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1. Resumen

La obesidad es un problema de salud mundial que se ha incrementado en los
ultimos afios, se caracteriza por un exceso de tejido adiposo en el cuerpo que es
perjudicial para la salud. Junto al notable aumento de la prevalencia de obesidad
aparece un incremento paralelo en la susceptibilidad a padecer algunas
infecciones por agentes patogenos, entre ellos el parasito Trypanosoma cruz,

agente causal de la enfermedad de Chagas.

Pocos estudios han abordado la relacion que existe entre estos dos problemas de
salud, comunes en México, por lo que el presente estudio tiene como objetivo
comparar el desarrollo de la infeccién con T. cruzi de la cepa mexicana ninoa entre
obesos contra aquellos con peso normal, empleando el modelo en ratones de la
cepa Balb-c de obesidad inducida por dieta hipercalérica. Determinando la
parasitemia, el tropismo por 6rgano y la diferencia de infeccion entre machos y
hembras. Para ello, se hizo el seguimiento de la carga parasitaria en sangre, entre
ambos grupos. Durante el pico maximo de parasitemia los ratones fueron
sacrificados y se obtuvieron los érganos blancos de la infeccién (corazén, bazo,
intestinos y tejido adiposo); de ellos se extrajo el DNA y se realizaron
amplificaciones de secuencias de miniexon por PCR para determinar la presencia
del parasito. Nuestros resultados mostraron una mayor carga parasitaria en los
controles que en los obesos; asi mismo, el corazon y los intestinos de los ratones
con peso normal mostraron mayor presencia de DNA del parasito en contraste con
los ratones obesos. Finalmente, ambos grupos de hembras mostraron una mayor
parasitemia en comparacion a los grupos de ratones macho. Nuestros datos
sugieren que la obesidad inducida por dieta hipercalorica podria ser un factor

protector a la infeccién con T. cruzi.
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2. Introduccion

La obesidad es un problema mundial de salud publica que ha incrementado en los
dltimos afios. Este es un sindrome de origen multifactorial que engloba factores
conductuales, ambientales y genéticos que se caracteriza por la acumulacion

excesiva de tejido adiposo que es perjudicial para la salud (Mufioz et al., 2004).

Estudios han demostrado que la obesidad ejerce efectos negativos sobre el
sistema inmunolégico (Milner y Beck, 2012; Lumeng, 2013), cambios que afectan
tanto a la inmunidad humoral como a la inmunidad celular (Mufioz et al., 2004); lo
que implica, entre otros padecimientos, una mayor susceptibilidad a infecciones
(Hedge y Dhurandhar, 2013).

Por otra parte, Trypanosoma cruzi, agente causal de la Enfermedad de Chagas,
es un parasito ampliamente distribuido, y su relacion con la obesidad ha sido
recientemente abordada. Estos estudios han demostrado que el adipocito es un
reservorio de este parasito, sugiriendo reinfecciones de los sujetos infectados v,
en modelos murinos de obesidad se ha observado mayor muerte y parasitemia
(Combs et al., 2005; Nagajyothi et al, 2008). Sin embargo, se desconoce si en
individuos con obesidad, inducida por dieta hipercaldrica, existe modificacion del
curso de la infeccién, diferencias en invasién de tejido, el comportamiento al
emplear diferentes tipos de cepas con diferente fondo genético, asi como al utilizar
animales de diferente sexo. Por lo que se vuelve relevante realizar estudios acerca

del efecto que ejerce la obesidad durante el curso de la infeccion con T. cruzi.
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3. Marco Teoérico

Obesidad

Recientemente las condiciones de vida de la humanidad han sido diversamente
modificadas, debido a la urbanizaciéon. La disminucion de actividad fisica y la
mayor disponibilidad de alimentos de muy bajo nivel nutricional han ocasionado un
aumento considerable en el numero de personas con obesidad, llegando a ser un

grave problema de salud publica a nivel mundial.

La obesidad se caracteriza por una acumulacion excesiva de tejido adiposo con
distribucion corporal anormal; el cual se considera un factor de riesgo para
padecer enfermedades cronico degenerativas tales como: diabetes mellitus tipo 2,
enfermedades cardiovasculares, mayor susceptibilidad a padecer algunos tipos de
cancer e infecciones, trastornos locomotores, y dislipidemia e hipertension, entre
otros (Mufioz et al., 2004; Sanchez-Castillo etal., 2004; OMS, 2014).

Actualmente se sabe que la obesidad es un sindrome de origen multifactorial que
engloba, un desequilibrio entre la ingesta y el gasto calérico, ocasionada por
factores genéticos, factores ambientales, edad, sexo, disminucién de
termogénesis inducida por la dieta e incluso infecciones virales (Dhurandhar,
2001; Muroz et al., 2004).

La obesidad es definida, de acuerdo a los parametros de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), con un valor de indice de Masa Corporal (IMC) mayor o igual a
30 kg/m? (OMS, 2014), este indice es el parametro mas utilizado para determinar
obesidad en adultos debido a que la medida es la misma para ambos sexos y se
utiliza para adultos de todas las edades, sin embargo, su desventaja radica en que
no distingue entre el peso asociado a masa grasa que el asociado con el tejido
muscular, es decir, no considera la distribucién de grasa corporal que influye en

los riesgos para la salud (Goémez-Garcia et al., 2010; Ponce et al., 2010).
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Existen otros parametros como el diametro de la circunferencia abdominal y del
brazo, la relacidn entre el diametro cintura-cadera, el porcentaje de grasa corporal
medido por impedancia bioeléctrica y el grosor del pliegue bicipital, tricipital y

subescapular para determinar obesidad en adultos (Gomez-Garcia etal., 2010).

Obesidad en el Mundo

En el ano 1998, la OMS clasificd la obesidad como epidemia mundial, para el afio
2014, estim6 que aproximadamente el 39% de la poblacién mundial adulta (1900
millones de adultos) tienen sobrepeso, de los cuales, aproximadamente 600
millones de personas (13% de la poblacion mundial adulta) son obesas (Sanchez-
Castillo et al.,, 2004; OMS, 2014), por lo que la obesidad ha sido nombrada el
problema de salud publica nimero uno en el continente Americano (Dhurandhar,
2001).

Contrario a lo que se pensaba, la obesidad no es exclusiva de paises
desarrollados, con frecuencia se observa un aumento mas rapido en los paises en
desarrollo, concentrandose el mayor numero de casos en zonas urbanas
(Sanchez-Castillo et al., 2004; OMS, 2014.).

En particular, México ha presentado un importante incremento en la tasa de
sobrepeso y obesidad que lo llevd a ocupar, a partir del afio 2014, el primer lugar a
nivel mundial de obesidad infantil y de poblacién en general (OPS, 2014). Se
estima que el 71.3% de la poblacién mexicana de entre 20 y 60 afios de edad de

ambos sexos, tiene sobrepeso u obesidad (Barquera et al, 2013).

En nuestro pais, la mayor prevalencia de obesidad (IMC=30 kg/m?) se observa en
la region Norte del pais (Baja California, Baja California Sur, Coahuila, Durango,
Nuevo Ledn, Sonora, Sinaloa, Tamaulipas y Zacatecas) en comparacién a la
region Centro (Aguascalientes, Colima, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México,
Michoacan, Nayarit, Querétaro, San Luis Potosi y Tlaxcala), la Ciudad de México y

la region Sur (Campeche, Chiapas, Guerrero, Morelos, Oaxaca, Puebla, Quintana
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Roo, Tabasco, Veracruz y Yucatan) (Figura 1), y al igual que en el panorama
mundial, se observa que la prevalencia de obesidad en México es mas alta en
zonas urbanas que en zonas rurales y ligeramente mas elevada en las mujeres en
comparacion a los hombres (ENSANUT, 2012; Barquera et al, 2013).

Prevalencia de sobrepeso y obesidad en México

39.5 39.9 39.6 39.1 38.8

40

359 372

35

30

25

20

15

10

Norte Centro Cd. de Méxcio Sur Rural Urbana

Region Localidad

Hl Sobrepeso M Obesidad

Figura 1: Prevalenciade sobrepesoyobesidad en adultos de México, de acuerdo a la regién del pais ytipo de
localidad. Modificado de ENSANUT, 2012. Nota: Puntos de corte propuestos porla OMS. Sobrepeso 25-29.9
kg/m?, Obesidad = 30kg/mZ

Cambios metabdlicos en la obesidad

El tejido adiposo es el sitio donde el organismo guarda su principal reserva
energética. Esta acumulacion se lleva a cabo en el adipocito (unidad fundamental
del tejido adiposo), el cual tiene la capacidad de almacenar acidos grasos en
forma de ftriglicéridos, reunidos en una gota citoplasmatica unica, debido a que
cuenta con todas las enzimas necesarias de la lipdlisis y de la lipogénesis
(Gonzalez et al., 2002; Ponce et al., 2010).
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En periodos de sobrealimentacion, el adipocito del humano adulto es capaz de
modificar su tamafo, hasta 20 veces el diametro de las células adiposas
existentes (hipertrofia), y generar varios cientos de nuevos adipocitos maduros a
partir de pre-adipocitos (hiperplasia), con el fin de almacenar el exceso de energia
(Gonzalez et al., 2002; Flores-Lazaro et al., 2011).

El tejido adiposo esta constituido por diversos tipos celulares: pre-adipocitos,
adipocitos, células del sistema inmune (monocitos y macréfagos), células
endoteliales y células de tejido liso vascular (Desruisseaux et al.,, 2007).
Tradicionalmente considerado al tejido adiposo como almacén de energia,
también se le considera como un érgano enddcrino activo que secreta numerosas
moléculas denominadas colectivamente adipocinas; éstos elementos le confieren
propiedades autdcrinas, enddcrinas y paracrinas, jugando un papel importante en
diversas funciones como mantener el balance energético a largo plazo, en el
metabolismo de los lipidos y la glucosa, la modulacion de la funcion hormonal y la
reproduccion; participa en la regulacion de la presion arterial y contribuye en
algunos aspectos del sistema inmune (Palomer et al., 2005; Desruisseaux et al.,
2007; Flores-Lazaro et al., 2011).

Las adipocinas principales son la leptina, la adiponectina, el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), la interlucina 6 (IL-6), el factor de crecimiento transformador
beta (TGF-B), el inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1), la
angiotensina, la adipsina, la resistina y la proteina estimuladora de la acilacidon
(ASP) (Palomer et al., 2005).

Durante la obesidad incrementa la expresion génica de las adipocinas pro-
inflamatorias, disminuye la de aquellas con funciones anti-inflamatorias y aumenta
la infiltracion de monocitos y la acumulacion de macréfagos en el tejido adiposo;
teniendo como resultado un cierto grado de inflamacién que se denomina
inflamacion crénica de bajo grado, desencadenandose una serie de procesos

fisiopatolégicos relacionados a ésta que conducen al incremento de
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comorbilidades asociadas con obesidad (Figura 2) (Gonzalez et al., 2002; Gomez-
Ambrosi et al., 2008).

Normopeso Sobrepeso Obesidad

Aumento del tejido adiposo: Hipertrofia e

/ hiperplasia de los adipocitos.

Alteracién  funcional Reclutamiento de monocitos.
del tejido adiposo Mayor produccidn de adipocinas pro-
‘ * inflamatorias (PAI-1, TNF-q, IL-6).

Menor produccion de adiponectina.
Produccion de Respuesta

especies reactivas Liberacién de &cidos grasos libres

inflamatoria
hacia: higado, pancreas, musculo y
t vasos sanguineos.

Estado de estrés

oxidativo créonico e

inflamacion al interior
del adipocito.

Estado de estrés oxidativo crénico
sistémico e inflamacion subclinica

rrdnica

Desarrollo de enfermedades relacionadas con obesidad: Resistencia a

la insulina, dislipidemia, hipertensién, cancer, etcétera.

Figura 2: Relacion entre la expansién del tejido adiposo y el incremento del estado pro-inflamatorio. A
medida que aumenta el volumen del tejido adiposo, se modifica la produccion de adipocinas y se
desencadena una serie de procesos fisiopatologicos relacionados con la inflamacion y el desenlace en
enfermedades relacionadas con la obesidad. PAI-1: Inhibidor del activador de plasmindégeno 1, TNF-a: Factor
de necrosis tumoral a e IL-6: Interlucina 6. Modificado de Gdmez-Ambrosi et al., 2008 y Fléres-Lazaro et al.,

2011.
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La inflamaciéon crénica de bajo grado a diferencia de la inflamacion clasica, se
caracteriza por no presentar los signos clasicos como: calor, rubor, tumor y dolor,
pero es similar en cuanto a que comparte las alteraciones en los marcadores de

inflamacion tipicos y las rutas de sefializacién (Gomez-Ambrosi et al., 2008).

Papel del tejido adiposo en la respuesta inmune

El tejido adiposo juega un importante papel en la respuesta inmune. La regulacion
que ejerce sobre el sistema inmunoldgico se atribuye principalmente a los
macréfagos y monocitos presentes en este tejido y a las adipocinas segregadas
por los adipocitos maduros que actuan sobre células inmunes, modulando asi la

respuesta innata y adaptativa (Hedge y Dhurandhar, 2013).

Se conoce que el adipocito, al igual que los macrofagos, en respuesta a sefiales
de agentes patdgenos e inflamacion induce la secrecion de diversas citocinas pro-
inflamatorias, tales como, TNF-qa, IL-6 y PAI-1 (Berg y Scherer, 2005). También se
ha demostrado que los preadipocitos muestran alta actividad fagocitica y cuentan
con la capacidad de diferenciarse rapidamente a macréfagos (Charriere et al.,
2003).

Algunas adipocinas participan en la funcion que ejerce el tejido adiposo sobre los
componentes inmunoldgicos: la Leptina, modula la activacion de linfocitos,
estimula la proliferacion y diferenciaciéon de macréfagos e induce la produccion de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-qa, IL-6 e IL-2; ademas se ha observado que
un déficit de Leptina, tanto en humanos como en animales de experimentacion, se
traduciria en anomalias a nivel del sistema inmunolégico, aumentando Ila
susceptibilidad de éstos a las infecciones (Mufioz et al., 2004; Pérez de Heredia et
al., 2012).

La Adiponectina, es una adipocina anti-inflamatoria que ejerce acciones relevantes

sobre la inmunidad, en general, ésta reduce la respuesta de células T, inhibe la



Pagina |13

actividad fagocitica y la produccion de IL-6 y TNF-a, induce la produccion de
factores anti-inflamatorios como IL-10 e IL-1RA por los monocitos, macrofagos y

células dendriticas humanas (Lago et al., 2007).

La Resistina es secretada por adipocitos y células mononucleares y actua sobre
células mononucleares del torrente sanguineo, y su funcién se correlaciona con la
induccion de IL-6 y el TNF-a a través de la ruta del factor nuclear kB (NF-kB)
(Lago et al., 2007; Gomez et al., 2009).

El TNF-a regula la produccion de citocinas pro-inlfamatorias (IL-6 e IL-1), induce la
secrecion de citocinas quimiotacticas (IL-8 y MPC) y la expresién de moléculas de
adhesion (ELAM e ICAM-Il) para atraer y acumular neutrofilos, macréfagos vy
células NK, mediando asi los efectos en 6rganos periféricos (Hernandez-Urzia y
Alvarado-Navarro, 2001; Cawthorn y Sethi, 2008).

La IL-6 tiene efectos pleiotropicos: modula la inflamacién, promueve la sintesis de
proteinas de fase aguda y actia sobre los linfocitos B (Hernandez-Urzia y
Alvarado-Navarro, 2001; Gomez-Ambrosi et al., 2008).

Recientemente, células hematopoyéticas inmaduras han sido observadas en el
tejido adiposo, por lo cual éste se ha propuesto como un sitio de formacion y

maduracion de precursores de células inmunes (Pérez de Heredia et al., 2012).

En la obesidad se producen cambios inmunolégicos que afectan a la inmunidad
humoral en donde se observa una disminucién en la secrecion de anticuerpos, asi
como a la inmunidad celular que modula el recuento celular: se observa mayor
numero de neutrofilos, monocitos, linfocitos y bajos niveles de células T y B
(Mufoz et al., 2004; Pérez de Heredia et al., 2012).
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Obesidad e Infeccidn

Se ha documentado que los cambios sobre la respuesta inmunoldgica ejercidos
por la obesidad pueden ser considerados factor de susceptibilidad en infecciones
bacterianas respiratorias, periodontales y post-operatorias nosocomiales, asi como
infecciones gastricas por Helicobacter pylori; en humanos adultos (Milner y Beck,
2012; Hedge y Dhurandhar, 2013).

En el afno 2009, durante la pandemia de influenza A (H1N1), se reportd la
obesidad como factor prondstico de un resultado poco favorable ante esta
infeccion. Se observd que la proporcion de personas hospitalizadas, la duracién de
la estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos e inclusive la mortalidad fue
mayor en individuos obesos en comparacion a los no obesos (Milner y Beck, 2012;
Hedge y Dhurandhar, 2013).

En estudios realizados en modelos animales de obesidad inducida por
modificacion genética, se reportd que los animales obesos presentan una
depuracion deficiente ante la infeccion con Klebsiella, una mayor mortalidad frente
a Streptococcus pneumonia y mayor susceptibilidad a infecciones hepaticas por
Listeria monocytogenes (lkkejima et al., 2006; Hedge y Dhurandhar, 2013).

Trypanosoma cruzi

El parasito protozoo Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico de la Enfermedad
de Chagas, presenta un complejo ciclo de vida en el cual es comunmente
transmitido a los mamiferos, entre ellos el ser humano, por un insecto vector de la
subfamilia Triatominae el cual transmite la fase infectiva del parasito en las heces
del vector, he invade casi cualquier tipo de célula (Martinez-Velasco, 2004;
Fuentes et al., 2012).
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Trypanosoma  cruz pertenece al  Orden: Kinetoplastida, Familia:
Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, y dentro del género, al grupo

denominado Stercolaria (de Pablos, 2010).

Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. cruzi se desarrolla en organismos diferentes: insecto vector y
mamifero hospedero. En él se reconocen cuatro formas distintas del parasito:
tripomastigotes sanguineos, amastigotes, epimastigotes y tripomastigotes

metaciclicos (Figura 3) (Nagajyothi et al., 2012).

El ciclo de vida de T. cruz inicia cuando el insecto vector (triatominos), ingiere
tripomastigotes sanguineos al succionar sangre de algun mamifero infectado. Una
vez ingeridos, muchos de estos trypomastigotes son lisados en el estbmago del
insecto; los sobrevivientes se transforman, pocos dias después, a su forma
epimastigote. Esta nueva forma migra al intestino del vector donde se divide por
fision binaria y se une a la membrana perimicrovilar (de Souza et al., 2010;
Nagajyothi et al., 2012).

Estos pasos de adhesion son importantes para desencadenar, aproximadamente
3 a 4 semanas después, el proceso de transformacién de la forma epimastigote
(no infectiva) a la forma tripomastigote metaciclico (altamente infectiva para

diversos mamiferos) (de Souza et al., 2010; Nagajyothi et al., 2012).

Usualmente, la transmisién a un nuevo hospedero toma lugar cuando los parasitos
en las heces contaminadas del vector entran a las células de la dermis, a través
de la mucosa de la nariz, la cavidad oral, la conjuntiva, lesiones abiertas en la piel
o la herida causada por la picadura del triatomino al alimentarse (de Souza et al.,
2010; Nagajyothi etal., 2012).

Una vez en el hospedero, los tripomastigotes metaciclicos invaden las células

nucleadas cercanas al sitio de infeccion (fibroblastos, macréfagos, células
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epiteliales y adipocitos) donde se diferencian a amastigotes (Desruisseaux et al.,

2007; de Souza etal., 2010; de Pablos, 2010; Nagajyothi et al., 2012).

Los cuales se encuentran en vacuolas parasitéforas, donde se multiplican por
fision binaria, cuando ocupan el citoplasma celular se diferencian a
tripomastigotes, causando lisis de la célula infectada y liberandose a los espacios
intracelulares, la linfa y a la circulacion sanguinea como tripomastigotes
sanguineos. Posteriormente el vector puede succionar sangre con parasitos
infectandose y cerrando el ciclo (Figura 3) (Tanowitz et al., 2009; de Pablos, 2010;
WHO, 2010).

Triatomine Bug Stages

Triatomine bug takes a blood meal
(PasSes Meldtyhs Ipomatligoles in feoes
IrypeMashoates enter Hie wound or
mucosal membranes, such as the conpunciiva)

Human Stages

e Metacyelic trypomastigotes
penatrate various cells at bite
wound site. Inside cells thay
transform into amastigotes,

Metacyclic trypomastigoles

in h:ndgy
Multiply in midgut %‘

Triatomine bug takes

X a blood meal
Epimastigotes (brypomasbgotes ingeshed)

in midgut
NS
ol Y zad ,@— vﬁﬂmm

transform into frypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the bloodstream

Amastigotes multiply
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect ather cells of infected tissues.

and transform into

intracellular amastigotes

in new infection sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cycle.

AN = Intective Stage
2\ = Diagnostic Stage

Figura 3: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Se muestra las diversas formas del parasito en el vector
invertebrado (triatominos)yel hospedero vertebrado (mamiferos). Tomada de la pagina del Centro de Control

de Enfermedades (CDC).
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Morfologia

Las 4 formas que T. cruzi presenta durante su ciclo de vida, exhiben diferencias

morfologicas:

El amastigote, es el estadio replicativo intracelular que se produce en el huésped
mamifero. Presenta forma redondeada con tamafio de 2 a 2.5 um, carece del
flagelo, tiene un gran nucleo cerca del cual se encuentra el cinetoplasto a manera
de disco. La replicacion es por division binaria simple (Figura 4) (Guzman-Marin et
al., 1999; de Souza, 2002).

El epimastigote, es la forma replicativa, no infectiva para el ser humano o
mamifero, se encuentra en el vector invertebrado. Presenta un aspecto fusiforme
con un tamano de 20 a 40 ym de longitud, el cinetoplasto se encuentra situado

delante del nucleo (Figura 4) (Guzman-Marin et al., 1999; de Souza, 2002).

El tripomastigote metaciclico, es la forma infectiva no replicativa, el cual se aloja
en el intestino posterior de los insectos vectores, y cuya forma es la que puede
infectar a hospederos mamiferos. Tiene una forma alargada que mide de 20-25
um, la cual presenta un nucleo central, el cinetoplasto es de gran tamafio y un
flagelo ondulante que contornea la célula y el cual le confiere movimiento (Figura
4) (Guzman-Marin et al., 1999).

El tripomastigote sanguineo, se encuentra en torrente sanguineo del hospedero
mamifero, no tiene la capacidad de replicarse, pero si de infectar nuevas células o
al vector invertebrado. Presenta una forma alargada, un flagelo y membrana
ondulante, el cinetoplasto es grande y alejado de la parte anterior del nucleo
(Figura 4) (Guzman-Marin et al., 1999).
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Figura 4: Estadios morfolégicos que presenta T. cruzi durante su ciclode vida. Tomadade
de Souza et al, 2002.

Genética del parasito

Trypanosoma cruzi comprende un conjunto de poblaciones que circulan entre
vectores, hombre y reservorios, tanto domésticos, peridomésticos y selvaticos. Los
diferentes aislados de T. cruzi provenientes de diversos hospederos de distintos
sitios geograficos presentan variacion en su morfologia, en su diversidad genética,
virulencia, susceptibilidad a agentes quimioterapéuticos, constitucion antigénica,
capacidad de infeccidn para células hospederas, asi como, diferencias en las
patologias individuales y regionales de la enfermedad (Guzman-Marin et al., 1999;
Martinez-Velasco, 2004).

Debido a lo anterior, se ha realizado un esfuerzo para caracterizar y clasificar los
aislados de T. cruzi, para ello, se han empleado diferentes métodos moleculares
nombrandolos como: zimodemas, esquizodemas, biodemas, clados y mas
recientemente, se han empleado Unidades Discretas de Tipificacion (DTU por sus
siglas en ingles). Clasificando actualmente a T. cruzi en seis DTU: Tcl a TcVI,

cada DTU es identificable por marcadores moleculares (Zingales et al., 2009).

DTU Tcl es la mas abundante y de mayor distribucién de todos los DTU en el
continente americano, encontrandose predominante en Centroamérica, la region
norte de Suramérica y México (Figura 5); siendo en este ultimo el principal DTU
genético que infecta a humanos. Este DTU estd asociado con cardiopatia

chagasica (Espinoza et al., 2011).
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DTU Tcll se encuentra principalmente en las regiones centrales y surefias de
Sudamérica (Figura 5), se ha asociado con manifestaciones cardiacas,

megaesobfago y megacolon (Zingales et al., 2012).

DTU Tclll se asocia con el ciclo selvatico en Brasil (Figura 5). Esta practicamente
ausente en los seres humanos, pero se ha identificado en perros domésticos
(Zingales et al., 2012).

DTU TclV rara vez se encuentra en los seres humanos, pero es la causa
secundaria de la Enfermedad de Chagas en Venezuela (Figura 5) (Zingales,
2011).

DTU TcV y TcVI se asocian a la Enfermedad de Chagas en Bolivia y Chile (Figura
5) (Zingales, 2011).

Tcll
\ , £ , Selvatico
AN »\u\,‘ Doméstic
»:'1/‘ Z“-r:. ‘.\~:”£/ .
TecVv TeVi

Figura 5: Distribucion geograficadelas seisDTUs de T. cruziy su correspondencia con ciclos de transmision
asociados a ambientes silvestre o domiciliarios. Tomada de Zingales etal., 2012.
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Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas fue descrita por primera vez en 1909 por el médico
Carlos Chagas, quien identifico al agente causal T. cruzi y a los insectos
transmisores. Hasta la fecha la enfermedad se ha identificado en 21 paises de
América Latina y esta estrechamente vinculada con aspectos socioeconémico-

culturales (Rassi et al., 2012; Roca Saumell et al., 2015).

Esta enfermedad constituye uno de los principales problemas de salud publica en
el mundo, se calcula que entre 6 y 8 millones de personas estan infectadas con T.
cruzi (OMS, 2015). La tasa de infeccidn para esta enfermedad es de 300 mil
individuos por afo y la mortalidad es de aproximadamente 21 mil individuos por
afo, convirtiéndola en la tercera infeccion parasitaria mas comun en todo el

mundo después de la Malaria y la Esquistosomiasis (Mantilla et al., 2011).

Ademas, la importancia de la Tripanosomiasis radica en el impacto econémico que
genera, ya que es altamente morbil, presentandose durante el periodo mas
productivo de la vida de las personas infectadas, entre los 35 y 55 afos de edad
(Ramsey et al., 2003; Fuentes et al., 2012).

Distribucion geogréfica de la Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas se distribuye desde América del Sur hasta la parte
norte de América (México y el sur de los Estados Unidos de América); sumando
un total de 21 paises latinoamericanos endémicos de la enfermedad (Rassi et al.,
2012; Roca Saumell et al., 2015). Sin embargo, en las ultimas décadas, debido a
los flujos migratorios, se han producido importantes cambios epidemioldgicos,
diagnosticandose un numero considerable de personas en areas no endémicas,
principalmente en el norte de América (Estados Unidos y Canada), Europa,
Oceania (Australia) y Asia (Japon) (Figura 6). La mayoria de individuos

serolégicamente positivos en estas areas no endémicas suelen no ser conscientes
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de su afeccion, pero son fuente potencial de la transmision por vias no vectoriales
(Machado etal., 2012; Roca Saumell et al., 2015).

Figura 6: Rutas migratorias de América Latinay estimacién del nimero de personas infectadas con T. cruzi
en paises no endémicos. Tomada de Grayson, 2010.

La prevalencia de individuos infectados por T. cruzi y la poblacion en riesgo varia
entre los paises. El porcentaje de individuos infectados en México es del 1 al 6%
de la poblacién, sin embargo, junto con Brasil y Argentina, alberga el 60% del total
de personas con Enfermedad de Chagas en el Mundo (Rassi et al., 2012; Carod-
Artal, 2013).

Actualmente se estima que 1 768 376 personas estan infectadas con T. cruzi en la
Republica Mexicana, en donde el 57% de esta poblacién reside en zonas rurales y
8.9% en zonas suburbanas (Ramsey et al., 2003). Los estados con mayor numero
de casos seropositivos reportados en la literatura son: Chiapas, Oaxaca, Guerrero,
Morelos, Querétaro, Jalisco, Nuevo Ledn y Nayarit (Figura 7) (Cruz-Reyes y
Pickering-Lopez, 2006).
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Figura 7: Distribucidon de la Enfermedad de Chagas en México por estado. Los puntos representan el
promedio de la densidad para el estado, no la localizacion actual de cada caso. Tomado de Cruz-Reyes y

Pickering-L6pez, 2006.

En México, mas del 85% de las infecciones ocurren por medio del vector, esto se
relaciona con la presencia de 32 especies de triatominos hematéfagos en el pais,

de los cuales 23 son endémicos de territorio nacional (Ramsey et al., 2003).

Las especies de vectores de mayor importancia epidemioldgica por su capacidad
vectorial y su distribucion en México son: Triatoma barberi, T. dimidiata, T.
phyllosoma, T. longipennis, T. mazzottii, T. pallidipennis, T. picturata, T. mexicana

y T. gerstaeckeri (Figura 8) (Ramsey et al., 2003).
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Figura 8: Diversidady distribucion de los triatominos presentes en México.
Tomada de Martinez Hernandez, 2003.

Vias de transmision

Existen diferentes vias de transmision por las que el ser humano puede infectarse

con T. cruzi, entre ellas se encuentran las siguientes:

Transmision vectorial. Se produce exclusivamente en éareas endémicas, la
infeccion es a partir de insectos triatominos que tienen su ecosistema natural en el
continente Americano. Estos insectos son conocidos comunmente como
“Vinchuca” en Bolivia, Argentina y Chile, “Chipo” en Venezuela, “Chiribico” en
Colombia, “Chinche besucona u hocicona” en México o “Barberio” en Brasil, entre
otros. El hombre puede infectarse con el parasito T. cruzi por las deyecciones de
insectos infectados, que contienen tripomastigotes metaciclicos (Bern et al., 2011;
Roca Saumell et al., 2015).
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Transmision por transfusion sanguinea. El riesgo de desarrollar Enfermedad de
Chagas después de una transfusion de una unidad de sangre proveniente de un
donante infectado ha sido estimado entre el 10 al 25% (Bern et al., 2011). Debido
a que los tripomastigotes son separados predominantemente en la fraccion
plaquetaria durante la centrifugacién, se estima que es mayor el riesgo por
transfusion de plaquetas que de cualquier otro componente sanguineo (Rassi et
al., 2012).

Transmisién congénita, es una de las principales causas de infeccion en zonas
urbanas y areas no endémicas. Implica entre el 2-10% de los nifios nacidos de

madres infectadas con el parasito (Virreira et al., 2003).

Transmisién por trasplante de organo. Receptores no infectados reciben un
organo de un donante infectado con T. cruzi, llegando a desarrollar infeccién
aguda (Bern etal., 2011).

Transmision oral. Constituye una ruta importante de transmision en algunas
regiones geograficas. Se da a través de alimentos y bebidas contaminados con

parasitos (Mantilla et al., 2011).

Fases de la Enfermedad

Se describen tres formas evolutivas para la Enfermedad de Chagas: fase aguda,
fase cronica indeterminada (asintomatica) y fase cronica determinada

(sintomatica) (Fuentes etal., 2012).

FASE AGUDA

Esta fase se caracteriza por presentar parasitos en sangre y una reaccion
inflamatoria aguda. Con ausencia de tratamiento los sintomas persisten hasta por
cuatro meses. Los sintomas son inespecificos, se puede presentar fiebre,
anorexia, diarrea, vomito, etc., siendo evidentes sélo en 5% de los infectados, con

mayor frecuencia en nifios (Mantilla et al., 2011; Carod-Artal, 2013).
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Cuando la via de transmisidén es vectorial, algunos pacientes presentan signos
caracteristicos de la enfermedad como una inflamacion local en el sitio de
inoculacién e indurada eritematosa llamada Chagoma (Carod-Artal, 2013; Roca
Saumell et al 2015), o si la inoculacién se presenta en la conjuntiva se puede
observar hinchazon unilateral del parpado superior e inferior, conocido como signo
de Romana (Bern et al., 2011; Rassi et al 2012).

Durante la fase aguda, los parasitos infectan una gran variedad de tejidos, entre
los cuales se encuentran ganglios linfaticos, bazo, higado, musculo cardiaco,
musculo esquelético, sistema nervioso y tracto intestinal (Espinoza et al., 2011;
Carod-Artal 2013).

La enfermedad aguda grave se produce en menos del 1% de los pacientes;
presentando miocarditis aguda, derrame pericardico y/o meningoencefalitis (Bern

et al., 2011), causando la muerte de las personas que los presentan.

El 95% de los pacientes con fase aguda se recupera de forma espontanea, para
después entrar en la fase cronica asintomatica o indeterminada (Fuentes et al.,
2012).

FASE CRONICA INDETERMINADA

Es un periodo de latencia caracterizada por una parasitemia baja o indetectable,
ademas no se observa ningun sintoma clinico. Esta fase representa
aproximadamente el 60 al 70% de los enfermos; los cuales aparentemente no
presentan dafio en organos que pueda ser detectado a través de estudios
radiolégicos y electrocardiograma convencionales (Fuentes et al., 2012; Rassi et
al., 2012). Sin embargo, estos individuos se caracterizan por presentar titulos de

anticuerpos especificos contra T. cruzi (Carod-Artal, 2013).
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Los individuos en esta fase pueden permanecer asi hasta por un periodo de 10 a
30 afios. Sin embargo, muchos otras personas permanecen asintomaticos por

periodos mas largos de tiempo e inclusive de porvida (Carod-Artal, 2013).

FASE CRONICA SINTOMATICA

Se estima que aproximadamente el 30% de las personas que cursan la fase
cronica asintomatica pueden desarrollar la fase cronica sintomatica caracterizada
por la presencia de sintomas clinicos tales como cardiopatia, megacolon o

megaesoéfago (Fuentes et al., 2012; Carod-Artal, 2013).

Uno de los problemas de la etapa cronica es que se puede manifestar durante el
periodo mas productivo de la vida, entre los 35 y 55 afos de edad, por lo que
requiere del empleo de terapias de soporte, como medicamentos, trasplantes de
organos, cirugias, etcétera, las cuales son costosas (Ramsey et al., 2003),
ademas, con el paso de los afos, la infeccion puede causar muerte subita o
insuficiencia cardiaca por la destruccion progresiva del musculo cardiaco y/o
digestivo (OMS, 2015).

Respuesta inmune del hospedero ante la Enfermedad de Chagas

El resultado de la enfermedad de Chagas esta relacionado tanto con la virulencia
del aislado o cepa del parasito como con la respuesta del hospedero a la infeccidn
(Machado et al., 2012). El control de la infeccion con T. cruzi, observada en
humanos y modelos animales de experimentacion, depende tanto de la respuesta
inmune innata como la adaptativa, éstas se activan durante la infeccion e
involucran a macrofagos, células asesinas naturales (Natural Killer, NK), linfocitos
T y B, produccion de citocinas pro-inflamatorias, asi como especies quimicas
reactivas intermediarias de Nitrogeno y Oxigeno (Machado et al., 2012; Rezende-
Oliveira et al., 2012).

El reconocimiento inicial de los patdégenos invasores por el sistema inmune es

mediado principalmente por los receptores tipo Toll (TLR). En la infeccién con T.
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cruzi, los antigenos derivados del parasito (ADN, glicoconjugados de la
membrana, entre otros) desencadenan la respuesta inmune innata a través de su
interaccion con los TLR, en particular TLR-2, TLR-4 y TLR-9, que se encuentran
en macrofagos y células dendriticas cercanas al sitio de infeccion (Basso, 2013).
Esta activacion induce la sintesis de diversas citocinas pro-inflamatorias como la
interleucina 6 (IL-6), TNF-a e interleucina 12 (IL-12); activan la sintasa de 6xido
nitrico inducible (iINOS) aumentando la produccion de moléculas de Oxido Nitrico
(ON) con el que se elimina a los parasitos dentro de la vacuola una vez
fagocitados por los macrofagos (Machado et al., 2012b; Rezende-Oliveira et al.,
2012; Basso, 2013;).

Los antigenos de T. cruzi también activan células NK, las cuales a su vez
producen INF-y, que aumenta la producciéon de IL-12, TNF-a y ON en los
macréofagos, lo que contribuye a la eliminacion del parasito. A su vez, tanto
macrofagos como células NK sintetizan citocinas reguladoras como IL-4 e IL-10,
las cuales reducen los efectos nocivos asociados al exceso de estimulacién del
sistema inmune (Basso, 2013). Particularmente, la IL-10 es un potente inhibidor de
INF-y, por lo que la resistencia a la infeccion de T. cruzi es el resultado del balance
entre las citocinas INF-y e IL-10 (Machado et al., 2012b). Ademas, las citocinas
mencionadas promueven la generacion de células tipo Th1 CD4" y CDS8",

importantes en el control de la infeccion aguda (Machado et al., 2012b).

Una vez que la infeccion progresa, se activan los mecanismos de respuesta
inmune adaptativa a través de las respuestas Th1 y Th2 (Basso, 2013). En la
inmunidad adaptativa, los linfocitos Th1 proporcionan ayuda para la adecuada

produccion de anticuerpos y células citotoxicas T CD8™ (Rodrigues et al., 2012).

La infeccion con T. cruzi induce la activaciéon policlonal de linfocitos B, teniendo
como resultado una hipergammaglobulemia. Las inmunoglobulinas de subclase
lgG estan involucradas en la eliminacién del parasito a nivel local y sistémico a

través de mecanismos tales como la fijacion del complemento, aglutinacion y
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citotoxicidad (Basso, 2013). En especial, se observa que el anticuerpo IgG, puede
contribuir junto con otros mecanismos a la reduccion de la parasitemia al
reconocer antigenos de T. cruzi y opsonizarlos, volviendo al parasito mas

susceptible a la lisis (Umekita y Mota, 2000).

Sin embargo, no hay que olvidar que el parasito cuenta con diversos mecanismos
de evasion de la respuesta inmune del hospedero para lograr una infeccion

efectiva.

T.cruzi tiene la capacidad de invadir casi cualquier célula nucleada del hospedero
porque cuenta con diversas moléculas de superficie, tales como transalidasas y
mucinas, que le permiten anclarse e invadir las células dando lugar a la formacion

de la vacuola parasitéfora (Nardy et al., 2015; Cardoso et al.,2016).

Durante la union de la vacuola parasitéfora con el lisosoma, la supervivencia de T.
cruzi es mediada por la segregacién de enzimas antioxidantes, como peroxidasas
y superoxido dismutasas (SODs) (Cardoso et al., 2016), y el bloqueo de la
transcripcién de las citocinas secretadas por los macrofagos (Nardy et al., 2015).
La acidificacion del medio que ocurre en esta union contribuye a la ruptura de la
membrana del, ahora, fagolisosoma y a la diferenciacion en el citoplasma de la
forma tripomastigote a la forma amastigote del parasito (Cardonna y Burleigh,
2011; Cardoso et al., 2016).

Otros mecanismos de evasion de la respuesta inmune del hospedero por parte de
T. cruzi son: las proteinas de superficie GP160 y calreticulina, las cuales evitan la
lisis mediada por el complemento y la opsonizacion, y la activacion policlonal de
células B y la hipergammaglobulemia por mitogenos derivados del parsito; que
deriva en la produccién de anticuerpos no especificos para el parasito y por

consiguiente no eficientes para controlar la infeccién (Cardoso etal., 2016).
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Diagnostico
El diagndstico de la Enfermedad de Chagas se establece con base a pruebas de

laboratorio en personas que se sospecha de la presencia del parasito (Mantilla et
al., 2011).

El diagnostico puede hacerse con pruebas parasitologicas directas e indirectas
que demuestren la existencia de T. cruzi. Estas varian dependiendo la fase de la

enfermedad en la que se encuentre la persona.

En la fase aguda los tripomastigotes en circulacién pueden ser detectados por
métodos directos (Xenodiagndstico, examen microscépico por gota gruesa, frotis
de sangre con tincién de Giemsa, microhematocrito y técnica de Strout) y por
métodos moleculares (PCR en punto final y PCR en tiempo real) (Bern et al.,
2011; Mantilla et al., 2011).

Durante la fase crénica de la enfermedad, la cantidad de parasitos en circulacion
es muy baja e incluso ausente; por tanto, la deteccion de anticuerpos IgG anti-
T.cruzi circulantes (pruebas seroldgicas) ha sido el método mas utilizado para su
diagnostico. De estos métodos, los mas comunes son la hemoaglutinacion, la
inmunofluorescencia y ELISA, los cuales pueden dar lugar a tasas de sensibilidad
y especificidad superior al 90% (Mantilla et al., 2011; Roca Saumell et al., 2015).
De acuerdo a los criterios internacionales, se consideran a un paciente positivo a
Tripanosomiasis cuando presenta dos técnicas seroldgicas positivas, cuando los
resultados son discordantes o dudosos es necesario realizar una tercera prueba

confirmatoria (Roca Saumell et al., 2015).

En recién nacidos de madres con Enfermedad de Chagas es recomendable
realizar pruebas parasitologicas directas (microhematocrito o PCR) durante el
primer mes de vida para detectar el parasito o el DNA del mismo y reservar las
pruebas serolégicas a partir de los 9 meses de edad (Bern et al., 2011; Roca
Saumell et al., 2015).
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Tratamiento

Actualmente los unicos farmacos especificos para el tratamiento de la Enfermedad
de Chagas son Nifurtimox y Benznidazol, los cuales fueron desarrollados hace
mas de 30 afios (Fuentes et al., 2012). Ambos farmacos estan contraindicados en
mujeres embarazadas y en pacientes con insuficiencia renal o hepatica severa
(Roca Saumell et al., 2015).

Estos farmacos son utiles contra tripomastigotes circulantes de T. cruzi asi como
también contra las formas amastigotes. La eficacia varia entre pacientes, fase de

la enfermedad y cepa del parasito (Corad-Artal, 2013).

La administracion de estos farmacos durante la fase aguda, limita la carga
parasitaria en sangre y los sintomas clinicos. Se desconoce la eficacia del
tratamiento farmacoldgico durante la etapa cronica asintomatica, y la eficacias del
tratamiento es limitada durante la fase crénica sintomatica (Fuentes et al., 2012;
Carod- Artal, 2013).

Ambos medicamentos presentan reacciones adversas, entre las mas frecuentes
se encuentran la anorexia, nauseas, vomitos y, en menor medida, dolor
abdominal, diarrea, pérdida de peso, irritabilidad, somnolencia y alteraciones
psiquiatricas (Corod-Artal, 2013; Roca Saumell et al., 2015). La poca tolerancia a
las reacciones adversas son un factor importante en el abandono del tratamiento
(Fuentes etal., 2012).
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4. Antecedentes

Obesidad y Enfermedad de Chagas

La interaccién entre el parasito T. cruzi y el tejido adiposo se conoce desde que se
definieron, en 1940, los ‘“lipochagomas” (inflamacién de la bolsa adiposa de
Bichat) en nifios; posteriormente se observd un frecuente e inusual tropismo de T.
cruzi hacia tejido adiposo murino, en el cual se observd que las gotas lipidicas

eran rodeadas por la forma amastigote del parasito (Andrade et al., 1995).

Sin embargo, fue en el afio 2005 cuando se aprecié la importancia del parasitismo
del tejido adiposo durante la infeccion con T. cruzi, con la publicacién de Combs y
colaboradores. En ella se reportaba que el cultivo de adipocitos podia ser
infectado con T. cruzi (cepa Brasil) con alta eficiencia; observandose un numero
considerable de parasitos intracelulares alrededor de las gotas lipidicas. Ademas
esta infeccidn influia en la expresidén de citocinas, se reportaba un aumento de
TLR-2, TNF-q, IL-1B e INF-y, asi como disminucion de adiponectina. En estudios
in vivo, utilizaron ratones CD1 infectados con la misma cepa de T. cruz,
determinando la carga parasitaria en diferentes tejidos (tejido adiposo blanco,
tejido adiposo marrén, corazon y bazo). Se observd que la mayor carga parasitaria
la presenta el tejido adiposo blanco en comparacién a los otros érganos en donde
los parasitos se podian observar hasta 300 dias después de la infeccion. Lo que
llevd a concluir que los adipocitos pueden funcionar como reservorio del parasito

en la fase cronica de la enfermedad.

Tres afnos después, en 2008, el grupo de Nagajyothi reportd que el cultivo de
adipocitos, al ser infectados con T. cruzi cepa Tulahuén, presentan un incremento
en la expresion de las citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias: IFN-y, TNF-q,
CCL2, CCL5 y CXCL10, asi como un incremento en la expresion de TLR-2 y TLR-
9. Lo cual sugiere que el adipocito es un blanco importante de T. cruzi y contribuye

en la respuesta inflamatoria que se presenta durante la Enfermedad de Chagas.
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En 2010 Nagajyothi y colaboradores, reportaron que ratones db/db (obesos por
carecer del receptor de leptina) al ser infectados con T. cruzi (cepa Brasil) tenian
mayor mortalidad, parasitemia, reduccion de masa grasa y bajos niveles de
glucosa en sangre; ademas, mostraban aumento significativo de citocinas y
quimiocinas en comparacion con el grupo control. En 2011, demostraron que los
receptores de lipoproteinas de baja densidad (rLDL) juegan un papel importante
en la invasion de la célula del hospedero por T. cruzi y la subsecuente fusion de la

vacuola parasitofora con el compartimento lisosomal de la célula infectada.

Teniendo en cuenta lo anterior, Nagajyothi y colaboradores (2014), realizaron un
estudio con ratones CD1 infectados con T. cruzi (cepa Brasil), los cuales fueron
alimentados por 35 dias después de la infeccidon con una dieta alta en grasas y el
grupo control alimentados con dieta regular. Concluyeron que la dieta alta en
grasa proporcionaba cierta proteccion a los ratones pues presentaban menor
mortalidad, menor parasitemia, menor numero de parasitos en tejido cardiaco,

pero mayor carga parasitaria en tejido adiposo en comparacion al grupo control.

Por otra parte, escasa informacién se sabe de la relacion que pudiera tener la
obesidad en humanos y la infeccién con T. cruzi, solo Barreto y colaboradores en
2003 observaron que en una poblacién mayor a 60 afios en Bambui, Brazil (area
endémica de Enfermedad de Chagas) las personas con obesidad infectadas con
T. cruzi son menos a las personas no obesas infectadas, ademas se observo

mayor dafo cardiaco en éstas ultimas.
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5. Justificacion

Es bien sabido que el adipocito funciona como blanco y reservorio para el parasito
T. cruzi. Ademas, se ha reportado que el tejido adiposo es capaz de desencadenar
la respuesta inflamatoria especifica para controlar la infeccion. Sin embargo, aun
no se conoce lo que puede ocurrir en la interaccion entre obesidad y diferentes
cepas o aislados de T. cruzi ya que la mayoria de los ensayos han sido realizados
con la cepa Brasil, la cual se desconoce si es similar a las cepas que circulan en el

pais.

Ademas, los pocos estudios realizados con relaciéon a esta interaccion han
utilizado ratones obesos por modificacién genética (ob/ob), que sélo pone en
evidencia el papel crucial de la leptina en la inmunidad, y no es muy claro si el tipo
de obesidad inducida por alimentacion hipercalorica juega un papel importante en

el desarrollo de la enfermedad.

Ademas se sabe que la cantidad de grasa acumulada entre ratones machos vy
hembras es diferente, por lo tanto la respuesta inmunitaria, la susceptibilidad, la
resistencia y el desarrollo de la enfermedad pudieran ser diferentes. Sin embargo,

hasta la fecha no se ha realizado un ensayo que considere estos puntos.

Como ya se comento el desarrollo de la Enfermedad de Chagas en modelo murino
es altamente similar en humanos por lo que los resultados obtenidos pudieran
ayudar a esclarecer lo que sucede en la infeccion de humanos obesos con T.
cruzi. Con el 71.3% de su poblacién con sobrepeso u obesidad, México ocupa
actualmente el primer lugar de obesidad a nivel mundial. Al mismo tiempo, tres
cuartas partes del territorio nacional es area endémica de la Enfermedad de
Chagas, por lo que la presencia de ambas afecciones en un mismo individuo es

muy comun, sin embargo, se desconoce los resultados que podrian tener.
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6. Objetivos
Objetivo general
Comparar el desarrollo de la infeccion de Trypanosoma cruzi ratones obesos y

ratones no obesos infectados con una cepa mexicana.

Objetivos particulares

Establecer un modelo de Obesidad hipercalérica en modelo murino.

Observar el curso de la parasitemia que presentan los ratones obesos y los

ratones controles.

Evaluar el tropismo en organos blanco (corazdn, bazo, intestino delgado,
intestino grueso y tejido adiposo) en ambos grupos de ratones infectados

con Trypanosoma cruzi.

Determinar diferencias en infeccion, muerte y tropismo entre ratones

obesos y no obesos machos y hembras.
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7. Hipotesis

Durante la inflamacion crénica de bajo grado que se presenta en la obesidad, se
incrementa la expresiéon de citocinas pro-inflamatorias y se activan algunos
componentes de la inmunidad innata, es por esto que se espera que los ratones
obesos, al ser infectados con Trypanosoma cruzi, presenten una mejor respuesta

inmunoldgica que impacte en menor carga parasitaria y menor muerte.
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8. Métodos y Materiales

Animales experimentales

Se emplearon ratones Balb/c (hembras y machos), de 6-8 semanas de edad,
obtenidos del bioterio de la Escuela de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico

Nacional.

Los animales se mantuvieron en un ciclo estandar de 12 horas luz/oscuridad y con

acceso a alimento y agua ad libitum (dieta estandar o dieta de cafeteria).

Todos los protocolos con animales de experimentacion se apegaron a lo
estipulado en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud (Ley General de Salud) NOM-062-ZO0O-1999,
“Especificaciones Técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de

laboratorio”.

Los animales fueron divididos en hembras y machos, y éstos a su vez fueron
divididos en otros dos grupos dependiendo la dieta administrada, quedando dos
grupos de casos: Machos alimentados con dieta de cafeteria (Machos obesos:
MO) y Hembras alimentadas con dieta de cafeteria (Hembras obesas: HO). Y dos
grupos controles: Machos alimentados con dieta estandar (Machos Controles: MC)

y Hembras alimentadas con dieta estandar (Hembras Controles: HC).

Dieta por grupo

Los animales fueron alimentados segun al grupo que pertenecian con una de las

dos dietas siguientes: Dieta estandar o Dieta hipercalorica.

Dieta estandar, consisti6 en alimento comercial (Rodent Laboratory Chow®
numero MO63144) para ratones, el cual contiene por cada 100g de alimento: 21%
de proteina, 55% de carbohidratos, 11% de lipidos, 5% fibra, 5% de cenizas y 3%

vitaminas y minerales; sumando 3.03 kcal/g.
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Dieta hipercaldrica, fue realizada de acuerdo a los trabajos de Zambon et al., 2009
y Reuter, 2007, para ello se pulverizo el alimento de ratén Rodent Laboratory
Chow®, el cual fue suplementado con los siguientes ingredientes: crema de mani,
aceite de maiz, chocolate pulverizado y galletas de trigo, en donde 100g del
alimento tenia 20% de proteina, 48% de carbohidratos, 20% de lipidos, 4% de
fibra, 5% de ceniza y 3% de vitaminas y minerales sumando 5.12kcal/g. La mezcla
se peletizd y secé a 55+5°C por aproximadamente 3 horas, los pellets se
conservaron a -20°C hasta su uso. Los ratones MO y HO fueron alimentados con

esta dieta por 12 semanas previas a la infeccién.

Parasitos

Se utilizé la cepa mexicana Ninoa (MHOM/MX/1994/Ninoa) de T. cruz, la cual
pertenece a la DTU Tcl que presenta una baja virulencia pero, se sabe que infecta
el tejido cardiaco de ratones Balb/c e induce a una respuesta inmune cardiaca y

sistémica (Espinoza et al., 2011).

Las formas tripomastigotes del parasito fueron obtenidas de sangre de ratones
infectados. Transcurridas 12 semanas de alimentacion con las respectivas dietas,
los cuatro lotes de ratones fueron infectados via intraperitoneal (LP.) con 1X10*

tripomastigotes de T. cruzi.

Parasitemia

Para determinar la parasitemia se realizaron semanalmente cortes menores de 5
mm en la cola de los ratones y, se obtuvo de 5 a 20 yL de sangre, posteriormente
se realizd una dilucion 1:80 y, se determind la carga parasitaria empleando

camara de Neubauer.

Obtencién de 6rganos

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical a los 22 dias post-
infeccién (punto maximo de parasitemia), he inmediatamente se extrajeron los

organos blanco de infeccion: Corazon, Bazo, Intestino Delgado, Intestino Grueso y
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Tejido Adiposo. Estos fueron separados en tubos de 1.5ml que contenian TRIizol®
Reagent (ThermoFisher scientific numero de catalogo 15596026); posteriormente

fueron conservados en congelacion a -80°C hasta su posterior uso.

Los cadaveres fueron manejados de acuerdo a los lineamientos de la norma
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, depositados en bolsas color rojo y, posteriormente,
en contenedores para residuos peligrosos biolégicos infecciosos hasta su

incineracion.

Extraccion DNA

Previo a la extraccion de DNA, particularmente el intestino delgado y el intestino

grueso fueron perfectamente lavados con Buffer Fosfato Salino (PBS) 1X, pH=7 4,

para retirar materia fecal que estuviera presente.

La extracciéon de DNA de todos los 6rganos se realizo utilizando la técnica Fenol-

Cloroformo modificada (Martinez et al., 2006) (Anexo ).

El DNA se resuspendié en 20 uL de agua Milli-Q estéril y finalmente el DNA fue
cuantificado por espectrofotometria y la integridad del mismo fue determinada
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio
(0.5 pg/mL) vy utilizando buffer TAE 1X (40mM Tris, 20mM acetato, TmM EDTA);

seguido de visualizacion con un transiluminador UV (Carestream 212 Pro).
Para la extraccion de DNA del tejido adiposo se utiliz6 una modificacién del
protocolo de Gullicksen para el uso en tejido adiposo (Gullicksen et al., 2004)

(Anexo ).

Presencia del parasito en érganos mediante (PCR)

Para determinar la presencia del parasito T. cruzi en los 6rganos extraidos, un
fragmento de 350pb fue amplificado por PCR en un termociclador Axygen

Maxygene, usando los siguientes cebadores de oligonucledtidos:
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TC1 (5-GTGTCCGCCACCT-CCTTCGGGCC-3"),

TC2 (5'-CCTGCAGGCACACGTGTGTG TG-3) y

TCC (5-CCCCCCTCCCAGGCCACACTG-3") que amplifican el espaciador
intergénico del gen miniexén (Avila et al., 1991).

La mezcla de reaccion para la PCR de cada muestra fue analizada a las
concentraciones de DNA de 500, 1000 y 2000 ng, Buffer de PCR (1X), dNTP's
(1X), 2 U de Taq polimerasa, 2 mM de MgCly, 2.5% de Triton X-100, 0.2 mM de

los iniciadores mencionados y agua para completar un volumen final de 25 pL.

El protocolo de amplificacion fue el siguiente: después de la desnaturalizacion a
94°C por 5 minutos, se realizaron 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, seguido por
30 segundos a 55°C, continuando con 72°C por 30 segundos. Las reacciones

fueron terminadas por una extensién final a 72°C por 7 minutos.

En cada PCR se incluyeron controles positivos y negativos.

Los productos de amplificacion fueron observados por electroforesis en gel de
agarosa al 1% en buffer TAE 1X (40mM Tris, 20mM acetato, TmM EDTA), tefidos
con Bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y visualizados con un transiluminador UV
(Carestream 212 Pro).

Analisis estadistico

Para los resultados de peso y parasitemia se realizd prueba de U de Mann-

Whitney en el programa estadistico Minitab.

También se expresaron los porcentajes de diferencia en peso, parasitemia y

numero de muestras positivas en la amplificacion del gen miniexon por PCR.
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9. Resultados

Dietay Peso

El primer paso fue inducir obesidad en los individuos de los grupos machos y
hembras experimentales (MO y HO) al ser alimentados con una dieta
hipercaldrica. Al cabo de doce semanas con su respectiva alimentacion, la
diferencia en el aspecto fisico de los individuos de los grupos experimentales con

respecto a los individuos de los grupos control (MC y HC) fue evidente (Figura 9).

Figura 9: Fotografia de un ratén hembra alimentado con Dieta de cafeteria (HO) junto a un raton hembra
alimentado con dieta estandar (HC) en donde se observa la diferencia en el aspecto fisico de ambos
animales.

Lo anterior fue corroborado al comparar los pesos promedio de cada grupo, en
donde se obtuvo wuna diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos

experimental y control de ambos sexos (Figura 10).

En porcentajes, se observd un 36.7% de mayor peso corporal en los ratones
machos alimentados con dieta hipercalérica (MO) respecto a los ratones macho
alimentados con dieta estandar (MC); entre los ratones hembra HO y los ratones
hembra HC hubo un 60.4% de diferencia en el peso corporal. Al comparar los
grupos MO y HO se observé una diferencia del 20.5% de mayor peso en las

hembras.
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Figura 10: Diferencia en el peso corporal entre los ratones alimentados con dieta hipercaldrica en
comparacion a los ratones alimentados con dieta estandar de ambos sexos. n=5, p<0.005.

Carga parasitaria en sangre

Al comparar la parasitemia al dia 22pi (punto maximo reportado en la literatura) de
los cuatro grupos, se observd que los ratones obesos, tanto hembras como
machos, presentaban una menor carga parasitaria en comparacion a su respectivo

grupo control (Figura 11).

Los ratones machos control, alimentados con dieta estandar, presentaron un
47.7% mas parasitos en sangre que los ratones machos obesos. Por su cuenta,
los ratones hembra control tuvieron un 60.5% mas parasitos con respecto al grupo

de ratones hembra obesas.

Ambos grupos de ratones hembras presentaron una mayor carga parasitaria en
sangre frente a los grupos de ratones macho (Figura 11). Los ratones del grupo

HC mostraron un 83.1% mas parasitos en sangre en comparacion a los individuos
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del grupo MC. La diferencia observada entre los grupos HO y MO fue de 132.2%

mas de parasitemia en el grupo de las hembras.

Parasitemia 22 post-infeccion
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Figura 11: Carga parasitaria en sangre de ratones infectados con la cepa ninoa en el pico maximo de
parasitemia de ratones obesos en comparacion a ratones control. p=0.01, n=5.

La diferencia observada en los grupos no fue estadisticamente significativa, se
obtuvo una p=0.23 al comparar los grupos MO y MC, y un valor de p=0.20 entre
los grupos HO y HC. Sin embargo, se observd que existe una tendencia a

presentar menor parasitemia en los individuos obesos.

Al hacer el seguimiento de la parasitemia a través del tiempo, se confirmé la
misma tendencia: los ratones obesos, hembras y machos, presentan en una

menor carga parasitaria en sangre (Figura 12 y13).

Para los grupos controles en el dia 22pi, el numero de parasitos en sangre,

presentados en la curva, es mayor en las hembras que en los machos (Figura 12 y
13).
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Se present6 un pico de parasitemia en el dia 20 pi para los ratones HO, en el caso

de los ratones HC se observaron dos picos de parasitemia a los dias 20 y 24 pi
(Figura 12).

En el caso de los ratones MO, se observo un pico de parasitemia al dia 24 pi, para

los ratones MC se observaron dos picos de parasitemia a los 20 y 24 dias pi
(Figura 13).
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Figura 12: Curva de carga parasitaria en sangre de ratones hembra infectados con la cepa Ninoa. n=5.
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Curva de parasitemia, ratones macho
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Figura 13: Curvas de carga parasitaria en sangre de ratones macho infectados con la cepa Ninoa. n=5.

Tropismo

Al determinar la presencia del parasito en corazdon e intestinos mediante la
amplificacion por PCR del gen miniexon de T. cruzi, se observd que, en general, la
intensidad de las bandas correspondientes a los individuos obesos, hembras y
machos, era menor en comparacion a la intensidad de las bandas pertenecientes

a los individuos controles (Figuras 14-19).

En contraste, resultados negativos para las muestras provenientes de bazo para
todos los grupos de ratones (hembras y machos, obesos y control) fueron
observados (Figuras 20 y 21), para todas concentraciones de DNA (500, 1000 y
2000 ng).

Sorprendentemente, se observd que el comportamiento se invirtié al amplificar el
gen miniexon de DNA proveniente de tejido adiposo. Las bandas resultantes de
muestras de ratones obesos, machos y hembras, fueron mas intensas en

comparacion a las bandas provenientes de los ratones control (Figura 22).
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En general, se obtuvo un 60% de muestras positivas para el DNA proveniente de
corazon de ratones MO y MC (Figura 14). Por otro lado, para las muestras de
corazén del grupo HO se observd un 80% de positivos frente a un 100% de

positivos para las muestras del grupo HC (Figura 15).

MO MC C+ C+ C-

iz

350 pb

Figura 14: Amplificacion por PCR del gen miniexon para corazén de ratones
macho obesos (o) yratones macho control (o). Amplicon de 350 pb.

HO HC C+ C

'xg

350 pb

Figura 15: Amplificacion por PCR del gen miniexon para corazén de ratones
hembra obesas (o) yratones hembra control (O). Amplicén de 350 pb.

En el caso del DNA proveniente de intestino grueso, para el grupo MO se obtuvo
un 50% de muestras positivas, mientras que para el grupo MC se obtuvo un 33%
(Figura 16).

Para el caso de los ratones hembra, se observd un 25% de muestras positivas
para el grupo HO frente a un 40% de muestras positivas para el grupo HC (Figura
17).
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Figura 16: Amplificacion por PCR del gen miniexon para Intestino grueso de
ratones macho obesos (g) yratones macho control (g). Amplicén de 350 pb.

PM HO HC C+ C-

350 p

Figura 17: Amplificacion por PCR del gen miniexon para Intestino grueso de
ratones hembra obesas (o) yratones hembra control (a). Amplicon de 350 pb.

En muestras de intestino delgado se observd 25% y 100% de positividad para los
grupos MO y MC, respectivamente (Figura 18). Para los grupos HO y HC se
obtuvo 100% y 80% (Figura 19).

:l\: MO MC c+ C-
.-H‘ nml H* ‘
350pb=“ ' q-'--‘-

.- . p

Figura 18: Amplificacién por PCR del gen miniexon para Intestino delgado de
ratones macho obesos (@) yratones macho control (@). Amplicén de 350 pb.
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Figura 19: Amplificacién por PCR del gen miniexon para Intestino delgado de
ratones hembra obesas (g) yratones hembra control (o). Amplicon de 350 pb.

Figura 20: Amplificacién por PCR del gen miniexon para bazo de ratones macho
obesos (g) yratones macho control (g). Amplicén de 350 pb.

Figura 21: Amplificacion por PCR del gen miniexon para bazo de ratones
hembra obesas (a) yratones hembra control (@). Amplicon de 350 pb.

En el caso del tejido adiposo, exclusivamente para muestras de ratones hembra,
se observd un 80% de positivos para el grupo HO y 50% para el grupo HC (Figura
22).
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PM MO HO HC C+C-

350 p

Figura 22: Amplificacion por PCR del gen miniexon para tejido adiposo de
ratones obesos, machos y hembras, (o) y ratones hembra control (o).
Amplicéon de 350 pb.
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10. Discusioén

Los actuales habitos alimenticios y el sedentarismo de la poblacion mexicana han
resultado en un drastico aumento en la incidencia de obesidad en nuestro pais, lo
que a su vez incrementa la susceptibilidad a padecer afecciones agregadas e
infecciones por agentes patdgenos, entre los que se encuentra el parasito T. cruz,
y a pesar que ambas afecciones son problemas de salud prioritarios en nuestro
pais y en el mundo, se desconoce si la obesidad pudiera ser un factor protector o

de susceptibilidad en el humano.

Pocos estudios se han abordado principalmente empleando el modelo murino con
cepas sudamericanas del genotipo DTU I, o una combinacién de DTU 1y lI, por lo
que se ignora la asociacion entre obesidad e infeccion con parasitos del genotipo
DTU |, el cual se encuentra principalmente en México (Bosseno et al., 2002). Esto
es particularmente importante, ya que el parasito per se exhibe gran variacion
intraespecifica, aunada a la conferida por la ubicacidon geografica, que en conjunto,
determinan la constitucion antigénica, la virulencia, el histotropismo, los niveles de
parasitemia y la expresiéon de componentes del sistema inmunitario, dirigiendo el
objetivo del presente trabajo al estudio de las caracteristicas de una de las cepas

circulantes en nuestro pais en individuos obesos.

Por otra parte, se sabe que el desarrollo de la Enfermedad de Chagas en modelo
murino es altamente similar en humanos por lo que los resultados obtenidos
pudieran ayudar a esclarecer lo que sucede en la infeccion de humanos obesos

con T. cruz.

Dietay Peso

La gran similitud y homologia entre los genomas de los pequefios roedores y los
humanos, la tendencia de gustos complejos y un sistema digestivo que les permite
consumir diversos alimentos y bebidas, han vuelto a estos animales, ratas y
ratones, el estandar de oro para el estudio de la obesidad inducida por dieta
hipercaldrica (Von Diemen et al., 2006. Thibault, 2013).
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En estudios anteriores se han reportado tiempos de alimentacion hipercaldrica de
3 a 20 semanas para inducir obesidad, los cuales dependen de la cepa, edad,
sexo Yy peso inicial de los animales utilizados asi como la composicion de la dieta
suministrada (Von Diemen et al., 2006. Zambon et al., 2009. Campos Rosini et al.,
2012). En el presente estudio el tiempo empleado para cepas de raton Balb/c
recién destetados fue de 12 semanas, tiempo en el cual los ratones tuvieron una
ganancia minima de peso del 30% en comparacién con los grupos controles, esta
proporcion de peso fue establecida por Thibault en el 2013 para definir obesidad
en ratones, este periodo de tiempo pudo haberse debido a la proporcion de grasas

y carbohidratos en la dietay a la edad de los ratones empleados.

Interesantemente en ese mismo tiempo, observamos diferencias significativas en
la ganancia de peso entre machos y hembras. En el grupo de ratones macho MO
observamos un aumento del 36.7% de peso corporal desarrollando obesidad
moderada, en tanto que el grupo de hembras HO se observd un aumento del 60%
de peso corporal adquirieron obesidad severa. La diferencia entre ambos grupos
de ratones alimentados con dieta hipercaldrica es de 20%, es decir, las hembras
tienden a desarrollar un mayor grado de obesidad que los machos. Esta misma
tendencia se observa en los humanos, en donde las mujeres presentan mayor

proporcién de tejido adiposo que los hombres (ENSANUT, 2012).

Parasitemia

En 2010 Nagajyothi y colaboradores, reportaron mayor mortalidad y parasitemia
en ratones obesos knockeados en el gen del receptor de leptina, infectados con T.
cruzi, en comparacién a los ratones control. Interesantemente, en nuestro estudio
observamos resultados opuestos a los del equipo de Nagajyothi (2010), es decir,
mayor carga parasitaria en ratones controles que en los obesos. Estas diferencias
posiblemente son debidas a factores como: el tipo de induccion de la obesidad, ya
que en nuestro modelo, la obesidad fue desarrollada por dieta hipercalérica, y no
por la deficiencia de la accién de la leptina, ya que es sabido que esta

adipocitocina también participa en otros procesos como los inmunitarios (Hedge y
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Dhurandhar, 2013); lo que posiblemente pudo haber sido un factor importante para
observar estas diferencias; otro factor importante en estas diferencias es la cepa
del parasito utilizada, ya que por primera vez se ha empleado una cepa mexicana
del genotipo DTU1 en estudios de esta asociacion, la cepa Ninoa es ampliamente
usada en México y se sabe que es una cepa de caracteristicas miotropicas de
baja patogenicidad con bajas cargas parasitarias, en contraste, la cepa Brazil y la
cepa Y son cepas que desarrollan mayores lesiones en los érganos y menores
cargas parasitarias en sangre. Por ultimo y no menos importante, la cantidad de
tejido adiposo también pudo ser importante para observar estas diferencias en la

carga parasitaria entre ambos grupos.

Por otra parte, es conocido que en diversas enfermedades causadas por virus,
bacterias, hongos y parasitos la existencia de dimorfismo durante la infeccion de
machos y hembras determina la intensidad y el curso de la misma, en donde la
susceptibilidad, la mortalidad y la respuesta inmune ante los agentes patogenos
son claramente diferentes entre machos y hembras (Zuk y McKean, 1996), sin
embargo, para la enfermedad de Chagas pocos estudios se han llevado acabo.
Hauschka (1947) reporté para tres diferentes modelos murinos infectados con la
cepa Brazil mayor parasitemia y susceptibilidad en ratones macho en comparacion
a las hembras. Resultados similares fueron reportados por Chapman vy
colaboradores (1975) para ratones CF infectados con la cepa Brazl de T. cruzi.
Por otra parte, Albuquerque y colaboradores (2008) reportaron, mayor parasitemia
en ratones Mus muscullus hembra que en ratones macho al ser inoculados con
2X10* tripomastigotes de la cepa RAL de T. cruz, por lo que el tipo de cepa es

importante para el desarrollo de la enfermedad.

En nuestro estudio observamos claramente que los ratones Balb/c hembras
obesos y/o controles infectados con 1X10* tripomastigotes de la cepa Ninoa de T.
cruzi presentan mayor carga parasitaria en comparacion con los machos, la
diferencia de parasitemia entre machos y hembras control fue de 83.1%, mientras

que para los ratones obesos fue de 132.2% lo que nos lleva a suponer que
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ademas de la participacion de las hormonas sexuales en el desarrollo de la
enfermedad de Chagas, influyen otros factores como: el modelo murino empleado,
el numero de parasitos inoculados, el DTU y la cepa de T. cruzi utilizada puesto
que se han reportado diferencias de parasitemia, mortalidad, histotropismo y
activacion de la respuesta inmune entre cepas del genotipo DTU1 (Combs et al.,
2005; Espinoza et al.,2010; Espinoza et al., 2011; Matos Ferreira et al., 2011).

Tropismo

Al igual que la parasitemia, la infiltracion del parasito en tejido cardiaco, reportado
por Nagajyothi y colaboradores (2010), era mayor en ratones obesos en
comparacién a los ratones control. Contrario a lo anterior, en nuestro estudio,
observamos una mayor intensidad de las bandas del amplicon y porcentaje de
casos positivos en sujetos controles, que en los sujetos obesos, no sdélo en
corazon sino también en intestino delgado e intestino grueso. Dicha diferencia
puede ser atribuida a la mayor cantidad de adipocitos en los sujetos obesos, ya
que se ha reportado que estos pueden ser invadidos por T. cruzi (Combs et al.,
2005) ya que la mayor intensidad de las bandas resultantes del PCR fueron en
tejido adiposo de sujetos obesos en comparacion a los sujetos controles por lo que
podemos suponer que en nuestro modelo el tejido adiposo funciona como una
barrera protectora de los érganos blanco disminuyendo el tropismo en corazén y

tejido digestivo.

Por otra parte, se sabe que el tejido adiposo desencadena una reaccion
inflamatoria sistémica y local durante la obesidad en comparacién con organismos
no obesos (Gémez-Ambrosi et al., 2008; Fléres-Lazaro et al., 2011), por lo cual
suponemos que las altas diferencias de citocinas en organismos obesos aumenta
la eficacia del control de la infeccion. Ademas, recientemente, se ha reportado la
presencia de células mesenquimales en el tejido adiposo que regula la respuesta
inmune ante la infeccién con T. cruzi y disminuye el dafio a tejido cardiaco (Mello
et al., 2015). Todo lo anterior, nos lleva a suponer que la obesidad podria ser un

factor protector ante la enfermedad de Chagas en nuestro modelo.
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En la literatura no existen estudios en donde se analicen las diferencias de
tropismo entre machos y hembras y tampoco existen estudios establecidos en
organismos obesos machos y hembras por los que nuestros hallazgos son los

primeros en describir la infeccion de T. cruzi en diferentes 6rganos blancos.

Podemos observar que en el analisis de DNA de corazodn, el porcentaje de casos
positivo para T. cruzi ratones obesos y control, es menor que para el caso de las
hembras obesas y control. Sin embargo, la intensidad de las bandas es mayor en
el caso de los machos, lo cual nos lleva a suponer que son mas susceptibles a la

infeccidn, puesto que se presentd el deceso de un individuo de este grupo.

El unico érgano en el cual no se observod infeccién, fue el bazo quiza debido a que
es un 6rgano presentador de antigenos por lo cual, los parasitos podrian estar

totalmente degradados.

Finalmente, aunque nuestros hallazgos son importantes, es necesario realizar mas
estudios que esclarezcan la relacion de la obesidad con el desarrollo de la

enfermedad de Chagas.
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11.

Conclusiones

Se pudo establecer el modelo de obesidad murina a las 12 semanas con
dieta hipercaldrica, con mayor grado de obesidad en hembras que en

machos.

Los ratones hembra de la cepa Balb/c tanto obesos como controles
presentaron mayor carga parasitaria en sangre que los ratones macho
controles y obesos, no obstante, se registré muerte en ratones macho por lo

gue estos son mas sensibles a la infeccidn.

Ratones macho presentaron mayor presencia de parasitos en corazon, lo

que correlaciona con la muerte de individuos de estos grupos.

Los altos contenidos de grasa o tejido adiposo y la alta presencia de
parasitos en este tejido correlaciona con menor carga de parasitos en otros
organos blancos, lo que sugiere que la obesidad causa alteraciones en la
invasion de tejidos.

En general, la parasitemia y la presencia del parasito en 6rganos vitales es
menor en individuos obesos, lo cual sugiere que nuestro modelo de
obesidad inducida por dieta hipercalérica es un factor protector a la
infeccién con T. cruzi.
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12.

VI.

Perspectivas

Aumentar el numero de individuos en los cuatro grupos.
Corroborar el grado de obesidad a nivel metabdlico, cuantificando los
niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos y enzimas asociadas a la

obesidad.

Determinar la carga parasitaria en los 6rganos blancos a la infeccion

mediante PCR cuantitativo.

Cuantificar la presencia de Quimiocinas y Citocinas proinflamatorias en los

cuatro grupos de ratones.

Determinar si las dietas hipercaldricas de diferente composicion influye en

la infeccion con T. cruzi.

Evaluar otras cepas de T. cruzi con diferentes grados de virulencia.
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Anexo |

Técnica Fenol-cloroformo modificada

1.

En un tubo eppendorf de 2.5 mL se homogeniza en frio aproximadamente
100 mg de tejido en 300 pL de PBS 1X.

. Se agregan 600 uL de Buffer de extraccién [Tris 50 mM, EDTA 50mM, NaCl

50 mM, SDS 1% y 30 pL de Proteinana K (20 mg/mL)] al tubo anterior y se

deja en incubacién por 12 horas a 56°C.

Al tubo anterior se la adiciona 500 uL de Fenol saturado (equilibrado con
0.5 M de Tris pH=8). Posteriormente se homogeniza con ayuda de un
Vortex; y se separaran las dos fases (organica y acuosa) por centrifugacion
a 18 800 g por 5 minutos a 4°C.

Se extrae la fase acuosa (fase superior) con la ayuda de una pipeta y se
coloca en un nuevo tubo de 2.5mL; posteriormente se le adiciona 500 yL de
solucion Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico en proporcion 25/24/1. Se
homogeniza con Vortex y se separan las dos fases por centrifugacién a 18

800 g por 5 minutos a 4°C.

Nuevamente se extrae la fase acuosa (fase superior) con la ayuda de una
pipeta y se coloca en un nuevo tubo de 2.5 mL; posteriormente se le
adiciona 500 pL de Cloroformo; se homogeniza con Vortex y se separan las

dos fases por centrifugacién a 18 800 g por 5 minutos a 4°C.

Se transfiere la fase acuosa (parte viscosa) con la ayuda de una pipeta a un
nuevo tubo y se le adiciona 1 mL de Etanol Absoluto frio, y 100 uL de
acetato de sodio 3M (10% del volumen de extraccion); se mezcla
perfectamente y se mantiene a -70°C durante una hora para precipitar el

DNA. Posteriormente se centrifuga a 18 800 g por 30 minutos a 4°C.
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7. Se decanta el sobrenadante y se deja evaporar la pastilla de DNA.

8. Se resuspende el DNA en 20 uL de agua milliq estéril.

Protocolo de Gullicksen modificado

1. En un tubo eppendorf de 2.5 mL se homogeniza en frio aproximadamente
180-200 mg de tejido en 1 mL de Buffer de lisis (Tris-HCI 10mM, EDTA
10mM, y 0.5% de Triton X-100, pH 8.0) a una velocidad baja durante 15-30

segundos.

2. Se mantiene el homogenizado anterior en un bafo de hielo durante 20

minutos y, posteriormente se centrifuga a 18 800 g por 15 minutos a 4°C.

3. Consecutivamente se remueve la capa de grasa por aspiracion con una

pipeta.
4. El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo.
5. El DNA tanto del sobrenadante como de la pastilla, obtenidas de los pasos

anteriores, se extraen con la técnica Fenol-Cloroformo modificada antes

descrita.
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