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RESUMEN

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una zoonosis causada
por el protozoo Trypanosoma cruzi, considerada la parasitosis mas grave en
América y afecta principalmente a las poblaciones mas pobres con limitado acceso
a los servicios de salud, ademas representa una carga presupuestal importante
para los sistemas de salud con mas de seis millones de casos, la mayoria de ellos

en América Latina.

En las enfermedades infecciosas los hospederos deben desarrollar
mecanismos que les permitan controlar tanto los niveles de parasitemia como
inducir una respuesta inmune adecuada contra el agente etiologico de la
enfermedad. En el caso de las cepas de T. cruzi se presenta una gran
heterogeneidad bioquimica y molecular que se muestra en variaciones de
virulencia, patogenicidad y constitucién antigénica. Esto es de gran relevancia
dado que el inmunodiagnéstico frecuentemente se basa en la deteccion de
proteinas de cepas ajenas a la region de estudio, lo que pudiera en un momento

dado subestimar el nimero de individuos infectados.

En el presente trabajo se analizd el aislado IDIM/Mx/16/mezcales de
Trypanosoma cruzi, la epimastigogénesis y su curva de crecimiento en un medio
de cultivd axénico, asi como la capacidad de los tripomastigotes sanguineos de
producir parasitemia en sangre e inducir una respuesta inmune humoral en el

modelo murino de ratones Balb/c.

Los resultados indicaron que las formas de epimastigotes en medio LIT se
desarrollaron partir del dia 15-17. En el modelo murino, las tripomastigotes
sanguineos se evidenciaron a los 11 dias post-inoculacion y se puede asociar la
magnitud de parasitemia en sangre con el tamafio del inéculo; sin embargo, los
niveles de la respuesta inmune humoral parecen ser independientemente de la
cantidad de parasitos inoculados aunque siempre se inicié a los 18 dias post-
inoculacién. Dado que la mayoria de los animales inoculados murieron, esta cepa
de T. cruzi puede ser considerada agresiva y capaz de producir muerte en los

ratones Balb/c.



|. INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una zoonosis causada
por el protozoo Trypanosoma cruzi (Flores-Chéavez et al., 2007); es considerada la
parasitosis transmitida por vector mas grave en Ameérica, se encuentra en la lista
de la Organizacion Mundial de la Salud como una enfermedad tropical
desatendida y representa una carga presupuestal importante para los sistemas de
salud con mas de seis millones de casos, la mayoria de ellos, en América Latina
(Murcia et al., 2013; Rojo-Medina et al., 2018; OMS 2021). Los constantes flujos
migratorios han favorecido la presencia de personas con la enfermedad de
Chagas en regiones clasicamente consideradas como no endémicas (Saldafia et
al., 2009; Murcia et al., 2013), por lo que su impacto fuera de América Latina se ha
dejado sentir en Estados Unidos de América y el Canad4, en muchos paises de
Europa y en algunos de Africa, el Mediterraneo Oriental y el Pacifico Occidental
debido a su transmision por vias no vectoriales como la connatal, transfusional o

por donacion de érganos (Padilla et al., 2017).

En las enfermedades infecciosas los hospederos deben desarrollar
mecanismos que les permitan controlar tanto de los niveles de parasitemia como
inducir una respuesta inmune adecuada contra el agente etiologico de la
enfermedad. En el caso de las cepas T. cruzi se presenta una gran
heterogeneidad bioquimica y molecular que se muestra en variaciones de
virulencia, patogenicidad y constitucion antigénica (Martinez-Cuevas, 2018). Esto
es de gran relevancia dado que los métodos inmunolégicos para diagnosticar la
enfermedad de Chagas, frecuentemente se basan en la deteccion de proteinas de
cepas ajenas a la region de estudio, lo que pudiera en un momento dado

subestimar el niUmero de individuos infectados.

La gravedad y los sintomas de la enfermedad varian en las distintas
regiones donde se presenta y se ha sugerido que dicha variabilidad puede ser el
resultado de factores genéticos tanto del hospedero como del parasito (Cura y

Schijman, 2013). En Chiapas se presume un subregistro de enfermos con la



enfermedad de Chagas que entre otras causas pudiera deberse a la falta de
reactividad que tienen los sueros humanos en las pruebas inmunolégicas
establecidas por la Secretaria de Salud, por tal motivo la cepa que se trabajara fue
aislada de las heces de un triatomino infectado en la zona de transmision de
nuestro estado y se pretende evaluar su capacidad antigénica en un modelo
murino como condicidn necesaria para determinar si pudiera ser un candidato en
el diagnostico de la enfermedad de Chagas en poblaciones humanas de nuestro

estado.



II. MARCO TEORICO

La enfermedad de Chagas es una enfermedad tropical endémica y desatendida
que afecta entre seis a siete millones de personas en todo el mundo,
principalmente en zonas tropicales de América Latina. El agente causal es un
protozoario de la familia Trypanosomatida conocido como Trypanosoma cruzi y es
transmitido por mas de 100 especies de insectos triatominos y sostenida por mas
de 70 géneros de hospederos mamiferos (Zingales, 2018).

Esta infecciébn en un problema de salud publica debido a la gran variedad
de factores que afectan su historia natural, tales como las malas condiciones de
alojamiento en las zonas rurales endémicas que facilitan la reproduccion del vector
y la transmision del parasito, la abrumadora cantidad de reservorios animales,
que, de acuerdo con Duran-Rehbein et al., (2014) hace practicamente imposible
que el parasito se erradique, las diversas vias en las que se puede transmitir el
parasito asi como la fisiopatologia y su temporalidad. Al ser una enfermedad
desatendida, la gran mayoria de los pacientes chagasticos tienen acceso limitado
al diagnostico y tratamiento, ademas que el tropismo tisular (dependiente de la
cepa), diversidad genética y las desafiantes formas morfolégicas (amastigotes
inactivos) ahora se reconocen como una potencial explicacién del fracaso del

farmaco y la recaida del tratamiento (Martin-Escolano et al., 2022).

2.1 Agente etiologico

Trypanosoma cruzi es un protista de la clase Kinetoplastea, familia
Trypanosomatidae, caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola
mitocondria, cuyo genoma se encuentra ordenado en una compleja y compacta
region dentro de la propia mitocondria, y cerca de la base del flagelo denominada
cinetoplasto. La mitocondria muestra los compartimentos clasicos (membrana
(externa e interna), espacio intermembranal, matriz mitocondrial, etc.) y presenta

variaciones morfologicas y composicionales a la que esta sometida durante el ciclo



de vida. El ADN mitocondrial representa aproximadamente un 25% del ADN
celular y contiene dos tipos de ADN circular. Los maxi y mini circulos, que se
encuentran conectados entre si y fisicamente ligados al cuerpo basal, el cual se
encuentra en la base del flagelo. Concurren miles de mini circulos y unas pocas
decenas de maxi circulos, que varian en el primer caso de un largo aproximado de
1kb hasta en el caso de los segundos unos 25 kb, mientras que los maxi circulos
codifican los ARNr y proteinas mitocondriales, al igual que en eucariotas

superiores (Hoffmann et al., 2016).

El nudcleo, a diferencia de la mitocondria, presenta una organizacion
estructural semejante al de las células eucariotas tipicas, midiendo cerca de 2.5
um de didmetro. En los estadios replicativos, T. cruzi se reproduce mediante fisién
binaria. Si bien la forma es similar en estos estadios, presentan gran diferencia en
tamafio. Aln no se conoce con exactitud a que se debe esta diferencia, pero se
sugiere que es por un cambio de ploidia. La envoltura nuclear es conservada
durante la division celular, determinando que la segregacion cromosémica ocurra
dentro del nucleo. Los estudios de secuenciacion predicen aproximadamente 22
570 proteinas codificadas por genes, de los cuales 12 570 representan pares
alélicos; ademas, al menos un 50% del genoma del parasito estd compuesto por
secuencias repetitivas, que codifican para retrotransposones y moléculas de
superficie (EI-Sayed et al., 2005; Cruz-Saavedra, 2021).

Las familias multigénicas mas expandidas, son proteinas tipo TS, mucinas,
metaloproteasas, DGF-1, proteinas RHS y las proteinas de superficie asociadas a
mucinas (MASP). Cada una de estas familias incluye varios cientos de genes los
cuales pueden ser expresados simultineamente. Las familias multigénicas que
codifican para antigenos de superficie son parte de una estrategia clave de
evasion al sistema inmune y otros procesos relacionados con la infeccion (Cruz-
Saavedra, 2021).

Una caracteristica llamativa de T. cruzi es su heterogeneidad en relacion

con las propiedades bioldgicas, diferencias en tasas de crecimiento, infectividad,



tropismo tisular, antigénico, composicion, virulencia y morbilidad en animales
(Martinez-Diaz et al., 2001). A partir de los estudios de biologia molecular que
mostraron una estructura poblacional compleja y mayoritariamente clonal del
parasito, se decidié que las diferentes cepas se clasificaran en unidades de
tipificacion discretas o DTUs (discrete typing units). Las DTU se definen como
conjuntos de poblaciones que son genéticamente mas similares entre si que a
cualquier otra poblacion y son identificables por marcadores moleculares
comunes; actualmente son seis designadas como Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcVy TcVI
ademas de TcBat, un genotipo asociado a la infeccion en murciélagos (Tcl-TcVI) y
TcBat). Estas versiones de T. cruzi difieren en distribucion geogréfica, nicho, tipos

de vectores y de huéspedes (Zingales, 2018).

Esta gran variacion intraespecifica, se ha relacionado con la severidad de la
enfermedad en el hospedero humano y en otros mamiferos, la susceptibilidad para
agentes quimioterapéuticos, su capacidad de infectar las células hospederas y
finalmente impactan en su serodiagnéstico, por lo que se recomienda analizar las

cepas que circulan en las regiones y evitar los subregistros.

Actualmente, es conocido que algunas DTU son hibridos provenientes de
eventos de intercambio genético que ocurrieron en el pasado y se cuestiona el
paradigma tradicional de la evolucion clonal: la recombinacion y el intercambio
genético pudieran haber contribuido a las estructuras poblacionales presentes y a
la evolucion de distintos subgrupos de T. cruzi (Martin-Escolano et al., 2022;
Nakamura et al., 2022).

2.2 Estadios morfoldégicos

Trypanosoma cruzi presenta tres estadios morfolégicos a lo largo de su ciclo de
vida, los cuales se encuentran comprendidos en dos: el vector invertebrado y el

hospedero mamifero.

Los estadios basicos se definen por su forma, la posicién del cinetoplasto

respecto del nucleo y la region por donde emerge el flagelo y son nombrados:



epimastigote, amastigote y tripomastigote: este ultimo puedes ser metaciclico (en
el vector) o sanguineo (en el mamifero) (Salazar- Schettino y Marin, 2006) (Figura
1).

Epimastigote. Es la forma replicativa, no infectiva para el humano o
mamifero y se encuentra en el vector invertebrado. Es de aspecto fusiforme, con
20 a 25 pum de longitud. EIl cinetoplasto se localiza en la posicién anterior, cerca
del ndcleo, y el flagelo forma una pequefia membrana ondulante. Este estadio
morfolégico se multiplica de manera profusa en el intestino de los triatominos para
dar lugar a los tripomastigotes metaciclicos; también es la forma de los paracitos
gue se replican en medio de cultivo (ibidem).

Amastigote. Es la forma replicativa intracelular que se reproduce en el
hospedero mamifero y la que lo distingue de otros miembros del género. Posee
una forma redonda que mide de dos a 2.5 pum, su flagelo estd secuestrado dentro
de una bolsa visible, presenta un gran nucleo y cinetoplasto (Salazar- Schettino y
Marin, 2006).

Tripomastigote metaciclico. Es una forma no replicante pero infectiva
para el humano u otros mamiferos. Tiene forma alargada y mide entre 20 y 25 um
de longitud. Se distingue por presentar un nucleo vesiculoso y hacia la parte
posterior de éste se halla el cinetoplasto, de forma casi siempre esférica. El
flagelo, con su membrana ondulante, se observa a lo largo del cuerpo del parasito

y surge libremente en el extremo posterior (ibidem).

Tripomastigote sanguineo. Es el resultado de la diferenciacion del
amastigote, también es una forma no replicativa pero infectiva para el insecto

vector y el mamifero; (Salazar- Schettino y Marin, 2006).
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Figura 1. Estadios morfol6gicos durante el ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. (a)
Epimastigotes: estadio replicativo movil, presente en el ciclo de T. cruzi en el vector. (b)
Tripomastigotes metaciclicos: estadio infectivo de parasito, movil no replicativo, presente
en el ciclo de T. cruzi en el vector. (c) Tripomastigotes derivados de células: estadio no
replicativo movil, presente en el ciclo de vida del mamifero. (d) Amastigotes: estadio
replicativo no movil, presente en el ciclo de vida del mamifero (tomado de Teixeira et al.,
2012; Cruz-Saavedra, 2021).

2.3 Ciclo de vida

Se considera que Trypanosoma cruzi tiene un ciclo de vida biolégico complejo,
debido a que se caracteriza por la presencia de varias etapas de desarrollo que
pueden ser observados en los huéspedes vertebrados e invertebrados (Kaufer et
al., 2017).



El ciclo de T. cruzi comienza cuando el insecto vector ingiere
tripomastigotes del torrente sanguineo de un mamifero infectado, escasas horas
después de esto ocurre la primera transformacion, los tripomastigotes ingeridos se
convierten en epimastigotes, los cuales establecen una infeccion en el intestino
medio posterior adhiriéendose en la membrana perimicrovilar y comienzan a
multiplicarse por fision binaria. Después los epimastigotes migran al recto y se
diferencian en tripomastigotes metaciclicos, que son excretados por el insecto (De

Fuentes-Vicente et al., 2019).

Cuando el vector infectado se alimenta, puede ingerir varias veces su peso
corporal en sangre y defecar sobre la piel 0 mucosas del mamifero; depositando
junto con su excremento tripomastigotes infectantes. Cuando el triatomino arrastra
con sus patas la materia fecal, se introducen estos tripomastigotes en la laceracion
inducida por la probdscide del insecto al alimentarse; también es posible que el
huésped se infecte a si mismo al llevar las deyecciones en la piel, hacia alguna
mucosa 0 a la conjuntiva ocular (De Fuentes-Vicente et al., 2019; Pefa-Callejas et
al., 2022).

Los tripomastigotes metaciclicos, una vez dentro del mamifero, se
introducen a las células del tejido cercano al sitio de penetracion en donde se
transforman en amastigotes. Ahi se multiplican por fision binaria en numerosas
ocasiones y alcanzan la circulacién sanguinea cuando su elevado numero causa
la muerte y destruccion de la célula infectada; también se ha demostrado que los
amastigotes pueden infectar nuevas células o transformarse con rapidez en
tripomastigotes sanguineos y diseminarse por via hematdégena por todo el
organismo, en donde pueden invadir cualquier célula nucleada. El ciclo biol6gico
se completa cuando un triatomino se alimenta de un mamifero infectado y

adquiere al parasito que se encuentra en el torrente sanguineo (Figura 2) (ibidem).



Epimastigotes

. Tripomastigotes
metaciclicos
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Tripomastigotes
sanguineos

Amastigotes

Figura 2. Ciclo biol6gico de Trypanosoma cruzi (Becerril-Flores, 2014).

2.4 Los Insectos vectores

La enfermedad de Chagas es transmitida por unas 120 especies de Triatbminos
(comunmente llamadas chinches) que son hemipteros, estrictamente hematéfagos
de la familia Reduiviridae, subfamilia Triatominae y géneros Rhodnius, Triatoma y
Panstrongylus, conocidos con nombres diferentes segun el pais: pitos, chinches
besadores o besucones; chiribicos en Colombia; barbeiros, en Brasil; vinchucas,

en Chile y Argentina; chipos, en Venezuela entre otros (Burguete-Gutiérrez, 2014).

En México se han reportado 32 transmisores de Trypanosoma cruzi, 19
pertenecen al género Triatomay seis al género Meccus, dos especies al
género Panstrongylusy una especie de cada uno de los siguientes



géneros: Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus, Paratriatoma 'y Rhodniud. Los
géneros Dipetalogaster y Meccusy ocho especies del género Triatoma son
exclusivos de México; Triatoma gerstaeckeri, T. neotomae, T. lecticularia, T.
protracta, T.dimidiata, T. infestans, Dipetalogaster maximus (Molina-Garza et al.,
2007, Salazar-Schettino et al., 2010).

\A — \ ’
3 \ ' 1 8 Generos
‘ : ‘ 31 Especies

\
%
\

-
\

(A

{
-

. \k
En el mundo v\\\‘

Triatoma palidipennis
19 Generos L\ . I::::.’: zmn
. W\
130 Especies Nk Thakoii reciris

s
|

Triatoma Triatoma sp
Triatoma ot 4. AR (o ‘j‘:_"'— g
dimidiata -t RN tof ARG o\
29% L2 vady 160 200 Py
et 2 & R P & __/""(\
L oy {57 R N AN—
2 > O * "R

Figura 3. Distribucion de triatominos en México (Salazar-Schettino et al., 2010).

Los triatdmidos necesitan encontrar alimento y escondrijo. Estos insectos se
asocian a diferentes fuentes de alimentacion, preferentemente de sangre caliente,
como aves y mamiferos, pero también, dependiendo del ecotopo, pueden
alimentarse de animales poiquilotermos, como anfibios y reptiles (Diotaiuti, S/A en
Burguete-Gutiérrez, 2014).
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2.5 Principales especies de mamiferos reservorios de T. cruzi

Un total de 180 especies de mamiferos pertenecientes a los siguientes ordenes:
Didelphidomorphia, Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata,
Carnivora, Primata, Perisodactyla, se han encontrado naturalmente infectados por
T. cruzi, incluyendo al hombre, el cual ademas de padecer de la enfermedad actla
como reservorio. Otros grupos de vertebrados como aves, anfibios, reptiles y
peces parecen ser refractarios a este hemoflagelado por incompatibilidad
antigénica, ausencia de reconocimiento y sefalizacion celular, asi como niveles

inadecuados de temperatura sistémica (SSA, 2019).

Como el Trypanosoma cruzi parasita s6lo mamiferos, es necesario
diferenciar las fuentes de alimentacion de las fuentes de infeccion. Las fuentes de
infeccion silvestre de los triatbmidos son pequefios mamiferos pertenecientes a
siete oOrdenes diferentes: Marsupialia, Edentata, Chiroptera, Carnivora,
Lagomorpha, Rodentia y Primates. Desde el punto de vista epidemioldgico, los
marsupiales tienen una gran importancia, ya que presentan altas tasas de
infeccion y alta sinantropia, estableciendo un puente entre los ciclos silvestre y
domiciliar de la infeccién. Lo mismo se puede decir con relacion a los roedores, ya
gue algunas especies también son sinantropicas. En el ambiente artificial, perros y
gatos son los principales reservorios del T. cruzi, siendo los perros considerados
los “centinelas” en areas bajo control, pudiendo indicar la ocurrencia de ciclo de
transmision y la necesidad de medidas para impedir la expansion del foco. En el
peridomicilio, las gallinas son las principales fuentes de alimentacion, pero los
triatbmidos también aprovechan la sangre de diferentes animales en este
ambiente. Pequefios mamiferos, como roedores, zarigiieyas o perros tienen un
importante papel en el mantenimiento del ciclo de transmisién del T. cruzi en el

ambiente artificial (Herrera, 2010).

11



2.6 Mecanismos de infeccion de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi puede ser transmitido por diferentes rutas: Por transmision
vectorial, la via congénita, trasplante de 6rganos, accidentes de laboratorio y en
casos excepcionales infeccion a traves de la leche materna o por transmision
sexual (Noireau, 1999; Valente et al., 1999; Abad-Franch y Aguilar, 2000).

Transmision vectorial. La infeccion por transmision vectorial ocupa el
mayor porcentaje en el contagio (80%) producida por hematéfagos obligatorios de
la subfamilia Triatominae. En la republica mexicana han sido reportados siete
géneros: Beliminus, Dipetalogaster, Eratyrus, Panstrongylus, Paratriatoma,
Rhodnius y Triatoma y estan distribuidos en todos los estados; las especie de
mayor importancia médica pertenecen al género Triatoma con 24 especies en el
pais (Salazar-Schettino y Marin, 2006; SSA, 2019).

El vector mas importante de la enfermedad de Chagas es Triatoma
dimidiata y se encuentra distribuido desde el norte de América pasando por todos
los paises de América Central hasta llegar a México. (Botero y Restrepo, 2003;
Ramsey et al., 2015).

Transmision por transfusiéon sanguinea o hemoderivados. Las
migraciones en América latina han estimulado la emigracion a las zonas urbanas
en las seis Ultimas décadas. Como consecuencia, mas del 60% de la poblacién
vive actualmente en las ciudades, lo que aumenta la probabilidad de infeccion por
T. cruzi en donantes de sangre. Mientras no se descarte la sangre de los donantes
infectados, existira la posibilidad de transmitir la infeccion por medio de la
transfusion. Asimismo, la infeccion transfusional por T. cruzi es un problema
potencial en los paises desarrollados, ya que decenas de miles de
latinoamericanos han emigrado a los Estados Unidos, Canada, los paises de

Europa Occidental, Australia o Japén (Schmufiis,1999).

Trasplante de drganos. La transmision por trasplante de o6rganos de

donadores infectados se ha reportado, sobre todo, en casos de trasplante de
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riion. Los trasplantes de corazén, médula 0sea y pancreas de donantes vivos y
muertos son también posibles causas de transmision de la enfermedad de Chagas
como se ha notificado en paises como Argentina, Brasil, Chile y Venezuela (Guhl,
2009). En la ultima década, infecciones derivadas del donante de 6rganos solidos
con T. cruzi han sido identificados especialmente en los Estados Unidos y han
asociado con una morbilidad y mortalidad significativas a pesar del uso de agentes
antiparasitarios, administrados desde la primeras manifestaciones clinicas de la
enfermedad (Schwartz et al., 2011).

Enfermedad de Chagas congénita. En muchos casos también es
denominada Transmisién vertical o Trans-placentaria) y es consecuencia de una
transmision del parasito durante el embarazo, ya sea en etapa aguda o cronica de
la enfermedad y constituye el 10% de los casos seropositivos en la infancia y
adolescencia (Werner et al., 2010), y aunque se consideraba limitada a las zonas
rurales, se ha notificado cada vez con mayor frecuencia en ciudades donde no hay
transmision vectorial, debido a la migracion de mujeres infectadas en edad de
procrear (Balouz et al., 2017; Carlier et al., 2019).

Se considera que en América Latina existe un 2-10% de riesgo de contraer
la infeccion por transmisién transplacentaria, es decir aproximadamente entre el
10-20% de las mujeres embarazadas con la enfermedad corren el riesgo de

transmitir la enfermedad a sus hijos (Carlier y Truyens 2015; Balouz et al., 2017).

2.7 Fisiopatologia de la enfermedad de Chagas

La Fisiopatologia de la enfermedad se divide en tres fases o etapas: aguda,
cronica asintomatica y cronica, las cuales poseen caracteristicas Unicas para su
de deteccién. Los sintomas pueden variar en gravedad segun la zona geogréfica,
lo que hace pensar que existen diferencias en la virulencia de las cepas
circulantes e incluso en la resistencia natural a la enfermedad en algunas

poblaciones (Salazar- Schettino y Marin, 2006).
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Fase aguda. Posterior a la contaminacién de la picadura o de la piel
lacerada por heces de triatominos, el signo de puerta de entrada se puede
observar en piel, mucosas o conjuntivas. El cuadro agudo, cuya duracion es de
dos a ocho semanas, se caracteriza por parasitemia; también se identifica fiebre
sin caracteristicas especiales. Otros signos y sintomas clinicos frecuentes son
linfoadenopatias, edema subcutaneo, hepatomegalia, esplenomegalia y trastornos
del ritmo cardiaco. En 5 % de los pacientes se evidencian signos que permiten
identificar el sitio de inoculacién: el signo de Romarfa, edema bipalpebral,
unilateral, no oloroso; el chagoma de inoculacion, lesién indurada, indolora, con
cambios de coloracion aparentes como eritema 0 un tono violaceo, y que puede

aparecer en cualquier parte del cuerpo (SSA, 2019).

Los tripomastigotes metaciclicos infectantes al entrar al organismo son
fagocitados por los macréfagos regionales y englobados en un fagosoma de
donde escapan y se dirigen al citoplasma, alli se transforman en amastigotes
donde se reproducen por divisién binaria, estas se diferencian en tripomastigotes
gque rompen las células infectadas (Pérez et al., 2007). Los parasitos libres
invaden otras células que también se lisan causando una reaccién inflamatoria con
infiltrado de diferentes tipos de leucocitos y alcanzando el pico maximo de
parasitemia después del décimo dia de la infeccion. En este momento aparece la
fiebre que es proporcional a la parasitemia, la cual puede estar acompanada de

escalofrios 0 no y ser continua o intermitente.

A partir de los ganglios linfaticos hay diseminacion hacia el higado, bazo,
medula ésea y corazoén, pudiendo aparecer hepatoesplenomegalia y anemia leve.
El compromiso cardiaco agudo tiene el curso de una miocarditis que no es
diagnésticada usualmente. Estos sintomas son moderados y atipicos, razon por la
cual la enfermedad es reconocida solo entre 1% y el 2% de los pacientes (Botero y
Restrepo, 2003). En la forma generalizada grave se observa meningoencefalitis y
miocarditis franca que pueden ser fatales, pero a pesar de esto el indice de
mortalidad en la fase aguda es bajo, cercano al 10 % (Pérez et al., 2007).
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Por lo general, el periodo de incubacién dura de tres a 10 dias y se pueden
encontrar parasitos en la circulacidn sanguinea en un lapso de cuatro a seis
meses luego de la infeccidn; la parasitemia es mas intensa durante el primer mes
(Salazar- Schettino y Marin, 2006). La fase aguda desaparece pasando a una fase

asintomatica o de aparente normalidad

Fase cronica asintomatica. Después de la fase aguda ocurre una
respuesta inmune que provoca la disminucion de la parasitemia y mantiene la
infeccién en algunos focos selectivos. Este periodo va desde el final de la fase
aguda hasta la aparicion de los primeros sintomas de la fase cronica. Es llamado
latente o indeterminado con una duracion media de 10 afios. En esta fase el
paciente es asintomatico a pesar de las alteraciones que se presentan en los
plexos parasimpdéticos del corazén y el tubo digestivo. Hay poca parasitemos y

pardasitos en tejidos (Pérez et al., 2007).

La serologia es positiva y puede demostrarse parasitemia entre el 20% vy el
60% de los casos. Las personas en esta fase constituyen un reservorio de la
enfermedad (Rojo-Medina et al., 2018).

Fase crénica. Se caracteriza por una reducida parasitemia y lesiones
tipicas en el corazén y tubo digestivo, aunque depende del tropismo de la cepa de
T. cruzi. Durante ésta la patologia mas importante es la cardiopatia chagastica.
Inicialmente hay compromiso de las cavidades derechas con miocarditis y
desintegracion de las fibras miocéardicas. Los nidos de parasitos generan un
infiltrado mononuclear que favorece la liberacién de antigenos y sustancias toxicas
que causan edema intersticial. También se producen autoanticuerpos contra el
endocardio, los vasos sanguineos y el intersticio del musculo estriado (Pérez et
al., 2007).

La inflamacién alcanza el subendocardio, el tejido adiposo del epicardio y
los ganglios nerviosos. A nivel del tejido de conduccion también se pueden

encontrar nidos de parasitos, edema e infiltrado. Los parasitos se encuentran en
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los cortes histologicos aproximadamente en el 30% de los casos. Existe ademas
fibrosis e infiltrado, con predominio de células mononucleadas. El sistema de
conduccion del corazén, principalmente la rama derecha del haz de His, también
se encuentra alterado con fibrosis e infiltrado linfocitario, del mismo (Botero y
Restrepo, 2003).

En algunos paises, llegan a manifestarse signos y sintomas de la
enfermedad en fase cronica después de 15 a 20 afios e incluso mas tiempo. Se ha
estimado que 30% de las personas infectadas desarrolla la fase cronica, de entre
ellos, la mayoria desarrolla cardiopatia cronica (27%) y alteraciones cronicas
digestivas y neuroldgicas (6 y 3%, respectivamente, es frecuente la muerte subita
sin haber desarrollado insuficiencia cardiaca congestiva (Rojo-Medina et al.,
2018).

2.8 Métodos de diagnostico

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda utilizar al menos tres pruebas

diagnésticas para confirmar los resultados positivos.

Existen en la actualidad multiples métodos de laboratorio para la deteccidn
de la infeccién por T. cruzi que incluyen desde técnicas de tincién y frotis de
sangre periférica, determinacion de anticuerpos, xenodiagnéstico y cultivo, hasta
anticuerpos monoclonales y reaccion en cadena la polimerasa (Vacca-Carvajal y
Mercado-Reyes, 2005). En general las pruebas pueden dividirse en aquellas

donde se detecta el parasito de manera directa o indirecta.

Pruebas parasitoldgicas directas. Son aquellas que establecen directamente la
presencia del parasito, por lo que son mas Uutiles en la fase aguda de la
enfermedad, cuando la parasitemia es alta. (Garcia et al., 2013); entre estas

pruebas estan:

Examen en fresco. Tiene por objetivo visualizar los tripomastigotes en una
gota de sangre entre lamina y laminilla. La busqueda se facilita con el microscopio

de contraste de fase.
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Extendido coloreado. Los extendidos delgados o frotis de sangre o
plasma, se pueden colorear con Giemsa y son importantes para la identificacién

morfologica del parasito.

Método de Strout. Se colectan 5 mL de sangre del individuo sospechoso,
se dejan en reposo a temperatura ambiente, para que la coagulacion y retraccion
espontanea del coagulo ocurra. Se centrifuga el suero obtenido a 160g/5 min., para
la separacion de los eritrocitos aln en suspension, y enseguida se hace nueva
centrifugacion a 3509/I0 min., para obtencion del sedimento que es observado en
el microscopio. Este método tiene alta sensibilidad, pudiendo alcanzar 95% de
éxito en la fase aguda (Siqueira et al., 1994).

Biopsia. Con este método se busca comprobar las formas tisulares de T.
cruzi, observando pseudoquistes con los amastigotes en su interior. Es

especialmente util la biopsia de ganglios.

Xenodiagnostico. En donde se utiliza al insecto vector como medio
biolégico de cultivo para la deteccion de la infeccibn en el hombre y otros
mamiferos. En el procedimiento se usan ninfas de triatominos, libres de infeccion,
criadas en el laboratorio, las que posteriormente son alimentadas sobre el
individuo con sospecha de la infeccion. Después de 30 dias de la alimentacion, se
realiza una compresion abdominal suave para lograr una gota de deyecciones del
insecto o mediante una extraccion, trituracion y homogenizacion del intestino de la
ninfa; finalmente las muestras son observadas en el microscopio busca las formas
moviles del Tripanosoma. Esta prueba tiene un sensibilidad de 85% en la forma

aguda, 80% en las congénitas y 49% en las crénicas.

Pruebas indirectas. Estos métodos tienen por objeto multiplicar los parasitos en
el laboratorio a partir de diferentes muestras del paciente y son mas sensibles que
los métodos directos, sin embargo su inconveniente es que los resultados pueden
demorarse varias semanas. Se utilizan mas frecuentemente en la fase cronica
cuando la parasitemia es baja o en investigacion (Werner et al., 2010), ellas

podemos mencionatr.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es una técnica de biologia
molecular que utiliza cebadores especificos para amplificar un segmento del ADN
de T. cruzi en muestras clinicas de pacientes. Es Util para ser empleadas en
diferentes tipos de muestras y tejidos en fase aguda, crénica indeterminada y
cronica determinada. La PCR es el examen confirmatorio en inmunodeprimidos y
en menores de nueve meses y requiere de dos resultados positivos consecutivos
para descartar falsos positivos. Se pueden presentar falsos positivos con T.

rangeli, dependiendo del tipo de cebador que se emplee.

Inoculaciones en animales sensibles. Se emplean ratones procedentes
de colonias protegidas de infecciones naturales por tripanosomas. Se realiza un
inoculacion intraperitoneal, subcutanea o en la conjuntiva con la sangre venosa
citratada o el material procedente del xenodiagnéstico (deyecciones o macerado
de insecto).

Pruebas seroldgicas. El Inmunodiagndstico de la Enfermedad de Chagas,
se basa en la deteccidn de anticuerpos generados por la evolucion de la infeccidn.
Teniendo en cuenta los mecanismos inmunoldgicos de esta enfermedad, las
técnicas inmunolégicas son de destacada relevancia para el diagndstico de la
etapa cronica, llevando gran ventaja sobre los métodos parasitologicos ya
descritos, sin embargo se han encontrado diferencias es la seropositividad
dependiendo de la procedencia de las cepas utilizadas (Truyens et al., 2021).

Entre las méas utilizadas se encuentran:

Inmunofluorescencia indirecta (IFl). Es un procedimiento inmunoldgico
gque detecta tanto IgG como IgM. Se preparan placas de vidrio con pocillos a las
qgue se le adhieren epimastigotes de T. cruzi (parasito completo) obtenidas de
cultivo. Si el suero del paciente tiene anticuerpos, se produce una reaccion
antigeno-anticuerpo, la que se detecta con la adicion de un segundo anticuerpo
marcado con sustancias fluorescentes. Esta reaccion se observa posteriormente

en un microscopio de fluorescencia.
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ELISA. Se utilizan placas de poliestireno sensibilizadas con antigeno
soluble de T. cruzi, los que se uniran a anticuerpos especificos contra el parasito si
estan presentes en la muestra sérica del paciente. Posteriormente se agrega un
conjugado formado por un anti anticuerpo humano unido a una enzima y se podra
evidenciar una reaccion positiva si al adicionar sustrato especifico de la enzima, se
desarrolla una reaccion de color, que indicaria la presencia de anticuerpos en la
muestra del paciente.

La union covalente de enzimas a las moléculas de anticuerpos produce una
herramienta diagnostica que aunque compleja es muy atil en el diagnostico de

infeccion por T. cruzi ya que puede detectar anticuerpos tipo IgM o IgG.

Pruebas de hemaglutinacién. Este método se basa en la reaccion de
glébulos rojos recubiertos con antigenos de T. cruzi que entran en contacto con
anticuerpos especificos produciéndose una aglutinacion de los hematies (reaccion
positiva). Tiene alta especificidad pero su sensibilidad es baja, por lo cual no es

apropiada para diagnostico como Unica prueba (Garcia et al., 2013).
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2.9 El sistema inmunitario.
Generalidades

El sistema inmunitario o sistema inmunoldgico es el conjunto de elementos y
procesos bioldgicos en el interior de un organismo que le permite mantener la
homeostasis o equilibrio interno frente a agresiones externas. Hay diferentes
niveles en la respuesta inmunitaria. Algunos elementos de respuesta son
invariantes en el tiempo y se agrupan en la denominada respuesta inmunitaria
innata (natural o inespecifico) y alternativamente los elementos capaces de
memorizar a los microorganismos se organizan en la respuesta inmunitaria

adquirida (adaptativo o especifico) (Chaplin, 2010).

Para combatir infecciones, lo primero que debe hacer el sistema inmunitario
es identificar los agentes patdgenos que lo atacan. Estos tienen en la superficie
moléculas llamados antigenos (principalmente proteinas) que proporcionan una
marca Unica, lo que permite que las células del sistema inmune reconozcan
diferentes agentes y distingan a los agentes patdgenos de las células y los tejidos

propios del cuerpo (Abbas et al., 2015).

Cuando un agente patdégeno ingresa al cuerpo, el sistema inmunitario

reacciona de dos maneras:

La respuesta inmune innata fue la primera en desarrollarse a lo largo de la
evolucién, se encuentra en todos los organismos y es la principal defensa en
hongos, plantas, invertebrados y otros organismos multicelulares primitivos. En
vertebrados se reconoce la presencia de la respuesta inmune innata y la
adaptativa (Chaplin, 2010).

La respuesta innata es la primera linea de defensa contra patégenos;
participan factores solubles, como las citocinas, y proteinas, ademas de células
conocidas como efectoras, entre las que destacan los granulocitos, mastocitos,
macroéfagos, células dendriticas, células asesinas naturales (células NK por las
siglas en inglés, natural Killer) y las células T asesinas naturales (células NKT). Sin

embargo, la respuesta innata es inespecifica generando sobre reacciones en el
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cuerpo, como el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, asi como las
alergias (Abbas et al., 2015).

Respuesta inmunitaria adaptativa: es de reaccion mas lenta pero tiene
mayor capacidad para dirigirse contra agentes patdgenos especificos. Hay dos
tipos principales de células involucradas en esta respuesta: las células T y las
células B. Algunas células T matan a los agentes patdégenos y células infectadas.
Otras células T ayudan a controlar la respuesta inmunitaria adaptativa. La funcién

principal de las células B es producir anticuerpos contra antigenos especificos.

Los anticuerpos también conocidos como inmunoglobulinas, son proteinas
que se adhieren a los agentes patdgenos. Esto envia una sefial a las células

inmunitarias para que destruyan los organismos causantes de la infeccion.

Como parte de la respuesta inmunitaria adaptativa, algunas células Ty B se
transforman en células de memoria. Estas Ultimas permanecen, en la mayoria de
los casos, en los ganglios linfaticos y en el bazo, y “recuerdan” antigenos
particulares. Si una persona contrae nuevamente una infecciébn por el mismo
agente patogeno, estas células pueden comenzar a combatir la infeccion
rapidamente (Abbas et al., 2015).

2.10 Respuesta inmune ante Protozoarios

Cuando los protozoos entran en el torrente sanguineo o en los tejidos, a menudo
pueden sobrevivir y replicarse porque se adaptan a las defensas naturales del
huésped que se resisten. La interaccion del sistema inmunitario con los
organismos infecciosos es una interaccion dinamica de los mecanismos del
hospedero destinados a eliminar las infecciones y las estrategias microbianas
disefiadas para permitir la supervivencia frente a los poderosos mecanismos
efectores. Los protozoos pueden causar infecciones cronicas y persistentes
porque la inmunidad natural contra ellos es débil y porque los protozoos han
desarrollado multiples mecanismos para evadir y resistir la inmunidad especifica
(Sacks y Sher, 2002).
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Mecanismos de evasion inmune de los protozoos:

Gracias a un proceso de adaptacion que durante millones de afios se ha
desarrollado, los protozoarios logran afectar la red inmunoldgica induciendo
respuestas insuficientes o inespecificas, lo que permite su propagaciéon como
agentes infecciosos; aunque hay claridad en cuanto a las diferencias entre las
bacterias y los protozoarios pues las primeras logran con éxito superar el sistema
inmune por su rapida multiplicacion, mientras que los protozoarios parasitos deben
cumplir ciclos de vida complejos y lentos que logran finalmente culminar gracias a
su capacidad para evadir el sistema inmune de los hospederos, pero

fundamentados en procesos evolutivos (Zambrano-Villa et al., 2002).

Los mecanismos 0 técnicas de evasion mas comunes son la
inmunosupresion, la hipoantigenicidad o la carencia de antigenicidad (mimetismo),
la reclusion antigénica en el interior celular o en lugares del organismo donde los
ataques del sistema inmune son menos efectivos, y evasion de los sistemas

microbicidas (ibidem).

Un ejemplo interesante es Toxoplasma gondii que puede evadir los efectos
de la generacidén de productos toxicos de oxigeno en los fagocitos e ingresar al
interior celular mediante un receptor cuya unién no este asociada con la explosién
respiratoria. No obstante si este mecanismo se activa, el parasito podria resistir
cierto nivel de peréxido de hidrogeno y otros derivados del oxigeno mediante las

enzimas catalasa y la superdxido dismutasa.

La variacidon genética no se constituye propiamente en una estrategia de
evasion especifica ya que aunque las polimerasas introducen errores que pueden
ser seleccionados en la evolucion, en los parasitos solo se producen errores
ocasionales. Los cambios antigénicos si lo son estrictamente y requieren multiples
genes no alélicos para proteinas de superficie y algun reordenamiento de genes

(Gurungm y Kanneganti, 2016).
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Especificamente los tripomastigotes de Trypanosoma cruzi poseen acido
sidlico en su superficie que facilita su permanencia en el espacio intracelular o en
el torrente sanguineo sin ser afectado por los factores humorales. Las formas
infecciosas no activan el complemento o por el acido sialico son resistentes a la
lisis mediada por el complemento. También estos tripomastigotes presentan en la
superficie la glicoproteina TC85, que facilita la infeccion al ser el receptor de la
fibronectina, que es una glicoproteina presente en el espacio extracelular y en la
superficie de distintos tipos de células. T. cruzi puede liberar una hemolisina con
propiedades similares a las de los componentes del complemento, que podria
unirse a la membrana de la vacuola parasitéfora desestabilizandola para pasar
como amastigote a multiplicarse. En los tripanosomas africanos, como el T.brucel,
se produce una evidente evasion inmunolégica por variacién antigénica pues tiene
la capacidad de elegir la expresion de un gen para la glicoproteina superficial VSG
entre mas de 200 genes distintos para la misma molécula, apareciendo una nueva

variante de tripanosoma (de Castro et al., 2021).
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lIl. ANTECEDENTES

La infeccion por Trypanosoma cruzi o enfermedad de Chagas fue descubierta por
el médico brasilefio Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas hace mas de 100 afios,
por lo que la enfermedad debe su nombre a él. Es el Gnico caso en que una
misma persona descubre una enfermedad, el microorganismo que la produce y al

agente bioldgico que la transmite (Murcia et al., 2013).

Los cultivos de T. cruzi en diversos medios han proporcionado informacion
invaluable sobre su ciclo de vida y de la caracterizacion de los factores
involucrados durante su paso a los diferentes estadios. Asi en un estudio
comparativo entre cultivos axénicos de epimastigotes y amastigotes derivados de
tripomastigotes, Engel y Dvorak (1988) muestran que en los cultivos de
epimastigotes es posible encontrar mezcla de epimastigotes y amastigotes. En los
cultivos, el tiempo de duplicacion de la poblacion de amastigotes y epimastigotes
es de aproximadamente 33 h; sin embargo, en el caso de los amastigotes la fase
de crecimiento exponencial dura solo dos generaciones. Una vez que los
amastigotes comienzan a diferenciarse en epimastigotes, el proceso es

irreversible.

Cuando se realizan cambios de medio, aparece un namero creciente de
epimastigotes en tanto que la poblacidén restante de amastigotes también crece
como consecuencia del cambio del medio de cultivo y posiblemente para no
afectar negativamente a las formas amastigotes. La densidad de epimastigotes en
un cultivo axénico es independiente de la densidad celular inicial y, en
consecuencia, independiente del nimero de generaciones; sin embargo, a medida
que aumenta la densidad celular inicial, el tiempo necesario para que el cultivo
alcance una densidad limite disminuye. Las poblaciones de epimastigotes exhiben
un crecimiento asincroénico reflejado por la sintesis de ADN. Incluso cuando los
epimastigotes en fase estacionaria temprana o tardia (quiescentes o células

hambrientas) se subcultivan, el periodo aumenta en proporcién a la cantidad de
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tiempo que los organismos estan sujetos a condiciones de inanicion (Engel y
Dvorak, 1988).

En este mismo estudio también se confirma que los epimastigotes son
lisados por las proteinas del complemento humano; El 100% de lisis ocurre
cuando las células estan expuestas al 25% de suero humano normal. Sin
embargo, en condiciones idénticas, los amastigotes son resistentes al mismo
tratamiento; ademas, cuando se reincuban en medio LIT, los amastigotes tratados
con complemento exhiben el mismo patron de crecimiento que amastigotes no
tratados. El tratamiento complementario de poblaciones mixtas (amastigotes y
epimastigotes) da como resultado una completa lisis selectiva de sélo los
epimastigotes. En consecuencia, existen diferencias fundamentales entre
componentes de la membrana celular presentes en esta formas de desarrollo y
amplia el concepto de que la diversidad funcional también existe entre las formas
de T. cruzi (ibidem).

Por sus caracteristicas nutritivas de alto valor, se evalud la incorporacion de
Lepidium peruvianum conocida en Perd como “‘maca’, como un medio para
cultivar Trypanosoma cruzi. La incubacion de epimastigotes de T. cruzi en cuatro
medios de cultivo bifasicos diferentes, a base de Lepidium peruvianum, fueron
comparados con el medio de cultivo infusiébn de cerebro y corazén (BHI) como
control. Los resultados mostraron que el medio que contenia maca enriquecida
con sangre entre los componentes solidos y la infusiébn de maca en la fase liquida,

presentd un mayor crecimiento (Saldafa et al., 2006).

Con el fin de analizar el grado de metaciclogénesis in vitro en medio LIT e in
vivo en Triatoma dimidiata, Monteon et al., (2009) analizaron cinco aislados de T.
cruzi, provenientes de distintas regiones del pais (Nayarit, Guerrero, Oaxaca,
Veracruz y Campeche). Utilizando tripomastigotes sanguineos se determing, la
curva de parasitemia en ratones Balb/c y la resistencia natural al benzonidazol.
Sus resultados indican que la metaciclogénesis in vitro fue diferente entre los

aislados; resultd mas alta para los provenientes de Oaxaca y Nayarit; las mas

25



bajas para los aislados de Campeche y Guerrero; mientras que in vivo los aislados
de Campeche, Veracruz y Oaxaca tuvieron la metaciclogénesis mas alta y la mas
baja para los de Guerrero y Nayarit. La parasitemia en raton fue muy similar entre
ellos, con excepcion del aislado proveniente de Nayarit que fue baja. Se observo
resistencia contra benzonidazol superior al 50% para todos ellos (Monteon et al.,
2019).

La epimastigogénesis de T. cruzi (transformacion de tripomastigote
sanguicola en epimastigote) ocurre naturalmente a nivel del tracto intestinal del
insecto vector y se han implicado multiples factores en el establecimiento de la
infeccion, como la especie de parasito involucrada asi como otros dependientes
del vector como el factor litico del estbmago, lectinas, fragmentos de hemoglobina
e inanicion del insecto. En el trabajo de Graterol et al., (2013) se estudid in vitro los
cambios morfolégicos y los eventos moleculares (peptidicos, glicopeptidicos y
proteoliticos) implicados en el cambio a un medio axénico, partiendo de
tripomastigotes metaciclicos cultivados en células de riién de mono (Vero). Los
cambios moleculares coincidieron con los cambios morfoldgicos, con aparicién de
péptidos y glicopéptidos caracteristicos de epimastigotes. La actividad proteolitica
es significativamente mayor en epimastigotes que en tripomastigotes con aumento
significativo de la actividad de cisteina proteasas y metaloproteasas, las cuales
pudieran indicar una activacion diferencial de estas enzimas durante la

epimastigogénesis.

El crecimiento de los epimastigotes en medios de cultivo varia en relacién al
tiempo, medio de cultivo y nimero de parasitos iniciales, por ejemplo, algunas
cepas de Bolivia y de Brasil presentaron picos de crecimiento de epimastigotes en
medio de cultivo 3N entre los nueve y once dias, cepas de Colombia de 30 dias en
medio Agar-LIT-BHI y poblaciones aisladas de Panstrongylus chinai de Chaman
(La Libertad) a los 13 a 18 dias en medio 3N y en sélo cinco dias cuando se utilizd

BHI mezclada con un extracto de maca (Aurazo et al., 2014).
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En cuanto a los estudios para determinar la dinAmica de la respuesta
inmune o su relacidon con las etapas de la enfermedad, se puede mencionar

algunos de ellos.

En el estudio de la composicion antigénica de cepas de T. cruzi cabe
mencionar a Garcia-Escalante et al., (1996) quienes analizaron el perfil
inmunogénico de cinco cepas de T. cruzi, encontradas en Yucatdn. En este
estudio mediante la hiperinmunizacién en conejos, los autores encontraron 25
antigenos inmunodominantes con peso molecular dentro del rango de 199 a 10
kDa, encontrando tres antigenos compartidos de 47, 57 y 52 kDa entre las cinco

cepas.

Gonzalez-Cappa et al., (1999) realizaron un estudio donde observaron el
comportamiento de dos cepas distintas denominadas RA y CA-1/K98 en un modelo
murino. Sus resultados reportan diferencias importantes en la letalidad, el estadio
circulante, anticuerpos y el patrén de patologia, Asi la cepa RA fue altamente letal
para el ratén, con una circulacién predominante de formas delgadas la cual
estimula la produccion de anticuerpos (Ac), con capacidad para interferir con la
viabilidad del estadio circulante, ademas de presentar la capacidad para

interiorizarse y multiplicarse tanto en células fagociticas como no fagociticas.

Por el contrario, la cepa CA-I/K-98 no fue letal para el hospedero murino,
predominaron las formas gruesas en circulacion, fue ineficiente para producir
anticuerpos efectivos contra el parasito y su capacidad para interiorizarse y
multiplicarse intracelularmente fue baja comparada con la cepa RA5-8. En cuanto
al tropismo tisular; CA-I/K98 fue altamente neotropica mientras que RA fue

pantrépica, con infecciones en nervio y médula espinal.

Espinoza et al., (2009) detectaron anticuerpos especificos anti T. cruzi en
un modelo murino utilizando un aislado proveniente de Querétaro y la prueba de
inmunoadsorcion unido a enzimas- substratos (ELISA) indirecta. El nivel de
anticuerpos especificos se determinaron en los dias cero, cuatro, ocho, 12, 16, 20,
25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 y 150 después de la infeccion. Los ratones
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presentaron anticuerpos especificos IgG durante la fase aguda de la infeccién
alcanzando valores similares a partir del dia 29 post infeccion.

En diversos trabajos se ha observado que el uso de antigenos provenientes
de cepas de distinto origen geogréafico al de los sueros analizados, tienen una
variacion en los resultados obtenidos, lo que pudiera impactar en el diagndéstico y

subregistro de casos (Rubio-Ortiz et al., 2020).

Estas observaciones se han obtenido en sueros provenientes de Puebla,
México, en donde Pérez-Fuentes et al., (1998), detectaron niveles mayores de
anticuerpos cuando se us6 como antigeno las proteinas de extractos totales de
cepas de T. cruzi autdctonas, en contraste con los bajos niveles de anticuerpos
obtenidos cuando se utiliza un antigeno comercial de cepas de parasito de otros

paises endémicos (Chagastest-Wiener Laboratories Group, Rosario, Argentina).

En Bolivia Chippaux et al., (2009) utilizando dos pruebas, una
inmunocromatografica comercial (Chagas Stat-Pak) y otra por ELISA con
antigenos recombinantes, evaluaron 2,484 muestras seroldgicas (995 de sujetos
de una poblacion rural de todas las edades en el sur de Bolivia, 459 de mujeres
embarazadas de la misma poblacion y 1 030 de mujeres de poblacién urbana que
dieron a luz), encontrando diferencias significativas en la discordancia entre
ambas pruebas segun la edad y el origen geografico, que en el caso particular de

las mujeres embarazadas estas diferencias fueron alarmantes.

También en el estado de Veracruz, México se observaron grandes
discordancias en los resultados de seropositividad a T. cruzi, utilizando cinco
diferentes ensayos de ELISA (dos caseros y tres comerciales). Aun cuando el
lisado de los parasitos obtenidos de la misma region mostré una mejor sensibilidad
que las pruebas comerciales, ésta no fue lo suficientemente alta sugiriendo la falta
de un repertorio de proteinas antigénicas en el lisado, que cubriera toda la

diversidad de los parasitos del lugar de estudio (Guzman-Goémez et al., 2015).
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Cardillo et al., (2015) mencionan que en humanos y ratones, la infeccion
aguda por T cruzi se caracteriza por una alta parasitemia que aumenta después
de uno a ocho semanas después de la infeccion, dependiendo de la cepa de T.
cruzi, sin embargo, la respuesta inmune inducida no es suficiente para erradicar
completamente el patdgeno, lo que resulta en una infeccién crénica. La forma
cronica de la enfermedad afecta principalmente al sistema nervioso auténomo
periférico en el tracto gastrointestinal y al corazén y al musculo cardiaco en
aproximadamente el 30% de los pacientes infectados y puede estar acompafiada
de mecanismos autoinmunes adicionales desencadenados por el parasito y su

persistencia.

Asi, los estudios apuntan a la presencia de anticuerpos y de linfocitos T que
responden a antigenos del parasito, sin embargo dado que éste persiste en el
hospedero por toda su vida se plantea que T. cruzi ha desarrollado mecanismos
para evadir la respuesta inmune que pueden ser parte del proceso regulatorio
asociado con cambios metabdlicos y morfologicos del parasito (Ceballos-Pomares
et al., 2017).

Palma-Gonzalez et al., (2021) en la comunidad de Los mezcales, Chiapas,
aislaron a partir de heces de T. dimidiata formas de tripomastigotes de T. cruzi.
Los estudios mostraron que el Trypanosoma pertenece al linaje Tcl, el cual es la
variante genética mas extendida en México. La infeccion de éste aislado en el
modelo murino de ratones Balb/c mostr6 que los machos presentan una
parasitemia y leucopenia mas alta y por el contrario niveles mas bajos de
anticuerpos anti T. cruzi en comparacion con ratones hembra. El aislado de

acuerdo a la nomenclatura estandarizada es denominado IDIM/MX/16/Mezcales

La membrana de la superficie celular de Trypanosoma cruzi debe poseer
una serie de propiedades ademas de las que normalmente se asocian con las
membranas de la superficie celular, como el transporte de nutrientes y el
mantenimiento del equilibrio iénico. Estas propiedades adicionales incluiran la

presencia de receptores para la unién y penetracion de las células huésped, la
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capacidad de sobrevivir en el ambiente hostil del tracto intestinal del insecto vector
y la resistencia al sistema inmunitario del huésped. T. cruzi tiene un ciclo de vida
complejo y los requisitos e influencias sobre cada etapa morfoldégica son
diferentes; es probable que estas diferencias ambientales y de estilo de vida se
reflejen en las propiedades de la membrana superficial de las células. De hecho,
varios procedimientos experimentales han demostrado que hay cambios en las
propiedades de la membrana superficial entre las etapas; por ejemplo, se han
detectado diferencias de carga por union de ferritina catidnica, union diferencial de
una serie de lectinas para cada etapa, diferencias antigénicas y de proteina de
superficie celular y se sabe que la sensibilidad al complemento es diferente
(Snary, 1985).

Asi, Nogueira et al., (1982) sefiala la presencia de una glicoproteina de 90
KDa como uno de los dos principales antigenos de la membrana de T. cruzi y
presente en los tres estadios morfolégicos del parasito: sanguineos, formas de
cultivo y staphylomastigotes y cuya funciéon es la de adhesion a las células
hospederas y por lo tanto la invasion celular. La glicoproteina se ha evaluado en
pruebas seroldgicas para observar su especificidad con otros parésitos, llegando a
tener 100% de sensibilidad, especificidad y valor predictivo en comparacién con T.
rangeli y un 96% con Leishmania donovani, L. major, L. mexicana amazonensis y
Trypanosoma africano (Guhl, 1990), siendo hasta el momento de gran interés en

su uso en el inmunodiagnostico.

Araujo (1986), reconoci6 antigenos del grupo de las glicoproteinas de 31 a
21 kDa especificos de T. cruzi al no presentar reacciones cruzadas con
Leishmania braziliensis y L. donovani. Y posiblemente ubicada en la superficie de
la membrana celular de todas las etapas de desarrollo de T. cruzi, asi como en

varias cepas y reconocidas por personas chagasicas.

Burguete-Gutiérrez (2014) identifica por inmunotransferencia las proteinas
de: 89.13, 35.48, 32.36 y 27.54 kDa.32.36 y 27.54 KDa que fueron reconocidos

tanto por el suero de humanos de una comunidad endémica de Chagas como en
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grupos de ratas inmunizadas o infectadas con T. cruzi de la cepa “Y” brasilefia y

que pudieran ser inmunodominantes.

El andlisis de los antigenos inmunodominantes compartidos por los sueros
de la comunidad endémica, las ratas infectadas con heces de triatbmidos y las
ratas inmunizadas con el extracto antigénico de la cepa Y fueron los de 89.13,
35.48, 32.36 ,27.54

Yoshida (2005), describe el potencial de algunas glicoproteinas de
membrana de Trypanosoma cruzi, principalmente en los estadios metaciclicos y
en estadios infectantes de tejidos de mamiferos; dentro de estas moléculas
menciona a una glicoproteina perteneciente al grupo de las mucinas cuyo peso
molecular es de 35/50 KDa en los geles de poliacrilamida. Segun el autor esta
molécula no es tan eficaz en la invasion de las células del hospedero debido a una
pobre capacidad de ser inducida por Ca," y es mas abundante en las cepas
menos infectantes. De Lima et al., (2007), documentaron el reconocimiento de un
antigeno de 35 KDa en pacientes chagésticos cronicos, teniendo una dominancia
de 59.4 %.
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VI. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General:

Analizar la capacidad de un aislado de Trypanosoma cruzi proveniente de la zona

endémica del Estado de Chiapas de realizar la epimastigogénesis in vitro asi como

producir parasitemia en sangre e inducir una respuesta inmune humoral en un

modelo murino.

4.2. Objetivos Particulares

Inducir la transformacion de tripomastigotes sanguineos a
epimastigotes en un medio axénico y obtener la curva de crecimiento
en el medio de cultivo.

Analizar la curva de parasitemia de los tripomastigotes sanguineos
en ratones Balb/c de la cepa chiapaneca.

Evaluar el desarrollo de la respuesta inmune de los ratones
infectados mediante la técnica de ELISA.

Determinar la relacién entre la parasitemia de T. cruzi en sangre y

los niveles de anticuerpos producidos en los ratones infectados.
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V. METODO(S)

5.1. Modelo animal
Se manipularon un total de 21 ratones hembras de la cepa Balb/c, con un peso
aproximado entre 27 a 30 gr, de camadas libres de infeccion por T. cruzi,

procedentes del Laboratorio Multidisciplinario y Bioterio del Instituto de Ciencias
Biologicas, UNICACH.

Los animales fueron mantenidos bajo las mismas condiciones de comida,
agua, con un fotoperiodo luz y oscuridad 12/12 su manejo estuvo bajo los
principios éticos para el uso de animales en la investigacion (Nom 062- ZOO-
1999).

5.2. Medio de cultivo de Trypanosoma cruzi en medio LIT (liver
infusion tryptose).
Obtencién de forma tripomastigotes de T. cruzi.

Las cepa IDIM/Mx/16/Mezcales fue aislada de las heces de Triatoma dimidiata
colectado de la comunidad los Mezcales Municipio de Amatenango de la Frontera,
Chiapas (Palma-Gonzalez et al., 2021).

Con el fin de obtener tripomastigotes sanguineos se procedié a limpiar el
area toracica de un animal infectado con alcohol al 70% y benzal al 15%; se limpié
el &rea de trabajo y se encendié dos mecheros de alcohol, cinco minutos antes del
sangrado. Se anestesi6 el raton y se procedié mediante un corte a retirar un poco
de la piel y musculo del pecho para dejar al descubierto el corazén. Mediante una
jeringa estéril se realizé la extraccién sanguinea directa del corazén, hasta que se
obtuvo un minimo de 500 pl de sangre. La sangre fue colocada en un tubo
eppendorf estéril con 10 pl de citrato de sodio como anticoagulante. Todos los

procedimientos se realizaron apegados a las normas de bioseguridad y asepsia.

Medio LIT para cultivo de Trypanosoma cruzi.

Para los cultivos axénicos de T. cruzi, el medio utilizado fue LIT (Liver Infusion

Tryptose) adicionado con 10% de suero fetal bovino descomplementado y
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antibioticos, denominado “medio completo”. Las especificaciones de su

preparacion se muestran en el anexo 1.

5.3 Transformacién a epimastigotes

Tres tubos con medio de cultivo completo fueron inoculados con diferente nimero

de tripomastigotes sanguineos bajo las siguientes condiciones:

No. de tripomastigotes  Volumen de medio No. de tripomastigotes/ mL

totales (mL)
A) 3225000 4 806 250
B) 4 175 000 7 596 428
C) 14 612 500 5 2 922 500

Todos los tubos se conservaron en condiciones iguales, a temperatura de
28° C.

A los 10 dias posteriores a la inoculacion, se tomaron alicuotas de 10 ul del
cultivo para hacer el conteo de parasitos de T. cruzi en su estadio de
epimastigotes en una camara de Neubauer. En el momento de identificar las
formas flageladas de epimastigotes, los conteos se realizaron cada tercer y cuarto
dia. Durante el conteo no se consideraron las formas intermedias. Los criterios

fueron morfolégicos y tipo de movimiento de los parasitos.

5.4. Determinacion de la parasitemia en sangre de los ratones
infectados

Preparacién del inéculo

Los tripomastigotes metaciclicos obtenidos de la sangre de un ratébn con
infeccion aguda de Trypanosoma cruzi; fueron contabilizaron mediante una
camara de Neubauer (hemocitometro) para determinar su namero por mililitro

(figura 5). Para esto se extrajeron 10 pl de sangre diluyéndolos en 90 pl de

citrato de sodio al 3.8 % en una solucion amortiguada de fosfatos (PBS) pH 7.2,
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(dilucion 1:10); Se afadié 10 pl en cada reglilla de la camara de Neubauer,
examindndose microscépicamente (ocular 40X y objetivo 40X).

Se contabilizaron los tripomastigotes en un cuadro (divisiones); repitiendo
el conteo en el cuadro opuesto de la camara y se utilizo la siguiente férmula para
determinar el nUmero de parasitos por mililitro.

N° de parasitos contados » L
X 10,000 (Factor de conversion) X (Dilucion)

N° de cuadros contados

Camara Neubauer B oo 1mm

A Canal transversal

2 N /~\:
2 g’ —

=
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-\ y .~
Canales longitudinales - | [_

Figura 5. Camara de Neubauer, tomado de Diaz-Gémez, 2014.
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==

===
b

Infeccion experimental de ratones Balb/c con un diferente nimero de

tripomastigotes sanguineos de T. cruzi
Se formaron cuatro grupos al azar de cinco o seis animales que fueron infectados
por via intraperitoneal con diferente numero de tripomastigotes metaciclicos de T.
cruzi de acuerdo al siguiente esquema.

Grupo 0. Sin infeccion (grupo control)

Grupo 1. Infeccion con 25 000 tripomastigotes sanguineos

Grupo 2. Infeccion con 50 000 tripomastigotes sanguineos

Grupo 3. Infeccion con 100 000 tripomastigotes sanguineos
Cada tercer dia a partir de la inoculacion y por un periodo de 90 dias, o
hasta su muerte, los animales infectados y control fueron sangrados con

alrededor de 100 pl por la vena caudal. La muestra sanguinea fue depositada en
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un microtubo conteniendo 10 pl de citrato de sodio al 3.8 % en PBS pH 7.2.

Curva de parasitemia en sangre.

Se realizé mediante el examen en fresco de 20 ul de sangre para la busqueda de
tripomastigotes sanguineos utilizando un hemocitometro para su contabilizacion
de acuerdo a lo descrito previamente. Lo anterior permitié relacionar la carga

parasitaria de los animales con el nimero de parasitos inoculados.

Todos los conteos se realizaron por duplicado y se obtuvo la media y
desviacion estandar de cada grupo.

5.5 Determinacién de niveles de inmunoglobulinas en los ratones

Balb/c infectados

Obtencion de plasma de los animales infectados

A partir de los 100 pl de la sangre obtenida de los animales infectados como se
anotd anteriormente, se utilizd6 20 pl para el conteo de tripomastigotes
sanguineos y los 80 pl restantes fueron centrifugados a 3 000 rpm por 10 min. y

el plasma almacenado a -80 °C hasta su uso.
Obtencién de antigenos solubles de T. cruzi.

Cultivos saludables de epimastigotes de T. cruzi fueron centrifugados a 10,000
rpm/ 20 minutos, retirando el sobrenadante. Las “pastillas” unidas de parasitos,
fueron lavadas por dos ocasiones con 3 mL de solucién amortiguadora de fosfatos
pH 7.2 (PBS) y centrifugadas a 10 000 rpm/ 10 minutos a fin de retirar cualquier
componente del medio de cultivo. La pastilla final de parasitos se resuspendié en 3
mL de buffer de carbonato-bicarbonato y finalmente se sometié a diez ciclos de
congelamiento- descongelamiento rapido, utilizando nitrégeno liquido y agua en
ebullicién (de —196 °C a 90°C) a fin de lisar los microorganismos y solubilizar las

proteinas.

Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA).

La prueba serolégica denominada ELISA es una técnica en la cual un antigeno

inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de
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generar un producto detectable como cambio de color. Se utiliza ampliamente
tanto en la clinica como en la investigacion debido a su rapidez, sensibilidad,
especificidad y puede leerse en un espectro, lo que permite ser cuantificable
(Voller, 1978).

En este trabajo se utilizd el ensayo indirecto y un sistema de deteccion de
dos anticuerpos: uno primario contra el antigeno (anticuerpos presentes en el
plasma de los animales infectados) y uno secundario contra el primario
(Inmunoglobulinas de conejo con actividad anti raton unidos a peroxidasa de
rabano). La deteccidn tiene mayor sensibilidad por presentar una amplificacion de
la sefial debida a la unién de dos o mas anticuerpos secundarios por cada
primario; se utilizé la o-fenilendiamida y peroxido de hidrégeno como sistema
indicador. La preparaciéon de las soluciones se describen en el anexo 2 y el
procedimiento se realiz6 de la siguiente manera.

Los pozos de una placa para ELISA de 96 pocillos se cubrieron con 100 pl
del antigeno a concentracién de 10 ug/mL en buffer de carbonatos pH 9.6 y se
incubo toda la noche a 4 °C. Se descarto la solucion y se lavé los pocillos por tres
ocasiones con 200 pl de una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS pH 7.2)
conteniendo 0.05 % Tween 20 (PBS/T).

Se bloquearon los sitios libres de los pocillos agregando 100 pl de una
solucion de leche en polvo descremada al 1% en PBS/T y se incubd por una hora
a 37 °C. Se retir6 la solucién bloqueadora y a cada pocillo se le agregd 100 pl de
los sueros de raton diluidos en 1/25 en PBS/T (primer anticuerpo) incubandose
durante toda la noche a 4°C. Se descart6 la dilucién de los sueros y se lavaron los
pocillos por tres ocasiones con 200 ul de la solucion de PBS/T en las condiciones
descritas anteriormente.

Se agreg6é a cada pocillo 100 pl del segundo anticuerpo (conejo con
actividad anti ratéon IgG + A + M) acoplado a la enzima peroxidasa de rabano;
(Zymed - 61-6420), diluido 1/500 con PBS/T y se incubd toda la noche a 4°C. Se
descarto el segundo anticuerpo, lavando por tres ocasiones los pocillos con la

solucién de PBS/T en las condiciones descritas anteriormente.
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Se disolvio inmediatamente antes de su uso 40 mg de o-fenilendiamina
(Sigma P-9029) en 100 mL de la solucion de revelado pH 5.0 (Solucion
amortiguadora de citrato-fosfato) y se agreg6 100 pl de perdxido de hidrégeno al
30 %. De la solucién anterior, se agregé 100 pyl a cada pocillo y se incubo a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 20 minutos. La reaccion se detuvo
agregando 50 ul a cada pocillo de HCI 2.5 M. Las placas se leyeron en un lector
de micro placas (Bio Rad model 680) a 490 nm.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado y se obtuvieron medias y
desviacion estandar de las muestras. Los valores medios de los grupos control y
experimentales se compararon mediante el andlisis estadistico ANOVA vy la

prueba a posteriori de bonferroni.

5.6 Determinacion de las proteinas del extracto soluble de T. cruzi
en geles de poliacrilamida (SDS- PAGE)

La electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) se lleva a cabo cuando las proteinas de la muestra
se solubilizan en presencia del detergente aniénico SDS. Como media, se une una
molécula de SDS por cada dos residuos de aminoacidos por lo que la carga nativa
original de la molécula esta completamente enmascarada por la carga negativa del
SDS. Debido a que la cantidad de SDS que se une a las proteinas es
practicamente proporcional a su tamafio, los complejos SDS-proteinas presentan
un valor carga/masa constante y por lo tanto se separan de acuerdo a su tamafno
cuando migran desde el catodo al anodo a una velocidad relacionada con su peso
molecular. Ademas del SDS, se emplean otros agentes desnaturalizantes como
son un agente reductor, generalmente el 2-mercaptoetanol que reduce los puentes
disulfuro (Cys-S-S-Cys) a grupos tioles (Cys-SH). Para asegurar la disociacion de
las proteinas en sus subunidades y la pérdida de la estructura secundaria de las
proteinas se suele calentar la muestra antes de ser cargada en el gel.

En este trabajo la electroforesis se llevo acabo de acuerdo el sistema

discontinuo de Laemmli (1970). El gel separador se preparé al 10% de acrilamida/
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biacrilamida y el gel concentrados al 5%; La solucién de corrimiento electroforético
fue Tris-HCI 0.025 M, Glicina 0.192 M, SDS 0.1%, pH 8.3 en los compartimentos
del &nodo y catodo. El corrimiento electroforético se realizé con el sistema de Mini-
Protean Il (Bio Rad) y de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
preparacion de las soluciones y ensamblado de los geles se describe en el anexo
3.

Se coloc6 50 pl de las proteinas solubilizadas de epimastigotes (obtenidas
de acuerdo al procedimiento que se describe abajo) en uno de los pocillos del gel
concentrador de acrilamida, y en otro 6 pl de marcador de peso molecular con un
rango de 120 a 20 kDa (Thermo scientific); la corriente eléctrica se ajusté a 80
volts hasta que la muestra llegd gel separador y posteriormente se aumentd a 100
volts por una hora o hasta que el frente electroforético llego al borde del gel.

Una vez terminada la electroforesis, el gel se colocé en un recipiente para la
tincion de las proteinas con Coomasie Azul Brillante (Coomassie® R-250 0,1 %,
metanol 20 %, acido acético 10 %), durante una hora a 60°C. Posteriormente se
retird la solucion tefiidora y se agrego solucion decolorante (metanol 20 %, acido
acético 10 %) en agitacion constante hasta la visualizacion de las bandas de
proteinas sobre un fondo transparente.

Preparacion de las proteinas solubles de epimastigotes para los geles de

acrilamida

En un tubo falcon estéril se depositdé 6 mL de un subcultivo de epimastigotes de T.
cruzi y se centrifug6é a 12, 000 r.p.m. / 20 min. La pastilla de parasitos se lavo en
dos ocasiones con cinco mL de PBS pH 7.2 centrifugando a 10 000 r.p.m. /10 min.
La pastilla final se resuspendid en un mL de PBS y se transfiri6 a un tubo
eppendorf estéril. Los parasitos se sometieron a cinco ciclos de congelamiento—
descongelamiento (cinco minutos a -80° C. y un minuto a 95° C) a fin de lisar los
parasitos. La muestra se almacen6 a -80° C. en alicuotas de 100 ul en tubos
estériles hasta su uso. A una muestra de 100 pl de parasitos lisados, se agrego

100 ul de buffer de carga para electroforesis conteniendo 3-Marcaptoetanol a fin
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utilizar condiciones reductoras en las proteinas. El tubo se colocé en bafio maria
en ebullicion durante cinco minutos, se agité en vortex y se centrifugé a 3000 rpm/

5 min.
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VI. RESULTADOS

6.1. Transformacion y curva de crecimiento de epimastigotes in

vitro de Trypanosoma cruzi

Con el fin de analizar si el nimero de tripomastigotes sanguineos favorece la
epimastigogénesis en el medio de cultivo LIT,
se realizaron diferentes cultivos que fueron
inoculados con un nudmero variable de
parasitos sanguineos y seguidos durante 70
dias. La transformacién y proliferaciéon de los
epimastigotes (figura 6) in vitro mostr6 un
comportamiento variable que a continuacion se

describe.

Figura 6. Cepa IDIM/Mx/16/Mezcales
de Trypanosoma cruzi en estadio
epimastigote cultivado in vitro.

A. Inéculo con 806 250 tripomastigotes sanguineos/ mL en el medio LIT

Bajo estas condiciones la transformacion de tripomastigotes a epimastigotes inicié
entre los dias 15 al 17 post inoculacion. El conteo inicial de epimastigotes fue de
aproximadamente 3 500 parasitos/mL y posteriormente se observé un crecimiento
exponencial hasta el dia 38, con el maximo de crecimiento en el dia 45 post-
inoculacién. El descenso de epimastigotes maoviles en el cultivo se observé a partir
del dia 45 hasta el 69: sin embargo un aumento parece iniciarse a partir del dia 73

(figura 7).
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Figura 7. Curva de crecimiento del cultivo A de epimastigotes, en medio
de cultivo LIT completo.

B. In6culo con 596 428 tripomastigotes sanguineos/ mL

El cultivo con el menor nimero de parasitos en el in6culo (o mayor volumen de
medio LIT por nUmero de parasitos), también inicio la epimastigogénesis a partir
del dia 17 con 15 000 parasitos /mL y a pesar de que en el dia 52 se encontré un
descenso de epimastigotes, la poblacion se recuperé rapidamente hasta alcanzar
la cifra de crecimiento maximo en los dias 55 y 66 con una cantidad aproximada

de 29x10°de epimastigotes/mL.

Al final de las observaciones se registr6 un descenso importante de

epimastigotes en el cultivo entre los dias 66 al 70.
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El nimero de tripomastigotes sanguineos inoculados sobre la mayor
cantidad de epimastigotes detectados (dia 66) fue 46 veces superior al cultivo A

(Inéculo con 806 250 tripomastigotes sanguineos/ mL) (figura 8).
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Figura 8. Curva de crecimiento del cultivo B de epimastigotes, en medio
de cultivo LIT completo.

C. In6culo de 2 922 500 tripomastigotes sanguineos/ mL
Este cultivo se inocul6 con el mayor nimero de tripomastigotes sanguineos (o
menor volumen de medio LIT por nUmero de parasitos) y bajo estas condiciones la
epimastigogénesis inicié en el dia 17, y el nimero mas elevado fue de 46x10% mL
gue se observd en el dia 62. A pesar de algunas fluctuaciones, se registré una
tendencia al aumento de parasitos hasta el dia 66, para posterior tener una caida

importante al final de las observaciones.
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El ndmero de tripomastigotes inoculados sobre la mayor cantidad de
epimastigotes detectados (dia 66), fue de 15.7 veces mayor (figura 9).
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Figura 9. Curva de crecimiento del cultivo C de epimastigotes, en medio
de cultivo LIT completo.

6.2. Desarrollo de lainfeccion por tripomastigotes sanguineos y la

respuesta inmune humoral en ratones infectados

El andlisis de la curva de parasitemia de los tripomastigotes sanguineos en
ratones Balb/c de la cepa IDIM/Mx/16/Mezcales asi como los niveles de
inmunoglobulinas detectadas por el Inmunoensayo de ELISA fue observado
durante un periodo de 63 dias a partir de la infeccion de los animales. Las

muestras se obtuvieron cada tercer y cuarto dia desde el inicio de la infeccion.
Grupo control

Los sueros del grupo control (sin infeccidon) ante el antigeno de T. cruzi permitié

conocer la especificidad de la prueba de ELISA y servir como referencia de un
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valor negativo para los sueros de los animales experimentales. Los sueros del

grupo control fueron obtenidos simultaneamente a los animales experimentales.

El valor mas alto (en D.O. del suero de los ratones control fue de 0.3418
(figura 10) en el dia 18. Con base en estos resultados se determiné que las
densidades Opticas (D.O.) menores o iguales a 0.35 pueden ser considerados

como negativos ante la presencia de proteinas de T. cruzi.

Grupo control
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Figura 10. Densidad optica (D.O.) de los sueros del grupo control.

Grupo uno. Animales inoculados con 25 000 tripomastigotes sanguineos de

T. cruzi.

En este grupo, los tripomastigotes sanguineos fueron detectados a partir del dia
14 post inoculacion (750 paréasitos/mL), y se multiplicaron rapidamente en los
animales; El punto de mayor parasitemia se registré en el dia 29 post-inoculacién

con una cantidad aproximada de 9.1x10° de parasitos/mL.

A partir de ésa fecha se encontré6 un descenso rapido, llegando a su
desaparicion. Cabe mencionar que la muerte paulatina de los animales inicié a

partir del dia 32 y solo uno de ellos sobrevivié al dia 53. Sin embargo todos los
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animales a partir del pico de parasitemia hasta su deceso no registraron la
presencia de parésitos sanguineos.

Los niveles de inmunoglobulina especificas (D.O. mayores a 0.35) pudieron
detectarse a partir de dia 18 coincidiendo con el alza del nimeros de parasitos. El
aumento de las inmunoglobulinas presentd dos elevaciones definidas; el primero y
menor entre los dias 18 al 29 con su punto mas alto en el dia 25.
Interesantemente éste primer aumento de inmunoglobulinas corresponde al pico
de parasitemia de tripomastigotes sanguineos. A la caida de los parasitos en
sangre, los niveles de inmunoglobulinas se elevan considerablemente con su pico
siete dias posteriores a la negativizacion en sangre de los parasitos y
constituyendo la segunda y mayor elevaciéon con una densidad Optica de 1.29 y al

inicio de la muerte de los animales (figura 11).
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Figura 11. Parasitemia en sangre y niveles de inmunoglobulinas en los animales
infectados 25 000 tripomastigotes.

Grupo dos. Animales inoculados con 50 000 tripomastigotes sanguineos de

T. cruzi.
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En este grupo los tripomastigotes sanguineos se detectaron a partir del dia 11 (41
667 parasitos /mL) hasta el dia 35 (41 667 parasitos /mL) post-inoculacién. El
desarrollo de la infeccidbn muestra que el punto de mayor parasitemia se localizé
en el dia 21 con 1.3x10° parasitos /mL para posteriormente iniciar su reduccién en
el dia 25 (583 333 parasitos /mL). Finalmente la negativizacion de parasitos
sanguineos en los animales inoculados fue a partir del dia 39. El deceso de los
animales inicié en el dia 49 y el dltimo ratdn vivio hasta el dia 63 post-inoculacion,

siendo el grupo con mayor sobrevivencia.

Los niveles de anticuerpos especificos anti T. cruzi (mayor a 0.35 D.O) se
detectaron a partir del dia 25 elevandose gradualmente y aunque se detecté una
pequefia reduccidn entre los dias 42 a 49 (0,68 a 0.57 D.O. respectivamente), el
alza se reemprendi6 hasta su punto maximo en el dia 63 (1.163 D.O.) que fue
alcanzado 20 dias después del pico de parasitemia y 14 dias del inicio del deceso

de los animales infectados (figura 12).
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Figura 12. Parasitemia en sangre y niveles de inmunoglobulinas en los animales
infectados 50 000 tripomastigotes.
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Grupo tres. Animales inoculado con 100 000 tripomastigotes sanguineos de

T. cruzi

En este grupo los tripomastigotes sanguineos se observaron a partir del dia 11
(200 000 parésitos /mL) y se prolongé hasta el dia 32 (finalizando con 250 000
parasitos /mL) post-inoculacion. El desarrollo de la infeccion muestra que a partir
de la deteccion de los tripanosomas, su numero se incrementé rapidamente hasta
el dia 18 con un pico de parasitemia con 2.6x10° parasitos /mL para
posteriormente iniciar su reduccion. Este grupo fue el de menor sobrevivencia,
iniciando el primer deceso en el dia 21 y el Ultimo ratén hasta el dia 46 post-
inoculacion: es decir siete dias menos que los ratones del grupo uno y 14 dias

menos que los ratones del grupo dos.

Los niveles de anticuerpos especificos anti T. cruzi (mayor a 0.35 D.O) se
detectaron a partir del dia 14 y con fluctuaciones importantes hasta el dia 29
posiblemente dadas por las desviaciones estandar altas que se encontraron en la
prueba de ELISA. Su punto méximo se alcanzé en el dia 39 (0.713 D.O),
considerado el de menor nivel de anticuerpos detectado en relacion a los grupos

dos y tres y alcanzado 21 dias después del pico de parasitemia.
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Figura 14. Parasitemia en sangre y niveles de inmunoglobulinas en los animales
infectados 100 000 tripomastigotes.
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Comparando el tiempo en que se detectd el nimero maximo de parasitos
en sangre y la magnitud de la parasitemia en los animales infectados, se puede
observar que aunque en todos los casos la parasitemia inicia a los 11 dias post-
inoculacion, posteriormente no existe una relacion clara durante el desarrollo de la

parasitemia (figura 14).

Asi, el grupo tres inoculado con un mayor niumero de parasitos, presentd
mas temprano su punto de parasitemia (dia 18) e inversamente, la mas tardia,
correspondio al grupo uno con el menor nimero de pardsitos inoculados (dia 28).
Cabe resaltar que a pesar de que los animales del grupo uno, presentaron
aproximadamente 2.5 veces mas la cantidad de tripomastigotes sanguineos que
los otros dos grupos, también fue el primero en donde se observé la negatividad

en sangre (el dia 32).
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Figura 14. Curva de parasitemia de Trypanosoma cruzi cepa
IDIM/Mx/16/Mezcales en ratones inoculados con diferentes
concentraciones de parasitos tripomastigotes.
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Al comparar la respuesta humoral que Trypanosoma cruzi provoco en los ratones
de los diferentes grupos se puede notar que a pesar de las difencias en los valores
de la densidad 6ptica (D.O.) entre los grupos uno y tres su comportamiento fue
similar con los mayores niveles detectados en el dia 39 y declinando
drasticamente a partir de ese punto. El grupo dos, presento los niveles de
anticuerpos mas altos en los ultimos dias, que correspondieron a los animales

sobrevivientes de ese grupo y que se describe abajo (figura 15).
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Figura 15. Respuesta inmune de Trypanosoma cruzi cepa
IDIM/Mx/16/Mezcales en ratones inoculados con diferentes
concentraciones de parasitos tripomastigotes.
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6.3 Sobrevivencia de los animales a la infecciébn de nuUmero
diferente de tripanosomas de T. cruzi

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoria de los animales infectados con
tripomastigotes sanguineos de T. cruzi, murieron a diferentes dias post inoculacion
grafica (figura 16). En el grupo uno inoculado con 25 000 tripomastigotes
sanguineos de T. cruzi, todos animales murieron, aunque el deceso de ellos inicio
en el dia 32 y correspondio al dia en que todos los animales fueron negativos a las
formas de tripomastigotes sanguineos y elevacién de los anticuerpos anti T. cruzi.

El grupo dos (seis ratones) infectado con 50 000 tripomastigotes
sanguineos presento la mayor sobrevivencia; uno de ellos continuo vivo hasta el
final del periodo de observaciéon. El deceso de los animales inici6 hasta el dia 49
cuando ya no existen parasitos en sangre y los niveles de inmunoglobulinas estan
en franco aumento. El grupo méas afectado fue el grupo tres, inoculado con el
mayor namero de pardasitos (100 000), ademas presentdé mas temprano el pico de
parasitemia y el menor titulo de anticuerpos. Los decesos iniciaron en el dia 21
cuando el nimero de parasitos estaba bajando y los niveles de anticuerpos se

comenzaban a desarrollar. Todos los animales murieron.
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Figura 16. Sobrevivencia de los grupos de animales infectados con diferente
namero de tripanosomas sanguineos de T. cruzi.
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6.4 Andlisis de las proteinas del extracto soluble de epimastigotes
de T. cruzi

La electroforesis en geles de 10% de acrilamida (SDS-PAGE) del homogeneizado
de epimastigotes del aislado IDIM/Mx/16/Mezcales de T. cruzi, utilizado como
antigeno soluble en la prueba de ELISA, reveldé en SDS-PAGE aproximadamente
ocho bandas de proteinas, con diferentes intensidades ubicadas entre los P.M. de
160 a 20 kDa (figura 17). Cuando se comparé este perfil proteico con el obtenido
de la cepa “Y” proveniente de Brasil, se encontro que solo tres de ellas con pesos
moleculares de 80, una entre 60 y 50 y una entre 20 y 30 kDa parecen ser
coincidentes. Si bien ambos geles fueron corridos bajo las mismas condiciones,
frecuentemente existen pequefas diferencias debido a que el frente electroforético

en los mismos geles puede variar.
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Figura 17. SDS-PAGE de homogeneizados de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. (A y B) pesos
moleculares, (C) perfil de proteinas de la cepa IDIM/Mx/16/Mezcales; (D) perfil de proteinas de la

cepa “Y”.
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VII. DISCUSION

7.1 Transformacién y curva de crecimiento de epimastigotes in vitro de
Trypanosoma cruzi

El protozoario parasito Trypanosoma cruzi presenta una gran variedad de cepas y
clonas, distribuidas en regiones de casi todo el mundo, dando como resultado que
cada una pueda presentar caracteristicas biologicas, bioquimicas y una
heterogeneidad genética; inclusive las cepas que se encuentran distribuidas en un
mismo pais pueden ser distintas respecto a esas caracteristicas. En México, se ha
observado variaciones importantes como virulencia, metaciclogénesis,
zimodemos, esquizodemos Yy perfiles antigénicos (Gonzalez-Cappa et al., 1999;
Espinoza et al., 2009; Monteon et al., 2009).

Durante la metaciclogénesis, T. cruzi pasa por varias fases de
transformacién de acuerdo al ambiente en el que se encuentre; una de estas fases
es la epimastigogénesis que consiste en la transformacién del estadio
tripomastigote sanguicola a epimastigote, de acuerdo con De Lima et al., (2007)
es un proceso fundamental e importante en el mantenimiento de Trypanosoma
cruzi en la naturaleza. De manera in vitro se presenta a través de un hemocultivo y
la velocidad de transformacién va a depender del medio de cultivo que se utilice, la
densidad parasitaria del inéculo, el alto o bajo tenor de oxigeno, temperatura y las
condiciones metabdlicas del medio (Torres et al., 1988; Contreras et al., 2006; De
Lima et al.,, 2007; Montedn et al., 2009). De acuerdo con Lima et al., (2007) y
Graterol et al., (2013) durante la metaciclogénesis la temperatura es un factor muy
importante ya que este determinara la progresion del estadio amastigote hacia

tripomastigote o hacia epimastigote.

En este trabajo la epimastigogénesis in vitro del aislado
IDIM/Mx/16/Mezcales de T. cruzi se realiz6 en medio de cultivo LIT con 10% de
suero fetal bovino descomplementado y se llevo a cabo bajo condiciones de una

oxigenacién baja (cultivo vertical) y con temperatura de 28° centigrados. Bajo
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estas condiciones, las formas de epimastigotes se observaron a partir del dia 15-
17 post-inoculacién en todos los cultivos, sin embargo su rendimiento (cociente
entre el numero de parasitos por mL en el dia de mayor densidad de
epimastigotes / No de parasitos inoculados por mL) varié considerablemente entre
cada cultivo, desde 1.8 (in6culo de 806 250 tripomastigotes sanguineos/ mL en el
cultivo B) a 48 (indculo con 596 428 tripomastigotes sanguineos/ mL).

En el estudio de la cepa venezolana MHOM/Ve/1967/EPm6, Graterol et al.,
(2013) reporta que, los tripomastigotes sanguineos transferidos a medios de
cultivos se transforman inicialmente en formas redondeadas equivalentes al
estadio amastigote y la velocidad de transformacion hacia epimastigotes depende
de la caida de temperatura ademas de otros factores como la tension de oxigeno
disuelto el cual es influenciado por la altura en los medios en el cultivo; los
autores sefialan que a partir del dia dos encontraron un incremento de
amastigotes en tanto que el incremento de epimastigotes fue irregular (4,8 y 3,6

veces).

En comparacién con cultivos de otras cepas mexicanas provenientes de
Nayarit, Oaxaca, Veracruz, Campeche y Guerrero analizados por Monteén et al.,
(2009), las cuales se iniciaron con un in6culo de 1 millon de epimastigotes /mL, en
medio de cultivo LIT, la epimastigogénesis se presentd en todas ellas de 10-12
dias post-inoculacion. De todas las cepas analizadas, solo una cepa (Veracruz)
alcanzé un maximo de 38 millones de estos parasitos/mL y la mas baja fue de

12x10° parésitos/mL que correspondié al aislado proveniente de Campeche.

En nuestro estudio, el cultivo de la cepa IDIM/Mx/16/Mezcales inoculado
con 596 428 tripomastigotes /mL (figura 8) (un poco mas de la mitad del utilizado
para la cepa veracruzana) (un millén/ mL), alcanzé la cantidad de 29x10° de
parasitos/mL, pero superando 48 veces su cantidad inicial de parasitos, sin
embargo en el tercer cultivo (C, figura 9) se inicié con casi tres millones de
parasitos/mL el maximo alcanzado fue de 46 millones, superando por ocho

millones de parasitos a la cepa proveniente de Veracruz.

54



De esta manera, nuestros datos coinciden en el periodo de inicio de la
epimastigogénesis in vitro y la variacion en el rendimiento pudo influir tanto la
concentracion de parasitos como de algunos otros factores del medio (como el
oxigeno disuelto), dado que no todos los cultivos tuvieron el mismo volumen y esto
en cultivos verticales puede ser critico. Lo anterior abre una serie de interrogantes
que deben ser consideradas, tales como si la velocidad de la epimastigogénesis
estd determinada por la constitucion genética del aislado o por la riqueza

nutricional del medio de diferenciacion o por ambos.

7.2 Desarrollo de la infeccion por tripomastigotes sanguineos y la

respuesta inmune humoral en ratones infectados

El parasito T. cruzi presenta un patrén de formas clinicas y/o patologias diferentes,
probablemente debido a la constitucidn genética del parasito y del hospedero
(Gonzalez-Cappa et al., 1999; Tibayrenc, 2003; Magalhaes, 2022).

Trabajando con modelos murinos, Zdfiiga et al.,, (1997) asociaron la
composicion de los antigenos expresados en el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) con la resistencia o susceptibilidad a la infeccién con T.
cruzi, de esta manera la cepa HTI present6 100 % de supervivencia en tanto que
las cepas A/Sn y AKR presentaron una alta susceptibilidad con un 100 % de
mortalidad entre los dias 34 y 54 post-infeccion. Los ratones Balb/c han sido

considerados como susceptibles a la infeccién.

El estudio con ratones Balb/c de Rodriguez et al., (2000) asocia los niveles
de parasitemia maxima en sangre con el tamafo del in6culo, y los machos
comparados con las hembras presentan un nimero de parasitos mas elevados.
Por otro lado, el periodo de mortalidad se incrementa con la edad, siendo mas
corto en los animales de cuatro semanas de edad (16-23) que en los de 12

semanas (31-38) y no evidencian la influencia del sexo.

De acuerdo con Palma et al., (2021) la cepa IDIM/Mx/16/Mezcales,

pertenece al linage Tcl. Los ratones inoculados con 1x10° exhibieron diferencias
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importantes en relacion al sexo dado que los machos exhibieron una parasitemia
mas alta que las hembras y desarrollaron leucopenia y niveles mas bajos de

anticuerpos anti-T. cruzi en comparacién con ratones hembra.

Dado que en este trabajo se utilizé la misma cepa reportada por Palma et al
(2021), se procur6 gue los animales tuvieran semejanza en edad, sexo, peso y
condiciones ambientales. El grupo tres, inoculado con el mayor numero de
parasitos, los primeros decesos iniciaron mucho antes (dia 21) comparado con el
grupo uno (con menor indculo de parésitos) y corresponde a lo mencionado por
Rodriguez et al., (2000); sin embargo en el grupo dos los decesos iniciaron hasta
el dia 46 y un animal sobrevivio hasta el final de las observaciones. Es posible que
en este grupo y de manera azarosa se localizaran animales con una mayor
resistencia genética dado que por el nimero de animales estudiados no todos

corresponden a una camada Unica.

En cinco aislados provenientes de diferentes regiones geograficas de
México y analizada la parasitemia en ratones Balb/c infectados con 5x10° formas
metaciclicos por via intraperitoneal, Monteén et al., (2009) mostraron que
independientemente del aislado, la presencia de tripomastigotes circulantes en
sangre periférica de los ratones se manifesté a partir del dia 10 post-inoculacion.
El aislado de Campeche presentd el pico maximo de parasitemia mas elevado (6
x10° paréasitos/mL), hacia el dia 22 post inoculacion. Los aislados provenientes de
los estados de Oaxaca, Guerrero y Nayarit alcanzaron su pico maximo el dia 18,

aunqgue el procedente de Nayarit presentd la menor parasitemia.

En este trabajo, utilizando las formas metaciclicos de la cepa
IDIM/Mx/16/Mezcales, la presencia de formas sanguineas de T. cruzi se manifestod
en todos los grupos de animales a los 11 dias post-inoculacion lo que esta de
acuerdo con lo reportado por Monteén et al., (2009). Aunque los resultados
estadisticos indican que no existe alguna significancia estadistica, el pico maximo
de parasitemia se presentd6 mas temprano en el grupo inoculado con mayor

namero de parasitos (dia 18) e inversamente, la mas tardia, correspondio al grupo
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con menor nimero de pardasitos inoculados (dia 28). En este sentido los resultados
son semejantes a los encontrados por Rodriguez et al., (2000) con asociacion

entre los niveles de parasitemia maxima en sangre con el tamafio del indculo

La variabilidad morfologica, antigénica y espacial combinada con
estrategias de evasion activa de T. cruzi, presenta un gran desafio para el sistema
inmunologico de los mamiferos, sin embargo, en la mayoria de las infecciones
cronicas existe un equilibrio estable de replicacion y supresion del parasito a
través de una combinacion de anticuerpos sostenidos y respuestas celulares tipo
TH1 lo que llevaria a lo prolongado del tiempo en el que puede aparecer el

compromiso tisular y en los asintomaticos, el cual puede ser de afios o décadas.

Se considera que en la fase aguda de la enfermedad de Chagas existe una
relacion estrecha entre la parasitemia, anticuerpos y la gravedad de la enfermedad
y que por el contrario en la fase cronica no existe ninguna relacién entre la
parasitemia, el titulo de anticuerpos de IgG y la severidad de los cuadros clinicos.
Sin embargo se sabe que los titulos de las diferentes subclases de IgG podrian
estar elevados en relacién con las patologias desarrolladas (Hernandez-Becerril et
al., 2001).

La infeccion aguda suele alcanzar su punto maximo, en términos de nimero
total de parasitos y extension de la diseminacion tisular, entre dos a tres semanas
después de la infeccion. Durante las semanas siguientes, la carga de parasitos se
reduce en varios 6rdenes de magnitud gracias a una respuesta inmunitaria

adaptativa vigorosa, aunque en ultima instancia poco eficaz.

En nuestros resultados los titulos de anticuerpos fueron detectados a partir
del dia 18 post-inoculacion y de manera general la respuesta inmune de los
grupos uno y tres fue similar en su desarrollo, aunque cuantitativamente diferente
dado que ambos grupos alcanzaron el punto maximo de inmunoglobulinas en el
dia 39 post-infeccion y teniendo un declive en el dia 42 post-infeccién.
Interesantemente en todos los grupos cuando los niveles de inmunoglobulinas son

ascendentes, la parasitemia en sangre disminuye drasticamente, hasta
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desaparecer e iniciar el periodo de decesos. Los ratones del grupo dos alcanzaron
el pico maximo hasta el dia 63, ademas fue el grupo con un nivel de sobrevivencia
alto, llegando hasta el dia 46 con todos los ratones vivos y con tres individuos
hasta el dia 60, mientras que, en el grupo tres el ultimo ratén vivié hasta el dia 46.
Asi podemos considerar que lo establecido por Gonzalez-Cappa et al., (1999)
sobre que algunas cepas de T. cruzi pudieran evadir la respuesta inmune humoral
y que esta aunque vigorosa es ineficiente para controlar la infeccion. Ademas se
conoce que el parasito presenta un arsenal de estrategias para minar tanto la
inmunidad innata como la adaptativa, dado que de acuerdo con Flavia (2015)
interfiere con la funcién tanto de la respuesta inmune innata como en la

adaptativa.

7.3 Analisis de las proteinas del extracto soluble de epimastigotes
de T. cruzi

Durante la infeccién en los hospederos mamiferos, se observan dos formas del

pardsito: tripomastigotes y amastigotes

Marcador Marcador
de P.M. A (lj<el)PaM'__ B por lo que en el curso de la
260 ' diferenciacion del parasito, cada
ig - estadio expresa un patrén de proteinas
lgg = 160 especificas de fase, las cuales son
110 responsables de sus caracteristicas
830 = Zg morfolégicas, bioquimicas y biolégicas;
37 - los requisitos e influencias sobre cada
50 etapa morfolégica se reflejan en las
25 - 2 propiedades de la  membrana
15 - ) superficial de las células.
10 = 2 i La electroforesis en geles de

Figura 17. SDS-PAGE: A) cepas 10% de acrilamida (SDS-PAGE) del

oaxaquefias de T. cruzi, tomado de  gnijgeno soluble de epimastigotes del
(Martinez Cuevas 2018) comparada con
B) cepa IDIM/Mx/16/Mezcales, cada una

con sus respectivos marcadores de pesos

aislado de T. cruzi

moleculares.
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IDIM/Mx/16/Mezcales utilizado en la prueba de ELISA, revelé aproximadamente
siete bandas de proteinas con diferente intensidad ubicadas entre los P.M. de 160
a 20 kDa. Burguete-Gutiérrez (2014) reporté un total de 34 bandas o cadenas
polipeptidicas con pesos moleculares entre 13.18 a > 200 kDa para un
homogeneizado de la cepa “Y”, aunque en otro estudio Garcia-Escalante et al.,
(1996), solo documentdé 22 bandas para la misma cepa, lo que indica que los

procesos de extraccion pueden dar resultados variables.

Cuando se comparo el perfil proteico de la cepa IDIM/Mx/16/Mezcales con
el obtenido de la cepa “Y”, se encontré que tres de ellas con pesos moleculares de
80, una banda entre 60 y 50 y otra banda ente 30 y 20 kDa parecen ser
coincidente. La proteina de 80 KDa fue reportada por Nogueira et al., (1982) como
uno de los dos principales antigenos de la membrana de T. cruzi cuya funcion es
la de adhesion e invasion celular, las bandas de 35-50 (Yoshida, 2005) y de 31 a
21 kDa (Araujo, 1986), fueron reportadas como inmunogénicas y que pudieran ser
las responsables de indicar la presencia de anticuerpos anti T. cruzi en los

ensayos de ELISA.

De acuerdo con Sanchez y colaboradores (2001), es importante hacer uso
de antigenos provenientes de cepas mexicanas de Trypanosoma cruzi para el
diagndstico de la enfermedad de Chagas en pacientes infectados en México, dado
que incluso la prueba de ELISA, considerada como uno de los ensayos con mayor
especificidad y sensibilidad fall6 al ser utilizada en combinacién con antigenos
solubles provenientes de cepas fuera de la zona de donde provienen los
pacientes. En México las cepas aisladas corresponden DTU I, en contraste con el

DTU Il que es mas comun en Argentina (Sanchez et al., 2001).

De acuerdo a lo anterior, podemos observar en la figura 15 que si bien
existen algunas concordancias en el perfil proteico, también presentan diferencias,
esto no es tan anormal debido a que la cepa “Y” es considerada Tcll, mientras que
la cepa IDIM/Mx/16/Mezcales pertenece al genotipo Tcl (Palma-Gonzalez, et al.,
2021; Magalhées et al., 2022). Martinez Cuevas (2018), revela el perfil proteico de
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algunas cepas aisladas en Oaxaca, aunque cabe resaltar que en el estudio se
realiz6 con una mezcla de extractos totales de epimastigotes, con tipificaciones I,
II'y V, sin embargo la presencia de cepas DTU | fueron las dominantes. En la
figura 18 A y B notamos que incluso entre cepas del mismo pais (México) y
pertenecientes a DTU | existe una diferencia significativa en el perfil proteico,
aunque ciertamente esto puede deberse tanto a la combinacion de cepas de
diferentes DTU’s o incluso al hecho de que las escala del peso molecular es

diferente a la que utilizamos.

Dejando a un lado las diferencias de ambos métodos, podemos destacar
la importancia de hacer pruebas inmunolégicas con antigenos provenientes de las
zonas de donde provienen las personas a diagnosticar para evitar resultados

dudosos o el subregistro de las personas infectadas.
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VIIl. CONCLUSIONES

El aislado de T cruzi puede iniciar la epimastigogénesis en un medio de
cultivo axénico y propagada in vitro para futuros estudios

La formas de epimastigotes en medio LIT se desarrolla partir del dia 15-17
aunque su rendimiento posiblemente este condicionado a la cantidad del
inoculo o al medio de transformacion.

En el modelo murino de ratones Balb/c., el pico de parasitemia en sangre
se presenta mas temprano cuando el inoculo de tripomastigotes es mayor.
La cepa IDIM/Mx/16/Mezcales de T. cruzi es capaz de despertar una
respuesta inmune humoral independientemente de la cantidad de parasitos
inoculados.

En el modelo murino utilizado, los parasitos en sangre disminuyen a medida
gue los anticuerpos se elevan, posiblemente como un mecanismo de
evasion.

La cepa IDIM/Mx/16/Mezcales de Trypanosoma cruzi puede ser
considerada agresiva capaz de producir muerte en la cepa de ratones
Balb/c.

Las inmunoglobulinas provenientes de los sueros de los ratones infectados
con tripomastigotes sanguineos son capaces de reconocer proteinas

solubles del estadio de epimastigote.
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IX. PERSPECTIVAS

Dado los resultados del trabajo se pueden visualizar a corto plazo los siguientes

estudios

e Identificar los antigenos inmunodominantes que son reconocidos entre un
modelo murino y las poblaciones humanas.

e Establecer si los antigenos obtenidos de los cultivos de epimastigotes
pueden ser utilizados en el inmunodiagndéstico en poblaciones humanas en
el area endémica de Chiapas.

e Establecer la cercania genética de este aislado con otros aislados que

circulen en el estado.
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XI. ANEXOS

Anexo 1

Preparaciéon del medio de cultivo LIT para el cultivo de Trypanosoma cruzi

Reactivos:
059 Caldo de infusion de higado
05¢g Triptosa
049 NaCl
0.8g Na;HPO,
0.04 g KCI
0.2¢g Glucosa 0-(+)-0

Procedimiento:

Se colocan todos los reactivos en un vaso de precipitado, con 70 mL de agua
destilada, con agitacién constante sin calor hasta su completa disolucién.

Ajustar el pH a 7.3 y aforar a 100 m.

e Esterilizar en autoclave, y dejar una alicuota en prueba de esterilidad al
menos dos dias.
e Conservar a 4°C hasta su uso.

Medio LIT con 10% de Suero Fetal Bovino (medio completo) para el cultivo
de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Reactivos:

27 mL Medio LIT

3mL Suero Fetal Bovino (des-complementado a 56° C
por 15 min.)

7.5 ul Hemina

12.5 pl Estreptomicina
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12.5 pl Penicilina

Procedimiento:

e Bajo condiciones de esterilidad, agregar al medio LIT estéril el siguiente
orden: el suero fetal bovino descomplementado, la hemina y los
antibidticos.

e Esterilizar por filtracibn con una membrana de 0.22ul de poro y dejar
nuevamente en prueba de esterilidad.

e Guardar a 4°C.

Anexo 2 Preparacion de soluciones para la prueba de ELISA

Solucién de recubrimiento con el antigeno (Solucién amortiguadora de carbonatos

pH 9.6)
1.59 g Na,COs
2.93 g NaHCOs3

Ajustar el pH con 1M de NaOH vy aforar en un litro de agua destilada.

Solucion de lavado (solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4) conteniendo
0.05% Tween 20 (PBS/T)

850 NacCl
1.096 g Na;HPO4.2H>0,
0.315¢g NaH,PO4.H,O
Aforar a un litro de agua destilada. Ajustar a pH 7.4. A esta solucién agregar
0.5mL Tween 20

Solucién bloqueadora (PBS/T con leche descremada 1%)
1lg Leche en polvo descremada
100 mL PBS/T
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Solucion de revelado (Solucién amortiguadora de citrato-fosfato pH5.0)

24.3 mL 0.1 M de &cido citrico
25.7 mL 0.2 M de Na;HPO,
40 mL Agua destilada.

Ajustar el pH a 5.0

Anexo 3

Reactivos y preparacion de geles de poliacrilamida para electroforesis de
proteinas (SDS PAGE).
Preparacion de soluciones:
Acrilamida/Bisalcrilamida (30% t, 2.67% c):
30.00 g Acrilamida
0.80¢g N"N’-bis-methylene-acrylamide

Disolver en 100 mL con agua destilada

Solucién Tris 0.5M pH 6.8:
6.05¢g Trizma base
0.404¢ SDS

Disolver en 100 mL con agua destilada y ajustar a pH 6.8

Solucién Tris 1.5M pH 8.8:
18.20 g Trizma base
0.40¢g SDS

Disolver en 100 mL con agua destilada y ajustar a 8.8 pH

Solucién de corrimiento (para los electrodos)

3.03¢ Tris base
14.4¢g Glicina
19 SDS
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Disolver en 1000 mL con agua destilada

Amortiguador de muestra (2x)

1.00 g SDS

2.00 mL Glicerol

2.00 mL Azul de bromofenol (0.1% en agua destilada)
1.25 mL Tris 6.8

2.00 mL 2-mercaptoetanol

Ajustar a 10 mL en agua destilada

Solucion de carga de la muestra

3.55 mL Agua desionizada o destilada
5mL Tris-HCI 1.5 M pH 6.8

2.5 mL Glicerol

2 mL SDS 20%

50 uL Marcaptoetanol

20-200 pg Azul bromofenol

Preparacion de los geles de acrilamida (SDS- PAGE)

Ensamblar en el soporte las dos placas de vidrio de acuerdo a las
instrucciones del Mini-PROTEAN Il (BioRad)

Para obtener el gel separador de 10% de acrilamida, en un tubo falcén
limpio se mezclé 1.25 mL de tris-HCI pH 8.8, 1.65 mL de acrilamida/Bis-
acrilamida (30 % T, 2.67 % T), 0.5 mL de SDS 10% y 2.1 mL de agua
destilada.

Inmediatamente antes vaciar la mezcla entre las dos placas de vidrio, se

agrega los agentes polimerizantes, 50 ul de persulfato de amonio 10 % y
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2.5 yl de TEMED, mezclando rdpidamente. El gel separador debe tener una
altura que permita posteriormente agregar el gel concentrador.

Se sobrepuso con cuidado una capa de isopropanol a fin de evitar en los
extremos del gel una la curvatura por la tension superficial.

Una vez polimerizado el gel, se retir6 el alcohol y se lavo la superficie con
agua destilada. Se sec6 con papel filtro sin tocar el gel.

Para preparar el gel concentrador de 5% de acrilamida, en un tubo falcon
limpio se mezclo 0.375 mL de tris- HCI pH 6.8, mas 0.25 mL de
acrilamida/Bis-acrilamida (30 % T, 2.67 % T), 0.04 mL SDS 10% vy 0.875
mL de agua destilada.

Se afiadi6 20 pl de persulfato de amonio 10%, mas 1 ul de TEMED.

Se mezclo rapidamente y se le agregd al molde hasta el tope, colocando
con rapidez el molde formador de pozas (peine).

Se espero6 hasta que el gel polimerizé y se retir6 el peine con cuidado.

Las placas con el gel se trasladaron a la camara de electroforesis MINI
Protean y se agreg6 el buffer de corrimiento (0.025 Tris-HCI, 0.192 M
Glycin, 0.1% SDS, pH 8.3) en los compartimentos del anodo y catodo de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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