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I ABREVIATURAS

OMS Organizacion Mundial de la Salud

3PGA 3-Fosfoglicerato

ATP Adenosin trifosfato

BSPGI Glucosa-6-fosfato isomerasa de Bacillus s.
DHAP Dihidroxiacetona-3-fosfato

DTT Ditiotreitol

ELISA Prueba de inmunoensayo con enzimas asociadas
F.C. Fijacién del Complemento

F6P Fructosa-6-fosfato

G3P Gliceraldehido-3-fosfato

GAPDH | Glicerol-3-fosfotadeshidrogenasa

HK Hexocinasa

I.P. Intraperitoneal

IPTG isopropil b-D-tiogalactopiranosido

LB Medio Luria Bertani

NAD Nicotin Adenin Dinucleétido

NNN Medio de Novy, McNeal, Nicolle

PBS Amortiguador de Fosfatos Salino

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PDB Protein Data Bank

PFEK Fosfofructocinasa

PGI Glucosa-6-fosfato isomerasa

PGK Fosfoglicerato cinasa

PK Piruvato cinasa

RMPGI Glucosa-6-fosfato isomerasa de conejo
S.C. Subcutaneo

SDS-

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante
Tc Trypanosoma cruzi

TIM Triosafosfato isomerasa

TIMTc Triosafosfato isomerasa del Trypanosoma cruzi
YPGI Glucosa-6-fosfato isomerasa de levadura
ACF Adyuvante Completo de Freund

AlF Adyuvante Incompleto de Freund




1. RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi el cual
afecta a humanos, mamiferos domésticos y silvestres, en México es un problema de
salud publica y se esta en busca de candidatos para ser usados como inmundgenos. La
triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima glucolitica que cataliza la interconversion
entre la dihidroxiacetona-3-fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato. La TIM ha sido utilizada
como inmundgeno, ya que no presenta una reaccion cruzada entre diferentes especies.
Se utilizd6 como inmunégeno la enzima recombinante triosafosfato isomerasa del
Trypanosoma cruzi (TIMTc), con el objetivo de proteger a los ratones Balb/c contra la
infeccion del parasito. Se estudié una muestra de 38 ratones machos Balb/c de 7
semanas, los cuales, se dividieron en cuatro grupos. El grupo 1 (PBS) y 2 (PBS vy
adyuvante completo de Freund (ACF) mas adyuvante incompleto de Freund (AIF) fueron
los grupos testigo negativo. El grupo 3 (PBS y ACF, AIF mas 50 ng de TIMTc) y 4 (PBS
y ACF, AIF m&s 100 ng de TIMTc) fueron los grupos experimentales. Todos los grupos
fueron sangrados al dia 0 para demostrar la ausencia de anticuerpos anti-TIMTc. Se les
administré 100 ni totales de cada tratamiento en tres ocasiones con intervalos de siete
dias, con el fin de inducir la respuesta inmune y disminuir la parasitemia por
Trypanosoma cruzi. El desafi6 se hizo, a los 21 dias posteriores a la primera
inmunizacién, con una dosis de 1x10° Trypanosoma cruzi cepa Querétaro. Ese dia se
obtuvo suero para demostrar la presencia de anticuerpos antiTIMTc en aquellos ratones
gue fueron desafiados.

Los datos se analizaron, con las pruebas de Wilcoxon y Kaplan Meier para comparar y
graficar la sobrevivencia entre los grupos. Se encontro diferencia significativa en los
promedios de sobrevivencia entre los grupos 2 y 4 (p=0.03). La inmunizacién con 100 ny
de la enzima TIMTc generd proteccion en el grupo de experimentacion. Este trabajo

también indica que la TIMTc podria ser candidato para el desarrollo de una vacuna. La



utilizacién deTIMTc como inmundgeno pudiera apoyar a mejorar la eficacia de otros
tipos de terapias en la enfermedad producida por Trypanosoma cruzi en mamiferos

domeésticos y silvestres.



2INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es causada por un parasito
llamado Trypanosoma cruzi el cual afecta a humanos, a 23 mamiferos domésticos y
silvestres (1). Segun la OMS existen 20 millones de personas infectadas en América
Latina y anualmente se presentan 800 mil nuevos casos de esta parasitosis, existe una
pérdida anual per capita de $2,966 ddblares americanos (2). Esta enfermedad se
transmite por chinches del género Triatoma, Rhodnius y Panstrongylus, la mas comun
en México es Triatoma infestans conocida como “la chinche besucona”.
2.1 Ciclo de vidadel Trypanosoma cruzi

El vector se infecta con el tripomastigote en el momento de ingerir sangre del
huésped infectado, al pasar el Trypanosoma cruzi por el intestino se multiplica por fisién
binaria formando epimastigotes, hasta llegar a la ampula rectal. Después se transforma
en tripanosoma metaciclico saliendo en las heces del triatbmido las cuales pueden
penetrar por las mucosas o por la piel del huésped. Las chinches defecan mientras se
alimentan pero, cabe mencionar que, tardan de 6 a 15 dias en hacer digestion, el
excremento de la chinche produce prurito y mediante el rascado, favorece la infeccion
y penetracion del tripanosoma metaciclico. Las heridas o alteraciones dérmicas
producidas al rascarse provocan una vasculitis y permeabilidad capilar, permitiendo de
esta manera la entrada del parasito al tejido conectivo subcutaneo. El Trypanosoma
cruzi viaja en el interior de monocitos por torrente circulatorio y tiene una gran afinidad
hacia miocitos, fibras musculares, y otras células como la neuroglia. Una vez en el

interior de las células, el parasito cambia a una morfologia redonda denominada



amastigote en la cual puede multiplicarse por fisién binaria longitudinal, destruyendo las

células y liberando los tripomastigotes (3, 4). Figura 1

Figura 1 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Incluye a un insecto vector y a varios

vertebrados como hospederos. Tomada del comité de expertos de la OMS.

2.2 Importancia clinica
2.2.1 Epidemiologiay Distribucion

La infeccibn humana es comun en Centroamérica y Sudamérica, aunque también
se han visto casos en la zona sur de Estados Unidos de Norteamérica. La frecuencia
varia dependiendo de las condiciones socioecondémicas en las cuales viven las
personas y el lugar donde se encuentren estas (3, 4).

En México, esta enfermedad es un problema de salud publica que afecta a 11
estados; en los ultimos afios se ha estimado que tiene una prevalencia del 1% (5). En la
historia natural de esta enfermedad, uno de los eslabones que permite establecer las

medidas de control y vigilancia epidemiol6gicos es, sin duda, el estudio de los



triatdbmidos transmisores y de los factores determinantes para considerarlos vectores
efectivos.

Existen registros en el pais de 23 géneros como huéspedes intermediarios,
incluyendo el género Triatoma, de los cuales 15 se han encontrado infectados con

Trypanosoma cruzi se mencionan algunos:

Dipetalogaster maxima Belminus costarricensis
Paratriatoma hirsuta Triatoma barberi

Eratyrus cuspidatus Triatoma dimidiata

Panstrongylus rufotuberculatus Triatoma pallidipennis

Rhodnius prolixus Triatoma infestans

2.2.2 Laimportancia de la enfermedad de Chagas en veterinaria

La importancia de la enfermedad de Chagas en veterinaria es relevante pues la
infeccion natural se ha encontrado en mas de 100 especies de mamiferos, tanto
domésticos como silvestres, varias especies animales sirven de reservorios en
diferentes situaciones ecoldgicas. Esta enfermedad representa un problema de Salud
Publica en México al ser una zoonosis. Entre los animales domésticos, el perro y el gato
son huéspedes comunes e importantes del parasito. En varias localidades de Brasil y
Argentina, mediante xenodiagndstico se han encontrado tasas de infeccion en perros y
gatos de mas del 20%. En Venezuela, 70 a 140 perros examinados resultaron con
xenodiagnostico positivo. Las altas tasas en gatos se podrian explicar por las grandes
poblaciones de ratones domésticos infectados, que adquiririan la infeccién por via oral al
cazar y alimentarse con estos roedores. Ademas, los gatos y ratones y muchos otros

mamiferos con frecuencia ingieren triatomineos. En un estudio en Chile, se encontraron



anticuerpos contra Trypanosoma cruzi en 7.8 % de 232 caprinos examinados. En Bolivia
el cobayo Cavia porcellus, tiene una tasa de infeccién que varia entre 10.5 y 61%. La
infeccion natural se ha comprobado en gran nimero de especies de animales silvestres.
Si bien practicamente todo mamifero en contacto con vectores infectados puede adquirir
la infeccién, no todas las especies animales tienen la misma importancia en el
mantenimiento de la enfermedad de Chagas. En los estudios realizados en Brasil,
Venezuela y otros paises de Latinoamérica se asigna un papel esencial a las zariglieyas
del genero Didelphys (D. marsupialis, D. albiventris) y a los armadillos. Se observaron
fluctuaciones estacionales, con un aumento de la tasa de infeccion a fines de la
temporada de lluvia, y llegd a infectarse mas del 80% de la poblacién de zarigieyas.
Esta especie, tiene importancia por su tendencia a acercarse a las viviendas humanas,
de modo que sirven de enlace entre el ciclo silvestre y el doméstico de la infeccion por
T. cruzi Mediante el xenodiagnéstico realizado en 750 mamiferos de 31 especies de los
bosques tropicales secos en los llanos altos de Venezulela, se obtuvo resultado positivo
en 10 especies. En México la enfermedad de Chagas se presenta esencialmente en el

sur, siendo limitado el diagndstico en los animales (41).

2.2.3 Signos Clinicos

En los animales silvestres la infeccion transcurre en forma clinicamente
inaparente. En el perro, en cambio, es a veces sintomatica, similar a la del hombre, y
puede observarse una forma aguda y una cronica. La fase aguda, se presenta después
de 5 a 42 dias de incubacion, se manifiesta por fiebre moderada, con o sin edema
palpebral, hepatomegalia pronunciada, diversas adenopatias, perturbaciones cardiacas

y alteraciones nerviosas. La forma aguda dura de 10 a 30 dias 0 mas, y pasa luego a la



forma indeterminada, que puede prolongarse durante afios sin manifestaciones clinicas.
En perros se ha reproducido de modo experimental las cardiopatias, megalovisceras y
alteraciones del sistema nervioso central, en cachorros a dosis infectantes mueren en 2
a 3 semanas, con un cuadro agudo de la enfermedad en el que destaca la insuficiencia
cardiaca.
Los signos clinicos en el humano se dividen en: agudos, subagudos y cronicos.

En la fase aguda y subaguda puede estar presente un signo tipico conocido como
chagoma. Esta es una inflamacion localizada producida por una reaccién de
hipersensibilidad tipo 11l inducida por un antigeno del parasito. La piel eritematosa puede
llegar a ulcerarse y aparecer dolor en los linfonédulos cercanos a esa zona. El paciente
presenta prurito, edema unilateral, sindrome febril, con un intervalo de 9 dias, y

convulsiones. El periodo de esta fase es de 30 a 60 dias (3, 4,5).
En la fase crénica hay fiebre alternando con apirexia, hematuria, ictericia, edemas,
caquexia, caida de pelo, petequias en mucosas, proteinuria, ataxia, apatia,

somnolencia, estupor, convulsion, pérdida de la vision, fotofobia y crisis nerviosa. El

tiempo de duracion de esta fase es de 15 a 30 afios (3, 4,5).

224 Lesiones
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Las lesiones agudas cardiacas se producen por la invasién directa a células
miocéardicas por el parasito con dilatacion e insuficiencia cardiaca progresivas,
adenopatias generalizadas, hepatomegalia y esplenomegalia. La necrosis focal de las
células miocardicas se acompafa de un denso infiltrado inflamatorio intersticial agudo,
gue se extiende por todo el miocardio, y es frecuente la dilatacion de las cuatro camaras
cardiacas en las zonas de invasion.

Las lesiones cronicas cursan con ascitis, hidrotérax, hidropericardio, edema
pulmonar, hemorragias y petequias. Estas lesiones incluyen a: 6rganos, mucosas Yy
serosas; ademas hay necrosis en miocitos, opacidad corneal y conjuntivitis purulenta. Al
final de la enfermedad algunas células nerviosas se destruyen, debido a la accién de la
citotoxinas y citolisinas que se liberan cuando los amastigotes se encuentran en nodulos

linfaticos (3, 5).

2.2.5 Diagndéstico

En fase aguda el tripanosoma se puede observar en sangre mediante un frotis.
En casos cronicos por medio del xenodiagndstico, en el cual un insecto libre de
patégenos, criado en el laboratorio, se lleva a succionar sangre de un paciente. El
contenido del intestino del insecto se examina después en busca de la presencia del
patogeno. Otro método de diagnadstico directo es mediante cultivo de Trypanosoma cruzi
a partir de sangre, para posteriormente ser cultivado en medio Novy, McNeal, Nicolle
(NNN), vy, por ultimo, se puede probar la presencia del parasito mediante la inoculacion
a animales de laboratorio (3). El diagnoéstico indirecto y mas utilizado es el seroldgico,
con las siguientes pruebas: ELISA, FC, aglutinacién directa y hemoaglutinacién (4).

Actualmente existen técnicas de diagnéstico molecular como la prueba de reaccion en
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cadena de la polimerasa (PCR) que detecta y amplifica un fragmento de ADN del
parasito (5).
2.2.6 Tratamiento

Los farmacos utilizados contra protozoarios son: nifurtimox, cuya dosis es de 8 a
10 mg/kg diario, en nifios es del5 a 20 mg/dia por via oral, dividido en 4 dosis al dia, y
debe mantenerse durante 90 a 120 dias, en el perro 27 mg/kg. VO, cada 6 horas
durante 3-5 meses, Un segundo farmaco es el benznidazol, su dosis en la fase cronica
de la enfermedad es de 5mg/kg al dia durante 60 dias, en perros 5 mg/kg, VO, cada 24
horas durante mas de 2 meses (4,5,6,7,40).
2.2.7 Farmacos inhibidores de la ruta metabdlica

Para el control del Trypanosoma cruzi se requieren medidas como realizar
programas de control y erradicacion del vector, aunque esto tiene un costo elevado.
Esta enfermedad se distribuye en la poblacion en base al nivel socioeconémico y
localizacion geografica afectando a paises en vias de desarrollo. En una considerable
parte del territorio de estos paises los principales materiales de construccion son: adobe,
madera, 0 paja, las cuales facilitan la formacion de grietas en donde se albergan estos
insectos, aunado a esto, la convivencia estrecha de los animales domésticos es comun.
En la Republica Mexicana se considera como area endémica probable todo el territorio
gue se encuentra entre los 0 y los 2,200 metros sobre el nivel del mar, es decir, las dos
terceras partes del territorio. Se han reportado casos de Chagas en los estados de
Oaxaca, Chiapas, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Zacatecas, Yucatan, Veracruz, Estado
de México, Sonora, Nayarit, Tabasco y Morelos (3,4). Debido a que actualmente no se
cuenta con un medicamento ideal para contrarrestar esta enfermedad, se estan

realizando estudios de compuestos que inhiben las rutas metabdlicas del parasito como
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lo es la via de la glucdlisis en la cual se encuentra la enzima reversible TIM que cataliza
la interconversion de la DHAP y el G3P. Esta es una enzima esencial para esta via
metabdlica mencionada, misma que genera la energia para permitir la sobrevivencia del

parasito (8).

2.3 Metabolismo energético del Trypanosoma cruzi

En el orden Kinetoplastida se encuentra la familia Trypanosomatidae (Figura 2) la
cual esta formada por eucariontes parasitos unicelulares flagelados que infectan
diversos animales.

El Trypanosoma cruzi causa la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis
americana; esta enfermedad es transmitida por chinches del género Triatoma, Rhodnius

y Panstrongylus (Figura 3y 4).

Figura 2 Trypanosoma cruzi ‘ Figura 3'y 4 Triatoma spp

Durante el ciclo de vida los parasitos obtienen su energia a partir de los sustratos
gue se encuentren disponibles. La glucosa es la principal fuente de energia en las fases
infectivas en el hospedero. Los tripanosomatidos degradan carbohidratos por la via de la
glucdlisis y, en sbélo estos organismos de la clase Kinetoplastida, la mayor parte de las

enzimas glucoliticas se encuentran distribuidas en organelos especializados llamados
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glucosomas (9). Estos organelos son esféricos con un diametro de 0.7mm y se
distribuyen al azar en el interior celular (10). Su nimero y tamafio en el citoplasma de
los tripanosomatidos varia entre especies y la etapa del desarrollo de estas. Se han
encontrado alrededor de 50 glucosomas en algunos tripanosomas (11).

El piruvato, producto final de la glucdlisis, se degrada en la Unica mitocondria de
estos organismos. Sin embargo la participacion de rutas mitocondriales en la
degradacion de carbohidratos varia ampliamente, debido a que la diferenciacién de las
mitocondrias varia de acuerdo a la fase en la que se encuentre el parasito. En algunas
etapas los parasitos poseen una mitocondria en donde se lleva a cabo normalmente el
ciclo de Krebs y pueden degradar completamente el piruvato a didxido de carbono,
mientras que en otras etapas, el piruvato soélo se degrada hasta acetato.

En el torrente sanguineo del huésped, la forma alargada de Trypanosoma cruzi
posee la ruta metabdlica de degradacién de glucosa mas simple, siendo el piruvato el
principal producto final. Esta forma adaptativa es completamente dependiente de la
energia derivada de la glucdlisis; la fructosa, la manosa y el glicerol son utilizados como
sustratos alternativos. Esta forma de T. cruzi posee una mitocondria pobremente
desarrollada, por lo que no se lleva a cabo el ciclo de Krebs.

La glucosa se degrada a 3-fosfoglicerato (3PGA) dentro de los glucosomas,
mientras que las ultimas tres enzimas de la ruta se encuentran en el citosol (Figura 5).
La sintesis neta de ATP ocurre en el citosol, en la reaccion catalizada por la piruvato
cinasa (PK), mientras que dentro de los glucosomas hay consumo de ATP por la
hexocinasa (HK) y la fosfo-fructocinasa; este consumo se balancea por la produccion de
ATP de la fosfo-glicerato cinasa (PGK). El balance redox en el glucosoma se mantiene
gracias al NADH producido por la gliceraldehido-3-fosfodeshidrogenasa (GAPDH)

mitocondrial. Los electrones se transfieren a través de una cadena de oxido-reduccion
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gue involucra wuna glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa glucosomal y un posible

transportador en la membrana glucosomal, el cual intercambia glicerol 3 fosfato por

dihidroxiacetona-fosfato.

Trypanosoma cruzi (Promastigote)

Glucosa
" hd ™
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Figura 5 Esquema de la glucdlisis del Trypanosoma cruzi donde observamos las enzimas dentro y

fuera del glucosoma y la mitocondria

En las formas alargadas, que se encuentran en el torrente sanguineo se
transforman en la fase prociclica en el insecto vector, el piruvato no se excreta y se
metaboliza dentro de la mitocondria, en donde se descarboxila a acetil-CoA por la

piruvato deshidrogenasa. Posteriormente se degrada hasta didxido de carbono en el
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ciclo de Krebs. Una gran parte del Acetil-Co A, no entra al ciclo de Krebs sino que se

convierte en acetato.

Otras diferencias entre la forma prociclica, que se encuentra en el insecto vector,
y la forma alargada, localizada en el torrente sanguineo del huésped, se encuentran en
el metabolismo glucosomal. Por ejemplo, en los parasitos prociclicos, la fosfoglicerato
cinasa se localiza predominantemente en el citosol y el 1,3 bifosfoglicerato no se
convierte a 3 fosfoglicerato dentro del glucosoma, como en las formas alargadas, si no
gue esto ocurre en el citosol. Ademas, a diferencia de las formas alargadas, en los

parasitos prociclicos se encuentran bajos niveles de piruvato cinasa en el citosol

La formas intermediarias y cortas que se encuentran en el torrente sanguineo
poseen una mitocondria mas desarrollada y no dependen Unicamente de la glucdlisis
para la generacion de energia. La transicion en el metabolismo energético entre la forma
alargada del parasito, que es dependiente de la glucdlisis, y los parésitos prociclicos,

gue son dependientes del ciclo de Krebs, ocurre en el torrente sanguineo.

El Trypanosoma cruzi cataboliza la glucosa solo parcialmente hasta dioxido de
carbono generando productos finales de degradacion como acetato, piruvato y succinato

(12).

24 Otros modelos utilizados para crear un farmaco antiparasitario
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Las enzimas glucoliticas han sido blanco de estudio para el disefio de farmacos
antiparasitarios. Se ha comprobado que cuando los tripanosomas se incuban a 37 °C sin
glucosa, o bien en presencia de un inhibidor del transportador de glucosa de la
membrana como la floretina, se mueren en tan solo pocos minutos (13, 37). El mismo
efecto se presenta cuando los parasitos se ponen en presencia de pentaenolactona, un
inhibidor especifico de la GAPDH (14), o bien, en presencia de derivados del acido a
cianocindmico, el cual inhibe especificamente a transportadores de acidos
monocarboxilicos como el piruvato (15). Sin embargo estos inhibidores no son selectivos

para enzimas de los parasitos, por lo que no es viable su uso como farmacos.

El disefio de farmacos con base en la estructura se ha empleado para el
desarrollo de compuestos que solo inhiben a las enzimas glucoliticas de
tripanosomatidos, sin que se presente algun efecto en las correspondientes enzimas del

humano u otras especies animales. (16)

Hasta el momento se han desarrollado algunos inhibidores selectivos de algunas
enzimas glucoliticas; se ha puesto mayor interés en las enzimas de tripanosomatidos
cuya estructura tridimensional se conoce, como la
fructosa 1,-6-bifosfato aldolasa (17) la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (11, 18,
19), la fosfoglicerato cinasa (20), la piruvato cinasa (21) y la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (22). Esta ultima molécula no es una enzima glucolitica en sentido
estricto, pero es esencial en el glucosoma para mantener funcionando adecuadamente

la ruta metabdlica.
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Se han sintetizado compuestos que inhiben enzimas glucoliticas de algunos
parasitos de los cuales no se tiene informacién de la estructura cristalogréfica. Tal es el
caso de los derivados de la N-acetilglucosamina cuya eficacia en el sitio activo de la HK
de Trypanosoma brucei ha sido explorado. ElI mejor inhibidor fue la m-Br-
fenilglucosamina, (23) cuya efectividad sobre la enzima de mamiferos correspondiente
no se conoce hasta el momento. Hardré, R. y cols (24) han desarrollado anélogos del
intermediario cis-enediol de la reaccion catalizada por la glucosa 6 fosfato isomerasa
(PGI), como el D-arabinohidroximato-5-fosfato, mismo que fue probado con las enzimas
de levadura (YPGI), musculo de conejo (RmPGI) y de Bacillus stearothermophilus
(BsPGlI), obteniendo inhibicion con concentraciones de 0.22, 0.195, 0.098 i,

respectivamente. Cabe sefialar que a menor concentracion (M) el compuesto inhibe

mejor, es decir, con poco de D-arabinohidroximato-5-fosfato, se inactiva la PGI. En el
caso de la fosfofructocinasa (PFK) de Trypanosoma brucei, se han desarrollado
inhibidores selectivos analogos de la fructosa-6-fosfato (P6P), denominados 2,5-
anhidrido-D-manitoles con distintos grupos aril-amino en la posicion 1, los cuales se
unen al sitio de unién de ATP, en lugar del sitio de la fructosa-6-fosfato, con constantes
de afinidad de aproximadamente 100 M (25). También se han obtenido las estructuras
cristalograficas de la GPADH de Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei y Leishmania
mexicana, las cuales presentan una similitud entre si del 90-80% y de 45-48% con la
enzima de humano. A pesar de que el sitio activo y el sitio vecino de unién de NAD" se
encuentran altamente conservados, el sitio de uniéon del extremo adenosina del NAD*

presenta diferencias significativas entre las enzimas de parasitos y la correspondiente
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en humano, de tal forma que ha sido posible disefiar derivados de adenosina que
presentan una afinidad 250,000 veces mayor por la enzima del paréasito. Estos derivados
no inhiben a la enzima de humano y también retardan el crecimiento de los cultivos de
parasitos de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei a concentraciones micromolares

bajas (26).

La compartamentalizacion de las enzimas glucoliticas de tripanosoméatidos en el
glucosoma, también ha sido punto de interés para el disefio de farmacos. Un gran
namero de experimentos han dado evidencias de que la deslocalizacion de las enzimas
glucoliticas es deletérea para los tripanosomas. Por ejemplo los tripanosomatidos
poseen dos isoformas distintas de la PGK, una glicosomal, que so6lo se expresa en la
forma sanguinea (metaciclica), y una citosélica, que se encuentra Unicamente en los
tripanosomas prociclicos. Cuando se expresa un transgene de la PGK citosélica o una
forma de la PGK glicosomal sin extremo Gterminal, que la dirige al glucosoma, las

formas que se encuentran en el torrente sanguineo mueren rapidamente (27).

25 La TIM como blanco para el disefio de inmundgenos capaces de inhibir su
ruta metabdlica.

Desde 1995 Gomez-Puyou y cols., han estudiado a la TIM como blanco para el
disefio de farmacos antiparasitarios, partiendo de la propuesta que se pueden inhibir en

forma especie-especifica enzimas ortélogas con un alto nivel de selectividad (16).
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Se probé que la TIM del Schistosoma japonicum puede proveer de una
proteccion parcial disminuyendo la parasitemia y la cantidad de huevos al desafio contra
la infeccién de Schistosoma japonicum en ratones C57BL/6 y BALB/c (28, 29). Este
mismo experimento se realizd6 en un modelo con cerdos y tuvo el mismo efecto (30). En
otro trabajo se realiz6 un estudio comparativo sobre la proteccion inmunolégica que
produce la TIM de Taenia solium en el cerdo en donde se observo una disminucién en la
parasitemia (31).

En este proyecto se purificara la enzima recombinante TIMTc para,
posteriormente, inocularla por via intraperitoneal en ratones Balb/c con el fin de
inmunizarlos y protegerlos parcialmente contra la infeccion causada por el
Trypanosoma cruzi.

2.6  Caracteristicas de la triosafosfato isomerasa.

La TIM es una enzima glucolitica, que cataliza la interconversion de DHAP y G3P.
2.7  Caracteristicas estructurales de la triosafosfato isomerasa.

La TIM pertenece a una de las familias de proteinas con estructura de barril
(a/b)s, la cual esta formada por ocho hebras b paralelas en el interior de la proteina
rodeadas por ocho hélices-a que se encuentran en el exterior del barril. Las hélices-a y
las hebras b se unen por medio de asas (Figura 6).

La TIM de tripanosomatidos es un homodimero, a pesar de que los residuos cataliticos
se encuentran en cada mondmero y pertenecen a la misma cadena polipeptidica. En
algunos organismos como Thermotoga maritima (32) y Giardia lamblia (33) la TIM se

encuentra en forma de tetramero.
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Figura 6 Modelo estructural del dimero de barril del triosafosfato isomerasa del 2.8

Trypanosoma cruzi (Cédigo del PDB: 1TCD).

La TIM como inmundgeno

Hasta el momento las vacunas no han sido eficientes debido a que el
Trypanosoma cruzi, ademas de ser un parasito intracelular, también presenta variedad
antigénica (34). Estos inconvenientes no han permitido el desarrollo de vacunas
tradicionales, por lo que desde hace una década, varios grupos de investigacion,
incluyendo el nuestro, han estudiado la TIM. La TIM ha ddo utilizada como inmunégeno
debido a que esta enzima no presenta una reaccion cruzada entre diferentes especies.
Como se mencion6é anteriormente, se probd que la inmunizacion con la TIM del
Schistosoma japonicum puede proveer de una proteccion disminuyendo la parasitemia y
la cantidad de huevos al desafio contra la infeccion de Schistosoma japonicum en
ratones C57BL/6 y BALB/c (28,29). Un experimento similar se realiz6 en un modelo con
cerdos y tuvo el mismo efecto (30). En otra investigacion, se realiz6 un estudio
comparativo sobre la proteccion inmunolégica y bioquimica de la TIM de Taenia solium

en el cerdo en donde se observé una disminucion en la parasitemia (31).
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3. HIPOTESISYOBJETIVOS
3.1 HIPOTESIS
La inmunizacion con la triosafosfato isomerasa del Trypanosoma cruzi (TIMTc)

protegera a los ratones Balb/c de la infeccion con el parasito.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Se determinara si la inmunizacion con la TIMTc protege a los ratones Balb/c

contra la infeccion del parasito.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Purificar la enzima recombinante TIMTc e inmunizar ratones Balb/c con la
finalidad de generar anticuerpos anti-TIMTc detectables por un inmunoensayo.

2) Determinar la proteccién al desafio con 1x10° células de Trypanosoma cruzi por
via .P. en los ratones inmunizados.

3) Evaluar el grado de proteccion mediante la cuantificacion de los parasitos y la

sobreviviencia de los ratones a través del periodo de infeccion.
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4, MATERIALYMETODOS
4.1  Purificacién de laenzima TIMTc
Se purificd la enzima TIMTc por medio del protocolo de Ostoa-Saloma P. y
colaboradores (35). Los detalles de la purificacion se mencionan a continuacion: En
medio Luria Bertani (LB) con ampicilina (100mg/mL) se cultivd E. coli con isopropil b-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) para sobre-expresar la proteina recombinante TIMTc. Se
centrifugdé por 20 min a 166.44 x g. El botdn se resuspendio en 40mL de amortiguador
de lisis (MES/NaOH 25mM, DTT 1mN, EDTA 1mM y PMSF 0.2mM, pH 6.5). Las células
se rompieron por sonicacion mediante 6 ciclos de 40 seg con descansos de 1 min. El
lisado se centrifug6 a 124.83 x g por 70 min. El sobrenadante se precipitd con sulfato de
amonio: (NH4)2(SO,) al 45% de saturacién durante 12 hrs. Se centrifugd a 32,931 x g
por 20 minutos. El sobrenadante se precipitd con (NH4)2(SO4) al 65% de saturacion
durante 12 hrs y posteriormente se centrifugd a 32,931 x g por 20 min. EI boton
obtenido se disolvio en 10mL de trietanolamina (TEA) 25mM, NaCl 50mM, ditiotreitol
(DTT) 0.5mM, EDTA 2mM vy azida de sodio (NaNz) 1mM, pH 8, se dializ6 contra el
mismo amortiguador durante 12-17 hrs. La muestra se pasé por una columna de
carboximetilsefarosa equilibrada previamente con TEA, y se eluy6é con una gradiente de
50-150 mM de NacCl. Se colectaron fracciones de 1 mL. La proteina se precipité con
(NH4)2(SO4) al 70% y se almacend en refrigeracion. Todos los pasos anteriores se
llevaron a cabo a 4°C. Todo el proceso de purificacion se monitore6 en geles SDS-
PAGE al 16%, tefiidos con azul de Coomassie.
En los pasos intermedios de la purificacion se cuantifico la proteina por el método del

acido bicinoninico (BCA, Protein Assay Reagent Kit) a 562nm, la proteina pura se
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cuantific6 por absorbancia a 280nm, utilizando un coeficiente de extincion molar de

36130 Mt cm™.

4.2 Uso delos ratones para experimentacion

Se utilizaron 38 ratones machos Balb/c de 7 semanas, obtenidos del bioterio del
Departamento de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina. Los ratones,
fueron divididos en cuatro grupos. El grupo 1y 2 fueron los grupos testigo negativos, el
3y 4 fueron los grupos experimentales.

Todos los ratones se sangraron al dia O para demostrar la ausencia de anticuerpos
anti-TIMTc. Se les administr6 cada tratamiento en tres ocasiones (utilizando un volumen
de 100 m totales) con intervalos de siete dias, como se muestra en el disefio
experimental, con el fin de inducir la respuesta inmune y disminuir la parasitemia por
Trypanosoma cruzi. El desafio se hizo a los 21 dias posteriores a la primera

inmunizacién con una dosis de 1x10° de células de Trypanosoma cruzi cepa Querétaro.

4.3 Sangrado de los ratones parala deteccion de anticuerpos

En el dia cero del experimento se sangraron los ratones via supramandibular para

obtener 10 nl de suero y realizar un ELISA para demostrar la ausencia de anticuerpos

antiTIMTc en todos los grupos (Figura 9).
Posteriormente, al dia 21, se obtuvo suero para demostrar la presencia de anticuerpos

antiTiIMTc y los ratones fueron desafiados con

Tripanosoma cruzi via I.P.
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Figura9 Sangrado supramandibular en ratones

4.4  Cuantificacion de Trypanosoma cruzi.

Se tomaron muestras de sangre de la cola de un raton infectado con
Trypanosoma cruzi con la pipeta, colectando 1m para ser diluido y mezclado con 149m
de PBS. Los parésitos se cuantificaron en la camara de Neubauer. Para obtener el

namero de células de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi contenidas en un mililitro

de sangre se realizan los siguientes calculos:

Numero de parasitos por dilucién por 10, 000 (constante) por el volumen.

# parasito x dilucion x 10,000 x 1ml = # parasitos por mi

45 Dosis de infeccién

Todos los ratones se infectaron con 1x10° células de Trypanosoma cruzi cepa
Querétaro por via Intraperitoneal (1.P).
46 Disefo experimental (Cuadro I)

El dia cero del experimento se realizo el siguiente manejo en cada grupo;

= Elgrupo 1 se inoculé con 100 nm de PBS por via I.P.
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El grupo 2 se inoculé con 50 m de adyuvante completo de Freund y 50 ni de

PBS via l.P.

El grupo 3 se inoculé con 50 m de adyuvante completo de Freund y 50 ng

de TIMTc por via I.P.

El grupo 4 se inoculdé con 50 m de adyuvante completo de Freund y 100 ngy

de TIMTc por via I.P.

El dia siete del experimento se inocularon por via I.P. los siguientes compuestos:

El grupo 1 se inocul6 con 100 m de PBS
El grupo 2 se inoculé con 50 m de adyuvante incompleto de Freund y 50 mi

de PBS

El grupo 3 se inocul6 con 50 m de adyuvante incompleto de Freund y 50 ng

de TIMTc.

El grupo 4 se inoculé con 50 m de adyuvante incompleto de Freund y 100 ngy

de TIMTc.

El dia catorce del experimento se inocularon por via subcutanea (S.C.) los siguientes

compuestos:

El grupo 1 se inocul6 con 100 m de PBS
El grupo 2 se inocul6 con y 50 m de PBS
El grupo se inoculé cony 50 ng de TIMTc.

El grupo 4 se inocul6 con y 100 ng de TIMTc.
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El dia veintiuno del experimento todos los ratones se sangraron por via supramandibular

y se obtuvieron 10 m de suero que se utilizaron para el ensayo de ELISA. También se

desafiaron con una dosis de 1x10° Trypanosoma cruzi por via I.P.

A partir del dia veintisiete del experimento se cuantificaron los parasitos en camara de
Neubauer a intervalos de 24 horas hasta el dia de la muerte del ratén, ya que el modelo
experimental aceptado internacionalmente de la enfermedad de Chagas aguda en
ratones, consiste en la infeccion de ratones con los parasitos y su seguimiento hasta la
muerte. La evoluciébn de la enfermedad causa la muerte por parasitemia aguda

aproximadamente tres semanas después de la inoculacion (25).

Cuadro | Disefio experimental

DIA DE GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
APLICACION | CONTROL PLACEBO 50 g TIMTc. | 100 ng TIMTc.
CERO PBS Ad. C+ PBS Ad. C.50 n Ad. C. 100 m
TIM TIM
(sstr) (sstr) (sstr) (sstr)
SETE PBS Ad. | +PBS Ad.1.50n Ad.1.100 m
TIM TIM
CATORCE PBS PBS PBS+50n PBS + 100 ni
TIM TIM
VEINTIUNO | Sesangrarén atodoslosratones (sstr) y seinfectaran con un millén
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi Cepa Qro por vial.P.

4.7  Andlisis Estadistico
La media de los niveles de parasitemia fueron calculados con el paquete estadistico de
Microsoft Excel (para Windows). La comparacion de la media de los dias de

sobreviviencia entre los grupos se obtuvo con la prueba estadistica de Wilcoxon Stores,
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Version 8.02 (SAS Institute Inc. Cary, North Carolina, EE.UU.). La grafica de
sobreviviencia fue obtenida por el método no paramétrico de Kaplan Meier utilizando el

paquete estadistico Orwin
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5. RESULTADOS

51 Purificacion de TIMTc
En el primer ensayo de purificacion, con base al protocolo de Ostoa-Saloma (35),
se tomaron siete muestras (alicuotas) a lo largo de la purificacion, para ser

analizadas por electroforesis en un gel de acrilamida al 16% en presencia de dodecil

sulfato de sodio (SDS PAGE) (Figura 7).
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La figura 7 muestra la enzima TIMTc purificada con una masa molecular (PM) de
27 KDa. Carril Lmarcador de peso molecular.

En el dltimo paso de la purificacion se colectaron y cuantificaron fracciones que
se muestran en la figura 8 En los carriles 7, 8 y 9 se observa la mayor concentraciéon del
mondmero TIMTc (27kD).

La proteina se enriquecié al solubilizarse con NaCl. Una vez obtenida, se precipitd con

(NH4)2(S0Og4) y se conservé a4 °C
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Figura 8. Gel de SDS-PAGE al 16% en donde se observan muestras obtenidas
del colector de fracciones recolectadas de la purificacion de TcTIM 1: en el
carril 1 marcador de peso molecular, en los carriles 7, 8 y 9 TIMTc con un peso

molecular de 27kD.

5.2 Sangrado supramandibular y coleccidén suero

En el dia cero del experimento se demostré la ausencia de anticuerpos anti-
TIMTc en todos los grupos y al dia 21, el proceso se repiti6 demostrandose la presencia

de anticuerpos anti-TIMTc en aquellos ratones que fueron desafiados.

5.3 Cuantificacion de tripomastigotes del Trypanosoma cruzi y promedios de

sobreviviencia
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En los cuadros 1,2,3 y 4, se muestra la cuantificacion en sangre de los parasitos,
expresado en millones de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi cepa Querétaro, a
partir del dia 5 postinfeccion hasta el dia de su muerte.

En la prueba de Wilcoxon se analizaron los promedios de los dias de sobreviviencia de
cada grupo. Los grupos 1-3, 1-4 y 2-3 no muestran diferencia significativa (p=0.05),
(p=0.82), (p=0.86), respectivamente. Los grupos 2-4 muestran diferencia

estadisticamente significativa en los promedios de sobreviviencia (p=0.03).

Experimento 1y 2 Ratones BALB/C 10 Semanas infecatdos con 1 x 106 de tripomastigote del Trypanosoma cruzi cepa Qro

Grupo 1 Dia JDia 5 |Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 Dia 10 |Dia 11 |Dia12|Dia 13 [Dia 14 |Dia 15 |Dia 16|Dia 17 |Dia 18|Dial9
RATON 1 0 0 0 15| 375 375| 5625 45| 45| 4125 6,75] 8,625] 15,75] 13,5] 18,75| 20,25
RATON 2 0 0 0 0,375 0,75 225| 2,625] 2,625 3] 2,25 3| 8,625 75| 9,375

RATON 3 0 0 0 0,375 0,375] 1,125 2,25| 4.875| 0,375 5,25 4,875 45| 7,875] 9,75| 22,13| 19,5
RATON 4 0 0 0 1,125 1,5 3,375 3,75 3375] 1,125| 3,75 6| 7,875 9| 10,88| 28,13
RATON 5 0 o] 0,375 0,375 0,375 2,25 2,25| 3375| 3,375 3 6 6] 10,13 12| 16,88| 19,88
RATON 6 0 0 0 0 0,75 1,125 1,125 1,875| 4,875 6] 6,375 9 75| 12,75| 20,25| 22,5
RATON 7 0] 0375 0,375 0,375 1,875 375] 7.875] 17625| 255 3 45

RATON 8 0 o] 0375 0,375 15| 1875| 2625 6] 135

RATON 9 0 0,75 0,75 0,75 15 15 15| 10,125) 14,25 6,75| 9,375| 18,75

RATON 10 0 0 0,75 0,75 0,75 15 15 225] 9,75 105 10,5 75

Suma 0] 1.125| 2625 6] 13,125 225]| 31,125| 56,625| 80,25| 44,63 57.38] 70.88] 57.75| 68,25] 106,1| 82,13
Promedios 0] 0,1125] 0,2625 0,6] 13125 225] 3,1125] 56625| 8,025| 4,958| 6,375| 8,859] 9,625| 11,38] 21,23| 20,53
# Vivos 10 10 10 10 10 10 10 10 10 9 9 8 6 6 5 4
Sobrevivencia | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 90 90 80 60 60 50 40 C
uadro 1 grupo 1 PBS

Experimento 1y 2 Ratones BALB/C 10 Semanas infecatdos con 1 x 106 de tripomastigote del Trypanosoma cruzi cepa Qro

Grupo 2 DiadDia5 [Dia6 Dia7 Dia 8 Dia9 Dia 10 |Dia 11 |Dial12|Dia13 [Dia 14 |Dia 15 |Dia 16|Dia 17 |Dia 18|Dial9
RATON 1 o] 0375 0375 0.75 0.75 0,75 45 45| 3,75| 6,375 6 9 18| 165

RATON 2 0 0 0 0,375 1,5 15| 2,625 2,625| 2,625 6 6] 6,375 13,88] 19,5

RATON 3 0 0 0 0 0,75 15 2,25 2,25]| 2,625| 1,875 6,75] 7,875] 19,13

RATON 4 0| 0,375 0,375 0 0,375] 1,125 1,125 1,125 1,5 15| 5,625 12| 14,25 33

RATON 5 0 0 0 0 0| 3375| 3,375 6,375| 2,25| 3,375 75

RATON 6 0] 1,125 1,125 1,125 1,125 2,625 6,75 75| 10,5 8,25 45

RATON 7 0 0 1,125 15 15| 3375 5,625 12 15

RATON 8 0 0 0 O] 4125 6.75 8,25 9,75

RATON 9 0 0 0 0 2,625| 1875 1,875 12 12| 525

RATON 10 0] 1125 1125 1125| 1,125| 4875| 4875| 4875]| 9375 6.75] 135

Suma 0 3 4,125 4875| 13875] 2775| 4125 63| 59,63| 39,38 49,88] 35,25] 65,25 69

Promedios 0 03| 04125] 0.4875| 1,3875| 2775| 4,125 63| 6,625| 4922 7,125| 8,813| 16,31 23

# Vivos 10 10 10 10 10 10 10 10 9 8 7 4 4 3 0 0
Sobrevivencia | 100 100 100 100 100 100 100 100 90 80 70 40 40 30 0 0 C
uadro 2 PBSy adyuvante de Freund
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Experimento 1y 2 Ratones BALB/C 10 Semanas infecatdos con 1 x 106 de tripomastigote del Trypanosoma cruzi cepa Qro

Grupo 3 Dia JDia 5 |Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia9 [Dia 10 |Dia 1l |Dial2|Dia13 |Dia 14 |Dia 15 |Dia 16|Dia 17 |Dia 18|Dial9
RATON 1 0] 0375 0,375 0,75 3 3 3] 3375 4,5 45 75

RATON 2 0] 1,125 1,125 0,75 1,5 3 2,25 15| 4,125 6| 6,375 16,13 12

RATON 3 0 0] 0,375 0,75 15 3,75| 3,375 3 6 18| 6,75

RATON 4 0 0] 0,375 0,75 15 15 2,25 3] 3,75 6 75

RATON 5 0 0 0,75 1,125| 3,375 2,25 2,25 1.875| 5,25 75| 9,75

RATON 6 0 0 0 0] 0,375] 1,125 3 3,75| 13,13| 6,75 7,125 45| 9,75| 12,75| 15,38 8,625
RATON 7 0 0 0 0 0.75| 1,125 3,75 7,125| 4,125| 5,625| 14,25 9

RATON 8 0] 0375] 0375 0,375 0,75 15 75 6.75| 9,75| 7,875 825

RATON 9 0 0 0 0] 1125 15 3.,75] 10875 3] 375| 10,13 3

RATON 10 0 0 0 0] 0375 15| 7,125] 15375

Suma 0] 1875 3375 45| 1425 2025| 38,25| 56,625| 53,63 66| 77,63| 32,63] 21,75] 12,75| 15.38| 8,625
Promedios 0] 0,1875] 0,3375 045| 1,425 2025| 3825 56625| 5958| 7,333| 8,625| 8,156| 10,88| 12,75| 15,38| 8,625
# Vivos 10 10 10 10 10 10 10 10 9 9 9 4 2 1 1 1
Sobrevivencia | 100 100 100 100 100 100 100 100 90 90 90 40 20 10 10 10 C

uadro 3 PBS, adyuvante de Freundy 50 ng TIMTc

Experimento 1y 2 Ratones BALB/C 10 Semanas infecatdos con 1 x 106 de tripomastigote del Trypanosoma cruzi cepa Qro

Grupo 4 DiadDia5 [Dia6 Dia7 Dia 8 Dia9 Dia 10 |Dia 11 |Dial12|Dia13 [Dia 14 |Dia 15 |Dia 16|Dia 17 |Dia 18|Dial9
RATON 1 0 0] 0375 0.375 15| 1125| 2,625 3 3| 5.25| 7.875] 8,625 75| 9.75] 13.13] 6,75
RATON 2 0] 0,375 0,75 0,75 0,75| 1,125| 1,125 3,75| 3,75| 5,625/ 10,13 105 6] 13,13| 16,88| 7,125
RATON 3 0 0] 0,375 0,375 0,75| 3,375 0| 1,125| 2,25| 3,75 6,75 75 12| 20,63| 28,13
RATON 4 0 0 0 0 15 15| 2,625 3| 1,125| 4,125| 9,75

RATON 5 0| 0,375 0 0,375 4,125 375| 4,125 4875| 2,25 12

RATON 6 0 0 0 0,375 0.75] 1875| 1875 825| 8.25| 7,875 11,63| 17,63

RATON 7 0 0 0 0375 0375| 0375| 1875 2625 5,25 45 45| 7.875] 6,75 7,5] 19,13 6,75
RATON 8 0 0 0 0,375 0,375 15 15| 4875 3,375] 375 6| 4,875| 7,875 23,25] 15,38

Suma 0] 075 15 3| 10,125| 14,625 15,75 315] 29.25| 46,88] 56,63 57] 40,13| 74,25| 92,63] 20,63
Promedios 0] 0,0938] 0,1875 0,375/1,26563| 1,8281| 1,9688| 3,9375| 3,656| 5,859| 8,089 95] 8,025| 1485| 18,53| 6,875
# Vivos 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 7 6 5 5 5 4
Sobrevivencia | 100 100 100 100 100 100 100 100 100/ 100f 875 75| 625] 625 625 50 C

uadro 4 PBS, adyuvante de Freund y 100 ng TIMTc

En la figura 11 se grafica la cantidad de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi
(1x10%1ml) en sangre a intervalos de 3 dias, donde observamos que el grupo de 100ngy
de TIMTc, en comparacién con los grupos control, tiene una menor cantidad de

parasitos. Conforme pasan los dias, se observa una disminucién en el ndmero de

parasitos.
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Fig 11

Fig. 11 Cantidad de tripomastigotes en sangre en los grupos experimentales
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Fig. 12 Promedio de sobrevivencia.

En la figura 12 se grafica el promedio de sobrevivencia de cada grupo.12 3 4.
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Fig. 14 Diagrama de Kaplan-Meier, las flechas indican el dia en el que se aplico

la TIMTc en el ratdn y el dia cero indica el dia de infeccidn con tripomastigotes. En

el diagrama de Kaplan Meier (Fig. 14) se observa el porcentaje de supervivencia
acumulativa a través del tiempo. En este diagrama observa una mayor sobrevivencia en

el grupo 4 (100 ng de TIMTc) (p=0.03).
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6. DISCUSION
En este trabajo se logré purificar a homogeneidad la TIMTc siguiendo un protocolo
experimental previamente establecido (35). La pureza de la enzima que se obtuvo
fue verificada por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato de sodio y fue mayor al 90%.
Esta enzima fue utilizada para inmunizar ratones e investigar si inducia proteccion
en un modelo murino de enfermedad de Chagas aguda.
La conclusién, basada en los resultados de los experimentos previamente
expuestos, es que la cantidad de anticuerpos generados contra una dosis de 100ny
de TIMTc fue suficientemente efectiva para proteger a los ratones de la enfermedad
experimental aguda de Chagas. En la comparacion de los grupos inoculados con
50nmg y con 100ng si existio diferencia estadisticamente significativa en los
promedios de sobreviviencia (p=0.03). Esta proteccion de los ratones sugiere que la
inmunidad que desarroll6 este Ultimo grupo tuvo la actividad tripanosomicida o
tripanosomostatica esperadas, lo que resulté en una mayor sobreviviencia de los
ratones desafiados con el parasito.
Los resultados concuerdan con los de Zhu y colaboradores (28, 29, 30) quienes
también observaron que la respuesta inmune a la TIM de Schistosoma japonicum
puede proveer de una proteccion parcial a ratones y cerdos, asi como con los de
Jiménez y colaboradores (31) que observaron proteccion parcial con la TIM de
Taenia solium en cerdos.
En los experimentos la infeccién fue provocada por una inoculacién de 1x10°

tripomastigotes. Esa dosis es mayor que la utilizada por Ferraz y colaboradores (38)



por que se requeria un tiempo menor para observar los resultados. (La razon
principal de esta medida de reduccién de tiempo fue para concluir este trabajo en
los tiempos normales de duracién de una tesis.) La dosis de tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi utilizada que utilizamos fue suficiente para causar la
enfermedad en los ratones. Ademds, la cepa Querétaro, utilizada, es la mas
virulenta, y ya existen observaciones previas de que los ratones machos muestran
una mayor susceptibilidad que las hembras a una misma dosis. La dosis
aumentada, el tiempo reducido y la virulencia de la cepa, asi como el sexo de los
animales experimentales podrian ser parte de las razones por las que con este
disefio experimental no logré un mayor grado de proteccion.
Es posible que variando los factores que se acaban de mencionar, asi como la via 'y
la dosis de inoculacién a las fueron probadas en este experimento pudiera mejorar
los resultados del grado de proteccion obtenida.
Este trabajo es consistente con la hipotesis de que la TIM de Trypanosoma cruzi
puede ser un excelente blanco para el disefio de farmacos antiparasitarios, ya que
una respuesta inmune en su contra, como la que se obtuvo en este trabajo, puede
proteger parcialmente a ratones de la enfermedad de Chagas aguda experimental.
Este trabajo también indica que la TIMTc podria ser candidato para el desarrollo
de una vacuna. La utilizacion de TIMTc como antigeno pudiera apoyar mejorar la
eficacia de otros tipos de terapias en la enfermedad producida por Trypanosoma cruzi

en mamiferos domésticos y silvestres de interés veterinario.



CONCLUSIONES.

La conclusién, basada en los resultados de los experimentos previamente
expuestos, es que la cantidad de anticuerpos generados contra una dosis de 100ng
de TIMTc fue suficientemente efectiva para proteger a los ratones de la enfermedad
experimental aguda de Chagas. En la comparacion de los grupos inoculados con
50nmg y con 100ng si existi6 diferencia estadisticamente significativa en los
promedios de sobreviviencia (p=0.03). Esta proteccién de los ratones sugiere que la
inmunidad que desarrollé este ultimo grupo tuvo la actividad tripanosomicida o
tripanosomostatica esperadas, l0 que resultdé en una mayor sobreviviencia de los

ratones desafiados con el parasito.}

PERSPECTIVAS.

Este trabajo también indica que la TIMTc podria ser candidato para el desarrollo
de una vacuna. La utilizacibn de TIMTc como antigeno pudiera apoyar mejorar la
eficacia de otros tipos de terapias en la enfermedad producida por Trypanosoma cruzi

en mamiferos domésticos y silvestres de interés veterinario.
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