de inmunosupresion generados
durante la infeccién. Recientemente se ha propuesto que uno de los
mecanismos a través de los cudles se genera esta inmunosupresion, es la
entrada de ¢élulas de la respuesta inmune en apoptosis.

Por otro lado, los individuos perenecientes a zonas endémicas de la
enfermedad, se encuentran continuamente expuestos al parasito, con lo cud! las
reinfecciones son frecuentes.

En el presente trabajo se determind en el sitio de inoculacion y en el ganglio
proximo a este el perfil de citocinas que se presenta en ratones reinfectados con
Trypanosoma cruzi a fravés de RT-PCR, asi como 1a presencia de células en
apoptosis en los mismos tejidos con el ensayo de TUNEL.

Se encontrdé que existe una respuesta pobre de citocinas en animales
reinfectados con T. cruzi, tanto en el sitic de inoculacién como en el ganglio
regional, ademas de células de la respuesta inmune en estado apoptotico.

Se concluye que los ratones reinfectados con Trypanosma cruzi pueden
presentar inmunosupresibn por al menos dos mecanismos, productibn baja de
citocinas y entrada de células en apoptosis.



INTRODUCCION

Generalidades

La enfermedad de Chagas o Tripanosomosis americana, es una infeccion
causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, la cudl produce una intensa
reaccion infiamatoria que 2 su vez afecta diversos tejidos, principaimente
muscular y nervioso.

La Organizacion Mundial de la Salud, estima que existen de 16 a 18 miliones de
personas infectadas en el Continente Americano y que aproximadamente de 2 a
3 millones de éstas, desarrollarén la fase cronica de la enfermedad. Por esto, la
enfermedad de Chagas, es considerada como un problema importante de salud
pablica en Latinoamérica (1).

Distribucién geografica

Hasta hoy en dia, se sabe que la enfermedad de Chagas se encuentra
confinada exclusivamente at Continente Americano. inicialmente se pensé que
era una enfermedad restringida a Brasil, pero estudios posteriores demostraron
que su distribucion era mucho mas extensa, ya que existen individuos afectados
en Chile, Argentina, Uruguay, Paraguay, Bolivia, Perd, Ecuador, Colombia,
Venezuela, Panama, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, México y Estados
Unidos (2).

En México, se han registrado casos en casi todo el pais, siendo Guerrero,
Qaxaca y Chiapas, los estados con mayor nimero de casos. Es importante
hacer notar, que la poca difusion y conocimiento que se tiene de la enfermedad,
son factores que influyen en ia baja deteccion que se hace de la misma (3).




Ciclo de vida

Como se menciond anterioimente, et agente etioldgico de la enfermedad de
Chagas es el parasito Tiypanosoma cruzi, este parasito posee un ciclo de vida
complejo, ya que necesita de un hospedero definitivo (animales homeotermos
especificamente mamiferos) y de un hospedero intermediario o vector
{artropodos hemipteros pertenecientes a la familia Reduviidag) (2).
Dependiendo del microambiente en el cudl el parasito se encuentre, fendra una
de cuatro formas: amastigotes, epimastigotes, tripomastigotes sanguineos y
tripomastigotes metaciclicos (fase infectante para el mamifero).

El vector redivido llega a ser infectado por ingestion de tripomastigotes
presentes en la sangre periférica de un mamifero infectado. Los
microorganismos se multiplican como epimastigotes en el intestino del vector y
durante las siguientes 2 a 4 semanas se transforman en tripomastigotes
metaciclicos en la &mpula rectal del vector; este al alimentarse del organismo
homeotermo, excreta las formas infecciosas de 7. cruzi (tripomastigotes
metaciclicos), las culles a su vez, a través de alguna abrasion en la piel 0 a
traves de las mucosas, penefran en el organismo infectandolo. Los
tripomastigotes comienzan a migrar del sitio de entrada por medio del torrente
sanguineo y via linfética, lo que produce un estado septicémico con una
dispersion extensiva del parasito, invadiendo preferencialmente células
musculares, en donde es posible detectarlos una semana después de la
infeccion (4). Una vez dentro de las células, el tripomastigote se transforma en
amastigote y se multiplica por fision binaria, lo cual culmina con 1a lisis celular.
Estos amastigotes se transforman en tripomastigotes sanguineos y entran a la
circulacion para infectar ofras células y asi perpetuar la infeccion dentro del
hospedero.




Clinica de la Enfermedad de Chagas.

Se reconocen tres formas clinicas o fases de la enfermedad de Chagas:

Fase aguda. De corta duracién, generalmente que va de pocos dias hasta §
semanas. En esta fase se detectan numerosos parasitos circulantes y en
algunos casos existe sintomatologia, ia cual comprende fiebre elevada, malestar
general, anorexia, edema facial y de extremidades inferiores, en ocasiones
vomito, diarres, linfadenopatia generalizada y hepatoesplenomegalia moderada;
sintomas que en su mayoria ceden después de 4 a 8 semanas (5). El sitio de
enfrada del parasito puede ser reconacido por la formacién de una zona
indurada con eritema y tumefaccion llamada chagoma 6 por edema periocular
indoloro, conocido como signo de Romafia. En muy pocos casos puede
sobrevenir la muerte en 2 a 4 semanas o el hospedero pasa a (a siguiente fase.

Fase cronica indeterminada. En esta, la tripanosomosis aparenta haber
desaparecido de manera espontinea, ya que se caracteriza por parasitemia
asintomatica y subpatente; sin embargo, un bajo nivel de parasitemia persiste,
de manera que el hospedero puede permanecer asi toda su vida o progresar a
ta fase crénica sintoméatica de 1a enfermedad.

Fase crénica sintoméfica. Solo aproximadamente ef 30% de los individuos
infectados desarrollan la forma crénica de la enfermedad, fase que solo es
evidente afios o incluso décadas después de la infeccion inicial. Sus sintomas
estan relacionados posiblemente con ef dafio sufrido durante ia fase aguda. E
corazon es el oOrgano més afectado, sufriendo alteraciones del ritmo,
insuficiencia cardiaca, y tromboembolia.

La miocardiopatia que ocurre afecta muy a menudo el ventriculo derecho; esto
puede ser gradual, sin embargo; una vez que se produce insuficiencia
congestiva, la muerfe sobreviene en cuestion de meses. En ocasiones se



presenta dilatacion del esofago (megaesofago) y del colon (megactlon), como
resultado de la destruccién de fos ganglios nerviosos autonomos que se
encuentran dentro de las paredes viscerales (2, 6).



ANTECEDENTES

Respuesta inmunolégica en la Enfermedad de Chagas

Segln Tizard (7), denfro de la respuesta inmunclégica de resistencia del
hospedero contra la enfermedad de Chagas, intervienen fundamentalmente los
siguientes factores:

a)

b)

Respuesta humoral y celular. Se ha identificado que los anticuerpos del
tipo 1gG2a e lgG2h , pueden transferirse a ratones no infectados y
conferir resistencia; asi por ejemplo, ratones con baja respuesta de
anticuerpos son altamente susceptibles a la infeccién, al igual que los
ratones deficientes de células B. Ademds, experimentos con ratones
desnudos o deficientes en células T muestran alta susceptibilidad a la
infeccion con el parasito; sin embargo, cuando se transfieren a estos
animales timocitos inmunes ¢ celufas de bazo sensibilizadas se les
confiere resistencia.

Resistencia genética del hospedero. La susceptibilidad y resistencia ala
enfermedad varian entre las diferentes cepas de ratén. Por ejemplo, la
cepas C3H/MHe, DBA/2 y A son altamente susceptibles a la infeccion,
mientras que las cepas C57BL/10 Y DBA/M son altamente resistentes. La
cepa BALB/c se encuentra situada entre estos dos extremos debido a su
susceptibilidad moderada (8). Algunos experimentos con ratones
congénitos e hibridos Ft de animales resistentes y susceptibles indican
que la resistencia estd controlada primariamente por genes fuera del
MHC (mayor histocompatibiity complex).




c)

d)

Destruccion de tripomastigotes mediada por complemento. Existen
anticuerpos liticos que cubren al parasito circulante y por fjacién de
complemento lo desfruyen; aparecen en fase aguda y st mantenimiento
requiere de infeccion activa. El requerimiento de complemento se
comprueba por incremento de la susceptibilidad al tratar ratones con
factor de veneno de cobra que agota af complemento

Citotoxicidad mediada por células a tripomasfigotes metaciclicos. Por
experimentos in vitro se ha visto que lo tripomastigotes metaciclicos
pueden ser lisados independientemente de complemento, por el
contacto con neutrdfilos, eosindfifos y células linfoides, asi como por
expocision a linfotoxina (LT). fn vifro, la LT neutraliza la capacidad de los
tripomastigotes para infectar células

Captacion y destruccion de tripomastigotes metaciclicos por macréfagos.
Los macrofagos son las células de primera linea que reconocen,
adhieren y fagocitan a ciertos parasitos, por mecanismos inespecificos o
mediados por anticuerpos, Los macrofagos, también son esenciales en
el procesamiento y presentacion de antigenos en la infeccion con T.
cruzi, ya que se ha observado que la proporcién de estos que expresan
antigeno I-A ¢ moléculas clase | aumenta considerablemente durante la
fase aguda de la infeccion.

Destruccion de amastigotes mediada por células. Los amastigotes son
inaccesibles a mecanismos que eliminan tripomastigotes sanguineos
dada su naturaleza intraceluiar, por tanto, se requiere primero de la
destruccién de la célula hospedero y, en segundo [ugar, una vez fuera
los amastigotes, la accion de los mecanismos antes mencionados.
Aunque se ha encontrado antigeno del pardsito en la superficie de las




células parasitadas, se ha visto que este es mayor cuando la célula se
rompe, entonces jos antigenos se adhieren a células adyacentes no
parasitadas y estas células son ahora susceptibles de lisis por células
especializadas (linfocitos sensibilizados), evento que por tanto esta
implicado en la patogénesis de la enfermedad.

Es importante sefialar que las diferencias genéticas entre cepas del parasito
también influyen en el desarrollo de la infeccidn, asi como el tamafio de
inoculo. (9)

Citocinas en la enfermedad de Chagas

La resistencia del hospedero durante la infeccién con T. ¢ruzi en modelo murino
depende de la inmunidad innata y adquirida, requiriendo esfuerzos combinados
de un nimero imporante de células, incluyendo linfocitos T CD4+ CD8+,
células NK, asi como de la produccién de anticuerpos por células B (10).

Se han realizado numerosos estudios en cuanto al papel de las citocinas en la
enfermedad de Chagas. En la mayorfa se han utilizado ratones infectados
artificiaimente con 7. cruzi, enfocandose en la capacidad de los linfocitos de los
mismos para producir determinadas citocinas (11). En ellos se ha visto que las
citocinas juegan un papel importante en la regulacion de la replicacion del
parasito y la respuesta inmunolégica del animal infectado (12), asi, la patologia
resultante de fa infeccion con T. cruzi esta determinada en gran parte por las
citocinas que se producen en respuesta a la infeccion. (13).

Niveles alfos de IL-2, IL-12, IFN-y y TNF-0, caracterizan una respuesta de fipo
Tht, mientras que IL4, IL-10 e IL-6 son secretadas durante la respuesta de tipo
Th2 (14). Asi, existen dos puntos importantes que se han planteado acerca de
Ja produccidn de citocinas en 1a enfermedad: a) La resistencia a los protozoarios




parasttos intracelulares esté asoctada a un patrdn de respuesta Thi, mientras
que la susceptibilidad estd ligada a una respuesta del tipo Th2; y b) Las
enfermedades infecciosas erénicas fienden hacia una predominancia de un solo
patron de citocinas, ya sea Th1 6 Th2, en respuesta especifica al patogeno (15).

El perfit de citocinas que se presenta en ésta enfermedad en modelo murine es
pobremenie entendido, a diferencia de ofros microorganismos como
Leishmania, Toxoplasma y Schistosoma, los cudles generalmente se
caracterizan por inducir un tipo de respuesta Thi (16-18), en ninguno de los
trabajos realizados en enfermedad de Chagas se ha encontrado un perfi
predominante Th1 0 Th2, siendo ademas la produccién de ¢itocinas diferencial
en el tiempo entre las distintas cepas.

De esta manera, Torrico et al (19) propusieron que el IFN-y, es la citocina que
controla el primer paso de la multiplicacion del parasito debido a su accién sobre
las células efectoras correspondientes que permiten el establecimiento de fa
respuesta inmunoldgica humoral y celular apropiada en el organismo.

La secrecién de IFN-y en modelo murino inicia generalmente alrededor de los 9
dias después de ia infeccién y aumenta significativamente para el dia 12,
aunque existe secrecion de la misma por macrofagos peritoneales
aproximadamente al cuarto dia post-infeccion

(13, 20-22). Esta citocina proviene de distintas fuentes, pero se ha demostrado
que una de las principales son fas células NK (22).

IFN-y fiene un papel fundamental en la regulacién de la sobrevivencia de
parasitos internalizados en los macréfagos y en general en el curso de 1a
infeccidn, ya aue es e responsable de la activacion de macrdfagos, los cudles
una vez activados son capaces de Hevar a cabo la presentacion de antigenos




por moléculas del MHC clase I, la liberacion de productos germicidas tales
como peréxido de hidrégeno y proteasas, ademés de expresar sintasa de éxido
nitrico inducible (INOS) requerida para la produccion de dxido nitrico (NO) (23).

Una més de las citocinas de tipo Th1 involucradas de manera importante en la
resisiencia contra el parasito es la interleucina-2 ya que es uno de los
principales inductores de proliferacion de linfocitos Ty y Te, asi como un
promotor impartante de ta actividad de células NK, ayudando asi, a generar una
respuesta inmunolégica adecuada (24). Desgraciadamente, diversas
observaciones muestran una capacidad reducida de 1as células T de animales
infectados para produciria, evento que puede deberse a una alteracion en a
trascripcion del gen comespondiente, con lo cual este parésito estaria generando
una disfuncion de los linfocitos (25). Otros autores sugieren que la falla de
produccion temprana de IL-2 en fase aguda, refleja supresién general de células
Th1, probablemente mediante induccion de anergia (12} /o por falta de la
expresion de receptores para esta citocina en células T y B (26). En
consecuencia, en perfiles de citocinas estudiados por distintas metodologias, es
caracleristica la falta de deteccion de IL.-2 en esplenocitos y células finfoides (11,
25, 27-28), en células de sangre periférica y en 6rganos tales como corazén de
animales y pacientes infectados con T. cruzi, mientras que la restauracion
exogena de la misma en ratones chagasicos regenera su respuesta
inmunolégica (25).

En la infeccibn con T. cruzi, fos tripomasfigotes sanguineos vivos y los
amastigotes, inducen la sintesis de I1L-12 por macréfagos, la cudl es ofra de las
interfeucinas importantes que participan en la respuesta inmune contra la
infeccitn. Esta citocina tiene 1a capacidad de inducir la produccién de [FN-y, asi
como la proliferacion de células NK y citotoxicidad mediada por linfocitos Tc,
juega un papel muy importante en la diferenciacion y expansion de células T




CD4+, que producen IFN-y e {L-2, las cudles a su vez pueden promover la
respuesta de células T y activacion de macréfagos. La interleucina IL-12 tiene €l
potencial de aumentar la respuesta inmunolégica endbgena contra infecciones
microbianas mediante diferentes formas, incluyendo la regulacion de inmunidad
mediada por células, siendo la clave parafa iniciacion de este tipo de respuesta
conira patdgenos infracelulares. IL-12, es responsable de la produccion
temprana de IFN-y observada durante la infeccion y por tanto del subsecuente
control de la proliferacion del parasito in vivo (10). Asi, la administracién de esta
proteina tiene un efecto protector en modelo murino, mientras que ef tratamiento
con anticuerpos contra IL-12 incrementa la susceptibifidad a la infeccion con T.
cruzi (29). Estos y algunos ofros experimentos, sugieren que una o méas
funciones biologicas de la IL-12 o efectos inducidos por ella, juegan un papel
esencial en la defensa, contribuyendo a la proteccion contra T.cruzi (23, 30).

Los experimentos realizados con bacterias, parésitos extra e intracelulares,
hongos y virus, muestran que la IL-12 puede ser un importante regulador
endogeno de fas respuestas a la infeccién, ademas de tener un fuerte potencial
terapéutico para promover ia defensa del organismo, sin embargo;
concentraciones  inapropiadamente elevadas pueden contribuir a la
inmunopatologia mediada por citocinas (23), ya que por ejemplo, altas dosis de
IL-12 resultan en la exacerbacién de los infiltrados inflamatorios en €l corazén
(31) y muerte prematura (29)

Durante la infeccion experimental, se ha observado expresion mas o menos
constante de niveles elevados de la citocina TGF-B (fransforming growth factor-
B) por células esplénicas, la cuél esté asociada con la regulacion de la respuesta
inmunolégica y el control de ta activacién de macréfagos. TGF-B es producida
por células B, T y macrbfagos activados. Es reconocida como un poderoso
mediador de inmunosupresién, inhibiendo 1a induccion del receptor para iL-2, la




proliferacion de linfocitos inducida por IL-1, 1a proliferacion y diferenciacion de
células B, la expresion de antigenos de! MHC clase I, la generacion de linfocitos
T citotdxicos y la de células NK activadas por linfocinas. Debido a que tiene la
capacidad de inhibir la activacion de macrofagos inducida por citocinas, suprime
fa produccién de intermediarios de nitrégeno y oxigeno reactivo producidos por
tos mismos, factores con los cuédles TGF-R juega un papel importante en la
regulacion de la infeccién (12), ya su presencia ha sido asoclada con la
exacerbacion de la enfermedad, que en (itima instancia es en gran parte
mediada por la disminucion en la capacidad litica de los macr6fagos (13).
Ademas de todos estos eventos pro-infeccion asociados con TGF-B, existe
evidencia clara del requerimiento de la activacion de sefiales via esta citocina
para que los tripomastigotes puedan invadir células del hospedero mamifero
(32).

El caso de ia interfeucina IL-10 es similar al de TGF-B debido a que existen
diversos frabajos en donde es relacionada con una disminucion en [a proteccidn
a la infeccién. Ejemplo de esto lo tenemos en el hecho que ratones susceptibles
a la infeccibn con 7. cruzi, producen méas cantidad de IL-10 biclbgicamente
activa durante la fase aguda de la enfermedad en comparacion con ratones
resistentes, los cudles producen poca o nula cantidad de iL-10 (21). Ademas, IL-
10 tiene la capacidad de inhibir algunas de las funciones de macréfagos,
incluyendo activacién por IFN-y {13) e inhibicion en la sintesis de dxido nitrico
{NO). De esta manera, la induccibn de TGF-B e IL-i0 promueven la
sobrevivencia del parasito, resuftando en el aumento de la carga parasitaria y
desarrollo de la patologia (33).

Aunque la produccion enddgena de IL4 no es un importante regulador de la
produccidn de IFN-y o un determinante de susceptibilidad en fa fase aguda de la
infeccion con T. cruzi como lo es IL-10, ceando ésta sinergiza con IL-10 se




convierte en un poderoso modulador de ia secrecidn de IFN-y v de la activacion
de Th1 durante la infeccion (8). Este hecho es consistente con la disminucién en
la produccién de IFN-y por células de ratones susceptibles en presencia de
niveles bajos de IL-10. Por otro lado, fa secrecion de IL4 esta relacionada
inversamente con la produccién de IL-2, lo que sugiere una accidn antagdnica
en este contexto. De tal forma que, ya sea asociada con IL-10 o de manera
individual, el hecho es que; en cepas susceptibles de ratones, e} nivet de L4 es
mayor respecto a de las cepas resistentes (27).

Existe otro punto de vista con respecto a las citocinas involucradas en
susceptibilidad. La citocina 1L-10, por ejemplo, que originalmente fue
denominada factor inhibidor de la secrecion de citocinas y que antagoniza con
citocinas activadoras de macréfagos pudiendo inhibir la sintesis de TNF-g, IL-12
por macréfagos y de IL-2 e IFN-y por linfocitos (34), tiene un pape! complejo y
en ocasiones confradictorio, ya que asi como puede permitir la proliferacion det
parasito, también la falta total de IL-10 se asocia con patologia debida a una
respuesta Th1 exagerada, como es el caso de enfermedades inflamatorias
intestinales o alta susceptibilidad a choque séptico debido a bacterias y
reacciones cutaneas defectuosas, es decir; para la primera fase de la infeccion
con este hemoflagelado, existe un requerimiento critico de 1L.-10 para prevenir el
desarrolio de una respuesta inmunolégica patolégica asociada con linfocitos T
CD4+y sobreproduccién de IL-12. Ambas citocinas, tanto 1L-10 como TGF-B,
asociadas con fa exacerbacion de la infeccion, han mostrado ser requeridos
para fa prevencion del daito a tejido causado por la excesiva activacion de
células T, activacion asociada con la sobreproduccion de IFN-y e IL-12 (35).
Segun las observaciones realizadas por Dutra et al (28), el papel de la
interleucina IL-10 en humanos es muy semejante a los modelos murinos
propuestos, por lo cual se piensa que en un future se podria establecer alguna
terapia basada en la accion moduladoera de esta citocina.




Recapitulando, la participacion de fas citocinas es determinante en el curso de la
infeccion con T. cruzi en ratén. Primero, la resistencia esta asociada con
produccién temprana de citocinas tipo Th1 como IL-12 & IFN-y, siendo el retardo
de fa produccion de estas citocinas el hecho deterrninante en la falfa de control
de la fase aguda de la enfermedad en ratén y el cese de produccion temprana
de IL-2 el factor que refleja supresion general de linfocitos T CD4+tipe 1, lo que
conlleva a un aumento de citocinas Th2 como IL-10, IL4 y TGF-B (11), que a su
vez, estén refacionadas estrechamente con susceptibilidad a la infeccién, pero
también son reconocidas como importantes moduladores de una respuesta
exagerada de citocinas fipo Th.

Asi como en ratones, en el humano con enfermedad chagésica aguda y cronica,
no exisie un patrén de citocinas polarizado, sino que hay una mezcla de ambos
tipos de respuesta (Th Y Th2), o que hace suponer gue en esta enfermedad,
asi como se requiere de controlar al patdgeno (multiplicacion intracelular),
también se requiere de un conirol de \a respuesta inmunoidgica del hospedero,
evitando asf fa inmunopatologia.




inmunosupresion en enfermedad de Chagas.

Las respusstas inmunitarias contra las estructuras antigénicas complejas de los
parasitos, fienen diversas manifestaciones y no siempre ilevan & una completa
inmunidad protectora. Al igual que en otras enfermedades infecciosas, (a
respuesta inmunitaria contra los parésitos puede producir un dafio mas grave
que el microorganismo por si mismo (36).

Aspecto sobresaliente de algunos parasitos, es la variedad de mecanismos por
los cudles el parasito evade la respuesta inmunitaria del hospedero; puede
“esconderse® dentro de ias propias células del organismo, disfrazarse de
“propic” con los antigenos del hospedero o producir oleadas sucesivas de
progenie con diferentes antigenos de superficie (36}

Trypanosoma cruzi, es capaz de evadir parte de la respuesta inmune en su
contra y asi repreducirse en el organismo. Por ejemplo, se ha visto que en los
macréfagos, el parasito puede escapar del fagolisosoma, lo que les permite
multiplicarse e infectar a la célula, accion que se cree se logra gracias a
sustancias que secretan los fripomastigotes y que inhiben la funcidn lisosomal,
evitando asf su eliminacion (37).

La inmunosupresién no especifica debida a varios estimulos, es caracteristica
de algunas parasifosis, debido a que {a capacidad de los parasitos para
adaptarse al ambiente del hospedero, sera fa esencia de un parasitismo exitoso,
dificultando asl mucho mas el desarolic de procedimientos de inmunizacion
contra estos agenies {36).

La infeccion aguda con Trypanosoma cruzi se caracteriza por miltiples
manifestaciones de inmunosupresion en ias respuestas tanto celular como
humoral (38-39). Esta deficiencias funcionales, estan implicadas con eventos
clave en la patogénesis de T. cruzi tales como |a persistencia del parasito (40} y
los disturbios inmunoregulatorios que promueven el ataque inmunoldgico al



corazon, musculo esquelético y sistema nervioso del hospedero (41) Asi, las
células B aisladas en la fase aguda de la enfermedad muestran un marcado
deterioro en su respuesta a activadores policlonales (42), mientras que
observaciones hechas en pacientes y animales de laboratorio muestran también
capacidad de proliferacién disminuida en linfocitos T, evenfos que se atribuye a
la capacidad disminuida de dichos linfocitos para producir IL-2 después de su
activacién, ya que la administracion de IL-2 restablece fa respuesta
inmunolégica en ratones chagéasicos. Por otro lado, se ha observado que células
T humanas activadas, al ser cocultivadas con el profozoario, presentan una
disminucion de receptores para transferring, CD3, CD4, y CD8 {28) y trabajos
semejantes con ratones reflgjan defectos en el receptor CD3 de fa célula (43).
Sin embargo, también existe evidencia de que la inmunosupresién en esta
infeccion es mantenida por macrofagos con actividad supresora, los cudles
producen TGF-B 0 iL-10 de manera preferencial y/o presentan una disminucion
de moléculas clase i (44).

Continvantdo con ia capacidad inmunosuprescra de 7. cruzi, aigunos autores
reportan que su presencia puede inhibir la produccion de citocinas importantes
en la respuesta de linfocitos activados, entre ellas IL4, {L-5 e IFN-y (45). Asi
mismo, algunos antigenos de superficie del parasito inducen activamente la
produccién de iL-10 durante la fase temprana de la infeccion, citocina que
generaimente inhibe la respuesta de células T a través de {a reduccién en la
actividad de los macréfagos (34), creandose asi un microambiente adecuado
para continuar infectando al hospedero.

Asi, la inmunosupresion es uno de los eventos mas importantes a fomar en
cuenta en la infeccién con T. cruzi, debido a la serie de alternativas que tiene
este parésito para provocar un estado poco favorable del sistema inmune del
hospedero.




Apoptosis en la enfermedad de Chagas

Recientemente, la apoplosis o muerte celular programada ha mostrado ser un
factor determinanfe en las interacciones hospedero-patégenc ya que los
microorganismos son capaces de manipular la apoptosis de las células del
hospedero en diferentes formas, tanto para incrementar su duracion dentro de
las células infectadas como para esparcir 1 infeccion (46)

Aunque {a activacion de células T maduras de Grganos linfoides secundarios
usualmente promueven la preduccion de citocinas y la proliferacién, algunos
reportes han descrito la reinduccién de muerte celular programada en estas
celulas (47), mas alla de la necesidad de esta para eliminar [a intensa expansién
de las mismas una vez que se ha exterminado al patogeno. Una conclusién
similar se tiene con respecto a linfocitos B, ya que algunos resultades indican
que la apoptosis de estas células podria ser un mecanismo de confrol de
expansion de células B pero al mismo tiempo dicho mecanismo podria estar
retrasando la respuesta especifica contra el patdgeno. {42) Por tanto, la
activacion de muerte celular programada puede estar implicada en la deficiente
respuesta celular (48} y humoral del hospedero contra agentes infecciosos

Un informe preliminar, mostrdé que existe apoptosis abundante en infiltrados
inflamatorios de corazén en un modelo canino de miocarditis chagasica,
apoptosis que afectaba fanto a linfocitos como a miocitos infectados y no
infectados e incluso al parasito {49), aunque algunos frabajos en humanos
sugieren que son solo las células mononucleares infiltradas las que se
encueniran en dicho proceso (50).

La apoptosis en ios linfocitos puede derivarse de la poderosa activacion de los
mismos disparada por la infeccidn, activacién que requiere de procesas
reguladores del mismo hospedero (51), propuesta consistente con la hipotesis
gue plantea la entrada en apoptosis de células T maduras, después del
acoplamiento del receptor de T en células en ciclo celular activo (52)




La relacion molecular entre linfocitos ciclicos e inmunosupresion es la muerte
celular a través del receptor de membrana Fas (CD95), ya que después de
repetidos ciclos celulares, las células CD4+ se regulan a s mismas a través de
apoptosis mediada por Fas {53). La expresién del ligando para Fas se induce
después que el receptor para T es ocupado (54). Asi, mientras la union de Fas-
FasL promueve la apoptosis de linfocitos, incrementa 1a replicacién del parasito
y elimina mucha de la produccion de {FN-y por células T, el blogueo de Fasl,
previene la apoptosis de linfocitos y reduce la repiicacion del parasito (55). Por
tanto, el parasito es ¢apaz de tomar ventaja de fa apoptosis de células T para
repiicarse y esparcirse en los tejidos, incluso se ha observado que moléculas
aisladas de 7. cruzi, pueden inducir directamente apoptosis de las células del
hospedero, tales como CD4+y macrbfagos alin en presencia de IFN-y (56), esto
ultimo indica otro mecanismo de escape del parésito de la inmunidad mediada
por células y de los efectos de IFN-y. Por ofro lado, se ha observado que la
fagocitosis de células apoptéticas desactiva a fos macréfagos, promoviendo asi,
el crecimiento del parasito en los mismos y exacerbando ja parasitemia (57).
Mientras que ia entrada en apoptosis de las células infectadas del hospedero
seria ventajosa para el mismo, en el caso de parésitos méviles sin embargo; la
liberacion de estos promueve el esparcimiento de la infeccion (58).

Los datos mostrados aqui dan luz de la importancia del estudio de la enfrada en
apoptosis de [as células hospederas, ademas de indicar que la intervencion de
esta puede promover importantes modificaciones en las interacciones
hospedero-parasito en infecciones cronicas (46).

Hoy en dia existen diversas técnicas a través de las cudles es posible evidenciar
si las células se encuentran en estado apopfdtice, las cudles incluyen
microscopia electrénica y marcadores de superficie o intracelulares
caracteristicos de una célula en apoplosis. La endonucledlisis es considerada
como &f evento bioguimico clave de la apoptosis que resuita en ruptura del DNA
nuclear en oligonucleosomas. Un método sencillo y eficaz para la deteccion de




apoptosis en células de manera individual basado en este evento clave gs la
incotporacion enzimatica de nucledtidos flouresceinados en las cadenas de DNA
rotas (TUNEL) (24).
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Hipotesis

Como ya se menciono anteriormente, la enfermedad de Chagas es un problema
importante de salud plblica en Latinoamérica, no siendo la excepcién nuestro
pais. Los individuos que coexisten con el vector, estan expuestos a picaduras
recurrentes del friatomino y por tanto a infecciones frecuentes. Asi, la reinfeccion
es una variable medio-ambiental importante a tomar en cuenta en fa respuesta
inmune contra un agente infeccioso.

En el caso de la fripanosomosis americana, existe informacion acerca de los
eventos inmunolégicos que ocurren en la infeccién con el parasito, mas no
existe tal informacion con respecto a estos eventos en dos 0 mas encuentros del
sistema inmune contra T. cruzi, en donde la memoria inmunologica debe de
conferir mayor resistencia al hospedero.

Siendo i perfil de citocinas generade en una infeccion uno de los marcadores
principales de la respuesta inmune, es por eflo que en este trabajo se eligio
como ia herramienta para conocer el “estado” de dicha respuesta contra 7. cruzi
en la reinfeccidn. Se espera que la produccion de cifocinas buscadas sea
temprana y en mayor proporcion a la observada en ratones infectados debido a
la memoria inmunoldgica presente en organismos estimulados previamente con
el mismo antigeno.

Asi mismo, existen antecedentes de la enfrada en apoptosis de celulas
involucradas en la respuesta inmune contra T. cruzi especiaimente cuando hay
una continua estimulacion de las mismas, hecho que ocurritia en una
reinfeccion. Por tanto, en los tejidos de animales reinfectados es probable que
se encuentren células en apoptosis como un posibie mecanismo de
inmunesupresién que actie en enfrentamientos repetidos con el parasito.

M




Tomando en cuenta que el sifio de inoculacion es el lugar en donde el
organismo comienza a defenderse contra el agente infeccioso y que el pardsito
tiene un fropismo caracteristico, dos tejidos importantes para buscar las
respuestas antes mencionadas es el sitio de inoculacién (piel del cojinete
plantar) y el ganglio linfatico regional (ganglio popitleo), en donde ocurriran
eventos inmunologicos importantes.
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Objetivos Generales

Determinar cudl es el perfil de citocinas existente en piel y ganglio de -
rafones expuestos a repetidas reinfecciones con Trypanosoma cruzi

Determinar, caracterizar y semicuantificar la inflamacion en piel de
ratones expuestos a repetidas reinfecciones con Trypanosoma cruzi

Determinar la presencia de células apoptoticas involucradas en fa
respuesta inmune en piel y ganglio de ratones expuestos a repetidas
reinfecciones con Trypanosoma cruzi

Objetivos Particulares

Determinar 1a presencia de Trypanosoma cruzi en sangre periférica de
ratones expuestos a repetidas reinfecciones por observacion directa y
PCR

Determinar la presencia o ausencia de IL-2, IL-10, IL4, IL-12, TGFP e
IFN-y en pie! (sitioc de inoculacibn) y ganglio regional de ratones
expuestos a repetidas reinfecciones con Trypanosoma cruzi,

Semicuantificar a través de densitometria las citocinas encontradas en

piel (sitio de inoculacion) y ganglio regional de ratones expuestos a
repetidas reinfecciones con Trypanosoma cruzi.

AN



Cuantificar las células en apoptosis encontradas en piel y ganglio
regional de ratones expuestos a repefidas reinfecciones con
Trypanosoma cruzi,



MATERIALES Y METODOS,

Obtencion de paréasitos.

Triatominos adultos infectados y no infectados con Trypanosoma cruzi (cepa
Ninoa) se alimentaron con sangre de conejo. Posteriormente se colocaron en un
cristalizador con ef fin de poder tomar con una jeringa la orina que fueran
excretando. Se reviso al microscopio la presencia de parasitos en las muestras
de orina de friatominos infectados y la ausencia de los mismos en triatominos no
infectados. Posteriormente se cuantificd con una cémara de Newbauer lg
cantidad de parésitos por mi con la que se obtuvo la cantidad de muestra que se
debia inocular, Las diluciones necesarlas de Ia orina se hicieron en PBS
{Amortiguador de Fostatos Salino, pH 7.4)estéril.

Inoculacién de animales

Treinta ratones hembra (Mus musculus) de la cepa Balb/c fueron inoculados via
intradérmica en el cojinete plantar de ambas extremidades posteriores, con 20y
(dilucién de orina y PBS) que contenian 1,000 parasitos.

Quince ratones fueron inoculados con una dilucidn igual de orina de triatomino
no infectado con el parasito para ser utilizados como testigos.

Los ratones se inocularon por segunda vez (primera reinfeccion) mes y medio
después de la primera inoculacion, repitiendo este proceso una vez mas a fin de
obtener ratones infectados por tercera vez o con dos reinfecciones. EI mismo

procedimiento se llevo a cabo con los animales testigos.




Disecciones

Se tomaron cuatro ratones antes de ser reinfectados por segunda vez {tiempo 0)
y se sacrificaron por dislocacion cervical. Se disectd la piel de los cojinetes
plantares, asi como ef ganglio popitieo de las dos extremidades inferiores. Estas
mismas disecciones se realizaron en os animales reinfectados por segunda vez
a cinco fiempos diferentes, que fueron 1, 3,7, 15 y 30 dias después de la (itima
reinfeccion a fin de evaluar lo sucedido en la fase critica de la infeccion.

Asi mismo, 2 ratones tratados con orina sana se utilizaron en cada tiempo para
obtener los mismo tejidos.

Deteccion de T. cruzi en sangre periférica {observacion directa)

Se tomaron 4 ratones reinfectados al azar del lote infectado por segunda vez
con €l fin de extraer sangre periférica cada 4 dias de cada uno de ellos, a partir
del dia 9 y culminando el dia 41 post-reinfeccién. Esto se realiz6 haciendo un
pequefio corte de la parte terminal de la cola. Una gota de sangre se colocaba
en un portaobjetos y se revisaba inmediatamente al microscopio para determinar
{a presencia del parasito en cada uno de los animales. A su vez, 100 yl de esta
sangre se colocaban en un fubo con buffer de lisis para llevar a cabo extraccion
de DNA de cada una de estas muestras y posteriormente por medio de PCR
determinar la presencia del parasito.
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Extraccién de DNA para PCR

Parte del material ohtenido en las disecciones se colocaba en buffer de lisis (
250 mM Tris, 0.1 mM EDTA, 1 mM, NP-40, SDS 1%} estéril en donde se
maceraba y posteriomente se le agregaba proteinasa K (0.1 mg/ml), con la cuél
se incubaba durante 24 horas a 42° C con el fin de digerir &l tejido lo mas
posible. Después de la incubacién se agregaba a cada muestra fenof (volivol)
para iz extraccién de DNA, se centrifugaban a 1000 g’ durante 5 minutos. La
fase acuosa se pasaba a un fuvo nueve y se agregaba nuevamente fenol
(volfvol) centrifugando de [a misma manera que en el pase anterior.
Nuevamente se separaba la fase acuosa ¥ esta vez se agregaban dos
volimenes de etanol absoluto frio y una décima parte de acefato de sodio (3 M,
pH 5.2). Se incubaron a -20° C durante 1 hora. Transcurrido el tiempo de
incubacion se cenfrifugaban a 13,000 g’s durante 10 m. El sobrenadante se
retiraba y el botdn se lavaba dos veces con etanol al 70% centrifugandolo a
11,000 g's durante 5 mim en cada ocasidn. El exceso de etanol se retiraba y se
esperaba hasta que este se evaporara por completo. El hotdn obtenido se
reconstitula en agua estéril y de cada una de las muestras se obtenla ia
densidad éptica a dos longitudes de onda (260 y 280 nm} en un
especiofotometro Beckman. Para calcular la concentracién de DNA que existia
en cada una de las muestras se tomaba ta lectura dada en la longitud de onda
de 260 nm (longitud adecuada para acidos nucleicos} y se usaba la siguiente
relacion:
50 pgde DNA=1U.D.O

La concentracion de DNA se compard en cada c¢aso con a concentracion de
proteinas (lectura dada a 280 nm) en las muestras. Asi, para que la muestra de



DNA se utilizara para alguno de los ensayos, tenia que existir una relacion
DNA/proteina = 1.5 contando asi con DNA relativamente puro (59)

Extraccion de RNA para cDNA

Parte del material obtenido en las disecciones se colocaba en 1 ml de trizot por
cada 50 mg de tejido, a este se agregaban 200 yi de cloroformo por ml de trizol,
se agitaba fuertemente la muestra y se centrifugaba a 13,000 g's durante 15
minutos a 4° C. La fase acuosa obtenida se separaba en un tubo nuevo v se
agregaba esta vez 500 1l de isopropancl por mi de frizol ufilizado. Esta mezcla
se incubaba durante una hora a =20° C. Pasado el tiempo de la incubacion, se
centrifugaba a 13,000 g's durante 10 min a 4° C. El botén obtenido se lavaba 2
veces con etanol al 70%. Una vez que el etano! se evaporaba por completo,
este se resuspendia en agua con inhibidores de RNasa (DEPC 50-100u/ml) y
de cada una de ias muestras se obtenia ta densidad optica a dos longitudes de
onda (260 y 280 nm) en un espectofotdmetro Beckman. Para calcular fa
concentracion de RNA que existia en cada una de las muestras se tomaba fa
lectura dada en la longitud de onda de 260 nm (longitud adecuada para 4cidos
nucléicos) y se usaba la siguiente relacién:

40 ygde RNA=1U.D.O

La concentracion de RNA se comparo en cada caso con la concenfracidn de
proteinas (lectura dada a 280 nm) en las muestras. Asi, para que la muestra de
RNA se utilizara para alguno de los ensayos, tenia gue existir una relacion
RNA/proteina 2 1.5 contando asi con RNA relativamente puro (59).



Sintesis de cDNA para RT-PCR

Del RNA extraido de cada muestra de tefido se tomaron 2 pig, @ su vez a estos
se les agregd 1 gl de Oligo-di, esta mezcla se incubaba durante 15 m a 70°C
para después enfriar en hielo. Se agregaban 4 i de buffer (20Mm Tris-HCI,
100Mm NaCl, pH 7.5) 5X, 14l de nucledtidos {10mM), 2l de DTT y se incubaba
por 2 min a 37°C. Se agregaba 1yl de la enzima franscriptasa reversa, con la
cudl se incubaba durante 1 hora 2 37° C. Finalmente la reaccion se detenia
sometiendo las muestras 15 minutos g 70° C {(59).

Deteccion de DNA de Trypanosoma cruzi por PCR

Se ufilizé la téenica de PCR para detectar la presencia de 7. cruzi en sangre
periférica, piel y ganglio. Para este ensayo se utilizo ef DNA extraido de cada
una de las muestras a los distintos tiempos. Los ofigonucledtidos o “primers”
ufilizados (KNS1 Y KNS2) estan disefiados para amplificar especificamente una
porcibn del cinetoplasto de Trypanosoma cruzi de 300 pb. Sus secuencias son:

KNS1 5'GOGGTTCGATTGGGGTTGETGTA ¥
KNS2 5 AAAGTTTGAACGCCCCTCCCAA 3

s



En un tubo se coloco la mezcla de reaceion previamente estandarizada.

Amortiguador de reaccion {(10X) 5l
Cloruro de Magnesio (20%) 254
dNTP's {(10mM) 1l
Primer 1 (0.25 uM) 14l
Primer 2 {0.25 yM) 1ul
Muestra de DNA 1
Taq polimerasa (250) 14l
Agua estéril 375
TOTAL 50

Las mezclas de reaccion se somefieron a un pregrama previamente
estandarizado en un termociclador {Biometra T Gradient), donde los tiempos y
temperaturas para llevar a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa fueron
los siguientes:

PROCESO TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion g4°C 5 1
Desnaturalizacion 94¢C 1

Alineacion 55°C 1 30
Extension 720 1’

Desnaturalizacién 94° C 1’

Alineacion 55°C 1 1
Extensién 72°C 5

Incubacion 4°C %0

T



Para cada muestra se incluyeron un control positivo {DNA de T. cruzi aislado de
un cultivo de! parasito) y uno negative (sin DNA} (60).

Deteccidn de mRNA de citocinas por RT-PCR

Para evidenciar la presencia de mRNA de las citocinas 1L-12, IL-10, 1L-2, iL.4,
IFN-y y TGF-8 en fas distintas muestras de tefidos, se realizd una prueba de
reaccion en cadena de ia polimerasa con el cDNA de cada una de estas

muestras (RT-PCR) y con “primers” especificos para cada una de las citocinas.

Las secuencias de los mismos se muestran a continuacion:

IL-12  primer1
primer 2
10 primer1
primer 2
iL-2 primer 1
primer 2
L4 primer 1
primer 2
IFN-y  primer 1
pnmer 2
TGF-  primer 1
primer 2

B-actina primer 1
primer 2

5 CGT GCT CAT GGC TGGTGGAAAG ¥

5 CTTCATCTGCAAGTTCTT GGG ¥

5 ATGCAGGAC TTTAAG GGT TACTTGGGT T ¥

5 ATT TCG GAG AGA GGT ACAAAC GAGGTTTY

5" GAC AGA AGG CTATCCATC TCC TCAGAAAGT CC ¥
5 TTICAAGCTC CACTTC AAG CTC TACAGC GGAAG ¥
5 CCAGCTAGT TGT CATCCT GCT CTT CTTICTCG 3
5" CAG TGA TGT GGA CTT GGA CTCATT CATGGT GC ¥
5 TGGACC TGT GGG TTG TTGACC TCAAACTTIGGC ¥
5 TGCATCTTGGCTTTGCAGCTC TIC CTCATG GC 3
5" TGGACC GCA ACAACG CCATCT ATGAGAAAACC Y
5 TGG AGC TGA AGC AAT AGT TGG TAT CCAGGG CT 3
5" TGGAATCCT GTG GCATCCATGAAAC T

5 TAA AAC CGC AGC TCA GTAACAGTCCG Y



En un tubo se colocd la mezcla de reaccion previamente estandarizada.

Amortiguador de reaccion (10X) 5ul
Cleruro de Magnesio (20%) 25
dNTPs 1,25 mM {10mM) 1l
Primer 1 (0.25 uM) 1u
Primer 2 {0.25 yM) 1l
Muestra de DNA 1l
Taq polimerasa (254 1Tyl
Agua estéril 3754
TOTAL 50l

Las mezclas de reaccion se sometieron a un programa previamente
estandarizado en un termaciclador Biometra T Gradient. Las reaccionss se
iniciaron a 94° C durante 5 minutos y los tiempos y temperaturas para llevar a
cabo la reaccion en cadena de la polimerasa fueron ios siguientes:

PROCESO TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacin 94° G 5 1
Desnaturalizacion 94° C 1

Alineacién 60°C 45s 30
Extension 72°C 453

Desnaturalizacion 940 C 1

Alineacion 60°C 455 1
Extension 72°C 5

incubacion 4°C oa




Para cada muestra se incluyeron dos controles positive, uno con “primers” para
B-actina (proteina constitutiva de las células) y ofro con una reaccion
amplificada con anterioridad de B-actina y un control negativo (sin cDNA) {4).

El niimero de bases esperado para cada citocina fue:

(EN-y W50
-2 413pb
L4 367 pb
IL-10 455 pb
iL-12 320 pb
TGF-B 573 pb
B-acting 3Q0opb
Electroforesis

Cada uno de los productos de las PCR’s se corrié en una electroforesis con gel
de agarosa al 1.5% para evidenciar los productos amplificados. Se utilizaron
10u! de cada muestra mas 2jil de buffer de carga (GIBCO), esta mezcla se
depositaba en los pozos del gel y se agregaba amortiguador TBE (Tris-borato-
EDTA)1X a la camara para realizar la corrida. En cada corrida se coloco un
marcador de peso molecular (GIBCO) para comprobar que los amplificados
correspondieran &l peso esperado en pares de bases de la porcion del
minicirculo o de las citocinas de interés. Los geles se corrieron a 55 V durante
1.5 h aproximadamente. Los geles se tifieron con Bromuro de Etidio (10 mg/mi)

durante 3 minutos para observarlos posteriormente en un fransiluminador de juz
UV {59).



Semicuantificacion de citocinas

Los geles de cada una de las corridas fueron fotegrafiados y con un
densitdmetro {Bio-Rad 65-670) se “escanearon” dichas fotos para
posteriormente poder determinar {as &reas de cada una de las bandas
amplificadas, tanto de citocinas como de B-actina con et programa Molecular
Analist versién 1.1. Se otorgo de manera arbitraria el valor de 1 a las areas
encontradas para B-actina en cada corrida y con respecto a este se comparo
cada una de las dreas obtenidas para las bandas de citocinas en la corida
correspondiente.

Determinacién de proceso inflamatorio.

Parte del material abtenido en las disecciones fue incluido en parafing, de cada
uno de ellos se realizaron 25 cortes a lo largo de todo el tejido v se tifieron con
hematoxilina-gosina, tincton con fa cudl fue posible evidenciar fas células
involucradas en el proceso de inflamacion. Estas células fueron cuantificadas
por campos en un aumento de 400X. Para cada tiempo se contaron al menos 10
campos y se calculd un promedio de nimero de células por campo. Se
caracterizd el infiltrado de acuerdo a su composicion principal en mononucleares
(6 um, muy redondos y casi completamente tefiidos), células plasmaticas (15
1M y con una gran cantidad de citoplasma) y macréfagos (entre 30 y 50 um,
con granulos tefiidos en citopfasma ademas de prolongaciones del citoplasmay
(26).




Determinacién de presencia de apoptosis

Parte del material obtenido (piel y ganglio) de las disecciones fue congelado en
nitrégeno liquido, para posteriormente realizar cortes en frio. Con estos corte se
llevd a cabo la prueba de TUNEL ({in situ cell death detection AP ROCHE) para
evidenciar la presencia de células en apoplosis. Este método consiste en la
incorporacion de nucledtidos marcados con flouresceina a través de la enzima
deoxinucleotidii-ranferasa en las zonas donde el DNA se ha rofo en fragmentos
o nucleosomas. Los tejidos sometidos al ensayo de apoptosis, fueron
permeabilizados con Triton X-100, después se e agregé la enzima y la mezcla
de nucledtidos marcados con fluoresceina. Se utilizd el conjugado anti-
fluoresceina—fosfatasa y el ensayo se reveld con la adicion del sustrato para
fosfatasa alcalina NBT/BCIP. El porcentaje de las células en apoptosis se leyd
en el microscopio a un aumento de 400X, En todos los ensayes se incluyeron
controles positivos y negativos para apoptosis. El control positivo consistio en
cada ocasion de laminiltas con leucocitos adheridos tratados durante 10 minutos
con DNasa a una concentracion de 1 mg /mi. Los controles negativos fueron dos
en cada ocasion, uno, utilizando laminillas con leucocitos adheridos con las
cudles se llevaba a cabo el mismo procedimiento que para los problemas
excepto 1a incorporacion de la enzima y otro control en donde se ufilizaba una
laminilta con el tefido problema y en las cudles solo se incorporaba el revelador
{NBT/BCIP) a fin de evidenciar la presencia de fosfatasa endbgena presente en
el mismo tejido.

El porcentaje de células apoptéticas se obtuvo contando el nimero de células
normales y en apoptosis en at menos 10 campos a un aumento de 400x. Las
células en los bordes de los tejidos no fueron contadas.
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Figura 1. Diagrama de fiujo de los procedimientos experimentales utilizados.
P ensayos reafizados para animales prablema
C ensayos realizados para animales control



RESULTADOS

Deteccion de 7. cruzi en sangre periférica

Se utilizaron dos métodos para evidenciar fa presencia del parasito en sangre
periferica, observacion directa de la muestra de sangre y PCR. En una curva
tipica de parasitemia con T. cruzi, el parésito comienza a observarse
directamente alrededor del dia 15, con un pico entre e dia 20 y 25, el cudl
comienza a decaer hasta que alrededor def dia 40 al 50 el parasito ya no es
detectable, es por ello que se hizo la bisqueda del parasito a partir del dia 9y
finalizando el dia 41 post-reinfeccion, dentro de este infervalo las muestras se
tomaron cada 4 dias.

En este trabajo, no se observo a ningdn tiempo al parsito en las muestras en
fresco de ninguno de los cuatro ratones, siendo imposible establecer la cantidad
de parasitos por mi y por tanto realizar una curva de parasitemia.

A través de PCR, el cuél claramente es un método mucho méas sensible que la
observacion directa ya que requiere de solo unas cuantas moléculas y no del
organismo completo, se detecto la presencia de DNA del parasito en todos los
animales problema, exceptuando en las muestras obtenidas el dfa 25, donde
probablemente ocurri6 una degradacion del DNA.

En el cuadro 1 se muestra la comparacion entre los resultados obtenidos por
observacion directa y los de PCR de la sangre periférica de los mismos
animales problema tomada a los mismos tiempos, en donde el signo positivo (+)
representa que el parasito fue detectado y el negativo (-) la situacion opuesta.



Cuadro 1. Deteccién de DNA de T. cruzi a distintos tiempos por observacion en
fresco y PCR en sangre periférica de animales reinfectados.

Observacién PCR
en fresco
Dia 9 - +
13 - +
17 - +
21 - +
25 - -
29 - +
33 - +
37 - +
41 - +

Se reporta el resultado de 4 ratones
Los resultados cormesponden a dias después de la segunda reinfeccidn

La electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR de sangre
periférica, muestra que cada uno de los ratones sujetos a mltiples reifecciones
contienen en sangre DNA del parasito, ya que el producto amplificado
corresponde al peso esperado (300pb), hecho que se comprobd con el control
positivo para T. cruzi, el cudl es DNA de! parésito extraido directamente de un
cultivo. La ausencia de contaminacién se comprobd igualmente con el control
negativo en donde la muestra no contiene DNA.




La figura 2 es una imagen representativa de las electroforesis realizadas para
evidenciar cada tiempo, en dende del caril 2 al 5 podemos observar ias
muestras problema de los distintos ratones y en el carril 7 el control positivo,
ambos se encuentran ubicados en |z linea de 300 pb del marcador de peso
molecular, mieniras que el control negativo {B2), no presenta banda, es decir, &l

ensayo no estuvo sujefo a contaminacion,

pb

GO0

300

300

Figura 2. Imagen de los productos amplificados de sangre periférica extraida 15 dias post-
reinfeccion con oligonuciedtidos para T. cruzi (gel de agarcsa)

Ph pares de bases

MPM marcador de peso molecular

1 corresponde al nimera de raton

C+ control positivo

C- control negativo

R reamplificade




Determinacién de T. cruzi en piel y ganglio

En los dos tejidos de interés principal (sitio de inoculacion y ganglio regional), se
buscd la presencia del parésito a través de PCR. Los resultados indican que
este no se encuentra, 0 al menos no en cantidad detectable en el sitio de
inoculacion a ninguno de los dias post-reinfeccion elegidos, dias que a su vez
son representativos de la fase aguda de la infeccion. Mientras, en ganglio
regional al menos hasta el dia 15 post-reinfeccion, si esta presente 7. cruzi

En el cuadro 2 esta representada la presencia (+) 0 ausencia (-) de DNA del
parasito en los distintos tiempos.

Cuadro 2. Deteccién de DNA de T. cruzi a distintos tiempos por PCR en piel y
ganglio de animales reinfectados

Piel Ganglio
Dia 0" - +
1 - “+
3 - +
7 - +
15 - +

30 - -

*Muestra tomada un dia antes de la 2°. remfeccién

10



Las electroforesis correspondientes a estos ensayos, se llevaron a cabo bajo las
mismas circunstancias y paramefros de aquéllas para la deteccion del parasito
en sangre. Se encontrd de igual manera que las bandas de los productos
amplificados correspondian 2l peso esperado de 300 pb y los confroles
mostraron la adecuada realizacidn del ensayo {imagenes no mostradas)

Determinacién de RNAm citocinas en piel y ganglio

Por RT-PCR se determind la presencia o ausencia en ganglio y piel de mRNA
de fas disfintas citocinas buscadas. En piel se detect¢ la presencia de IFN-y a
los 7y 15 dias post-reinfeccion. Ninguna ofra sefial de las demas citocinas
aparecio a ningn tiempo (cuadro 3).

Cuadro 3. Perfil de citocinas por RT-PCR en pie! de animales reinfectados con
T.cruzi

-4 L0 TGFH L2 IL-12  [FN-y
Dia 0 - - - - - -
1 - - . . - .
3 . - - . - .
7 - - . - - +
15 - - - . - +
30 ; ; - : - -

Animales Inoculados con 1,000 tripomastigotes metaciclcos via intradémica,
* muestra tomada un dia antes de la 2* reinfeccion

40




En el caso del ganglio popitiéo, mRNA de IL4 fue detectado al primer y tercer
dia post-reinfeccion. La sefial desaparecié al siguiente tiempo evaluado (dia
siete). Mientras que la presencia de IL-12 fue confirmada a fos dias 1, 7 y 15
post-reinfeccion (cuadro 4).

Cuadro 4. Perfil de citocinas por RT-PCR en ganglio de animales reinfectados
con T.cruzi

-4 10 TGFB L2 IL12 IFNy

Dia 0* - - - - - -
1 + - - - + -

3 + - - - - -

7 - - - - + -

15 - - - - + -

3 - - . . .

Animales inoculados con 1,000 tripomastigotes metaciclicos via intradérmica.
* muestra fomada un dia antes de la 2*. reinfeccion

La electroforesis en gel de agarosa para evidenciar los productos ampiificados
por RT-PCR de las distintas citocinas de interés, mostré bandas perfectamente
distinguibles unas de otras, con lo cual se pudo determinar e! peso especifico de
cada una de ellas, evitando asi la interpretacion erronea de los resultados.
Ejemplo de esto, o tenemos en la figura 3, en donde en el carril A6 que
corresponde a la muesira con oligonucledtidos para 1L-2, & cuél tiene un peso

esperado de 413 pb y en este caso la banda aparece en un peso molecular de

A1




340 pb, convirtiéndose por tanto en un amplificado nespecifico. E! control
positivo del ensaye (B-actina) presenta dos bandas, una de las cuales sin lugar a
dudas cosresponde al peso esperado (340 pb) y la otra nuevamente un
ampifficado inespecifico. Ei control negative mostrd ausencia de contaminacion
en cada uno de fos ensayos (B4). La Gnica banda de las muestras problema que
aparece de acuerdo a su peso fué la comrespondiente a la muestra con
oligonucledtidos para IFN-y, con lo que se confirma la presencia de mRNA de
esta citocinas en fa piel extraida a los 7 dias post-reinfeccion, tal como o
muestra ei cuadro 3.

MPM TGF-p L4 IL-10 JL-2 IL-12 IFN-y B-act

Figura 3. Imagen de los productos amplificades de piel extraida 7 dias post-renfeccion con
ohgonucledtidos para citocinas (ge! de agarosa)

pb pares de bases

MPM marcador de peso molecular

C+ control positivo

C- control negative



Para el dia 15 post-reinfeccion la sefial para IFN-y aparecio nuevamente en la
muestra de piel (cuadro 3) en el carrit y peso esperados. El control de B-actina
nuevamente fue positivo, mienfras que e contro! negativo se maniuvo sin
contaminacion a fo largo de cada una de las electroforesis (imagen no
mostrada).

Con respecto al corrimiento de las muestras de los productos amplificados en
ganglio, se observd que a las 24 horas post-reinfeccion, el RNAm mensajero de
IL4 y de IL-12 se encuentra presente en dicho tefido (cuadro 4 y fig. 4).
Nuevamente aparecieron bandas que no corresponden al peso esperado,
tomandose como amplificados inespecificos, mientras que los controles positivo
(B2) y negativo (B), muesfran gue el ensayo se llevd en las condiciones
correctas.




MPM IL-10IL-4 IL-2 IFN-y TGF- IL-12 B-aat
- " I

Figura 4. Imager: de los productos amplficados de ganglio extraids 1 dia post-reinfeccion con
ohgonucledtidos para ctocinas {gel de agarosa)
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Para el dia 3 se detectd una vez mas la presencia de IL-4 en gangiio, ademas
de [L-12 aldia 7y 15 {cuadro 4), las condiciones y criterios fueron los mismos
que los utilizados en cada uno de los corrimientos anteriores (imagenes no
mostradas)

Semicuantificacion de citocinas

Una vez que se determind {a presencia o ausencia de fas diferentes citocinas en
el sitio de inoculacion y ganglio, se utilizaron las bandas correspondientes a
cada amplificado a fin de obtener un estimado cuantitativo de cada una de ellas
con respecto a [a proteina constitutiva B-acfina. Las areas de cada banda fueron
comparadas con el drea de B-actina en el gel correspondiente, area que
arbitrariamente recibit el valor de 1. Ya que en piel solamente se enconird IFN-y
en dos de los seis tiempos, solo estas dos bandas pudieron ser sujetas a
semicuantificacion, determinando un valor relativo para cada una de ellas, que
en ambos cases estq por arrba de la mitad del establecido para B-actina
{cuadro 5).
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Cuadro 5. Valor de las citocinas amplificadas con respecto a B-actina en piel de
animales reifectados con T. cruzi

Citocina Valor
Dia 7 IFN-y 0.63
15 IFN-y 0.85

“Ei valor asignado al area de §-acting es 1

En ef caso de ganglic fueron 5 los productos amplificados a distintos tiempos y
at igual que en piel, de cada una de estas bandas se obtuvo un valor de acuerdo
asu drea y con respecto ai area de B-actina. Nuevamente los valores obtenidos
para las muestras problema estén por arriba de la mitad del valor de B-actina e
incluso para el caso de la sefial de IL4 al tercer dia post-reinfeccion los valores
fueron equivalentes {cuadro 6)

Cuadro 6. Valor de las citocinas amplificadas con respecto a -actina en ganglio

de animales reifectados con T. cruzi

Citocina Valor

Dia 1 L4 0.68
1 IL-12 0.55

3 iL-4 1.0

7 iL-12 0.95

15 IL-12 0.72

El valor asignado al area de B-actina es 1

i



Determinacién, caracterizacién y semicuantificacién del proceso
inftamatorio.

En los cortes de piel y ganglio tefiidos con hematoxiline-eosina fue posible
observar de manera individual a las células infiltradas, distinguiéndolas de
acuerdo a su morfologia en macréfagos, mononucleares y células plasmaticas
{células involucradas en la inflamacion de fipo cronica). Se observd un
incremento considerable en fa cantidad de infiltrado durante la primera semana

post-reinfeccion, el cual disminuyo hacia ios Gitimos iempos analizados {cuadro
7).

Cuadro 7. Numero y tipo de células infiltradas en pie! de animales reinfectados
con T. cruzi

Mononucleares  Macrofagos  Plasmaticas Total

Dia 0* 7 3 0 10
1 9 3 3 15

3 13 3 19 35

7 11 5 8 24

15 4 4 8 16

30 3 0 0 3

Se reporta el promedie de célilas por campo




En la figura 5 podemos observar el infilrado existente en piel a los 7 dias post-
reinfeccion, el cuél es representativo de los demds tiempos, debido a gue en
todos los tiempos observados, la composicién de dicho infiltrado es simiiar,
modificandose solo un poco en cuanto a cantidad.

Como ya se menciond, el infiltrado en piel consisti6 basicamente de macréfagos,
mononucleares y células plasmaticas, las cudles fueron reconocidas por su
morfologia. En fa figura 6 podemos observar mononucleares (6 um, muy
redondos y casi completamente tefiidos), células plasmaticas (15 um y con una
gran cantidad de citoplasma) y macréfagos {enfre 30 y 50 um, con granulos
tefiidos en citoplasma ademés de prolongaciones del citoplasma).
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Fig 5. Fiel de raton extraida a los 7 dias post-reinfeccion {H-E) 40X
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Fig 6. Piel de raton extraida a los 15 dias post-rainfeccion (H-E) 40X
M célula mononuclear
P célula plasmatica

En ganglio solo es posible observar algunas zonas en las que los linfocitos estan
mas intensamente tefidos, lo cuél es una sefial de la activacion y proliferacion
de fos mismos, eventos ocurridos en este caso por ef estimulo antigénico ded
parasito (figura 7y 8).
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Figura 7. Ganglio de ratn extraido a fos 7 dias post-reinfaccion (H-E} 26X
ZP zaonas con linfocitos en proliferacion

Figura 8. Ganglio de ratdn extraido a los 7 dias post-reinfeccion (H-E) 100X
LA uinfocrio activado

LD hrfocito desactivado




Determinacion de apoptosis en piel y ganglio regional

Se determind la presencia o ausencia de células en apoptosis en el sitio de
inoculacion y en el ganglic regional de los ratones reinfectados con T. cruz, a
través de la prueba de TUNEL. Las células en estado apoptotico se
distinguieron por estar tefidas de color plrpura, tincién que corresponde al color
que produce fa degradacion enzimatica del cromégeno utilizado. La figura
9muestra una imagen representativa de los resultados obtenidos para las
muestras problema de piel, en donde aparecieron tefiidas una cantidad
considerable de células por campo.

Uno de los controles utilizados en cada ocasion que se llevd a cabo el ensayo
de TUNEL fue para determinar si la tin¢ion obtenida era o no debida a Ia accion
de fosfatasa endogena en el tejido. Para ello se utilizé un corte del mismo tejido
al cu#l se agregd solo el substrato para la enzima. La figura 10 muestra una
imagen representativa de estos controles, en los cudles se pudo observar que la
intensa y esparcida tincién de Ia células en los tejidos problemas no se debe ala
fosfatasa endbgena que pudiese tener el tejido.
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En contraste con lo encontrado en piel, en los cortes de las muestras probiema
de ganglio solo algunas células presentaron reaccién positiva a 1a reaccion.

La figura 11 es una imagen representativa de las muesiras problema de ganglio,
en donde es posible observar que solo algunas células y de forma no
generalizada son positivas al ensayo de TUNEL.

v e

Fig 11 Ganglic de raton extraido a los 15 post-reinfeccion (TUNEL) 250X
CP célula constitutiva positiva
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At igual que en piel, se utilizo un corte del mismo tefido en cada uno de los
ensayos de TUNEL para ganglio a fin de evidenciar si [a reaccion obtenida se
debia 0 no a la fosfatasa endégena del tejido.

La figura 12 muestra un ejemplo de estos controles, en donde se puede
observar que la fosfatasa endégena que pudiese tener el tejido no es fa
responsable de la reaccion positiva en las células

Figura 12. Ganglio de ratdn extraldo a los 15 dias postreinfaccion (contrel de fosfatasa
endégena) 400X
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Con el fin saber si el ensayo de TUNEL se lievé a cabo en las condiciones
correctas se wiilizéd un control negativo v uno positivo. El control positive
consistié en células sanguineas sometidas a la accion de DNasa a fin de
comprobar la correcta incorporacion de los nucledtidos en los fragmentos de
DNA. Se observé una gran cantidad de células tefidas a lo largo de todos los
ensayos de los distintos tiempos (figura 13)

Figura 13, Contral positvo para ¢! ensayo de apoplosis en células se sangre periférica
(TUNEL) 400X
SP célula sanguinea positiva




El control negativo del ensayo consistio nuevamente en células sanguineas sin
la incorporacion de enzima. Se observé que las células se tefifan solo en el
citoplasma (fosfatasa endagena), pero el niicleo permanecié si tefiir en todas las
ocasiones (figura 14)

Figura 14 Control negativo para el ensayo de apoptosis en células de sangre periférca
(TUNEL) 400X
5N célula sanguinea negativa
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Para descartar |z posibilidad de que la apoptosis pudiese estar siendo generada
por el estimulo mecénico de la inoculacion o por algin componente de ta orina
del tiatomino que no fuese el pardsito, se cortaron tejidos de ratones
inoculados tres veces con orina no infectada y se somefieron a la prueba de
TUNEL al igual gue las muestras probiema.

La figura 13 es una imagen representativa de los controles de piel en donde
podemos apreciar que no existen células positivas a la reaccion.
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Figura 15. Peel de raton control extraida a los 3 dias post-noculacidn (enna no infectada)
400X
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Los contreles de ganglio con orina no infectada mostraron al igual que en piel,
Que no existia ninguna reaccion al ensayo ya que &l tejido parmanecié
totaimente blanco (figura 16),

Figura 16. Ganglic de ratdn contral extraida a los 3 dias postincculacion (orina no infectada)

400X




Una vez que se determiné la presencia de células en apoptosis en los disfintos
tejidos problema, se calculé el porcentaje de células que se encontraron en este
estado con respecio al total de células infilradas en el caso de piel y para
ganglio con respecto al total de células que lo constituyen. Porcentajes mayores
fueron encontrados en piel comparados con los porcentajes obtenidos para
ganglio (cuadro 8)

Cuadro 8. Porcentaje de células en apoptosis en piel y ganglio de ratones
reinfectados con T. cruzi

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
células células células células
apoptéticas en apoptdticas en apoptdticas en apoptGticas en

piel problema  piel control ganglio ganglio

probiema problema

bia 0* 23 % 0 2.1% 0
1 22.6% 0 2.3% 0

3 21.5% 0 2.3% 0

7 23.5% 0 1.2% 0

15 14 % 0 nd 0
30 22.5% 0 nd 0

Los resultados son el promedio de 13 campos
Las chservaciones se realizaron a un aumento de 400x
* muestra tomada un dia antes de la 2% reinfeccién

an




Discusion.

La infeccion por Trypanosoma cruzi, al igual que la mayoria de los estimulos
antigénicos, provoca en el hospedero una respuesta celular y humoral que s
gran parte mediada por la accién de citocinas. En principio, el sistema inmune
es capaz de elevar la eficiencia en esta respuesta cuando ha tenido un
encuentro previo con el agente infeccioso (24). Para evaluar esto, en este
frabajo primeramente se deferminé la presencia del parasito en sangre periférica
a fin de establecer si la infeccion habia sido o no exitosa, ademés de obtener la
cantidad de parasitos por mililitro y asi poder comparar tal cantidad con la
observada en una curva tipica de parasitemia de ratones infectados. Como se
puede observar en €l cuadro 1, por observacién directa € parasito no fue
detectado en ningunc de los ratones a ningln tiempo, lo que se relaciona
directamente con una carga parasitaria mucho menor a la encontrada en
animales de primo-infeccion sujetos a un inoculo igual, caleulandose alrededor
de 400,000 y 500,000 parasitos por ml en el pico de una curva tipica (61).
Siendo la PCR una técnica para buscar la presencia del parasito mucho més
sensible que la anterior, esta nos permitio encontrar DNA del parasito en casi
todos los tiempos, con lo que se confirma su presencia en sangre periférica y
por tanto la persistencia del parasito en animales inoculados en repetidas
ocasiones (fig 2).

Al parecer, el parasito viaja o es eliminado de manera casi inmediata del sitio de
inoculacion después de su entrada, ya que no fue posible detectar DNA del
mismo por PCR en la piel del cojinete plantar, mientras que en ganglio, se
detecta al parasito en casi todos los tiempos, siendo la excepcion el dia 30 post-
reinfeccidn, iempo en el que probablemente ya ha migrado a algunos otros
tejidos tales como misculo esqueletico y corazon (cuadro 2).
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Comparando la respuesta de citocinas encontrada en animales de primo-
infeccién con respecto a la encontrada en animales sometidos a dos
reinfecciones, esta Oitima mostré ser mas pobre en ambos tejidos (piel y
ganglio) que la descrita para animales con solo una infeccidn a los mismos
tiempos, respuesta que de hecho también es baja (61). En piel solamente fue
detectada ia presencia de IFN-y hasta ics 7 y 15 dias después de la reinfeccion
(cuadro 3 y fig 3), dato que parece no ser acorde con la capacidad del sistema
inmune de generar memoria, ya que la produccion de citocinas por linfocitos Th
debid de haherse presentado desde los primeros dias y de forma mas intensa.
Este mismo fenémeno lo enconframos en ganglio, ya que ahf la respuesta se
imitd a solo 2 citocinas L4 e I1L-12 (cuadro 4 y fig 4). En el caso de la primera,
esta si aparecid tempranamente, pere solo se mantuve durante los fres primeros
dias después de ia reinfeccion, para después desaparecer completamente. No
es probable que Ja produccion de esta citocina sea la causa de la completa
inexistencia de [FN-y e IL-2 o de la pobre e infermitente produccion de IL-12, ya
que existe evidencia fuerte que sostiene que la IE.-4 por si sola es incapaz de
inhibir la produccidn de citocinas tipo Th 1, ya que requiere de la presencia de
IL-10, con la que sinergiza para antagonizar con la respuesta Th 1 (8). A pesar
de encontrar sefial de [L-12 al primer dia, esta desaparece para el dia tres post-
reinfeccion, 1o que indica la falia de consistencia en su produccidn, con io cudl la
induccion de IFN-y a través de esta estaria siendo igualmente afectada. IL-12
aparece nuevamente a los 7 y 15 dias, sugiriendo nugvamente una estimulacion
tardia en un sistema con memoria inmunoldgica. Un factor que pudiese estar
involucrado en la pobre produccion de citocinas es la incapacidad de los
macrofagos para producirias. Recientemente se reporto la capacidad de los
tripomastigotes metaciclicos de inhibir fa produccion de Oxido nitrico por
macrofagos, aln en presencia de IFN-y, ef cual es un potente activador de los
mismos {62), con lo cudl es probable que los tripomastigotes metaciclicos no




solo interfieran en fa produscion de Oxido nitrico, s5ino también en la de ofras
moléctlas producidas por los macréfagos tales como la interleucina 1L-12,
afectando de forma indirecta la de IFN-y.

La semicuantificacion a través de densifomefria de las citocinas en gangfio
mostré mayor cantidad de mRNA de IL-4, comparado con el de IL-12, aunque
como ya se observd, la sefial de L4 permanece durante menos tiempo. En
general existe un incremento a través del fiempo en la sefial de todas las
citocinas amplificadas, incluyendo en la de IFN-y encontrada en piel, lo que
probablemente se deba a que el elemento o elementos que activan su
produccién, se vuelven mas consistentes conforme franscurre la infeceion,
ocurriendo lo mismo con la produccion de la citocing para fa cual sitven de sefial
(cuadro 5 y 6). Es importante sefialar que el objetivo en este frabajo fue
basicamente descriptivo a fin de mostrar un panorama general de la produccién
de estos reguladores en ratones reinfectados con T. cruzi, asi, la
semicuantificacion de las mismas nos muestra solamente tendencias en la
preduccidn de citocinas con tespecto a la produccion de una proteing
constitutiva, mas no evidencia si existen o no diferencias significativas.

Los cortes tefiidos con hematoxilina-eosina de piel, muestran un proceso
inflamatorio importante (fig 5) en todos los tiempos registrados, incluyendo
aquedlos correspondientes a la muestra tomada andes de la ditima reinfeccion, 1o
cudl es logico si se considera que para esle tiempo, los animales ya habian
recibido dos estimulos previos promoviendo dicho proceso inflamatorio. Se
observd, tal como lo indica el cuadro 7, un incremento a lo largo de |a primera
semana después de la reinfeccién en el nimero tanto de mononucleares, como
macréiagos y células plasmaticas, para comenzar a disminuir en los tiempos
finales. Estos hechos indican por un lade, €l establecimiento de una respuesta
celular contra el estimulo, que a su vez deberia de ser capaz de generar los




mensajeros importantes para una adecuada accion inmunologica contra el
parasito, pero como ya se menciono anteriormente, este hecho no se presenta.
Y por otro lade, el reciutamiento importante de células plasméticas (fig 6),
sugiere la accion de una respuesta humoral y por tanto la liberacidn de
anticuerpos en €l sifio de inoculacion, lo cudl podria explicar que el parasito no
haya sido aqui detectado en este iejido, ya que una cantidad importante de
parasitos estarfan siende lisados por complemento a fravés de anticuerpos
liticos. Ademés, estos anticuerpos liicos son capaces de incrementar la
fagocitosis debido a su habilidad para unirse a epitopes de fripomastigotes vivos
(63), hecho que ayuda de manera fundamental a la eliminacion del parasito y
por tanto, contribuiria en la no deteccidn del mismo. A pesar de desaparecer el
parasito en piel, la inflamacion persiste hasta el Glimo tiempo registrado (30
dias), esto puede deberse a una cinética de inflamacién persistente debida a la
aplicacion de maitiples estimulos, en donde los factores quimioticticos
responsables de la respuesta inflamatoria continlan presentes en el
microambiente generando la continua entrada de células al sifio de inflamacién.
Es probable que la reinfeccion sea la responsable de esta inflamacion sostenida,
ya que en animales de primo-infeccién, para la misma fecha (30 dias post-
inéeulo), 1a inflamacion basicamente ha desaparecido (61).

En ganglio, la fincién con H-E solo permite distinguir enfre zonas en donde Ios
linfocitos estan en proliferacién y zonas en donde no Io estén. Asi, en los cortes
de ganglio de los ratones sujetos a dos reinfecciones con el parasito,
enconramos zonas en donde ios linfocitos se encueniran activados y en
proliferacién (zonas densamente tefiidas), lo que sugiere una respuesta inmune
en gangiio al estimulo antigénico provocado por las inoculaciones (fig 7 y 8).

Tanto en e caso de piel como de ganglio, este proceso inflamatorio es en su
mayor parte es generado por el parasito, ya que en estudios anteriores en



donde se utilizd orina no infectada con T. cruzi de triatominos de la misma
especie que la ufilizada en este trabaje, se observd que [a orina por si sola no
genera una respuesta inflamatoria tan intensa como la obsefvada cuando el
parésito esta presente en la misma. Asi, en los cortes de piel se observa mucho
menos infiltrade que el presente en las muestras problema y en ganglio son casi
imperceptibles las zonas de activacion y proliferacion de los linfocitos (64). Sin
embargo; esto no implica que se requiera de Iz presenclia del parasito para el
mantenimiento de |a inflamacién tal como se discutié anteriormente.

Observande los resultados de apopiosis, es claro que al menos en piel, la
cantidad de células que presentan reaccion positiva es muy aita (fig 9), ya que
en los controles en donde se utilizé orina que no contenia al parésito, ninguna
célula mostré reaccion positiva, con lo cudl incluso porcentajes bajos
encontrados en las muestras problema son importantes (fig 15). Ademds, se
descarta la posibilidad de que esta reaccidn positiva pueda deberse a la
presencia de fosfatasa endbgena en los tejidos, debido a que el control utilizado
en donde al tefido problema solo se le agreg el substrato revelador, muestra
que s0lo unas cuantas células a lo largo de todo el tejido se tifien débiimente (fig
10). En las muestras problemas sujetas al ensayo completo, se pudo observar
que la apoptosis esta afectando tanto a las células infiltradas como a las células
epiteliales {fig 2), tal como lo ocurrido en la miocarditis chagasica en modelo
caning, en donde no solo las células infiltradas, sino también los miocitos,
estaban siendo afectados por muerte celular programada (49). Pero ya que en el
presente trabajo nos enfocamos solo a aspectos de la respuesta inmune, las
células que por obvias razones nos fueron de interés, son aquéllas involucradas
en la inflamacidn, asi, encontramos que porcentajes considerables que van
desde un 14% hasta un 23.5% de la poblacion total de células infiltradas en el
tejido v gue son las responsables de ia inflamacion en la zona de internalizacién
del parasito, entraron en apoptosis {cuadro 8). El hecho de que estas células



estén en apoptosis, implica la imposibilidad de fas mismas para llevar de manera
adecuada sus funciones, funciones que incluyen la produccidn de citoginas,
hecho que sugiere, que la pobre (casi nula) produccion de ias mismas
encontrada en el perfil realizado por RT-PCR pudiese deberse en gran parte a
tal entrada de dichas células en muerte celular programada. Ademas, se ha
demostrado que la fagocitosis de células apoptoticas desactiva macréfagos, a
fravés de la produccion de mediadores anti-inflamatorics como las
prostaglandinas, asi la apoptosis, pudiera estar afectando también de forma
indirecta la produccion de citocinas (57). Ya que en el tejido extraido anfes de la
Oltima reinfeccion también se encontrd un ato porceniaje de céluias en
apoptosis, es obvio que el fenémeno se encontraba presente con anterioridad a
la (ltima reinfeccion, hecho que no es extrafio si consideramos que la continua
estimulacion de los linfocitos los lleva a disfunciones inmunes tales como
anergia o incremento en los niveles de apoptosis (42} y estos animales habian
recibido dos indculos anteriores a la extraccién de la muestra de tejido (piel
antes de la (ltima reinfeccion). Aunque en este punto, es importante hacer notar
que existe la posibilidad de que el fendmeno de la entrada en apoptosis de
células involucradas en la respuesta inmune, no sea exclusivo de animales
reinfectados. Ya que la apoptosis es un mecanisme uflizado por el sistema
inmune para remover las poblaciones expandidas y activadas de células T (24) y
B {42), condicidn aprovechada y probablemente mediada por el parasito, existe
ia probabilidad de que también Ia apoptosis sea un evento que aparece en
animales de primo-infeccion, ya que es necesaria solo una infeccién con T. cruzi
para causar disturbios en la respuesta inmune taies como ta activacin policional
de linfocitas T {51) y B (41); activacion que requeriria de control por parte del
sistema inmune del hospedero. Por ello, es de suma importancia realizar
ensayos para buscar células en apoptosis en tejidos de animales sujetos a un
solo inoculo e incluso en aquellos con una sola reinfeccion para determinar et
momento en que el fendmeno de apoptosis aparece y se vuelve importante.

a6



En el caso del ganglio regional, no se observd lo mismo que en piel con
respecto a fa cantidad de células en apoptosis, ya que aqui el porcentaje de
céluias positivas con respecto al total de células que lo constifuyen es muy
‘pequefio, encontrandose entre 1.2% a 2.3% (cuadro 8 y fig 11), aunque los
controles con orina no infectada (fig 16) y de fosfatasa endogena (fig 13)
nuevamente no presentan células positivas a la reaccion, por lo cudl incluso este
pequefio porcentaje resulta importante. Ya que fa produccién de cifocinas en
ganglio es al menos un poco mayor que la encontrada en piel (cuadro 4 y 5), se
sugiere una vez mas un paralelismo enfre produccion de citocinas e
inmunosupresion mediada por apoptosis. Pero debido a que la produccitn de
citocinas sigue siendo baja con respecto a ta encontrada en animales de primo-
infeccion, es posible que en ganglio este actuando oftro u otros eventos
inmunosupresivos, denfro de los cudles ciertamente no es la apoptosis el
principal.

Es importante aclarar que el método utilizado en el presente trabajo para
evidenciar apoptosis confiere tanto ventajas como desventajas. Este método
provee informacion acerca de apoplosis en células de manera individual y
permite la localizacion histologica de las mismas. Ademas, la sensibilidad de
esta técnica es mayor comparada con 1a utilizacién de marcaje de moléculas de
superficie o intracelulares de una célula en apoptosis, ya que la presencia de
estas moléculas es muy fimitada con respecto a la cantidad total de DNA sujeto
a probable marcaje y mas aiin si el marcaje se hace directamente en un tejido
ya que en este sistema es dificil distinguir entre una célula pobremente tefiida y
una normal. La mayor desventaja de esta técnica radica en la no discriminacion
entre apoptosis ¥ un estado avanzado de necrosis, ya que en este Gltimo caso,
una intensa ruptura de DNA también ocurre. Ya que fa necrosis implica la
liberacion de una serie de enzimas proteolfticas de la célula al microambiente, lo




cudl fiene como consecuencia el dafio masivo al tejido, es poco probable que lo
observado en nuestros ensayos, sean células necréticas més que apoptbticas
ya que al menos en piel ef desarreglo y ruptura de las fibras de colagena seria
muy evidente.

Retomando el hecho de que la carga parasitaria en sangre periférica fue mucho
menor en los animales reinfectados que la reportada en términos generales para
animales de primo-infeccion, al grado de solo poder ser detectada la presencia
del parasito a través de PCR, aunado al hecho que en trabajos anteriores se ha
reportado un perfll de citocinas en sueto de animales reinfectadas (64) muy
parecido al encontrado en animaies de primo-infeccién (61), es posible que el
confrof de la parasitemia que fue cbservado en esta ocasidon se deba
principaimente a la accion més rapida y eficiente de anticuerpos, por lo cudl, en
este particular aspecto, la memoria del sistema inmune si estaria
proporcionando venfajas al hospedero en contra de la infeccibn con
Trypanosoma cruzi.
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Conclusiones

La parasitemia presentada por ratones sujetos a muiltiples reinfecciones
es menor que la presentada por ratones sujetos a solo un estimulo.

La produccion de citocinas en ¢ sifio de inoculacion y en el ganglio
regional de ratones sujetos a miltiples reinfecciones es pobre y tardia.

Existe una respuesta inflamatoria importante de tipo crénico en ef sitio de
incculacién de ratones sujetos a multiples reinfecciones.

El infitradc de fipo inflamatoric en ratones sujetos a miliples
reinfecciones se compone principalmente de células mononucleares y
células plasméticas ademéas de macréfagos en menor proporcion

En el sito de inoculacion (piel) de ratones sujetos a miltiples
reinfecciones existen de manera constante en el fiempo células
pertenecientes al infitrado inflamatoric en estado apoptético.

En ganglio de ratones sujetos a miltiples reinfecciones se encuentran de

manera constante en el fiempo algunas célutas que lo componen en
estado apoptético.

(Y]
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