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1.- INTRODUCCION

1.1.- Enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas (Chagas, 1909) es
una enzootia que se encuentra ampliamente distribuida en e Continente
Americano, desde & sur de los Estados Unidos hasta Argentina, incluyendo
algunos paises de las Antillas (ver figura 1). Esta parasitosis, es considerada como
un problema de salud pulblica, ya que se estima que existen cerca de 16-18

millones de personas infectadas en el continente americano (WHO, 2002).

B Chagas Fndemic Countries

Figura 1.- Digtribucién geogréfica de paises endémicos de la Tripanosomiasis
Americana en el afio 20009.
(Modificado de: http://www.dndi.org.br/Imagens/mapa_doenca_chagas.jpg).

[Consulta: 16 de Septiembre de 2009]


http://www.dndi.org.br/Imagens/mapa_doenca_chagas.jpg).

Esta parasitosis es causada por € hemoflagelado, heteroxénico Trypanosoma
cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), el cual es transmitido por insectos
hemat6fagos que acttian como vectores (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae), los
cuales vehiculan las formas infectantes 0 metaciclicos, a través de las heces,
afectando exclusivamente a mamiferos. Sin embargo se ha descubierto que
existen otras vias de infeccion, tales como: transfusion sanguinea, via
transplacentaria, y formas menos frecuentes como lo son transplantes de 6rganos,
ingestion de alimentos contaminados y accidentes de laboratorio (WHO, 1991,

Pinto Dias, 2000).

El Trypanosoma cruz infecta a mas de 100 egpecies de mamiferos entre
domésticos y silvestres de diferentes ordenes (Lambrecht, 1965; Zeledon y
Rabinovich, 1981). La enfermedad de Chagas como se define el parasitismo en el
humano, es un hecho puramente accidental; en la medida que el hombre fue
entrando en contacto con los focos naturales y provoco desequilibrios ecoldgicos,
forz6 a los tristominos infectados a ocupar viviendas humanas, que le han
brindado a vector, refugio y alimento (sangre humana y de otros animales
domésticos y sinantrépicos). De esta manera, entra el hombre a formar parte

activa de la cadena epidemioldgica (WHO, 2002).

El curso clinico de la enfermedad es variable y las manifestaciones
identificadas en los pacientes van desde casos asintométicos, casos agudos con

elevada parasitemia y miocarditis aguda causada por la invasion de las fibras



cardiacas por tripomastigotes, hasta casos crénicos graves que pueden involucrar
problemas cardiacos, gastrointestinales megacolon o megaesdfago o ambos
(Tanowitz y col., 1992; Andrade y col., 1994). La enfermedad crénica tiene
manifestaciones marcadamente diferentes dependiendo del &rea geogréfica, los
megasindromes son comunes en la region central de Brasil y en la region sur de
Suramérica, pero son raros 0 ausentes en la region norte de Suramérica y en
Centroamérica (WHO, 2002). La causa de la variabilidad en prevalencia,
severidad y patogenicidad de las distintas formas clinicas de la enfermedad de

Chagas alin no se conoce.

Esta particular digtribucion geogréfica de la enfermedad de Chagas, asi como la
variabilidad de respuesta de los pacientes al tratamiento y el comportamiento del
parasito en triatominos y mamiferos han conducido a estudiar e comportamiento
bioldgico y la estructura genética del parésito. Se han desarrollado estudios
multidisciplinarios que involucran tdpicos como hiologia, bioquimica,
inmunologiay genética que han permitido la caracterizacion de diferentes aislados
de T. cruz, demostrando que existe heterogeneidad en las sub-poblaciones que
circulan entre vectores, humanos y reservorios tanto domésticos como silvestres.
Hecho que se ha evidenciado al aidar el parasito de diversos hospederos,
observéndose una gran variacion intraespecifica en cuanto a pleomorfismo,
virulencia, capacidad de causar lesiones, susceptibilidad a agentes

quimioterapéuticos, constitucion antigénica y tropismo tisular (Brener, 1985).



Los trabajos pioneros de Miles y col. (1977) introdujeron la técnica de
electroforesis de enzimas isofuncionales, cuyo resultados mostré que a pesar de lo
variable de los perfiles electroforéticos generados por las isoenzimas, de aislados
de T. cruzi que provenian de distintas zonas rurales endémicas y de diferentes
fuentes (vector, reservorio y humano), era posible asociarlos a dos grupos. Uno
derivado de animales selvéticos y triatominos (Grupo de cepas 1) y el otro
derivado de humanos y animales domeésticos infectados (Grupos de cepas 2). Un
tercer grupo fue caracterizado posteriormente y denominado Zimodemo 3, e cual
estaba asociado también a ciclo de transmision selvético, y se encontraban
infectando armadillos, marsurpiales, tristominos y raramente humanos,
demostrando con €dlo la existencia de tres grupos filogenéticos denominados
zimodemos (Z1, Z2 y Z3), que adicionalmente se segregaban de acuerdo con las
caracteristicas ambientales y € ciclo de transmision doméstico o silvestre (Milesy

col., 1981).

Sin embargo, Lisboa y col. (2000) examinaron 118 gemplares, de primates
(Leontopithecus rosalia) capturados en la Reserva Bioldgica de Pogo das Antas,
Rio de Janeiro, Brazil de los cuales 61 resultaron positivos mediante ensayos de
Inmunoflorescencia Indirecta (IFAT). Encontrdndose la infeccidn de 15 primates
con Zimodemo 2 (atribuido originalmente a ciclos domésticos exclusivamente),
hecho que pudo haber ocurrido por la ingestion de triatominos contaminados con
el parésito ya que estos primates ademés de comer fruta también se alimentan de

insectos (Lisboay col, 2000; Diezt y col, 1997).



Estudios posteriores aumentando € nuimero de loci que codifican para
diferentes isoenzimas permitié inferir la variabilidad genotipica de estos
organismos e incluso evaluar si la mismatiene significado genético, taxonémico y
epidemiol6gico. Laincorporacion de andlisis genéticos tales como el Andlisis del
Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) del
kinetoplasto de Trypanosoma cruzi y el estudio de la huella genética
“fingerprinting” basado en la utilizacién de una secuencia de minisatélite como
sonda para hibridar fragmentos de restriccion de ADN gendémico de T. cruz.
permiti6 corroborar la ata heterogeneidad genética presente en estos parasitos
aunque no e logré dividirlos en tipos (Macedo y col., 1992; Morel, 1980). La
amplificacion de genes de “ARN ribosomal” 24Sa mediante la PCR o Reaccidn
en Cadena de la Polimerasa, empleada por Souto y Zingales (1993) indican una
heterogeneidad dimdrfica mas que heteromdrfica, 1o cua si les permitio separar el
grupo de estudio en dos poblaciones de T. cruz, que ademés proceden de areas
geogréficas diferentes. Posteriormente Souto y col. (1996), caracterizaron aislados
provenientes de humanos, vectores y animales silvestres de distintos paises
suramericanos amplificando las secuencias de la region intragénica del gen
miniexén y e “gen de rARN” (rADN) por PCR, observando una evidente
correlacion entre ambos métodos y permitié proponer la existencia de los linajes
(I y ). Asi mismo, un andlisis reciente de isoenzimas y un Andlisis de
Polimorfismos del ADN Amplificado Aleatoriamente (RAPD) sugiere que T.
cruzi puede dividirse en dos linajes filogenéticos y cada uno de ellos sigue

manteniendo una alta heterogeneidad (Tibayrenc, 1995). Sin embargo Andrade y



Magal haes (1997), proponen que si bien el andlisis de la heterogeneidad genética
ha permitido agrupar a T. cruzi en dos grupos, plantean que solo el estudio de la
relacion hospedero-parasito puede permitir clarificar la importancia de las
diferentes cepas en la determinacion de las manifestaciones clinico-patoldgicas de
la enfermedad de Chagas, por lo cual proponen la denominacion de “Biodemes’,
basados en un estudio donde correlacionaron | as caracteristicas bioldgicas con los
patrones de zymodemos y evaluaron en un modelo murino la patogenicidad y el
efecto histopatoldgico de las lesiones producidas por 139 aislados de T. cruz
provenientes de diferentes regiones de centro y Suramérica. De acuerdo con estos
resultados exigtirian tres Biodemes que estarian estrechamente correlacionados

con los Zymodemos descritos anteriormente.

Los diferentes esfuerzos en definir s Trypanosoma cruzi es una especie 0 un
clonet, es decir un set de grupos de organismos idénticos para un set de
marcadores genéticos de una especie clonal (Tibayrenc y Ayaa, 1988), y s
existen una, dos o mas sintomas correlacionados con los diferentes tipos de T.
cruz descritos, motivoé lareunion en 1999 de diversos investigadores especialistas
en el tema, lo que se denomind “El Meeting Satélite de Rio de Janeiro” donde se
acordd normalizar la clasificacién de los aislados en dos grandes grupos o lingjes:
T.cruz | (Tcl) y T. cruz Il (Tcll), y acordar que la enfermedad de Chagas no
puede ser considerada como una sola entidad, sino que a menos dos
enfermedades se corresponden con los dos linajes definidos (Momen, 1999). Asi

mismo concluyeron que no eraposible dar la categoriade Taxaa T. cruz, ya que



se habia detectado la presencia de hibridos putativos de los dos linajes principales
y a que existian evidencias de recombinacion genética (Bogliolo y col., 1996;

Carrasco y col., 1996).

A pesar del esfuerzo para unificar criterios de andlisis y nomenclaturas, la
aplicacion de técnicas novedosas ha permitido evidenciar que la rara ocurrencia de
los eventos de recombinacion e intercambio genético en T. cruz, no han sido
capaces de romper la estructura clonal de las poblaciones pero pueden haber
tenido profundos efectos en el proceso evolutivo de este parésto y en
consecuencia en su adaptacion a nuevos ambientes (vectores y hospederos). Sin
embargo, € andisis mediante secuenciacion de diversos genes ha permitido
dividir el grupo T. cruz Il en cinco sub-grupos identificados como lla, 11b, lic, 11d
y lle (Brisse y col., 2001) que forman parte de dos o tres clades filogenéticos
compuesto por llg, by llc y dos lingjes hibridos I1d y Ile que tienen haplotipos
hibridos provenientes de Tcllb y Tcll como ha sido propuesto por Machado y
Ayala (2001), mediante el andlisis de dos genes nucleares y una porcion del
maxicirculo. Los dos linges entonces denominados como Tcl y Tcll
corresponden en esta nueva nomenclaturaaTcl y Tclla, respectivamente (Brisse y
col., 2000). Los trabgjos de Di Noia y col. (2002) indican que Tcll es mas
patogénico que Tcl y en estudios aislados de T. cruzi en modelos murinos Risso y
col. (2003) encuentran que la expreson y excrecion de trans-Sialidasas

implicadas en los fendmenos de invasion y evasion del parésito es mucho mas alta



en aislados Tcll quienes ademés producen una mayor mortalidad y lesiones en el
timo que en los aislados de Tcl.

Sin embargo a pesar de que se tiene un mejor conocimiento de la estructura
genética de Trypanosoma cruz y de cual esel origen y organizacion de los grupos
filogenéticos. No ha sido posible aun establecer |a asociacion entre las patologias
y edos linges de hecho en nuestro pais a pesar de que predomina Tcl lo
encontramos tanto en e ciclo selvético como en el domiciliario, generando casos
agudos, cronicos y asintomdticos. Por elo el nuevo enfoque de la teoria
Histotrépica Clonal, que plantea la coexistencia de sub-poblaciones heterogéneas
en lo que denominados un aislado de T. cruzi puede contribuir en la explicacion
de resultados que puedan ser concluyentes, porque en nuestro pais a pesar que
predominan Tcl y Tcllay se han encontrado casos agudos
(http://www.journal s.uchicago.edu/doi/abs/10.1086/420831 - fnl#fnl;

Consultada: 30 Septiembre 2009)



2.- ANTECEDENTES

2.1.- Modelo Histotrépico Clonal

Desde la época del descubrimiento de la enfermedad de Chagas, Vianna (1911)
postul6 la distribucion diferencial de T. cruz en los tefidos y su influencia en la
patologia de la enfermedad. Sin embargo, Andrade y Magalhaes (1997) lograron
establecer que las poblaciones multiclonales que infectan a un individuo,
presentan clones con tropismos especificos para diferentes tejidos, y es ésta
distribucion la que puede o no determinar € curso clinico en cada paciente. Asi,
los clones predominantes en los aislados, pueden ser los responsables del tropismo
preferencial hacia los Organos y tejidos especificos. Macedo y col. (1998)
sugirieron que se establecen relaciones entre los clones, es decir que los menos
adaptados pueden evolucionar genéticamente mediante una complementacion
metabdlica, que generaria diversidad bioldgica y genética, traducido como
evolucion clonal. Estos conocimientos podrian conducir a entendimiento de las
diferentes de manifestaciones clinico-patoldgicas de la enfermedad de Chagas,
que son producto del balance entre los diferentes clones existentes, los cuales
presentan comportamientos bioldgicos particulares y que ademas coexisten como
una “cepd’, lo que se denomina “Modelo Histotrépico de la Enfermedad de

Chagas® (Figura 2; Camposy col., 1999, Macedo y col. 2002).
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Figura 2.- Modelo Histotropico de la Enfermedad de Chagas. (Traducido de

Macedo y col., 2002).

El desarrollo de este modelo se fundamenta en la variabilidad genética del
ADN de los minicirculos del kinetoplasto, bajo la suposicion de que e grado de
similitud de los perfiles genéticos obtenidos mediante L SSP-PCR son capaces de
reflgjar en parte la distancia genética entre ellos. La técnica de LSSP-PCR (Low-
Sringency Single Specific Primer) consiste en una modificacion de la PCR

convencional, que a partir de un amplicén previamente generado con dos primers
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y que posteriormente sirve de blanco a un cebador Unico y especifico que permite
observar e polimorfismo intraespecifico de una secuencia de nucledtidos en
perfiles electroforéticos Unicos, a partir de tejidos de organismos infectados sin la
necesidad de aidar e organismo o cultivar el parésito. Los cambios en una base
pueden alterar el patron multibandas generado por la LSSP-PCR y producir
nuevos patrones particulares y reproducibles que permiten caracterizar

genéticamente un determinado clon (Penay col, 1994).

Vago y col. (1996), caracterizaron a T. cruz directamente de muestras de tejido
de corazon por LSSP-PCR evidenciando la distancia genética entre las sub-
poblaciones del parasito por los perfiles generados en la corrida; ademas
realizaron comparaciones con el ADN de lahuella digital “fingerprinting” de otras
cepas del parasito y correlacionaron dicha heterogeneidad genética con la
diversidad clonal y, posibles intercambios genéticos generados entre los clones de

una cepa (Vago y col, 2000).

Andradey col. (1999), realizaron infecciones mixtas y por separado en ratones
experimentales con dos cepas diferentes y obtuvieron un alto grado de
polimorfismo genético tanto en los ratones infectados con ambas cepas como en
las infecciones individuales, de acuerdo con los patrones de bandas arrojados en la
LSSP-PCR y que pertenecian a diferentes 6rganos invadidos por las dos

poblaciones del parasito.
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Vago y col. (2000), utilizaron trece muestras de corazon y cuatro muestras de
esdfego de distintos pacientes con cardiopatia chagésica crénica, que a ser
analizados con LSSP-PCR arrojaron perfiles genéticos variables y digtintos para
ambos 6rganos, |0 que evidencia una vez mas que las sub-poblaciones de T. cruz
expresan un histotropismo diferencial, condicionado por la variabilidad genética
del mismo es un factor determinante en la aparicion de las diversas formas

clinicas de la enfermedad.

El uso combinado de técnicas moleculares como la LSSP-PCR y el andlisis
histopatologico de tejidos infectados nos puede sefidar la correlacion existente
entre e genotipo de una cepa, su histotropismo y el tipo de accion bioldgica que
gierce en un sistemain vivo; esto es debido a su especificidad en la identificacion
de la distribucion diferencia de digtintos clones de cepas del parasito inoculados
simultdneamente y ademas se refuerza la importancia de la determinacion
genética de los polimorfismos de T. cruzi en las patologias de la enfermedad de

Chagas (Pires 'y col., 2007).

Para evaluar la influencia genética del hospedador en relacion con la accion
del parésito y sus posibles variaciones genéticas, Andrade y col. (2002), realizaron
infecciones en distintas cepas de ratones (BALB/c, DBA-2, c57Black/6 y Swiss),
no isogénicos, con sub-poblaciones de T. cruzi (JG y Coll.7G2) caracterizadas
genéticamente como Tcll y Tcl respectivamente, observando un tropismo a los

tegjidos, similar para BALB/c y la DBA-2, mas especificamente hacia el corazdn,
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en el cua predomind la cepa JG, en tanto que los clones de Col. 1.7G2 migraron
hacia el recto y demés 6rganos. Caso contrario ocurrié con las otras dos cepas de
ratones (c57Black/6 y Swiss) donde los mismos clones presentaron un
histotropismo diferente, lo que resalta la importancia de la genética y del sstema

inmunolégico del hospedador en € desarrollo de la enfermedad de Chagas.

Caderony col. (2002) asociaron € linaje | con la aparicién de cardiopatia y el
lingje 1 con las patologias digestivas (megaesdfago y megacol6n). Sin embargo,
esta correlacion es ampliamente discutida por muchos investigadores ya que
sugieren que las formas clinicas dependen fundamentalmente de factores
genéticos del parésito, € sistema inmune del hospedador y las condiciones

geogréficas (Macedo y col., 2002).

La intensa variabilidad genética encontrada en los perfiles generados
mediante LSSP-PCR de aislados de pacientes con diferentes formas clinicas de la
enfermedad, desde asintomaticos hasta pacientes con lesiones patoldgicas,
infectados con T. cruz Il, no permitié correlacionarlos con las manifestaciones
clinicas, ni con los patrones encontrados con pacientes de las mismas regiones
geogréficas. Sin embargo, no se debe desestimar que lavariabilidad en los perfiles
del ADN del kinetoplasto son € resultado de afios de intima interaccion entre el
genoma del parasito dentro del hospedero y el sistema inmune del mismo

gerciendo una presion selectiva activa, 1o cual puede explicar la dificultad de
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asociar el polimorfismo con las manifestaciones clinicas de la enfermedad (L ages-
Silvay col., 2006).

Sin embargo, a partir del 2003 e concepto de poblaciones multiclonales es
ampliamente discutido debido a los trabajos de Gaunt y col. (2003), en los cuales
identificaron experimentalmente que existen agunos mecanismos que provocan
variaciones genéticas, los cuales involucran la fuséon de genotipos naturales, la
hibridizacion nuclear, pérdida de alelos y recombinacion homdloga. Ello llevo a
inferir que e parésito ha evolucionado genéticamente de manera independiente
por multiples mecanismos, lo cual ha derivado una compleja heterogeneidad
genética, que se evidencia en poblaciones de T. cruz atamente heterogéneas
encontradas en la naturaleza y que provienen de diferentes fuentes (Gaunt y col.,

2003).

2.2.-Virulencia

La virulencia es un pardmetro complejo de definir, lo que ha llevado a
controversias entre varios autores. Para algunos involucralahabilidad de T. cruz
de transformarse en estadios infectivos, es decir tripomastigotes metaciclicos, los
cuales se encuentran en el vector, penetrando las células del epitelio como la piel
y las mucosas, evadiendo e sistema inmunolégico generadas por el hospedador
mamifero (Barrio y col., 2007). Sin embargo, Guzman-Marin y col., (1999)
sostienen que la virulencia de T. cruzi depende del nimero de tripomastigotes
inoculados, por otra parte Mazzotti (1940) la atribuye a la susceptibilidad del

mamifero a parasito y Phillips (1960) propone que depende de la localizacion y
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multiplicacion del parasito en los tejidos infectados, aunque en la naturaleza se
encuentrauna gran diversidad de cepas del parésito, cuyas variaciones en cuanto a
la virulencia, pueden estar relacionadas con la especificidad hospedadora, su

distribucion geogréfica y su tropismo tisular (Guzman-Marin y col., 1999).

El nimero y localizacion de los paréasitos en los diferentes tejidos en modelo
murino natural y experimentalmente infectado pueden presentar variaciones
genéticas que pueden o no estar correlacionadas con una alta o baja parastemia 'y
leson tisular de acuerdo a la cepa utilizada y @ origen geogréfico de la misma
(Brener, 1965). Higuchi y col. (1993), demostraron que existe correlacion entre la
presencia de antigenos de T. cruzi y la severidad del infiltrado inflamatorio,
exclusivamente en miocardio. Postan y col. (1984), realizaron un estudio con dos
clones de T. cruz obtenidos de subpoblaciones heterogéneas de parasitos, donde
reportan que los factores genéticos tanto del hospedador como del parésito

influyen en lainfeccion.

Carneiro y col. (1991) estudiaron cepas provenientes de pacientes chagasicos
cronicos de Brasil que pertenecian a diferentes zimodemos, agrupandolas de
acuerdo a su virulencia. Todas las cepas presentaron parasitemia independiente de
los zimodemos a los que pertenecian, confirmando la heterogeneidad encontrada
por las isoenzimas y patrones del KADN, lo que les permitié corroborar la
estructura clona de esas cepas aidladas de distintos organismos pertenecientes a

una misma especie.
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Otros autores atribuyen este comportamiento tan variable a la accién de
factores ambientales, inmunidad, virulencia, patogenicidad, y € paso por

diferentes especies de vectores y humanos (M agd haes, 1996).

Existen una serie de parametros que han sido utilizados para caracterizar
bioldgicamente cepas de T. cruzi de acuerdo con la virulencia observada en
modelos murinos. Toledo y col. (2002) estudiaron e comportamiento de
diferentes aislados de T. cruz en la cepa de ratones BALB/c, midiendo los
siguientes parametros de virulencia: %INF: porcentaje de ratones con parésitos en
sangre fresca y/o hemocultivo, %MORT AP/CP: porcentgje de mortaidad durante
las fases aguda y crénica de la infeccion, PPP: primer dia con parasitos en sangre
fresca examinada (Periodo Pre-Patente), PP. periodo con parésitos en sangre
fresca examinada (Periodo Patente), MP: maxima parasitemia (expresada como
nimero de trypomastigotes en 0,1 ml de sangre fresca, observados
interdiariamente), DMP: dia méximo de parasitemia, PAR: parasitemia (area bagjo
la curva), %HC AP/CP: porcentaje de ratones con hemocultivo positivos en las
fase aguda y cronica de la infeccion, TP AP/CP: nimero de tegjidos infectados
durante la fases aguda y crénica de la infeccion (clasificado como ausente o
presente) y por dltimo IP AP/CP: nimero de tejidos con procesos inflamatorios

durante las fases aguda y cronica (se clasificard como ausente o presente).
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3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo General

Caracterizar genéticamente con LSSP-PCR aidados de Trypanosoma cruz | y

asociarlos con los patrones genéticos obtenidos y con sus propiedades biol égicas.

3.2.- Objetivos Especificos

1.- Evaluar y comparar el comportamiento parasitol6gico e histotropico en un

modelo murino de diferentes aisladosde T. cruz.

2.- Caracterizar genéticamente mediante la técnica de LSSP-PCR los parasitos

identificados en corazon, higado, intestino delgado, bazo y muisculo esquel ético.

3.- Andizar los perfiles genéticos obtenidos con la técnica LSSP-PCR vy

evaluar su relacion con el comportamiento parasicol6gico, histotropico vy

patogénico de las sub-poblaciones presentes en | os aislados.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Origen delos de Parésitos

Aidados de Humano: Se seleccionaron aidados pertenecientes al Biobanco
del Laboratorio de Biologia Molecular de Protozoarios del IMT de la UCV.
Obtenidos a partir de pacientes que asisten a la consulta del Instituto de Medicina
Tropical y fueron caracterizados clinicamente como Chagas Tipo | (X12422) y
Chagas Tipo Il (X10462) respectivamente, esta Ultima paciente fue tratada con
Nifurtimox. Ambos aislados han sido tipificados genéticamente como T. cruz |
mediante la técnica de RAPD (Comunicacién Personal: Carrasco, 2009).

Aidado de Vector: El aisado de vector se obtuvo del vector Rhodnius
prolixus colectado en @ Jabillal (2009) region endémica ubicada en Acarigua, en
el Estado Portuguesa. El mismo estaba infectado y e aisdado tipificado
genéticamente como T. cruzi | mediante RAPD (Comunicacion Personal:

Carrasco, 2009).

4.2.- Cultivo de Paréasitos

Los parésitos obtenidos del tristomino y de los casos de humanos se
inocularon en medio se cultivo bifasico de agar sangre y se siguieron hasta su
establecimiento. Posteriormente fueron transferidos a medio RPMI (Roswell Park
Memoria Institute) hasta alcanzar |a fase exponencial de crecimiento por contaje
directo de una dilucion 1/10 en cdmara de Neubauer. Los cultivos se iniciaron con

una concentracion de 1x10° flageladosmL, se siguié la parasitemia por
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cuantificaciones directas sucesivas inter-diarias hasta obtener un nimero 6ptimo

para lainoculacion de los ratones experimentales

4.3.- Modelos Murinos

Ratones I sogenicos: Se utilizaron ratones machos de 10 semanas de edad con
un peso de 10-12 gramos aproximadamente, de la cepa isogénica C3H/He,
provenientes del bioterio del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC). La cepa de ratones fue seleccionada para controlar la influencia de la
variable: “ genética del hospedero”.

Ratones no I sogenicos. Se emplearon machos de 10 semanas de edad con un
peso de 10-12 gramos aproximadamente, de la cepa no isogénica IMT,
provenientes del bioterio del Instituto de Medicina Tropical de la UCV. Esta cepa
de ratones fue seleccionada para realizar comparaciones del comportamiento

bioldgico e histotropismo diferencial de losaisladosde T. cruz estudiados.

4.4.- I nfecciones experimentales

Para evaluar las propiedades bioldgicas e histotropicas se estableciéo un
protocolo de inoculacién que involucra un total de veintiuno (21) ratones de la
cepa isogénica C3H/He y/o IMT para cada aislado, los cuales fueron infectados
con un indeulo de 1.63x10° parésitos/gr de peso del ratén, via subcuténea de
acuerdo a esquema de baja virulencia cuyo objetivo es simular las infecciones
gue ocurren en la naturaleza (Herrera y col., 2004). Una vez inoculados los

ratones, se dividieron en 3 grupos. € primer grupo conformado por nueve (9)
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giemplares se utilizd para evaluar los pardmetros de virulencia, seguir la cinética
de crecimiento de los parésitos y principalmente el porcentaje de mortalidad. El
segundo grupo, conformado por nueve (9) ratones se empled para redizar la
necropsia de los tejidos, e analisis histopatolégico y aplicar las pruebas
moleculares para diagnosticar la presencia de T. cruz en los Organos
seleccionados. El tercer grupo conformado por tres (3) ratones fue inoculado con
solucién salina 'y se dgjo como grupo de controles sanos. La parasitemia se sigui6
de acuerdo con e método de Brener (1962) tanto en la cepa de ratones no
consanguinea del IMT del Instituto de Medicina Tropical como en la
consanguinea C3H/He a fin de evaluar los parametros sefidlados y comparar e

comportamiento de los aislados

En la fase aguda (10" o més tripomastigotes sanguicolasml de sangre
aproximadamente) o cuando la sintomatologia externa  (hirsutismo,
hepatoesplenomegalia, urinacion espontanea) lo revel, se le extrajo sangre por
puncion cardiaca y se procedio a sacrificio de los nueve (9) ratones empleados
para redizar los andlisis histopatoldgicos y moleculares durante las distintas
etapas de acuerdo con € siguiente protocolo: se secrificaron tres gemplares al
azar en el Periodo Pre-Patente (PPP), en la fase aguda y se sacrificaron en el dia
de méxima parasitemia (DMP). El grupo restante se siguio hasta que ocurri6

deceso natural de los roedores parala evaluacion |os parametros de virulencia.
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4.5.-Evaluacion dela virulencia

Se determinaron los siguientes pardmetros como criterio para evaluar la
virulencia de acuerdo con Toledo y col. (2002)

%INF: porcentaje de ratones con hemocultivo o examinacion de sangre fresca
positivos.

Mortalidad: expresado a través del porcentaje de muertes en la fase aguda y
durante la fase cronica.

PPP: primer dia con examinacién de sangre positiva.

PP: periodo con examinacién de sangre positiva.

MP: méxima parasitemia expresada en nimero de tripomastigotes/0.1 ml de
sangre detectado diariamente en examinacion de sangre fresca.

DMP: diade méxima parasitemia.

4.6.- Necropsia

Se sacrificaron tres animales por cada grupo de ratones infectados con los
diferentes aislados en fase inicial, aguda y dia de méxima parasitemiay en lafase
cronica s e animal la presentaba. Los ratones se sacrificaron por dislocacion
cervical de acuerdo con las pautas sefidadas por el Codigo de Biogtica del
FONACIT (CEBioBio, 2008). Se tomaron 2 muestras de los siguientes tejidos:
corazén, musculo esquelético, intestino delgado, higado y bazo; una porcion del
tgido fue fijada en FormalinaMillonig (10%) para € procesamiento de rutina
con inclusion en parafina y tincion con hematoxilina — eosina (H/E). Dos

secciones de 5 pm de grosor separadas entre si por 60 pm, fueron examinadas al
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microscopio en doble ciego. El parasitismo tisular, la virulencia y aspectos de
histopatologia fueron descritos y registrados fotogréficamente con un microscopio
Nikon E 200 con cdmara Colpix y /o en un microscopio OLIMPUS BXG2. La
otra muestra de tejido fue conservada en RNA later (Ambion) para realizar el

aidamiento del ADN delos tgjidos.

4.7.- Aislamiento de ADN detgjidos infectados

Se tomaron secciones de 5-10 pm de grosor de muestras de corazon, muasculo
esquelético, intestino delgado, higado y bazo que previamente fueron colocadas
en RNA later (Ambion). Luego, cada seccion de tegjido fue digerida con 500 pL de
tampon de digestion (60 mM Tris pH 8.0, 100 mM EDTA y 0.5% SDS) y 10 pL
proteinasa k (500 pg/ml) para liberar e ADN y romper la estructura celular, la
incubacion se efectuo a 55 °C durante toda la noche y con agitacion congtante

(Wright y col, 1990).

El ADN de los tejidos digeridos fue extraido con € kit de purificacion “Wizard
Genomic DNA Purification System (Promega, Madison, WI)”, el cual se basaen
la cromatografia de intercambio idnico. Posteriormente su integridad fue
confirmada mediante una corrida electroforética en gel de agarosa al 0,8% tefiido
con Bromuro de Etidio y visualizado con un equipo de Fotodocumentacion

KODAK Digital Science con una camara DC120.
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4.8.- Deteccion de ADN de T. cruzl mediante PCR

Las secciones de odrganos preservados en RNA later (Ambion), fueron
analizadas para detectar la presencia de ADN de T. cruzi mediante PCR. Se
amplificd la secuencia de ADN de la regién variable del kinetoplasto utilizando
los cebadores especificos S35
(3AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGAS) y S36
(5 GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT3') (Brito y col., 1995; Avilay col., 1993).
Los tejidos que estaban infectados producian € amplicon de 330 pb de la

secuencia diagnosticaparaT. cruzi

Condiciones de la PCR: 5uL del ADN purificado a partir de cada tejido fue

adicionado a 15uL de una mezcla de reaccion para PCR (20 mM Tris HCI pH
8.8, 50mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 10mM dNTP's, 10 pmol de cada primer y 1 unid

de Tag DNA Polimerasa).

La amplificacion se llevd a cabo de acuerdo a las siguientes condiciones de
ciclado: Un paso inicia de desnaturalizacion durante 4 min a 94 °C, seguido por
35 ciclos de 94 °C, 55 °C y 72 °C durante 1 min cada uno, correspondientes a la
hibridizacion y extension de los primers y por Ultimo una extension fina durante
10 min a 72 °C como extension final de los productos amplificados; todo este

procedimiento se realiz6 en un termociclador programable MJ Research PTC200.
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Los producto de la PCR con los cebadores especificos fueron sometidos a
electroforesis en geles de agarosa a una concentracion final de 1.5% (1/3 agarosa
de bajo punto de fusion o Low Melting Point - Agarosa Convenciona
Invitrogene,) para facilitar la visuaizacion y extraccion del fragmento de ADN.
Fueron corridos con buffer TBE 1X durante 1 hora a voltaje constante (80 V),
luegoel gel de agarosa fue teflido con Bromuro de Etidio (2 uL de 50 ng/ml
BrEt/100 mL de agua destilada) por 10 min y se lavé con agua destilada por 10

min.

Aquellos tejidos donde no hubo amplificacion del fragmento diagnostico de
ADN de T. cruz, fueron analizados para la amplificacion de parte del gen
condgtitutivo para la p-actina de ratdén, con los iniciadores BACTH1
(5 GCTGTGCTATGTTGCCCTAGAATTCGAGC-3) 'y BACTH2  (5-
CGTACTCCTGCTTGCTGATCCACATGTGC-3), para asegurar que no habia
infeccion y no que no hubo amplificacién como consecuencia de la inhibicion de
la reaccion de PCR o a la ausencia de ADN purificado. En cada corrida fueron
incluidos un control postivo (5 ng de ADN puro de T. cruz) y un control
negativo de la reaccion (ausencia de ADN del parasito) asi como un control de

contaminacin que contenia agua como templado.
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4.9.- Amplificacion delaregion variable del minicirculo k-ADN por
L SSP-PCR

Una vez que se comprobd cuales 6rganos se encontraban infectados por €l
parésito se extrgo parte de la banda caracteristica de amplificacion
correspondiente a 330 pb de cada muestra. Estos fragmentos se fundieron en bafio
de Maria y fueron diluidos 10 veces con agua destilada y desionizada (18 Mega
OMS, miliQ) (1/10); posteriormente se tomo una aicuota de 5 pul como molde

para la reaccion de amplificacion por LSSP-PCR (Penay col., 1994).

Condiciones de la PCR: se realiz6 la amplificacion de la regién variable del

kinetoplasto ADNK con el iniciador 121 modificado (5 -AAATAATG TACGGG
GGAGA TG-3'). A 5ul del ADN blanco obtenido de cada tejido se adicion6 a
15uL de una mezcla para PCR (20 mm Tris HCI pH 8.8, 50mm KCI, 1.5 mm
MgCl;, 10mm dNTP's, 10 pmol de cada primer y 1 unid de Tag DNA

Polimerasa).

La amplificacion se llevd a cabo de acuerdo a las siguientes condiciones de
ciclado: un paso inicial de desnaturalizacion durante 4 min a 94 °c, seguido por 35
ciclos de 94 °%, 55 °% y 72 °% de 1min cada uno, correspondientes a la
desnaturdizacion, hibridizacion y extensién y por Ultimo una extension final

durante10 mina72°C (Vagoy col., 2000).
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Los productos amplificados se analizaron en un gel de poliacrilamida a 6%
con e buffer de corrida TBE 1X durante un periodo de tiempo de 2 horas a voltaje
constante (90 v). El revelado de las bandas se efectud con un kit de Tincion de
Pata de la casa comercial Biorad siguiendo las instrucciones del fabricante (ver

tabla 2).

Tabla 1.- La Tincidn de los geles de poliacrilamida con Nitrato de Plata (Kit

Biosilver de Biorad).

ETAPA REACTIVO TIEMPO
Fijacion Metanol : Ac. Acético (4:1) 30 min
Oxidacion Oxidante 5min

Lavado AguaMiliqg (3 lavados) 5 min (c/u)
Tincién Reactivo de Plataa 10% 20 min
Lavado Aguamiliq 30 seg

Revelado Revelador 5-10min
Solucioén de parada Ac. Acgtico a 15% 15min

4.10.- Andlisis de los patrones de amplificacion
Los fragmentos obtenidos mediante LSSP-PCR fueron analizados
directamente sobre los registros fotograficos para determinar la presencia (1) o
ausencia (0) de un fragmento en particular. Se construyd una matriz binaria con el
objetivo de evaluar en los fragmentos presentes en los diferentes érganos de los
ratones infectados con los tres aislados de T. cruz estudiados. Para calcular la
diversidad genética a partir de los perfiles generados se utilizd € programa

POPGENE version 1.31 que permite e cédlculo del indice de Nei's que permite
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determinar distancia e identidad genética. Los dendogramas producidos por este
programa fueron dibujados utilizando el programa TreeView Taxonomy and

Systematics at Glasgow1.6.6.

Los graficos y andlisis estadisticos se construyeron con el software libre “R”
Foundation for Statistical Computing program, version 2.9.2(Copyright 2006, The

R Foundation for Statistical Computing, ISBN 3-900051-07-0).

4.11.- Aspectos Bioéticos

La manipulacién de las muestras bioldgicas utilizadas en este proyecto, cuenta
con e aval del Comité Etico Cientifico del Instituto de Medicina Tropical de la
Universidad Centra de Venezuela, quien ademas hace el seguimiento
correspondiente. Este trabgjo et enmarcado dentro del Proyecto Fonacit de

Grupo G-2005000827.
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5.- RESULTADOS

5.1.- Curvas de Parasitemia y de Supervivencia

Para evaluar las propiedades bioldgicas e histotropicas de los aidados se
selecciond un modelo murino con dos cepas de ratones C3H/He e IMT, los cuales
fueron infectados via subcutanea de acuerdo al esquema de baja virulencia cuyo
objetivo es simular las infecciones que ocurren en la naturaleza (Herrera y col.,
2004). Las curvas de parasitemia y supervivencia fueron realizadas en el

programaR version 2.9.2 (R Development Core Team, 2009).

La cinética de la infeccion en ratones isogenicos C3H/He del aislado X10462 de
T. cruz, puede ser analizada en la figura 3, Estos ratones desarrollaron una
infeccion consistente con un cuadro agudo de la enfermedad de Chagas en dicho
modelo murino. La fase prepatente durd cinco dias post-inoculacion (PPP) y
detectandose € incremento progresivo de la parasitemia a medida que transcurrio
el tiempo de observacion, a este periodo se le denomina fase aguda, en la cual se
observé la aparicion de algunos sintomas severos en los ratones tales como:
alopecia, urinacion espontanes, ictericia e inflamacion del higado y bazo en
apariencia externa de dilacion abdominal, alcanzando un maximo de parasitemia
de 5,36x10° parésitosmL de sangre, inmediatamente después se produjo la

muerte de los ratones (ver tabla 2).
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Figura 3.- Curva de Parasitemia del aislado X10462 proveniente de un humano
con Enfermedad de Chagas en fase Crénica en un modelo murino con ratones
isogénicos C3H/He.

En forma andloga, se siguié e curso de la infeccion del aislado de T. cruz
X10462 en ratones no isogénicos de la cepa IMT como se muestra en la figura 4.
La fase inaparente (PPP) se prolongd por siete dias post-inoculacion (PPP) y se
observo e incremento del nimero de paréasitos medida que avanzo la infeccion,
generando un comportamiento tipico de una infeccién aguda, as mismo se
hicieron evidentes algunos de los sintomas observados en los ratones C3H/He,

tales como: urinacidn espontanes, ictericia alopeciay posteriormente se produjo la

muerte de los roedores.
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Figura 4.- Curva de Parasitemia del aislado X10462 proveniente de un humano
con Enfermedad de Chagas en fase Crdnica en un modelo murino con ratones no
isogénicos IMT.

A diferencia del aislado X10462, € X12422 no desarrollé una parasitemia
evidente en sangre en los ratones C3H/He, a pesar que se siguieron esquemas de
inoculacion donde se aumentd la cantidad de parésitos. Sin embargo, a analizar el
comportamiento de la cepa en ratones IMT, tal como se muestra en lafigura 5 la
misma desarroll6 un comportamiento tipico de una infeccion cronica
experimental, la cua comprende las etapas caracteristicas de la enfermedad de
Chagas; una fase inaparente que duré 13 dias post-infeccion, luego se produce un
incremento del nimero de trypomastigotes sanguicolas circulantes hasta al canzar
un pico de 1.59x10° parésitosmL de sangre (DMP), que ocurre a los 40 dias a
partir de ali decrece la cantidad de parasitos observados y comienza la fase
cronica de la enfermedad (ver tabla 2), en la cual se observaron agunos sintomas
tales como aopecia y urinacion esponténea y no hay deceso de los ratones

infectados.
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Figura 5.- Curva de Parasitemia del aislado X12422 proveniente de un humano
con Enfermedad de Chagas en fase Crénica en un modelo murino con ratones no
isogénicos IMT.

Asi mismo, se inoculé un aislado de T. cruz proveniente de un vector (R.
prolixus) recientemente colectado en una comunidad rural del estado Portuguesa
para poder establecer comparaciones en cuanto al comportamiento bioldgico,
histotropico y genético entre los aislados provenientes de diferentes fuentes.
Dicho aislado PJRP109 se inoculé bajo las mismas condiciones descritas en la
metodologia en ratones IMT ya que por problemas técnicos no se disponia de la
cepa de ratones C3H/He. Segin muedtra la figura 6, e aislado PJRP109 tuvo un
PPP que dur6 13 dias post-infeccion, luego se produce un incremento del nimero
de los parésitos circulantes en sangre hasta acanzar un pico (DMP) de 7,12x10"
parasitomL de sangre, que ocurre a los 20 dias y a partir de ali decrece la
cantidad de trypomastigotes sanguicolas observados (ver figura 6; tabla2). Los

sintomas observados fueron aopecia, ictericia y urinacion espontdnea y se

produjo & deceso progresivo de |os ratones.
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Figura 6.- Curva de Parasitemia del aislado PJRP109 proveniente de un vector
colectado en una zona endémica del Estado Portuguesa, en un modelo murino con

ratones no isogénicos IMT.

Para cada grupo de ratones experimentales (C3H/He e IMT) inoculados con
los aidados seleccionados, se evalué la mortaidad como un pardmetro de
virulencia primordia ya que aportaria datos importantes acerca de la
patogenicidad de cada aislado (ver tabla 2). De acuerdo con lafigura 7, se observa
que e aidado X12422 (color azul) resultd ser menos mortal para los ratones, ya
que la sobrevivencia acumulada fue de 1, tanto en la cepa C3H/He como IMT
durante mas de cuarenta dias post-inoculacion, lo que se traduce como una mayor
longevidad con respecto a los demés aislados, por lo que se procedié con la
necropsia de los mismos para redlizar las pruebas histopatoldgicas y moleculares
posteriores. Sin embargo, € aislado X10462 (color rojo (C3H) y verde (IMT))
resultd ser muy mortal causando la muerte de los ratones de ambas cepas en

apenas veinte dias. Asi mismo e aisado PJRP109 (color negro) mostré ser
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patogénico en los ratones IMT pero la supervivencia acumulada como se aprecia
en lafigurafue de 31 dias goroximadamente post- infeccidn, 1o que sugiere que de
los tres aislados evaluados e que resulté ser mas patogénico basados en la
supervivencia acumulada fue X10462, ya que ocasiond la muerte de su

hospedador en menor tiempo con respecto alos demés aidados (ver tabla 2).
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Figura 7.- Curva de Supervivencia de ratones experimentales C3H/He e IMT

inoculados X10462 y X12422 y con el aislado PJRP109 en ratones IMT.
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Tabla 2.- Cuadro comparativo de la evaluacion de los parametros de biol6gicos

para los aislados X10462, x12422 y PJIRP109 en modelos murinos (C3H/He-IMT)

CEPAS | X10462 X10462 X12422 X12422 PJRP109
(C3H/He) | (IMT) (C3H/He) | (IMT) (IMT)

INF 100 % 100 % - 100 % 100 %

Mortalid | 100 % 100 % - 0% 100 %

ad

PPP S5dias 7 dias - 13 dias 13 dias

PP 20 dias 20 dias - 53 dias 31 dias

MP* 5,36x10° 1,26x10° - 1.59x10° | 7,12x10*

(paralmL)

DMP D20 D20 - D40 D20

INF: % ratones positivos en sangre fresca.* par/mL= N° parésitos por mililitros.

Al andizar conjuntamente e comportamiento generado por los aislados
seleccionados encontramos que en € porcentaje de ratones infectados fue de
100% en todos los aislados a excepcion del X12422 en e modelo murino
C3H/He. Si embargo al andizar los resultados de los aidados X10462 y PIRP109
fueron muy similares, observandose un porcentgje de mortalidad en los ratones
infectados experimentalmente de 100% aunque la supervivencia acumulada fue
diferente (ver figura 7), ya que los roedores infectados con PJRP109 alcanzaron a
sobrevivir 11 dias més que los infectados con X10462. Ambos aislados
desarrollaron un cuadro de Chagas agudo y la parasitemia mas elevada fue
observada con el aislado X10462. Caso contrario ocurrio con los ratones
infectados con el aislado X12422 que a pesar de infectar |os g emplares utilizados
no provoco e falecimiento de los mismos y desarrollé6 un cuadro de Chagas

cronico experimental.
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5.2.- Necropsia delos ratonesy andlisis histoldgico de los tejidos

Durante la necropsia de los ratones C3H/He e IMT, se tomaron los 6rganos
(corazén, higado, intestino delgado, bazo y musculo esquelético) y se les practico
cortes de 3-5 um aproximadamente, que posteriormente fueron tefiidos con H/E y
analizados en microscopios Nikon E con cdmara Colpix y OLIMPUS BXG2 con
camara integrada. La muestra de corazon perteneciente al aisado X10462 se le
realizaron cortes longitudinalmente, por lo que las fibras musculares (F) se
observaron dispuestas horizontalmente, presentan una marcada eosinofilia, sus
nacleos son centrales (n). En el PPP se encontré un amastigote en € interior de un
macrofago y algunas zonas con pequeias fibrosis (f) (ver figura 8A). Al observar
la figura 8B correspondiente al sacrificio en la fase aguda, se pudieron observar
pequefios pseudoquistes de amastigotes invadiendo las células del tejido cardiaco
con una abundancia de 6-8 nidos por corte, mientras que en e Ultimo periodo de
sacrificio se aprecid una ata invasion de las fibras cardiacas causando separacion
de las mismas (fibrosis) y con infiltrados inflamatorios (i) severos altamente
bastfilos, mientras que la abundancia de nidos de acanz6 a méas de 30
pseudoquistes por corte de tegjido (ver figura 8C). El corte de musculatura
esquelética fue realizado longitudinamente, por lo que las fibras musculares se
observan paraelamente y presentan una coloracion eosindfila (F), son
multinucleadas. Se observé invasion tisular demostrando la presencia de T. cruz
con una abundancia de 1-3 pseudoquistes por corte, con pequefios infiltrados
inflamatorios y separacién de las fibras del tejido (ver figura8D). En el higado se

observd pérdida de la histoarquitectura normal del tejido e infiltrados
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inflamatorios (ver figura 8E). Tanto en bazo como en intestino delgado no se

aprecio dafo histopatol dgico evidente.

& s :

Figura 8.- Parasitismo tisular en ratones C3H/He infectados experimentalmente
con un aslado de T. cruzi (X10462). Mdusculo Cardiaco invadido por
pseudoquistes de amastigotes (1000x (A), 400x (B) y 100x (C) con fibrosis e
infiltrados inflamatorios. Pseudoquistes de amastigotes en MUsculo Esquelético
tomado a 400x (D) y dafio tisular en Higado 100x (E); (H/E, Escala de la barra 15
um; Microscopio Nikon E con cdmara Colpix).
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En el andliss histopatoldgico del aislado X12422, se observa un corte
longitudinal de la musculatura cardiaca, en € cua las fibras musculares (F) se
encuentran dispuestas horizontalmente y presentan una coloracion eosintfila, sus
nlcleos son centrales y estan teflidos altamente basofilos (n), al observar € corte
se aprecia muy poca invasion de T. cruz en la musculatura cardiaca con la
presencia de un pseudoquiste de amastigotes invadiendo las células del tejido
muscular, causando fibrosis (f) y generando peguefios focos de infiltrados
inflamatorios (ver figura 9A). En €l corte longitudinal de musculatura esquelética,
se distinguen las fibras musculares dispuestas paralelamente que presentan una
coloracion eosindfila (F) y son multinucleadas. Se observé mayor invasion tisular
demostrando la presencia de T. cruzi con una abundancia 6-10 nidos de
amastigotes con fibrosis e infiltrados inflamatorios (ver figura 9B). En e higado
se observo una leve pérdida de la continuidad de los hepatocitos (ver figura 9C),

tanto en bazo como intestino delgado no se observé dafio tisular evidente.
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Figura 9.- Parasitismo tisular en ratones IMT infectados experimentalmente con
un aislado de T. cruzi (X12422). Musculo Cardiaco invadido por pseudoquistes de
amastigotes a 400x (A), con fibrosis. Pseudoquistes de amastigotes en Musculo
Esguelético tomado a 400x (B) y dafio tisular en Higado 100x (C); Tefiidos con
H/E y visualizados en un microscopio Olimpus BXG2.

Paralelamente se realizé el andlisis histologico de los tgjidos provenientes del
aidado PJRP109, encontrandose invasion tisular en la musculatura cardiaca en los
diferentes tiempos de necropsia (PPP, fase aguday ultimo sacrificio). En lafigura
10A correspondiente al sacrificio durante el PPP se observa un corte longitudinal
de la musculatura cardiaca cuyas fibras se digponen horizontalmente y presentan

una marcada eosinofilia, mientras que €l nlcleo es central y bastfilo, ademas se

aprecia pequefios infiltrados inflamatorios (i) y pseudoquistes de amastigotes con
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una abundancia 2-5 nidos por corte. En el sacrificio correspondiente a la fase
aguda se distingue un corte transversal del musculo cardiaco, cuyas fibras tienen
contornos redondeados o poligonales. No obstante algunas fibras en general son
irregulares y poseen un contorno alargado son atamente eosindfilos y su nicleo
se mantiene en la posicion central y una marcada basofilia. En este corte se
observé e incremento de los pseudoquistes en la fase aguda de la infeccidn
encontrandose pseudoquistes de amastigotes y un nido con trypomastigotes, la
abundancia fue de 9-15 nidos por corte (ver figura 10B), ademés de infiltrados
inflamatorios (i) y la separacion de las fibras cardiacas (f) provocada por la alta
invason del parésito en € tejido. En las figuras 10C y 10D se observa un corte
longitudinal de la musculatura esguelética cuyas fibras estén dispuestas
paraldamente y se tifien esosinodfila mientras que sus nlcleos son atamente
bastfilos, logré evidenciar la invasion tisular por la presencia de 1 o 2
pseudoquistes de amastigotes pequefios dentro de la fibra muscular y algunos
focos de fibrosis tisular. En el resto de los tejidos no se observo pérdida de la
arquitectura normal, aunque en el intestino delgado se observd una pequefia

fibrosis.
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Figura 10.- Parasitismo tisular en ratones IMT infectados experimentalmente con
un aislado de T. cruzi (PJRP109). Musculo Cardiaco invadido por pseudoquistes
de amastigotes a 400x (A y B), con agunos focos de fibrosis. Pseudoquistes de
amastigotes en MUsculo Esquel ético tomado a 400x (C) perteneciente a sacrificio
en el PPP y Mdusculo Esgueléico tomado a 100x (D) correspoendiente al
sacrificio en fase aguda (Tefidos con H/E y visualizados en microscopio Olimpus
BXG2).
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5.3.- Andlisis Moleculares

El resto de tejido preservado en RNA later (corazon, higado, intestino delgado,
bazo y misculo esgquelético) fue tomado para larealizacion del analisis molecular.
Una vez obtenido el ADN se aplico la reaccion PCR, a fin de confirmar que
tgjidos estaban infectados con T. cruz, debido a que se observa una banda
diagnogtica de 330 pb correspondiente a la amplificacion de la regiones variables

del KADN del parésito (ver figuras 11,12 y 13).

PM CN CP 1 2 3 4 5

400

— —
300
00— 330 pb
100

Figura 11.- Identificacion de los tejidos infectados de ratones infectados
experimentalmente mediante PCR del aisado de T. cruzi X10462. PM: marcador
de tamafio molecular (100 pb, Axigen); CN: Control Negativo, linea 1: Corazon,
linea 2: Higado, linea 3: Intestino Delg., linea4: Bazo, linea 5: Musc. Esq.

La reaccion de PCR aplicada a los ADN extraidos de los Organos
seleccionados, para todos los aislados (X10462, X12422 y PJRP109), generaron
resultados positivos en todas las muestras, es decir que hubo amplificacion del

fragmento diagnostico de 330 pb del KADN, lo cual es otra evidencia que reforza

la presencia del parésito en tejido. Esto permitié corroborar con metodologias
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moleculares especificas, el tropismo diferencial de T. cruzi en modelos murinos

(ver figura11,12 y 13).

330 pb

Figura 12.- Identificacion de los tejidos infectados de ratones infectados
experimentalmente mediante PCR del aisado de T. cruzi X12422. PM: marcador
de tamafio molecular (100 pb, Axigen); CN: Control Negativo; linea 1: Corazon,

linea 2: Higado, linea 3: Bazo, linea 4: Intestino Delgado; linea 5: Musc. Esqg.
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PM CN CP 1 2 3 4 5

330 pb

Figura 13.- Identificacion de los tejidos infectados de ratones infectados
experimentalmente mediante PCR del aislado de T. cruzz PJRP109 en € PPP.
PM: marcador de tamafio molecular (100 pb, Axigen); CN: Control Negativo;
CP: Control Positivo; linea 1: Corazén, linea 2: Higado, linea 3: Bazo, linea 4:
Intestino Delgado; linea 5: Musc. Exq.

Partiendo de los resultados obtenidos mediante la PCR se tom6 € fragmento
diagnogtico (330 pb) de cada una de las muestras y se aplicd la reaccion LSSP-
PCR que permitié detectar la heterogeneidad genética presente en los aislados
estudiados para cada uno de los tgidos seleccionados, arrojando patrones de
bandas Unicos directamente de tejidos, lo cua es reproducible en geles de

acrilamida a 6% tefiidos con Plata (ver metodologia).
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Figura 14.- Perfil electroforético generado mediante LSSP-PCR de los tgjidos
provenientes de ratones C3H/He infectados experimentalmente con el aislado
X10462 en e PPP. PM: marcador de tamafio molecular (100 pb, Axigen); CN:
Control Negativo; CP: Control Positivo, linea 1: Corazon; linea 2: Higado; linea
3: Int. Delg.; linea 4: Bazo; linea 5: Musc. Esg.

En la figura 14, se presenta el perfil electroforético generado por los tegidos
procesados en € PPP (5 dias) de la infeccion. Se tomd este punto para detectar
las sub-poblaciones de parésitos que conforman este aislado y conocer €l tropismo
tisular especifico de cada uno de ellos. Al observar el gel se evidencia un patron
multibandas (12 bandas aproximadamente), € cua es idéntico en todos los

organos estudiados y diferente al control positivo aislado de otra fuente (vector).
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Figura 15.- Perfil electroforético generado mediante LSSP-PCR de los tegjidos
provenientes de ratones C3H/He infectados experimentalmente con el aislado
X10462 en la fase aguda. PM: marcador de peso molecular (100 pb, Axigen);
CN: Control Negativo; linea 1: Corazon; linea 2: Higado; linea 3: Int. Delg.; linea
4: Bazo; linea 5: Musc. Esq.

Al andizar e patrén de bandas (figura 15), proveniente de los tejidos
infectados que fueron procesados en la fase aguda de la infeccion (17 dias
después) se apreciala disminucion del nUmero de bandas generadas por la L SSP-
PCR en todos los érganos (9 bandas aproximadamente), aunque se mantiene un
perfil Unico e idéntico en los tegjidos estudiados. Tres dias mas tarde se produjo €l
DMP € cual coincidié con la muerte de lo ratones por lo que se realiz6 la
necropsiade los mismosy se le practicod el andlisis molecular pertinente. Se aplico
la LSSP-PCR, la cual gener6 perfiles de bandas idénticos en todos los tejidos y
una disminucién de las sub-poblaciones presentes a inicio del experimento (ver

figura 16).
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Figura 15.- Perfil electroforético generado mediante LSSP-PCR de los tegjidos
provenientes de ratones C3H/He infectados experimentalmente con el aislado
X10462 en e DMP. PM: marcador de peso molecular (100 pb, Axigen); CN:
Control Negativo, CP: Control Positivo; linea 1: Corazon; linea 2: Higado; linea
3: Int. Delg.; linea 4: Bazo; linea 5: Musc. Esg.

No obstante, se inocul6 e aislado X10462 en otra cepa de ratones (IMT, no
isogénicos) con d objetivo de dilucidar si hubo un proceso de seleccion de sub-
poblaciones que conforman ese aislado y que pudo ser provocado por las
caracteristicas propias de ese hospedador o fue generado por el organismo de la
paciente infectada y al tomar la muestra sobrevivieron los més abundantes. Al
analizar el gel s observa un perfil multibanda poco heterogéneo e idéntico a
observado en la cepa de ratones isogénicos (C3H/He) en el PPP (ver figura 14).
Esto sugiere que si hubo una seleccion previa de clones en la paciente y se ve
reflggado al comparar ambos resultados (dato no mostrado).

Al comparar |os resultados observados en el aislado X10462 con los obtenidos

para €l aidado X12422, se apreciaque el comportamiento histotropico de las sub-
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poblaciones presentes en este aislado fue distinto en las dos cepas de ratones
(isogénico/C3H y no isogénicosd/IMT), encontrdndose diferencias bien marcadas
en los perfiles multibandas generados en el ensayo LSSP-PCR de los tejidos
seleccionados, de La heterogeneidad genética mostrada por este aislado en
comparacion con X10462 es evidente, ya que los patrones arrojados en corazon,
bazo, musculo esguelético e higado son diferentes entre si y entre cada cepa de
raton como se observa en las figuras 17 y 18. Donde las flecha reflgjan la ausencia

de fragmentos en | os tejidos.

200

100

o)

4 e i 200 KR Sl
Figura 16.- Perfil electroforético generado mediante por L SSP-PCR de los tejidos
provenientes de ratones C3H/He infectados experimentalmente con el aislado
X12422. PM: marcador de tamafio molecular (100 pb, Axigen); CN: Control
Negativo, CP: Control Podtivo; linea 1: Corazon; linea 2: Musc. Esq.; linea 3:
Bazo; linea 4: Higado.
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Figura 18.- Perfil electroforético generado mediante LSSP-PCR de los tejidos
provenientes de ratones IMT infectados experimentalmente con e aislado
X12422. PM: marcador de tamafio molecular (100 pb, Axigen); CN: Control
Negativo, CP: Control Positivo; linea 1: Int. Delg.; linea 2: Bazo; linea 3: Higado;
linea 4: Corazon.

Asi mismo se realiz6 el analisis molecular de los tegjidos provenientes del
aislado PJRP109 en los tres tiempos de sacrificio (PPP, fase aguday en el dltimo
sacrificio). En la figura 19 correspondiente al PPP (13 dias post-inoculacién), se
observa un perfil de bandas homogéneo entre los tegjidos con un nimero de 7
bandas aproximadamente de un tamafio menor que 200 pb, por lo que se empled
un control positivo aislado de otra fuente (humano), y se aprecia claramente que
perfil generado por el control y los observados en los diferentes tejidos son

distintos.
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Figura 19.- Perfil electroforético generado mediante LSSP-PCR de los tgjidos
provenientes de ratones IMT infectados experimentalmente con e aislado
PJRP109 en el PPP. PM: marcador de tamafio molecular (100 pb, Axigen); CN:
Control Negativo, linea 1: Corazon; linea 2: Higado; linea 3: Int. Delg.; linea 4:
Bazo; linea 5: Musc. Esq.

En e sguiente sacrificio realizado durante la fase aguda de la infeccidn, se
analiz6 e perfil electroforético generado por los tejidos procesados y se evidencia
gue no amplificaron algunos de los fragmentos observados en el perfil obtenido en
lafigural9. En e higado, intestino y bazo se aprecia claramente la ausenciade la
banda ubicada por debao de los 100 pb, la cual se mantiene en los dos 6rganos
restantes, y en el caso de musculo esgquelético no se logra visualizar el fragmento
de 280 pb presente en los demas (ver figura 20). Asi mismo se logré observar €l
perfil electroforético generado en los tejidos durante el dltimo sacrificio y se
aprecia claramente la diferencia en € nimero de bandas obtenidas en cada érgano,

donde la ausencia de fragmentos representada con flechas permite evidenciar una

vez mas e histotropismo preferencia de los parasitos y un proceso de filtracion
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de las sub-poblaciones que conforman un este aislado en el modelo murino (ver

figura21).

100 _.Q“ %& |;_ ,'F T = | = by L %
Figura 20.- Perfil electroforético generado mediante LSSP-PCR de los tgjidos
provenientes de ratones IMT infectados experimentalmente con e aislado
PJRP109 en la fase aguda. PM: marcador de tamafio molecular (100 pb, Axigen);
CN: Control Negativo, linea 1: Corazon; linea 2: Higado; linea 3: Int. Delg.; linea
4: Bazo; linea 5: Musc. Esq.

Figura 21.- Perfil electroforético generado mediante LSSP-PCR de los tgjidos
provenientes de ratones IMT infectados experimentalmente con e aislado
PJRP109 en el dltimo sacrificio. PM: marcador de tamafio molecular (100 pb,
Axigen); CN: Control Negativo; CP: Control Positivo, linea 1: Higado; linea 2:
Musc. Esg; linea 3: Corazon; linea 4: Bazo.
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5.4.- Andlissde Diversidad Genética

El andlisis de Diversidad Genética se utilizd para cuantificar la separacion ao
agrupacion de sub-poblaciones presentes en los diferentes tejidos pertenecientes a
cada aidado, reflejado en los dendogramas, se utiliz6 el programa POPGENE, €
cual generd andlisis de distancias genéticas basadas en las distancias de Nei's
(1978), asi como larelacion entre las sub-poblaciones de parésitos (ver figuras 22-

26) . Coraz6n

Bazo

Higado

ME

0.3 0,2 01 0,0

Figura 22.- Dendograma de agrupamiento por distancia genética de las sub-
poblaciones presentes en los tejidos provenientes de X12422 inoculados en
ratones C3H/He, basado en las distancias genéticas de Nei's.
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Figura 23.- Dendograma de agrupamiento por distancia genética de las sub-
poblaciones presentes en los tejidos provenientes de X12422 inoculados en
ratones IM T, basado en las distancias genéticas de Nei’s.
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Figura 24.- Dendograma de agrupamiento por distancia genética de las sub-

poblaciones presentes en los tejidos provenientes de X12422 inoculados en
ratones C3H- IMT, basado en las distancias genéticas de Nei's.

ME
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Figura 25.- Dendograma de agrupamiento por distancia genética de las sub-
poblaciones presentes en los tejidos provenientes de PJRP109 inoculados en
ratones IMT en la fase aguda, basado en las distancias genéticas de Nei's.
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Figura 25.- Dendograma de agrupamiento por distancia genética de las sub-
poblaciones presentes en los tejidos provenientes de PJRP109 inoculados en
ratones IMT en €l Ultimo sacrificio, basado en las distancias genéticas de Nei's.
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6.- DISCUSION
La caracterizacion bioldgica de los aislados seleccionados de pacientes con
enfermedad de Chagas crénica y de un vector recientemente colectado permitié
establecer diferencias relacionadas con las caracteristicas biolégicas y moleculares
de T. cruzi en cuanto a niveles de parasitemia observados y el histotropismo

diferencial en los tejidos analizados en ratones experimentales (C3H/He, IMT).

El aislado X10462, proveniente de una paciente chagésica cronica resulté ser
muy virulento y patogénico, provocando una infeccién aguda experimental, una
elevada parasitemia y un porcentaje de mortalidad de 100% en un periodo de
tiempo de 20 dias aproximadamente tanto en los ratones isogénicos como en los
no isogénicos donde la parasitemia encontrada fue del mismo orden de magnitud,
ademés se detecto la infeccion en todos los 6rganos estudiados, 1o que indica que
el aidlado presenta caracteristicas intrinsecas que pudieron ser responsables de la
virulencia y patogenicidad sin importar la genética del hospedador, td como

puede observarse en latabla 2.

Por € contrario € aislado X12422, presenté un comportamiento diferente en
las dos cepas de ratones evaluados. En la cepa IMT, la tasa de crecimiento fue
lenta pero con una alta parasitemia y fue menos patégena en comparacion con la
X10462. En ambas cepas de ratdn se desarroll6 un cuadro clinico comparable con
un Chagas crénico experimental, s consideramos que sobrevivieron en el

transcurso de la infeccion y la mortalidad fue cero, (ver tabla 2 y figura 5),
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mientras que en los ratones inoculados con el aislado X10462 se produjo €l
fallecimiento masivo de los g emplares en un corto periodo de tiempo, en ambos
modelos murinos. El aislado PJIRP109 tuvo un comportamiento muy similar a
X10462, a pesar de provenir de otro origen, el fallecimiento de los ratones fue

progresivo y en un tiempo mayor que el observado para el aislado X10462.

Al redlizar e andlisis histopatolégico tanto en los tejidos pertenecientes a la
cepa C3H/He como a la IMT se encontré que € aislado X10462 invade
preferencialmente los cardiomiocitos y aunque no se cuantificO la carga
parasitaria por 6rgano, fue posible asociar el nivel de parasitemia presente con la
intensidad de invasion mediante la observacion y determinacion de la abundancia
de nidos de amastigotes en las diferentes etapas de sacrificio. La presencia y
abundancia de pseudoquistes de amastigotes en este aislado, generé agunas
lesones en tejido cardiaco tales como: fibrosis e infiltrados inflamatorios. Este
aislado fue encontrado invadiendo las células de otros tejidos como musculatura
esquel ética con una abundancia de nidos de amastigotes muy baja, presencia de
pequefios focos de fibrosis e infiltrados inflamatorios y causando dafio en la
arquitecturanormal de las células hepéticas en anbos model os murinos aunque no
se muestran los resultados histolgicos obtenidos en los ratones IMT (ver figura
8). Este resultado es condstente con las caracteristicas asociadas a los aislados
pertenecientes a Tcl, los cuaes son predominantemente miotropicos (Andrade y
col., 1999). Esta invasion tan masiva en los cardiomiocitos fue posiblemente, un

factor determinante en la alta patogenicidad mostrada por este aislado, causando
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la muerte de sus hospedadores experimentales en un corto periodo de tiempo. Es
de hacer notar que e paciente infectado, a partir del cual se obtuvo este aislado
actualmente tiene un diagndstico de Chagas Il y presenta insuficiencia cardiaca
severa. Al comparar este hallazgo higtol6gico con los resultados encontrados para
el aidado X12422, se encontr6 que las células de la musculatura esquelética
fueron preferencialmente invadidas por € parésito con respecto a los otros tejidos,
formando pseudoquistes de amastigotes, y numerosos focos inflamatorios, fibrosis
tisular. En el tegido cardiaco se encontrd un pequefio nido amastigotes en el
tejido hepético alteraciones en la continuidad de las células (ver figura 9). La
invasion preferencial de este aislado en musculatura esquelética en comparacion
con el aidado X10462, cuya invasion fue principalmente en musculo cardiaco,
podria explicar la mayor longevidad observada en los ratones infectados con el
aislado x12422. Egta aparente “ preferencia diferencial” entre el tejido cardiaco y
el esqueléico ha sido descrita previamente tanto para aislados M exicanos como
Chilenos pertenecientes a Tcl independientemente del origen y/o e érea

geogréfica (Pizzi y col., 2005; Bicey col., 1970).

El histotropismo preferencial del aislado PJRP109 hacia musculatura cardiaca
y en menor grado a la musculatura esquelética (ver figura 10) fue muy similar a
observado con d aislado X10462, ambos pertenecientes a linaje Tcl, contrasta
con los resultados obtenidos por Risso y col. (2003) quienes atribuyen una mayor
capacidad patogenica a los aidados Tcll, como consecuencia de la mayor

expresion de las trans-Sialidasas. Por €llo seria interesante evaluar la expresion de
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dichas enzimas en los aislados X10462, X12422 y PJRP109. Asi mismo estos
resultados contradicen lo expresado por Di Noia y col (2002), quienes sostienen
que los parésitos pertenecientes al linaje Tcll son los que predominantemente
estén infectando humanos, basado en que solo encontré anticuerpos contra las

proteinas “mucina like” TSSA en pacientes chagasicos infectados con T. cruz |I.

La aplicacion de latécnica de PCR una metodologia més poderosay sensible
que las técnicas histoldgicas, permitié corroborar la panifectividad de T. cruz
incluso en aguellos tejidos donde no se logro observar la presencia del parasito
pero s los efectos de su presencia. La utilizacion de la técnica de L SSP-PCR por
otro lado, permitio caracterizar genéticamente los aidados de T. cruz, basados en
el ligamiento en desequilibrio que existe entre los genes nucleares y los genes
presentes en el kinetoplasto, los cuales no segregan independientemente en los
procesos de division celular y su transferencia a la progenie no es de manera
aeatoria por lo cua no se produce su separacion.(Macedo y Pena, 1998; Vago y
col, 2000; Burgos'y col., 2005) Razones por las cuales el andliss de los genes del

kinetoplasto puede reflgjar la composicion genética del aislado.

Asi mismo la LSSP-PCR puede hacerse directamente sobre el ADN de los
tejidos seleccionados (corazon, higado, intestino delgado, bazo y masculo
esquelético) sin la necesidad del cultivo de los parésitos que pudiera actuar como
un factor selectivo y filtrar la composicion de las sub-poblaciones presentes en

los distintos 6rganos.
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La aplicacion de la LSSP-PCR al ADN aidado de los drganos infectados
(corazon, higado, intestino delgado, bazo y musculo esqueléico) con X10462,
provenientes de ratones isogénicos y no isogénicos, permitié observar un perfil de
bandas muy homogéneo, lo que parece indicar la presencia de un aislado que no

muestra histotropismo diferencial de las posibles sub-poblaciones presentes.

Al andlizar los perfiles obtenidos en las tres etapas en las que se redizd €
sacrificio de los raones (PPP, MP y DMP), se observa que € patron de
amplificacion es el mismo en todos los 6rganos y a medida que transcurre la
enfermedad, los fragmentos de ADN amplificados cuyo peso molecular fue de
200, 150, 130 y 120 pb estan presentes tanto en PPP como en lafase aguday en el
DMP, (laintensidad de la tincién de las bandas de 120 y 130 pb es débil en el
PPP) (ver figuras 14, 15 y 16). Esta homogeneidad genética encontrada en este
aislado nos lleva a especular que pudo ocurrir un proceso de seleccion de las sub-
poblaciones presentes en el organismo de la paciente, producto de la interaccion
parasito-hospedador. Una dternativa a esta suposicion, es que la homogeneidad
genética observada en este aislado pudo ser el resultado de la seleccion de sub-
poblaciones resistentes al  Nifurtimox, dado que la paciente a partir de la cual se
aido la cepa X10462, cumplio tratamiento con dicha droga y posterior a ello se

obtuvo € aislado de T. cruz. (Coronado y col, 2006) (ver figura 27).
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Figura 27.- Representacion de los procesos que inducen la reduccion de la
heterogeneidad de cepas multiclonales en la Enfermedad de Chagas. (M odificado
de Macedo y col., 2002).

Es importante sefialar que durante el PPP, existen bandas cuyo peso molecular
es mayor que € del fragmento que se empled como molde (330 pb) en lareaccion
de LSSP-PCR, lo cua es posible explicar porque los productos de las

amplificaciones iniciales pueden servir como primers en los Ultimos ciclos de la

replicacion (Pena y col., 1994; ver figura 14).

A diferencia de lo encontrado con el aidado X10462, la caracterizacion
genética mediante LSSP-PCR del aidado X12422 presentes en los tejidos de
corazon, higado, bazo, y mulsculo esquelético en e modelo murino C3H/He y en
el IMT evidencié la amplificacion de perfiles de bandas heterogéneos y diferentes
en todos los érganos y entre los dos modelos. En los patrones de amplificacion
obtenidos a partir del corazon aislado de C3H/He no se observan los fragmentos

de 180, 120 y 110 pb, en masculo esquelético los fragmentosde 180y 120 pb y la
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banda caracteristica de 200 pb presenta menor intensidad en comparacion con los
demas tejidos, en el bazo no amplifican los fragmentos de 180 y 110 pb y en €
higado es posible observar la presencia de todas las bandas (ver figura 17).
Utilizando el criterio de la presencia y ausencia de bandas se gener6 una matriz
utilizando € indice de Diversidad Genética de Nei's, mediante € programa
POPGENE, que permite medir la diversidad genética existente entre las sub-
poblaciones presentes en los diferentes 6rganos estudiados y generar el

dendograma que se muestra en la figura 22.

Este andlisis genera un indice cuyo valor promedio es de 0,30 cercano a cero
lo que indica la existencia de diversidad genética entre las sub-poblaciones
presentes en los diferentes 6rganos, el dendograma generado a partir de estos
edtadisticos permitié evidenciar la existencia de al menos dos sub-poblaciones
diferentes de parasitos muy cercanas entre s, asi fue posible agrupar las sub-
poblaciones de parésitos presentes en corazon y bazo y sepéralas de las presente
en de musculo esquelético e higado (aunque € pequefio numero de fragmentos y
organos analizados no permite generar los estadisticos que dan significancia a este
resultado). Lo cual indica una mayor diversidad de genotipos y una mayor
complejidad genética en comparacion con el aislado X10462 esta heterogeneidad
genética de las sub-poblaciones identificadas en los diferentes 6rganos puede
explicarse por la preferencia de los clones y su tropismo diferencial a tejidos
especificos, facilitando su multiplicacion en los mismos. Hecho que puede ser

asociado con los andlisis histopatolégicos donde se observé una mayor
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invasvidad en muasculo esquelético, tejido que presentaba la mayor
heterogeneidad en los perfiles electroforéticos en comparacion con lo encontrado

en lamusculatura cardiaca.

En e andlisis de X12422 inoculado en ratones IMT se observd alta
heterogeneidad del ADN del parésito recuperado de los tejidos encontréndose en
el bazo un mayor numero de fragmentos y solo esta ausente la banda de 170 pb
observada en corazdn e higado y en el resto de los 6rganos solo es posible
observar una o dos bandas de 200-190 pb y otro fragmento de 170 pb (ver figura

17).

Aunque los perfiles observados en los ratones IMT son diferentes a los
encontrado en los ratones C3H/He. El andlisis cladistico gener6 un indice de
distancia genética de Nei’s muy similar 0,39. Resultado esperable puesto que se
trata del mismo aislado. Sin embargo a observar los dendogramas producidos,
corazdn e higado pertenecen a un mismo grupo mientras que en C3H/He se

asocian en grupos diferentes (ver figura 23).

Esta diferencia en agrupacion de las diferentes sub-poblaciones representadas
por los perfiles electroforéticos podria asociarse a que tenemos poblaciones
heterogéneas con histotropismo diferencial distinto y que a enfrentarlas a un
hospedador con una mayor heterocigocidad, las nuevas interacciones que se

establecen entre el hospedador y €l parésito sean quienes determinen la diferencia
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de digtribucion de las sub-poblaciones del parésito en los tejidos del hospedador
como sugiere Vago y col. (2000). Estos resultados estan en concordancia con los
encontrados por Freitas y col., 2009, quienes demostraron que la presencia de
diferentes haplotipos (H-2%H-2") de ratones isogénicos y no isogénicos puede
intervenir considerablemente en ladistribucion diferencial de las cepasde T. cruz
en sus hospedadores, ya que estos genes estén involucrados en procesos
inmunoldgicos, tales como: presentacion de antigenos, respuestas inmunol égicas
y componentes del complemento siendo los C3H/He portadores del gen H-2%,
cual se ubica dentro de los genes del MHC de clase | junto con H-2% y H-29 que

son genes de susceptibilidad alainfeccion por T. cruz.

Sin embargo cuando se analiza el aislado independientemente del hospedador
en que fue inoculado, es decir generando una matriz con los perfiles obtenidos se
eleva el valor del indice de Nei’sa 0,50 y se observa una reasociacion de las sub-
poblaciones en tres grupos principales siendo las poblaciones evidenciadas en
higado y bazo de IMT las que se asocian a resto a una mayor distancia (0,5). As
mismo las sub-poblaciones presentes en corazdn de ambos hospedadores son mas
similares entre si y mas distantes seguin el modelo estadistico, que |as presentes en
el tercer grupo de que asocia musculo esquelético, higado, bazo e intestino. Estos
resultados parecen indicar que la genética del hospedador podria influir
directamente en e histotropismo diferencial de las sub-poblaciones que
conforman un aislado, tal como mencionamos anteriormente, siendo posible

separar sub-poblaciones que no se observaron como un grupo diferente en el ratén
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isogénico. Lo que s es claro es que la distancia genética es practicamente la
misma entre las sub-poblaciones analizadas en un mismo tipo de hospedador, pero
la misma aumenta y deja en evidencia la existencia de nuevos grupos a analizar el
adado en forma integral, es decir con los perfiles generados en los dos

hospedadores (isogénicos y no isogénicos) (ver figura24).

En la caracterizacion genética del aidado PJRP109 en ratones IMT se
esperaba encontrar alta variabilidad de genotipos, en concordancia con lo
establecido por e modelo Histotrépico Clonal, partiendo de que proviene de un
vector colectado en una zona endémica con una seropositividad de 19% en
humanos (Carrasco y col., 2009) y no fue estabilizado en cultivos sino que su
contenido intestinal fue utilizado como fuente de indculo para € infeccion
experimental. Los andlisis de los perfiles electroforéicos mostraron una alta
heterogeneidad, lo cua es l6gico porque en condiciones naturales, el mismo
podria encontrarse infectado con més de una sub-poblacion del parésito. El
sinergismo o la seleccion de sub poblaciones de T. cruz en el vector podria ser el
reflgjo de los genotipos predominantes en un &rea geogréfica especifica (Marcet y
col., 2006). El andlisis mediante la utilizacion de dendogramas revela una alta
heterogeneidad, a través del indice de diversidad genética combinado en este caso
con una dta patogenicidad y virulencia en e modelo murino utilizado.
Permitiendo evidenciar cambios en los perfiles de bandas generados mediante la
técnica de LSSP-PCR de los 6rganos infectados en el paso de PPP hata el

momento del dltimo sacrificio. En € estudio se obtuvo un perfil multibandas
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bastante heterogéneo, précticamente idéntico en todos los tgidos que
correspondian a PPP donde se observaron 6 bandas de menor peso molecular a
del amplicon, las bandas son menores de 200 pb (ver figura 19). Sin embargo a
analizar el perfil generado por los tejidos en la medida que transcurria la infeccion
se observa la desaparicion de fragmentos en los perfiles generados por € ADN de
los parésitos presentes en los tgidos estudiados, hecho que podria estar
evidenciando seleccion de las sub-poblaciones del parasito presentes en el PPP a
medida que transcurre la infeccién en los ratones (ver figura 20). Asi mismo en el
ultimo sacrificio continua este proceso de filtracion dentro del hospedador y en
musculo esquelético no se observan los fragmentos de 170 y 180 pb, mientras que
higado se aprecia la disminucion de la intensidad de la banda de 200 pb con
respecto a los demés Organos y por Ultimo en e bazo se nota la ausencia del
fragmento de 100 pb que estaba presente en el sacrificio de la fase aguda (ver

figura2l).

Aplicando € andlisis de conglomerados a los perfiles generados tanto en la
fase aguda como en d periodo del dltimo sacrificio se obtiene el menor indice
promedio de Nei's lo que demuestra la mayor heterogeneidad presente en este
aidado, sendo el mismo de 0.18 en el Ultimo sacrificio y de 0,1 en la fase Aguda

(ver figuras 25 y 26).
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La utilizacion de la técnica molecular LSSP-PCR puede constituir una valiosa
herramienta en los estudios epidemiol 6gicos de infecciones tanto humanas como
experimentales porque demuestra e tropismo diferencia del parasito, la
variabilidad genética encontrada en ellos y a su vez en algunos casos podria
permitir la correlacion de las lesiones encontradas en los tejidos con su presencia

en los mismos.

Sin embargo, esta técnica presenta una serie de limitaciones principalmente
porque su blanco esta dirigido a las variaciones de los minicirculos de ADN del
kinetoplasto de T. cruzi y no emplea secuencias del genoma nuclear del parésito,
donde probablemente se este generando los procesos mas importantes de
variabilidad genética y a su vez no nos permite conocer €l nimero delos parésitos
que s encuentren en una determinada muestra (Silva Valladares y col., 2008). Por
lo cual, se recomienda el uso combinado de técnicas moleculares y parasitoldgicas
que permitan realizar una caracterizacion completa de los aidados de T. cruz

provenientes de diferentes fuentes (vector, reservorio y humano).
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7.- CONCLUSIONES

U Todos los aislados estudiados pertenecen a lingje Tcl y mostraron
marcadas diferencias en cuanto a virulencia y patogenicidad en e modelo

murino.

U El aislado X10462 resulté ser muy patogénico y el perfil de bandas
generado resulté précticamente idéntico en los diferentes érganos a diferencia del
aislado X12422, e cua mostr6 menos patogenicidad y los patrones de bandas

amplificados fueron més heterogéneos incluso en diferentes hospedadores.

U El aislado X10462 mostré un histotropismo preferencial hacia corazon,
mientras que el X12422 invadié predominantemente musculo esquelético, lo que
pudiera asociarse a los cuadros clinicos de Chagas agudo y Chagas crénico

experimental observados en el modelo murino.

U El hospedador influye en la distribucion diferencial de las sub-poblaciones

de parasitos que constituyen un aislado de T. cruz en los diferentes 6rganos.

U Latécnica de LSSP-PCR permitio corroborar € tropismo diferencia del

parasito y demostrar la heterogeneidad genética del parasito encontrada en cada

uno de los tejidos provenientes del modelo murino empleado.
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8.- RECOMENDACIONES

U Inocular € aislado PIRP109 en ratones isogénicos C3H/He para comparar
el comportamiento biol6gico e histotropico en una cepa de hospedador diferente y

observar S se presentan diferencias o el comportamiento es similar.

U Serecomiendaredizar clonamiento de cada uno de los aislados trabajados
en este proyecto con €l fin de realizar infecciones experimentales en los modelos
murinos empleados y caracterizarlos de acuerdo con e histotropismo observado

en cada clon y las patologias observadas en los diferentes 6rganos.

U Evauar la expresion de las trans-Siadlidasas u otro factor de virulencia
empleando estos aislados pertenecientes al lingje Tcl, ya que de acuerdo a lo
reportado por Risso y col. (2003) son los Tcll capaces de inducir la mortalidad del
100% de los ratones y en nuestros resultados dos de los aislados (X10462 y

PJRP109) se comportaron de la misma manera

U Cuantificar la carga parasitaria presente en cada 6rgano mediante técnicas

moleculares como PCR en tiempo real y poder correlacionar la cantidad de

parésitos con los dafios titulares observados con cada aislado.
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