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RESUMEN

La transmision oral de T. cruzi al hospedador definitivo ocurre por la penetracion del
parésito a través de la mucosa buco-gastrica, pudiendo infectarse el ser humano por esta via al
ingerir alimentos contaminados con heces de chipos infectados. La relevancia de la transmision oral
ha incrementado en las ultimas décadas, debido a los numerosos casos ocurridos en Colombia,
Brasil y Venezuela. En nuestro pais se ha reportado una incidencia de 242 casos de ECh debido a la
transmision oral, con una mortalidad de 3,3% entre los afios 2007 y 2013.

Esta investigacion pretende colaborar al conocimiento de la ECh que esta siendo producida
por la transmisién oral de T. cruzi en zonas urbanas del Distrito Capital-Venezuela. Para ello se
llevd a cabo el estudio inmunoparasitoldgico de dos aislados del parasito provenientes del ciclo
peridoméstico en el Distrito Capital. Los aislados procedentes del vertebrado Didelphis marsupialis
y del insecto vector Panstrongylus sp., fueron denominados "YAGUA" y "MACH-1",
respectivamente. Previo al estudio inmunoparasitoldgico se realizé el diagndstico molecular de los
flagelados mediante PCR ADNK, ubicandolos taxonémicamente en la especie Trypanosoma cruzi.
Asi mismo, se llevo a cabo la obtencidn de tripomastigotes contenidos en la cavidad peritoneal de
ratones infectados previamente. Para evaluar la capacidad infectiva de estos tripomastigotes se
inocularon grupos de ratones tanto por la via intraperitoneal (i.p.) como oral, variando la cantidad
de parasitos administrados y el aislado empleado. Este estudio se llevé a cabo durante la fase aguda
(46 dias).

Los resultados de las evaluaciones parasitoldgicas con el in6culo mas bajo (2.500)
mostraron diferencias en el comportamiento de los aislados al ser inoculados por via intraperitoneal.
Al emplear el mismo tamafio de in6culo por la via oral, no se logr6 el establecimiento de la
infeccion aguda con ninguno de los aislados. Un incremento de 20 veces el nimero de parasitos
inoculados por esta via, produjo un aumento en el porcentaje de infeccion para ambos aislados,
respectivamente. No obstante, los valores de las pruebas parasitoldgicas al incrementar el inéculo
oral fueron mayores para el aislado MACH-1, contrario a lo encontrado en la administracién i. p.
con 2.500 parésitos/raton. El ensayo de inéculos ain més elevados (100.000, 200.000 y 400.000)
del aislado MACH-1 por via oral, mostré que el efecto parasitolégico e inmunoldgico no fue
proporcional a la cantidad de parasitos inoculados. La aplicacion del diagndstico molecular por
PCR ADNKk logrd evidenciar el establecimiento de la infeccion en ratones que estuvieron
parasitologicamente negativos durante toda la evaluacion. La presencia de nidos de amastigotes a

los 28 dias post infeccion, puso en manifiesto el cardiotropismo del aislado venezolano "YAGUA".



El andlisis inmunoldgico (ELISA) de los sueros obtenidos de ratones inoculados por via
intraperitoneal con los aislados T. cruzi YAGUA y MACH-1, evidencié la produccion de
anticuerpos del tipo IgM al inicio de fase aguda y luego de dos a tres semanas (21 y 25 d. p. i.), la
produccion de anticuerpos del isotipo IgG, persistiendo estos ultimos durante el resto de la
infeccion. Por otra parte, los sueros de los ratones infectados por via oral en todos los grupos
experimentales mostraron valores de IgM constantes y una produccién elevada de anticuerpos 1gG
contra T. cruzi al inicio de la infeccion. Estos resultados parecen indicar que una respuesta
inmunolodgica temprana podria haber sido efectiva en la eliminacién del parésito al emplear
indculos bajos, mientras que para indculos mayores esta respuesta podria haber resultado
insuficiente. Los resultados obtenidos en esta investigacién con T. cruzi en la transmision oral, son
muy preliminares por lo que se sugiere un estudio mas exhaustivo de la IgG en suero durante la
primera semana de infeccidn para explicar su temprana aparicion. Concentraciones hasta seis veces
mayores de tripomastigotes en la cavidad peritoneal con respecto a la parasitemia, sugieren esta
cavidad como un posible reservorio del parasito donde parece lograr evadir la respuesta

inmunolégica humoral.



1.  INTRODUCCION

1.1. La Enfermedad de Chagas.

La Enfermedad de Chagas (ECh) también denominada Mal de Chagas, es considerada
como una enfermedad desasistida que representa un importante problema de salud pablica
en Latinoameérica, zona endémica para esta dolencia desde el norte de México hasta el sur
de Argentina y Chile (WHO, 2013). Segun datos recientes de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) existen alrededor de 7 a 8 millones de personas infectadas, principalmente
en Latinoamérica (WHO, 2013) A nivel mundial el nidmero de muertes anuales ha
disminuido de 45.000 durante el afio 1990 a 12.500 en el 2006 y la incidencia anual durante
este periodo ha disminuido de 700.000 a 41.000 (WHO, 2010).

Aunque inicialmente se caracteriz6 por ser una enfermedad propia del medio rural
tropical de las zonas endémicas, en las Ultimas décadas se ha extendido hacia poblaciones
urbanas de estos paises. Asi mismo se han reportado numerosos casos en Norte América y
en otros continentes tales como Europa, Asia y Australia, debido a las migraciones
humanas en busca de una mejor calidad de vida. Se estima que mas de 25 millones de
personas se encuentran en riesgo de adquirir la enfermedad en el mundo (Schmunis, G.

2007; Trillo y col., 2008; Coura y Albajar, 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion mundial de la enfermedad de Chagas y flujo de migraciones de
personas infectadas desde Latinoamérica hacia regiones no endémicas. (Tomado de Schmunis,
G., 2007).

1.2. Trypanosoma cruzi: el agente etiolégico. Ciclo de vida.

El parésito Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado ubicado taxonémicamente
en el Reino Protista, Subreino Protozoa, Phylum Sarcomastigophora, Clase
Zoomastigophorea, Familia Tripanosomatidae, Orden Kinetoplastida (Levine y col., 1980).
La especie T. cruzi es considerada como un conjunto de poblaciones de parasitos que
circulan entre reservorios animales, humanos y vectores intradomiciliarios y silvestres
(Botero y Restrepo, 1998). T. cruzi es un parasito heteroxénico cuyo ciclo de vida incluye
vertebrados mamiferos e insectos hematofagos (Hemiptera, Reduviidae, Triatominae) que
actian como vectores (Rey, 1991). El ciclo de vida del parésito se inicia cuando el insecto
vector, comunmente denominado “chipo” se alimenta de la sangre de un mamifero

infectado e ingiere los tripomastigotes sanguineos, que son las formas infectantes para el



hospedador intermediario o vector. Los flagelados pasan al intestino del insecto y se
transforman en epimastigotes, los cuales se multiplican por fision binaria longitudinal y
luego migran hacia el intestino posterior donde se convierten en tripomastigotes
metaciclicos en el ampula rectal(Figura 2). Cuando el vector infectado pica a un
hospedador sano para alimentarse, defeca sobre la piel y junto con las heces libera los
tripomastigotes metaciclicos (forma infectante para el hospedador definitivo),los cuales
pueden penetrar a traves de la lesion inducida por la probdscide del insecto al picar,
heridas preexistentes en la piel, la conjuntiva del ojo ¢ bien por la mucosa oral.
Inmediatamente, los tripomastigotes metaciclicos invaden las células del Sistema
Fagocitico Mononuclear (SFM) en el sitio de inoculacion y una vez dentro de las células se
transforman en amastigotes que se multiplican por fision binaria y luego se diferencian a
tripomastigotes sanguineos, antes ¢ después de romper la célula hospedadora (Figura 2).
Este proceso de diferenciacion dura aproximadamente 5 dias (Contreras, 1994). A
continuacidn, los tripomastigotes sanguineos son capaces de parasitar células vecinas al
sitio de inoculacion o bien pueden pasar al torrente sanguineo e invadir células de tejidos
lejanos a la puerta de entrada. El ciclo bioldgico se completa cuando un triatomino sano se

alimenta de la sangre del mamifero infectado (Figura 2) (De Souza, 2000; CDC, 2010).
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Figura 2. Ciclo biolégico del Trypanosoma cruzi. (Tomado y modificado de Centers Disease
Control and Prevention, 2010). Ciclos epidemiologicos de Trypanosoma cruzi

Se han descrito tres ciclos epidemioldgicos para T. cruzi: silvestre o selvatico,
peridoméstico y domeéstico. El ciclo silvestre es una enzootia mantenida por triatominos y
hospedadores en diferentes ecotopos naturales del continente americano, que se verifica
desde tiempos remotos e involucra la interaccidén entre vectores (insectos triatominos
hematofagos) y hospedadores silvestres (rabipelados, cachicamos, perezas, ratas, etc.),
manteniéndose un equilibrio ecoldgico entre T. cruzi y sus hospedadores naturales (Brener
y col., 2000; Herrera y col., 2010). No obstante, el ser humano y las acciones antropicas,
tales como la deforestacion, extraccion de plantas y la construccién de casas e industrias,
han producido una serie de cambios ecoldgicos que han propiciado el incremento del

contacto entre los chipos infectados, los animales domésticos y el hombre (Wendel y col.,



1992). El uso de troncos de arboles y hojas de palmas como material de construccién para
la vivienda rural (ranchos), con el consecuente transporte de triatominos infectados que alli
habitan naturalmente, dio inicio a los restantes ciclos epidemioldgicos del parasito. El ciclo
peridoméstico incluye triatominos silvestres y animales que habitan en el peridomicilio
humano tales como perros, gatos, ratas, ratones, cabras, gallinas, rabipelados, cachicamos,
entre otros, que les sirven como fuente de alimento a los chipos que visitan el peridomicilio
como por ejemplo Panstrongylus geniculatus.

El ciclo domestico resulta del contacto entre el humano y mamiferos domésticos
con vectores que han logrado invadir y establecerse dentro de las viviendas. Tal es el caso
de Rhodnius prolixus del que se ha reportado su domiciliacion desde 1960.Recientemente
se ha reportado una tendencia hacia la domiciliacion de Panstrongylus geniculatus,
habitando grietas o cuevas debajo del piso, donde se logra instalar si el ambiente es
suficientemente himedo y existen ratas o ratones como principal fuente de alimento
(Feliciangeli, 2009; Reyes-Lugo, 2011).

En este sentido, como se observa en la figura 3, los vectores del ciclo peridoméstico
pueden gradualmente invadir las viviendas humanas y adaptarse al ciclo doméstico (Coura,

2013).
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Figura 3. Interaccion entre los ciclos epidemiolégicos de T. cruzi. (Tomado y modificado de
Couray Dias, 2009).

1.3. Mecanismos de transmision de la enfermedad de Chagas.

Entre los principales mecanismos de transmision de T. cruzi al ser humano se
encuentran la transmision vectorial, transfusiones sanguineas, transmision transplacentaria,
via oral y otros mecanismos menos frecuentes como los accidentes laborales:

45.3. Transmisién vectorial: ocurre debido al contacto entre el hombre y las heces
del vector donde se encuentran las formas infectantes del parasito. Esto ocurre cuando el
chipo se alimenta sobre el hospedador y defeca liberando los tripomastigotes metaciclicos
(Figura 2). Es el mecanismo de contagio més frecuente y responsable de mas del 95% de
los casos diagnosticados de ECh en zonas endémicas.

2. Transmision mediante transfusiones sanguineas: las formas sanguineas de T. cruzi
presentes en donadores infectados son transmitidas a receptores sanos durante las
transfusiones en los centros hospitalarios, siendo mayor el riesgo en zonas endémicas. No
obstante, en los Gltimos afios la transmision por esta via se han convertido en un problema

potencial de salud publica en paises desarrollados de Europa y Asia, asi como en Estados



Unidos y Canada, donde cada vez son maés frecuentes las migraciones de personas
provenientes de zonas endémicas del Mal de Chagas (Schmunis, G., 2007;Gascén y col.,
2010).

3. Transmision transplacentaria, también denominada transmision congeénita 6 vertical:
el parasito puede alcanzar la circulacion fetal por via hematégena como resultado de una
placentitis. En la placenta pueden encontrarse focos inflamatorios agudos y/o cronicos,
areas de necrosis y parasitismo de las células trofoblasticas y macré6fagos, pudiendo
penetrar el parasito en forma activa hacia la circulacion fetal (Glrtler y col., 2003). La
deteccion de la ECh en mujeres embarazadas y recién nacidos no se realiza habitualmente
en la mayoria de los paises endémicos, por lo que la magnitud de la transmisién congénita
de este agente patdgeno continla siendo un problema de salud publica en Latinoamérica
(Piat y col, 2009).

4. Transmision oral: ocurre de forma accidental al ingerir alimentos y/o bebidas
contaminados con heces de chipos infectados por Trypanosoma cruzi, pudiendo penetrar el
parésito a través de la mucosa oral (Dias, 2006; Alarcon de Noya y col., 2010). Otra forma
es mediante la ingestién de carne cruda o mal cocida de marsupiales infectados que son
reservorios naturales del parasito, como por ejemplo Didelphis marsupialis.

Estudios en ratones infectados por via oral con T. cruzi, indican que los
tripomastigotes metaciclicos son capaces de invadir el epitelio de la mucosa gastrica (Hoft,
1996). Durante este proceso intervienen glicoproteinas (Gp) especificas del estadio
tripomastigotes, como la Gp82 que se une a la mucina gastrica y a las células epiteliales
mediante la activacion de la sefializacion con Ca®promoviendo la internalizacion del

parasito. El proceso de infeccion también es influenciado por la Gp90, otra molécula



estado-especifica de los tripomastigotes que regulan negativamente el proceso de infeccion

(Yoshida, 2009) (Figura 4).
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Figura 4. Interaccion de T. cruzi con la mucina gastrica en la infeccidn oral. Se observa
que los tripomastigotes Gp82 deficientes poco interactian con la mucina gastrica en
comparacion con la poblacion de tripomastigotes metaciclicos que expresan Gp82.
(Tomado y modificado de Yoshida, 2009).

5. Otros mecanismos menos frecuentes pero no menos importantes, son los trasplantes
de 6rganos y los accidentes en los laboratorios de investigacion debido a la manipulacion

de instrumentos punzantes contaminados con el parasito.

1.4.Fases de la enfermedad de Chagas.

Se han descrito dos etapas principales de la enfermedad: una inicial denominada fase
aguda, que comienza a partir del momento en el que los parasitos ingresan al organismo
por cualquiera de los mecanismos mencionados anteriormente y una segunda etapa
conocida como la fase crénica, entre ambas existe un periodo de duracion variable llamado

fase indeterminada o inaparente.



Durante la fase aguda, la parasitemia (parasitos en sangre) es elevada y puede
comprender una serie de fenémenos clinicos tales como, el signo o puerta de entrada del
parésito (Figura 5), sintomas generales y alteraciones sistémicas que se establecen entre los
primeros 2 y 4 meses de infeccion después de un periodo de incubacion, que puede variar
entre 4 a 10 dias en el hombre y animales experimentales, tiempo requerido para el
desarrollo de dos generaciones de parasitos (Rassi y col., 2000).Entre los sintomas
generales y de aparicion precoz de la fase aguda destacan el malestar general, fiebre
continua o intermedia, linfoadenitis generalizada, dolores musculares, escalofrios,
hepatoesplenomegalia y esplenomegalia, ademas el individuo describe debilidad y pérdida
del apetito, lo que ocasiona una sensacion de cansancio progresivo debido al dafio cardiaco
que empieza a manifestarse desde esta fase (Botero y Restrepo, 1998; Becerril, 2011) o
bien por complicaciones digestivas (megacolon), cardio-digestivas y del sistema nervioso

(Wendel y col., 1992).

Figura 5.Formas de inoculacion de T. cruzi con entrada aparente A. Complejo oftalmo-
ganglionar o edema unilateral-bipalpebral conocido como signo de Mazza-Romafia. B. Chagoma de
inoculacion en la piel. (Tomado de Salfelder y col., 1977; Kinochita-Yanaga y col., 2009).

Los individuos mas susceptibles de padecer las patologias de la ECh aguda con
consecuencias fatales son los nifios menores de 5 afios y las personas inmunosuprimidas.
Sin embargo, la mayoria de los pacientes (95%) logran superar este periodo pasando a una
fase cronica, que comienza con una etapa indeterminada caracterizada por la ausencia de

manifestaciones clinicas, electrocardiogréaficas y radiolégicas de los fenémenos cardiacos



y/o digestivos en los pacientes. Es un periodo silencioso en el que la presencia de parésitos
circulantes es rara, ya que estos migran hacia 6rganos y tejidos en donde invaden células y
ocurre la multiplicacion del parasito y logran evadir la respuesta inmunol6gica humoral del
hospedador en la circulacion sanguinea, este periodo puede extenderse de 10 a 20 afios
antes de que el paciente pueda presentar los dafios caracteristicos de la etapa
cronica(Ribeiro y Costa, 2000). Pueden presentarse taquicardias y arritmias, y en algunos
casos hasta puede ocurrir la muerte stbita sin causa aparente. Sin embargo, por lo general
solo un tercio de los pacientes desarrollan los sintomas de la etapa crénica. Los dafios
patoldgicos de la fase cronica pueden tener varios origenes, tanto cardiaco como digestivo
(es6fago y/o colon), pudiéndose presentar ambas formas solas o en asociacién y con menos
frecuencia también puede involucrar el sistema nervioso central y periférico (Wendel y col.,
1992).

El cuadro clinico con cardiopatias chagasicas cronicas se caracteriza por la
presencia de nidos de amastigotes en el interior de las fibras cardiacas (figura 6A),
arritmias, insuficiencia cardiaca y trombo embolismos. El crecimiento ventricular es comun
debido a una dilatacion progresiva que conlleva a una cardiomegalia visible (figura 6B).

(Salferder, 1977; Wendel y col., 1992; Brener, y col., 2000).
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Figura 6. Patologia cronica del corazon chagasico. A. Corte de coraz6n postmorten de
paciente venezolano con miocarditis chagasica cronica. Se observa un nido de amastigotes
rodeado de infiltrado celular inflamatorio (flecha) B. Cardiopatia chagésica crénica. Tipica
lesion apical “aneurismatica”. (Tomado de Salferder y col, 1977; Andrade, 2011).
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1.5. Diversidad genética de T. cruzi y su relacion con las diferentes formas clinicas
de la ECh.

La prevalencia de estas manifestaciones ha sido vinculada a la cepa del parésito y su
origen geogréafico, hecho que es atribuido a la heterogeneidad de cepas de T. cruzi que
pueden tener diversos tropismos (Rassi y Luquetti, 1992). Se ha reportado que 27% de los
pacientes presentan cardiopatias cronicas, mientras que las alteraciones digestivas y
neuroldgicas crénicas se manifiestan en un 6 y 3%, respectivamente (Marin-Neto y col.,
2000).

En este sentido, las poblaciones y subpoblaciones de T. cruzi muestran una enorme
variabilidad genética, asociada a las formas clinicas. La identificacion de significativas
similitudes entre algunas poblaciones reveladas por diferentes marcadores moleculares y el
analisis de isoenzimas permitié agrupar las poblaciones de T. cruzi en seis unidades
discretas de tipificacion (DTU’s), clasificadas como T. cruzi (Tc) I, Tcll, Tclll, TclV, TcV
y TcVI (Zingales y col., 2009). Otros autores han demostrado que existe diversidad
genética intraespecifica dentro de T. cruzi | sugiriendo la existencia de genotipos asociados
al ciclo domestico (Tcla), peridoméstico (Tclb) y selvatico (Tcld) (Guhl y Ramirez, 2011).
Estas variaciones pueden ser reflejadas en la morfologia, letalidad, virulencia e incluso en
la tasa de infectividad de las cepas que circulan en diferentes fuentes incluyendo a humanos
de los paises endémicos, (Carneiro y col., 1991; Pedreira de Castro y Brener., 1985). El
mecanismo por el cual las diferentes formas clinicas de la ECh se establecen aun no se
conoce con exactitud. Sin duda factores asociados al paciente estan involucrados, pero cada
vez es mas evidente la existencia de un papel fundamental asociado a los genes del parasito.

En Venezuela se ha detectado con amplio predominio la presencia de T. cruzi | (Gonzales y
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col., 2004) el cual ha sido relacionado con cardiopatias, sin embargo aislados similares del
parésito pueden ser asociados a diferentes formas clinicas, (Zingales y col., 2009) lo que

apunta a la importancia de otros factores.

1.6.Respuesta inmunoldégica durante la infeccion por T. cruzi.

Como ocurre en otras infecciones por microorganismos patégenos, la infeccion por T.
cruzi moviliza multiples mecanismos celulares y humorales de la respuesta innata y
adaptativa (dos Reis y Lopes, 2000). La cronicidad de las infecciones chagéasicas es un
indicativo de que el sistema inmunoldgico (SI) es incapaz de erradicar al parasito, esto se
debe a que éste ha sido capaz de desarrollar mecanismos para evadir la respuesta inmune
(RI) a lo largo de la relacion parésito-hospedador (Rosales-Borjas y Ortiz-Ortiz, 2008) y
establecer una infeccion que le permita sobrevivir. En este sentido, se han descrito tres
mecanismos principales: 1) la inhibicién de la convertasa de C3 del sistema del
complemento; 2) la expresion de proteinas protectoras en su superficie, y 3) el mimetismo
con moléculas de la célula hospedadora.

En el comienzo de la repuesta inmune adaptativa contra T. cruzi también ocurre la
activacion de linfocitos B e hiperproduccion de inmunoglobulinas (Ig). Asi mismo
comienza la produccion del isotipo IgM como indicadora de una fase temprana de la
infeccion, acompafiado del incremento de IgA totales o especificas. Seguidamente, ocurre
la disminucion de titulos de IgM y la aparicién anticuerpos (Ac) del isotipo 1gG de manera
simultanea, los cuales persisten durante el resto de la infeccion, indicativo de la fase

indeterminada y/o crénica tardia (Umezawa y col., 1996, dos Reis y Lopes, 2000).
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1.7.  Métodos para el diagndéstico parasitolégico, inmunolégico y molecular de la
enfermedad de Chagas.

El diagnostico etiologico de T. cruzi puede realizarse por la deteccidon de las formas
sanguineas del parasito a través de métodos parasitologicos directos o indirectos. En la fase
aguda con parasitemia evidente, debe procurarse la realizacion del diagnostico por métodos
parasitolégicos directos tales como: examen microscdpico directo de sangre, hematocrito,
extendidos de sangre tefiida con la coloracion de May Grundwald-Giemsa (MGG) o por
métodos indirectos que se basan en la capacidad de multiplicacion del parasito como el
xenodiagndstico (empleo de insectos vectores sanos) y el hemocultivo (Mansfield, 1984).
Durante la fase crénica la cantidad de parasitos circulantes es muy escaza o casi nula y
estos métodos son poco aplicables.

Los métodos inmunolégicos que permiten evaluar la presencia de anticuerpos anti-T.
cruzi en el suero de pacientes y animales experimentales, son empleados durante las fases
aguda y cronica de la infeccion. Existen mas de 30 métodos inmunoldgicos que pueden ser
utilizados, siendo todos variantes de un mismo fundamento biol6gico que consiste en
revelar la capacidad de la respuesta inmune (humoral o celular) del hospedador frente al
mosaico de antigenos que ofrece T. cruzi (Contreras, 1994). Entre los ensayos mas
frecuentemente empleados estan: inmunofluorescencia indirecta (IFI), hemaglutinacion
(HAI) y el Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Rey, 1991; Becerril,
2011). En la actualidad la técnica de ELISA es el método inmunoldgico mas sensible y méas
comunmente utilizado en los laboratorios clinicos, solo es comparable con las técnicas de
radioinmunoensayo (RIA) que detectan el progreso de la respuesta inmune humoral del
paciente infectado con el empleo de isétopos radiactivos. Finalmente, otra prueba

inmunolégica mas compleja, altamente sensible y especifica es el “inmunoblotting”,
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empleado para detectar proteinas antigénicas de T. cruzi capaces de desencadenar una
respuesta humoral en los pacientes. Este Ultimo ensayo ha mostrado resultados
prometedores y puede ser utilizado como prueba de confirmacion tanto en la fase aguda
como en las etapas cronicas de la enfermedad segln el Consenso del Ministerio de Salud de
Brasil (Consenso del Ministerio de Salud de Brasil, 2005).

Por otra parte, en las ultimas décadas los ensayos moleculares han sido
implementados para realizar la deteccion de ADN de T. cruzi, tanto en fase aguda como
cronica y la técnica mas frecuente es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). A este
nivel el fundamento bioldgico de la técnica diagndstica y el metodoldgico se superponen,
ya que los mecanismos de defensa del hospedador garantizan la existencia de fragmentos
de ADN del parésito en tejidos como el corazon, sangre o bien en la orina (Luquetti y
Rassi., 2000; Sanoja, 2010). Es de hacer notar que en el caso de que la muestra problema
provenga de un insecto vector, se debe descartar un posible falso positivo debido a la
presencia de ADN de Trypanosoma rangeli, otro tripanosomatideo que emplea los mismos
hospedadores intermediarios y reservorios que T. cruzi. De acuerdo a la metodologia que
emplearemos en este trabajo (Gomes y col., 1998) el ensayo de (PCR ADN kinetoplasto)
para T. cruzi, emplea dos cebadores (121 y 122) induciendo la amplificacion de un
fragmento de 330 pb (pares de bases) derivado de una region variable y otro fragmento de
750 pb de la amplificacion de dos regiones variables adyacentes (Junqueira y col., 2005).
Mientras que T. rangeli genera productos entre 330-450 pb y 760 pb (Vallejo y col., 2002)
pudiendo generar confusion en el diagndstico, por lo que en ocasiones es necesario realizar
la tipificacion (Lewis y col., 2009). Otros métodos moleculares menos empleados son la
clonacion de antigenos clonados molecularmente y la hibridacion molecular con sondas

marcadas.
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2. ANTECEDENTES

En Venezuela los primeros estudios sobre la enfermedad de Chagas se deben
fundamentalmente al médico José Francisco Torrealba, quien inicid sus investigaciones en
el afio 1932 en el estado Guarico, una de las principales zonas endémicas para esta dolencia
hasta la fecha (Torrealba, 1935; Acquatella, 2003).Posteriormente, el Dr. Félix Pifano
incursiono en el campo de la epidemiologia de la ECh y reporté una metodologia para la
infeccion chagasica a partir de una mezcla de leche y heces de R. prolixus y a traves de la
via buco-gastrica en perros (Pifano 1941), coincidiendo ambos en sefialar, la importancia de
esta enfermedad como un problema de salud publica y social en nuestro pais desde aquel
entonces. Asi mismo, destacaron la influencia de las condiciones precarias de vida,
insalubridad y construccion de viviendas (ranchos) con techo de palmas (habitat natural de
R. prolixus) y paredes de bahareque, en el mantenimiento de esta zooantroponosis, tal como
lo siguen reportando otros investigadores en la actualidad (Feliciangeli y col., 2009).

A partir del afio 1959 el Ministerio de Sanidad y Asistencia Social (MSAS) dirigio
esfuerzos, presupuestos, y experticias para combatir el Mal de Chagas, iniciando una
camparia denominada Programa de Control de la Enfermedad de Chagas (PCECH) en el
anol1959(Figura 7) (Guerrero y col., 1965).

Debido al PCECH en Venezuela la prevalencia de la infeccidon en los bancos de
sangre se logré mantener por debajo del 1% para el afio 1999 (Aché y Matos, 2001). Asi
mismo, se reportd una disminucién paulatina pero sostenida de los indices de
seroprevalencia entre los afios 1958 y 1999 de 44,5% a 8,1% Yy una disminucién de la
seroprevalencia de 20,5% a 0,8% en nifios menores de 10 afios de edad(Ache y Matos,

2001). Los indices de infestacion de casas por Rhodnius prolixus también declinaron
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notablemente, de 60-80% en la década 1958-1968 hasta 1,6-4,0% entre 1990 y 1998 (Aché
y Matos, 2001).En la década de los afios 90, la reemergencia de la Malaria y la aparicion
del dengue hemorréagico desviaron los recursos presupuestarios del MSAS(Feliciangeli y
col., 2009) y los efectos adversos no tardaron en visualizarse. Efectivamente, a finales de
1999 el MSAS reportd un incremento de la incidencia de la enfermedad de Chagas,
indicando la existencia de nifios infectados (indicadores de transmision activa) por

Trypanosoma cruzi en algunos estados del pais (DSA, 2000).
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Figura 7. Analisis del impacto del Programa de Control de la Enfermedad de Chagas
en Venezuela (Tomado de Feliciangeli y col., 2009).

Segln datos epidemioldgicos emitidos por la Entidad de Salud Regional de
Venezuela (ESRV) la prevalencia de la ECh en el Territorio Nacional era de 1,15%
(310.000 casos en un total de 26.749.000 habitantes evaluados) en el afio 2005. Una
extrapolacion de estas cifras, permitié calcular un incremento a 350.000 casos para el afio
2009 (Risquez, 2009). Estudios epidemiologicos realizados por Rodriguez-Bonfantes y
colaboradores (2007) sefialan que ejemplares de Rhodnius prolixus y Panstrongylus
geniculatus capturados en el Municipio Andrés Eloy Blanco del estado Barinas,
presentaron un indice de infeccidn por T. cruzi de 20% y 5,07%, respectivamente. Estos

resultados sugieren la existencia de una transmision activa de la enfermedad de Chagas en
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el Municipio Andrés Eloy Blanco en las ultimas dos décadas, y que P. geniculatus podria
estar substituyendo a R. Prolixus como vector de la enfermedad de Chagas (Rodriguez-
Bonfantes y col., 2007).A pesar del progreso alcanzado por el PCECH, el incremento en el
namero de casos agudos detectados durante la ultima década en nuestro pais es indicativo
de un repunte de la parasitosis (Afiez y col., 1999). Estudios realizados en 233 pacientes
con un diagnéstico clinico presuntivo de enfermedad de Chagas, procedentes de 10 estados
de Venezuela reportaron: 6 casos agudos (2,6%), 90 casos cronicos (38,6%) y 137 casos
diagnosticados como en fase indeterminada (58,8%) (Afiez y col., 2003). Estas son
evidencias del aumento de casos de ECh en las zonas rurales del pais pese al programa de
control, en su mayoria en estados de la region occidental de Venezuela (Barinas, Mérida,
Trujillo, Portuguesa y Zulia). En la siguiente figura se muestra el mapa de Venezuela
resaltando los estados donde existen casos de ECh. En color naranja se muestran los
estados endémicos reportados (Acquatella, 2003), y en color verde los estados en donde ha

emergido mas recientemente la enfermedad de Chagas (1995-2013).

CARABOBO
ARAGUA

. DISTRITOFEDERAL
VARGAS

BWN R
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Figura 8. Estado actual de la enfermedad de Chagas en Venezuela. En color naranja se
observan los estados donde se reporto la existencia de casos de ECh entre los afios 1986-1995. De
color verde se muestran los estados donde, se reportaron casos en la actualidad (2013). (Tomado y
modificado de: Acquatella, 2003) Los numeros indican los estados
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Dado que nuestra investigacion estard mayormente enfocada hacia el estudio de la
transmision oral por aislados venezolanos de T. cruzi, a continuacion describiremos algunos
hechos importantes relacionados con esta via de infeccion haciendo énfasis en lo reportado
para Venezuela. Aunque la mayoria de los casos de ECh por transmision oral se han
producido en Brasil, también se han detectado casos en otros paises de Latinoamérica como
Colombia, Argentina, Venezuela y Ecuador en areas no endémicas para la ECh. Las
investigaciones sugerian que el mecanismo de transmision mas probable era la via oral,
dado que en todos los casos se incluyen a grupos estrechamente vinculados al consumo de
jugos de frutas artesanales ¢ frutas directamente contaminados con el contenido intestinal
de vectores infectados (Dias, 2006; Valente y col., 2006). El primer caso documentado de
transmision oral fue en Brasil (Teutonia, Rio Grande del Sur) en el afio 1965 donde se
registraron 17 pacientes con enfermedad de Chagas aguda simultanea (Pereira y col., 2009).
Durante el afio 2006, se reportaron otros 94 casos de transmision de T. cruzi por via oral en
el norte y noreste de Brasil, con 6 casos fatales y todos relacionados al consumo de jugo de
“acal berry” (fruta de la palma acai) o jugo de cafia posiblemente contaminado con
triatominos infectados con T. cruzi (Pereira y col., 2009).

Los primeros indicios sobre la presencia de P. geniculatus en Venezuela datan del
afio 1859, cuando fue reportado por Stal en las faldas del Cerro El Avila (Distrito Capital) y
en la Guaira (Edo. Vargas) (Reyes-Lugo, 2011; Ramirez-Pérez, 1985). Casi un siglo y
medio despues, un grupo de investigadores alertaron sobre el avance de este triatomino
hacia el ambiente doméstico, indicando que bajo ciertas condiciones socio-ambientales P.
geniculatus podria ser capaz de colonizar el domicilio (Reyes-Lugo, 2000; Feliciangeli y
col., 2009). En este sentido, el andlisis del contenido intestinal de varios especimenes

recolectados en el Distrito Capital y en los estados Miranda y Vargas, resultaron positivos a
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la presencia de sangre humana en 98,1 % de los especimenes evaluados (Carrasco y col.,
2005). Estos datos demuestran que la alimentacion de P. geniculatus con sangre humana no
parece ser accidental y que su tasa de infeccion por T. cruzi es elevada en un area que no es
considerada endémica para la enfermedad de Chagas, segun el Programa Nacional de
Control. La situacion es particularmente impactante ya que ocurre en el Distrito Capital,
donde existe una gran concentracién de habitantes siendo vulnerables individuos de
cualquier clase social, tanto aquellos que viven en casas de bajos recursos en condiciones
precarias, como aquellos de mayor nivel socio-econémico que habitan en zonas
residenciales, donde el ciclo peridoméstico de Didelphis marsupialis/Rattus rattus—P.
geniculatus—humano, parece estar ocurriendo exitosamente (Carrasco y col., 2005).

Varios investigadores han sugerido la necesidad de alertar a los médicos sobre esta
nueva situaciéon epidemioldgica y el manejo adecuado de personas infectadas (Carrasco y
col., 2005), ya que en la dltima década se han presentado 5 de microepidemias de ECh en
zonas urbanas de Venezuela (Municipio Chacao, Parroquias Antimano y Coche-Distrito
Capital, Chichiriviche Edo. Vargas y Rubio Edo. Tachira) con un mismo patrén, en el cual
los afectados son grupos de personas estrechamente relacionadas y han tenido como factor
comun haber consumido frutas o jugos caseros. Un total de 245 personas infectadas y 8
fallecidos han sido los casos confirmados desde 2007 hasta 2013 (Alarcon de Noya y col.,
2010; Prensa Nacional).

En este sentido, a finales del afio 2007 fue detectado un nimero importante de casos
de Chagas agudo en una comunidad educativa del Municipio Chacao, Estado Miranda. Los
estudios sugieren que se pudieron haber infectado con T. cruzi por via oral al ingerir
alimentos contaminados con especimenes de P. geniculatus infectado. Se registro la muerte

de un nifo de 5 afos y se detectaron anticuerpos anti-T. cruzi en 123 individuos (alumnos y

19



maestros) (Alarcén de Noya, 2010). A comienzos del afio 2009 fue detectado otro brote
similar de Mal de Chagas en una Escuela Municipal de Chichiriviche de la Costa, Estado
Vargas, con un total de 58 personas contaminadas con T. cruzi, 4 de ellos fueron fatales
(tres menores de 12 afios y un adulto) (Garcia, 2012).

Durante el afio 2010, se detectd un tercer brote de Mal de Chagas en el barrio La
Pedrera, Antimano, Distrito capital, en el que se evaluaron clinicamente 18 casos y se
evidencié la presencia de T. cruzi en 78% de los pacientes mediante un examen
microscopico directo de sangre. Estos pacientes presentaron sintomas tales como: fiebre
(95%), mialgia (70%), diarrea y tos seca (35% a 40%), edema de extremidades y
somnolencia (20%), astenia, incapacidad para la marcha y escalofrios (15%), nauseas o
vomitos (10%), taquicardia y palpitaciones (5%). El examen fisico y por ultrasonido revel6
hepatoesplenomegalia en 14 individuos (78%), derrame pericardico en 9 personas (50%), 2
casos con derrame pericardico severo (11%) y 5,5% con crecimiento ventricular izquierdo.
Estos sintomas sugieren el cardiotropismo del o los aislados de T. cruzi implicados
(Comision de epidemiologia, Venezuela, 2010). Se pudo constatar que todos los afectados
consumieron alimentos caseros que habian sido preparados con frutas. Un ejemplar de P.
geniculatus fue localizado en el interior de la vivienda donde se habia elaborado el alimento
y su evaluacion demostrd la presencia de T. cruzi (Comisién de epidemiologia, Venezuela,
2010). En el afio 2011 en el estado Téchira, Rubio, ocurri6 el cuarto brote con un total de 6
personas afectadas y 1 fallecido. Posteriormente en el afio 2012 se reporto otro brote de
ECh agudo en la parroquia Coche, Dtto. Capital implicando a 4 personas infectadas
(Marcano, 2012).

Es de hacer notar que este problema se ha visto agravado por la falta de una

quimioterapia 100% eficaz contra la ECh y la poca disponibilidad del medicamento
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(Benzonidazol ®Laboratorios Roche) en nuestro pais durante los brotes orales citados
anteriormente.

Dado lo anteriormente expuesto, con esta investigacion pretendemos contribuir a la
caracterizacion inmunoparasitologica de aislados venezolanos de Trypanosoma cruzi que se
encuentran circulando en el ciclo peridomiciliario (Panstrongylus sp. y Didelphis
marsupialis) en zonas urbanas del pais. Nuestros resultados pretenden colaborar al
conocimiento de la enfermedad de Chagas experimental producida por estos aislados,
posiblemente involucrados en la transmision oral que esta ocurriendo en las zonas urbanas
del Distrito Capital. EI empleo del modelo murino nos permitira reproducir en el raton las
fases de la enfermedad de Chagas, para asi extrapolar nuestros resultados al

comportamiento del paréasito en el hombre.
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2. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general.
Realizar la evaluacion inmunoparasitologica de aislados de Trypanosoma sp. provenientes
de insectos y reservorios del ciclo peridoméstico, infectados naturalmente en el Distrito

Capital, Venezuela.

3.2. Objetivos especificos.

1. Estandarizar la obtencion, purificacion y contaje de tripomastigotes contenidos en la
cavidad abdominal de ratones infectados experimentalmente.

2. Evaluar y comparar parasitologicamente los aislados de Trypanosoma cruzi
proveniente de Panstrongylus sp. y Didelphis marsupialis en grupos de ratones
inoculados por las vias intraperitoneal y oral, durante la etapa aguda de la infeccion.

3. Determinar el posible tropismo cardiaco de los aislados de T. cruzi y la presencia de
infiltrado celular inflamatorio en el corazon de los ratones infectados.

4. Analizar la respuesta inmune de anticuerpos IgM e IgG contra T. cruzi en los

animales de los diferentes grupos experimentales, durante la infeccion aguda.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material bioldgico.

Para llevar a cabo la evaluacion inmunoparasitoldgica de los aislados de T. cruzi se

utilizé el modelo murino.

a. Animales: se emplearon ratones hembras de la cepa NMRI, de 6 a 8 semanas de
edad y procedentes del Bioterio del Instituto de Biologia Experimental (IBE),
Universidad Central de Venezuela.

b. Parésitos: se trabajo con dos aislados de Trypanosoma sp.:

1. Aislado “YAGUA” proveniente de un ejemplar joven de Didelphis
marsupialis, capturado en las instalaciones del IBE, Colinas de Bello Monte,
Municipio Baruta, Distrito Capital, Venezuela.
2. Aislado “MACH-1" proveniente de Panstrongylus sp. capturado en el
interior de una vivienda ubicada en la Urb. Macaracuay, Municipio Sucre,
Estado Miranda. Venezuela.
Ambos aislados habian sido extraidos directamente de sus hospedadores
silvestres por investigadores del Laboratorio de Inmunologia y Quimioterapia del
IBE entre los afios 2010 y 2013.
4.2. Caracterizacion genética de los aislados de Trypanosoma sp. YAGUA Y MACH-1.
4.2.1. Obtencion de las muestras.
Se emplearon muestras de sangre de ratones NMRI previamente infectados con
sendos aislados para realizar la evaluacion molecular. Para ello, sangre de la cola
previamente cortada, fue extraida y recolectada en tubos Eppendorf ® en volimenes de

200pL/tubo. Las muestras fueron conservadas a -20°C hasta su uso. De igual forma se
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obtuvieron muestras de sangre de los ratones experimentales en los que se realiz6 un
diagndstico molecular para corroborar la infeccion con T. cruzi en aquellos casos en que
ninguna de las pruebas parasitoldgicas aplicadas dio resultados positivos (ver mas adelante
apartado 4.4).

4.2.2. Aislamiento del ADN total.

Se utilizo el estuche (“kit”) Genomic DNA Extraction Kit, marca comercial
AccuPrep®.

La técnica estd basada en el empleo de columnas de silica que enlazan
especificamente el ADN en presencia de sales caotrdpicas (tampon de lavado suministrado
en el “kit”). De esta manera, las muestras de sangre completa fueron procesadas en las
columnas siguiendo las instrucciones de la casa comercial. EI ADN fue separado de la
silica por un cambio de pH debido a la adicion del buffer de elucién (10 mM Tris-Cl pH
8,5). Aunque no fue determinada la concentracion de ADN, este protocolo permite obtener
3 a 6ug de ADN gendmico en 200 pl de tampdn de elucion (=30ng/ul) de acuerdo a la casa
comercial. Las muestras de ADN total fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

4.2.3. Caracterizacion del taxon especie (Trypanosoma cruzi).

La caracterizacién genética de los aislados como especie Trypanosoma cruzi, se llevé a
cabo mediante el ensayo de PCR ADNK siguiendo el protocolo descrito por Gomes y
colaboradores (1998). En este sentido, se emplearon los cebadores 121 y 122 (Bioneer) de
secuencias 5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3" y

5 -GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3, respectivamente. Estos cebadores se
unen especificamente a regiones conservadas del mini circulo del ADNk (Figura 9) y el
ensayo amplifica preferencialmente un segmento de 330pb correspondiente a una de las

cuatro regiones variables del mini circulo (Gomes y col., 1998).
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Figura 9. Esquema representativo de la molécula del mini circulo de T. cruzi. Se representan las
4 regiones de secuencias conservadas (barras negras), cuatro regiones de secuencias variables
(barras blancas), las posiciones de los iniciadores 121 y 122 de la PCR (flechas) y los respectivos
productos de amplificacion de 750 y 330 pb (lineas punteadas). (Tomado de Schijman, 2008).

Como control positivo de la reaccion de PCR ADNk se emple6 ADN gendmico de T.
cruzi de las cepas 196 y CL Brener y como control negativo agua milli-Q. Se utilizaron
60ng (2ul) de ADNk en cada reaccion y el programa de PCR se llevo a cabo en un
Termociclador (MJ Research, modelo PTC-200). En las tablas 1 y 2se describen las

condiciones utilizadas en este ensayo.
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Tabla 1. Condiciones del ensayo PCR ADNk Trypanosoma cruzi.

Concentracion

Reactivo del stock Concentracion final Vol./reaccion (uL)
Agua destilada - - 10,25
Tampon5X
(Tris-HCI 250 mM 5X 1X 5
[PH 9,0], NaCl 250 mM).

Oligo 121 10 pM 1 uM 2,5
Oligo 122 10 pM 1 uM 2,5
MgCl, 50 mM 3 mM 1,5
dNTPs 5mM 200 pM 1
Taq polimerasa 5 U/uL 0,05 U/uL 0,25
Muestra - - 2
Volumen final - - 25

Tabla 2. Programa de incubacion y ciclos de PCR ADNK.

Temperatura (°C) Tiempo (min.) Ciclos

94 4 1
68 2 1
72 2 1
94 1
66 1
72 1 >
94 1
64 1 35
72 1
72 5 1

4 por siempre 1
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Visualizacion de los productos de PCR ADNKk: el amplicdn de 330pb fue separado por
electroforesis en geles de agarosa al 2% en Tampon TAE 0,5X (Tris-Acetato-EDTA) a 50V
durante 1 hora. A continuacion, para evidenciar los acidos nucléicos se transfirio el gel a
una cubeta con 500 mL de agua destilada, se afiadieron 2 pl de bromuro de etidio (BrEt) y
se dejo reposar durante 2 minutos. Finalmente los &cidos nucléicos se visualizaron en un

transiluminador con luz ultravioleta (Gel Dock) y se realizé el registro fotografico.

4.3. Uso de tripomastigotes aislados de la cavidad peritoneal de ratones para la
preparacion del indculo de parasitos.

Evaluaciones previas llevadas a cabo en el Laboratorio de Inmunologia y
Quimioterapia del IBE, denotaron la presencia de tripomastigotes en la cavidad peritoneal
(c.p.) de ratones infectados con estos aislados de T. cruzi, al mismo tiempo que los
parésitos no podian ser detectados en sangre por un examen microscopico directo durante la
fase aguda. Por ello nos propusimos estandarizar un método de aislamiento de los
tripomastigotes de la cavidad peritoneal y utilizarlos como una fuente alternativa de
parésitos para preparar los indculos empleados en las infecciones experimentales.

De esta manera, con cada aislado de T. cruzi, YAGUA y MACH-1, se realiz6 el
siguiente protocolo: un ratén con 21 a 30 dias de infeccion fue sacrificado por sobredosis
en camara de cloroformo. Inmediatamente se llevé a cabo su diseccion, retirando la piel y
dejando expuesta la cavidad abdominal, donde se realizé un pequefio corte en forma de ojal
a fin de hacer un lavado intraperitoneal por este orificio. Para ello se utilizd una pipeta
Pasteur instilando un volumen de 1 a 1,5 mL de solucion salina (SS) (NaCl 0,85%) estéril
dentro de la cavidad y se dio un ligero masaje. A continuacion se extrajo el liquido

intraperitoneal resultante y se colocd en uno o varios tubos Eppendorf. Para determinar la
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concentracion de tripomastigotes en la suspension se realizé un contaje en la cAmara de
Neubauer© y finalmente se calculd el nimero de parasitos en la suspension de acuerdo al

volumen total obtenido.

4.4. Influencia del aislado de T. cruzi y la via de infeccion sobre la respuesta

parasitoldgica e inmunolodgica en ratones NMRI.

Se determino el efecto de pardmetros tales como, el aislado de T. cruzi y la via de
administracion o puerta de entrada del parasito, sobre la respuesta inmunoparasitoldgica de
los animales experimentales durante la fase aguda de la infeccion. Para ello fueron
empleados 20 ratones distribuidos en 4 grupos de 5 ratones cada uno. Para preparar los
distintos indculos se utilizaron tripomastigotes provenientes de la cavidad peritoneal de

ratones infectados previamente (ver apartado anterior 4.3).
Grupos experimentales:

e Inbculo 2,5 x 10° parésitos/raton, via intraperitoneal (ip):
Grupo A: aislado T. cruzi YAGUA

Grupo B: aislado T. cruzi MACH-1

e Inbculo 2,5 x 10° parésitos/raton, via oral:
Grupo C: aislado T. cruzi YAGUA

Grupo D: aislado T. cruzi MACH-1
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4.4.1. Via de infeccion intraperitoneal.

La via de inoculacion intraperitoneal es la mas cominmente empleada para infectar
animales experimentales con T. cruzi. Para ello se emple6 una jeringa de 1mL acoplada a
una aguja 26 x 12 y se inyectd la cantidad correspondiente de parasitos dentro de la
cavidad abdominal de cada raton, contenida en 0,5mL de solucién salina.

4.4.2. Via de infeccion oral.

La administracion de los tripomastigotes por via oral fue llevada a cabo empleando
una canula oral acoplada a una jeringa de 1cc. Luego de inmovilizar al raton sujetandolo
con la mano, se le administrd la suspension de parasitos correspondiente contenida en 0,1
mL de SS gota a gota, colocando la punta de la canula dentro de la cavidad bucal y
procurando el contacto con la mucosa, permitiendo al animal tragar el liquido durante la

administracion.

4.5. Evaluacion parasitologica de ratones infectados con los aislados durante la fase
aguda de la infeccién.

Para llevar a cabo la evaluaciéon parasitolégica en cada grupo de ratones, se
determind la parasitemia (tripomastigotes/s/mL de sangre) y la cuantificacion de
tripomastigotes en la cavidad peritoneal (N° tripomastigotes/mL de liquido intraperitoneal)
hasta los 46 dias de infeccion. En aquellos ratones en los que no se detectaron parésitos por
los métodos anteriores durante este periodo, se aplico el hematocrito (prueba parasitologica

de mayor sensibilidad).
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4.5.1. Evolucién de la parasitemia.

La evaluacion de la parasitemia se llevd a cabo mediante el método de Brener
(Brener y col., 2000). Se realiz6 durante la fase aguda de la infeccion, dos veces por
semana a partir del dia 7 de infeccion, hasta el dia 46 post infeccion (p.i.). Este método nos
permitié cuantificarla concentracion de tripomastigotes presentes en la sangre de los
ratones y los resultados fueron tabulados y graficados.

Brevemente: se recolectd sangre de la punta de la cola cortada del raton mediante un
capilar de 5uL acoplado a un dispositivo provisto de un bulbo. Esta sangre fue colocada
sobre una lamina portaobjetos y cubierta con una laminilla de 22 x 22mm, formandose una
mono capa de células. A continuacién se determin6 el nimero de parasitos presentes en 100
campos microscopicos empleando el objetivo de 40X.El nimero resultante de parasitos se
multiplicé por el factor del microscopio (previamente calculado) para obtener el nimero de
tripomastigotes/mL de sangre (parasitemia). La sensibilidad del método de Brener es de

2.000 a 20.000 paréasitos/mL de sangre (Sanoja, 2001).

4.5.2. Cuantificacion de tripomastigotes en la cavidad peritoneal.

Se determino la concentracion de tripomastigotes en la cavidad peritoneal, durante
la fase aguda. Al igual que la parasitemia, esta evaluacion se llevd a cabo 2 veces por
semana a partir del dia 7 hasta el dia 46 post infeccion.

Para realizar el lavado intraperitoneal y obtener los tripomastigotes se procedié de la
siguiente manera: con una inyectadora de 1 mL acoplada a una aguja de 25 pulgadas x 1
1/2", se inyect6 1mL de solucion salina estéril en la cavidad peritoneal de los ratones, luego
de un ligero masaje en el abdomen se colectd el exudado en un tubo Eppendorf hasta

obtener 500 pL de liquido i. p. La suspension resultante fue centrifugada a 12,6g por 5
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minutos, en una centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415C) a temperatura ambiente. A
continuacidn se retiraron 300uL del sobrenadante resultante y se resuspendi6 el sedimento
en los 200uL restantes. El contaje de tripomastigotes se realizé en la camara de Neubauer
para determinar la concentracion de paréasitos. Los datos fueron tabulados y graficados.

Para evaluar la morfologia de los tripomastigotes, la posible presencia de células
parasitadas con amastigotes y células del sistema inmunoldgico, se obtuvo el exudado
intraperitoneal de ratones infectados (21 a 35 d. p. i.) con los aislados empleados. Se
prepararon extendidos, los cuales fueron fijados con metanol y coloreados con May
Grinwald Giemsa. Se llevé a cabo el registro fotogréfico.

4.5.3. Deteccion de tripomastigotes sanguineos por el método del hematocrito.

Tal como se indicé anteriormente los ratones con parasitemia negativa o ausencia de
parésitos en la cavidad peritoneal durante toda la fase aguda, fueron evaluados por este
método. Para ello, mediante un microcapilar heparinizado se colectaron 70uL de sangre de
la cola del raton previamente cortada y se centrifugaron a 1.290g durante 10 minutos en una
centrifuga de hematocrito (4223 Centrifuge) a temperatura ambiente. Posteriormente, se
aisld la interfase entre el plasma y los eritrocitos, “buffy coat” y fue examinada en el
microscopio Optico a 400X para detectar la posible presencia de tripomastigotes. La
sensibilidad de este método es mayor o igual a 300 tripomastigotes/mL de sangre (Sanoja,
2001).

En aquellos ratones cuya evaluacion parasitologica fue negativa tanto en sangre (por
ambos métodos Brener y hematocrito) como en la cavidad abdominal, se llevd a cabo un
ensayo de PCR ADNK para determinar la posible presencia de ADN de T. cruzi en sangre

y corroborar la infeccion inicial (ver apartado 4.2).
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4.6. Evaluacion del tropismo cardiaco del aislado de T. cruzi YAGUA mediante
métodos histoldgicos.

Otro grupo de 4 ratones fue infectado con 2,5x10° parasitos de T. cruzi YAGUA por
via intraperitoneal. Estos animales fueron empleados para evaluar el tropismo cardiaco del
aislado (presencia de nidos de amastigotes) y detectar la posible reaccion inflamatoria local
infiltrado celular inflamatorio (ICI) en el tejido cardiaco. En este sentido, se procesaron
histoldgicamente los corazones procedentes de ratones sacrificados a los 7,14, 21 y 28 dias
p.i. (un raton para cada dia). Una vez preparadas las I[&minas con los cortes tefiidos con
Hematoxilina-Eosina (H&E), se observaron 100 campos microscopicos a 400X en cada
corte de corazén (total 10 cortes) para detectar la presencia y variacion en el nimero de
nidos de amastigotes durante los dias evaluados. Asi mismo, se realiz6 una evaluacion
cualitativa de la intensidad del ICI. Corazones de ratones sanos fueron procesados como
controles negativos. Se realizé un registro fotografico de las observaciones microscopicas.

El dia correspondiente cada ratéon infectado fue sacrificado por sobredosis de
cloroformo. Luego de su diseccidn, el corazon fue extraido, cortado longitudinalmente en
dos mitades iguales e inmediatamente colocado en formalina al 10% para su fijacion,
durante 7 dias como minimo a 4°C.

El procedimiento histolégico llevado a cabo se describe a continuacion: cada
muestra (corazon) fue sometida a un proceso de deshidratacion en una bateria de alcoholes
con concentraciones ascendentes (70% a 100%). Luego se procedio al aclaramiento en
tolueno (2 cambios). Seguidamente la muestra fue incluida en parafina. Posteriormente se
realizaron los cortes en un microtomo (LEICA) en secciones de Sum de grosor, dejando 15
MM entre uno y otro, y se montaron en laminas portaobjetos. Los cortes fueron

desparafinados y rehidratados en una bateria de alcoholes de concentracion descendiente

32



(100% a 50%) y finalmente en agua destilada y agua corriente. Fueron tefiidos con
Hematoxilina y Eosina, deshidratados y montados usando el medio de montaje permanente

“Permount” (Fisher Scientific).

4.7. Respuesta inmunoldgica de anticuerpos IgM e IgG contra T. cruzi durante la fase
aguda experimental.

Para cuantificar la respuesta de anticuerpos IgM e IgG especificos contra
Trypanosoma cruzi durante la infeccion experimental aguda, se aplicd el inmunoensayo
(ELISA). Para ello se tomaron muestras de sangre de los ratones durante la fase aguda a fin
de obtener los sueros utilizados en estas pruebas.

4.7.1. Obtencion de sueros sanguineos.

Sueros de ratones de los diferentes grupos experimentales fueron obtenidos dos
veces por semana a partir del dia O(dia de la infeccion) hasta el dia 46pi. Un raton sano fue
empleado para preparar el suero sanguineo usado como control negativo de los ensayos. El
suero anti-T. cruzi, control positivo, fue obtenido de un ratdén con 36 dias de infeccion en el
que se habia comprobado la presencia de tripomastigotes sanguineos previamente.

Para obtener los sueros se procedi6 de la siguiente manera: una vez cortada la punta
de la cola del raton se extrajo un volumen de 200uL de sangre, se mantuvo a 37°C (estufa)
durante 1 hora y luego a 4°C por 24 horas. Transcurrido este tiempo se retird el suero
usando una micropipeta. Fue centrifugado a 50,4g durante 10 minutos y el sobrenadante
resultante fue centrifugado de nuevo en las mismas condiciones para eliminar los posibles
eritrocitos presentes. Los sueros fueron almacenados a -20°C hasta su uso en los ensayos

inmunoldgicos correspondientes.
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4.7.2.Evaluacion de anticuerpos IgM e IgG anti-T. cruzi mediante el Ensayo de

Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas.

Para medir la respuesta de anticuerpos IgM e 1gG contra antigenos de T. cruzi se
empleo la técnica ELISA indirecta de acuerdo al protocolo habitual (\Voller y col., 1975).

Placas de 96 de pocillos fueron sensibilizadas con un extracto total de epimastigotes
de T. cruzi (1pg/pocillo) preparado previamente en la Seccidén de Inmunologia del Instituto
de Medicina Tropical, UCV y se dejaron reposar durante 24 horas a 37°C. Transcurrido este
tiempo los sueros de los ratones sanos e infectados fueron incubados previa dilucion 1:50
en solucion de blogueo (leche descremada 5%, Tween 20 0,05% en Buffer Fosfato Salino
(PBS) pH 7,2) en cdmara himeda a 37°C durante 1 hora. Luego se realizaron 3 lavados con
solucién de lavado PBS pH 7,2. Para la deteccion del isotipo IgM en el suero, se empleé el
anticuerpo secundario anti-IgM de raton conjugado a Peroxidasa (HRP) (BioSource) en una
dilucion 1:3000 en solucion de blogueo. Para la deteccion del isotipo 1gG se utilizo el
anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado a Fosfatasa alcalina (ALP) (BioSource)
en una dilucion 1:1000. Se afiadieron 50ul/pocillo en los respectivos pocillos y se incubd la
placa en camara himeda a 37°C durante 1 hora. Posteriormente se realizaron 3 lavados con
solucion de lavado. Para revelar la reaccion de IgM se agregaron S50uL de
Trimetilbenzidina (TMB) previamente preparada 6 de o-Phenylenediamine dihydrochoride
(OPD) (10mg OPD; 10mL de buffer citrato-fosfato; 15uL de perdxido de hidrdgeno), y la
reaccion de IgG se revel6 con 50uL de Paranitrofenilfosfato (oNPP). Se permitié avanzar
las reacciones colorimétricas (TMB y pNPP) durante 15 minutos a temperatura ambiente 6
por 30 minutos (OPD). Para detener la reaccién entre HRP/TMB se usé acido sulfirico 1N,

HRP/OPD se empled acido clorhidrico 1N, y para ALP/pNPP se agreg6 hidroxido de
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sodio, en todos los casos 50uL/pocillo. Se leyeron los resultados en un espectrofotometro

para placas de ELISA a 450nm (Peroxidasa) y 405 nm (fosfatasa alcalina).

4.8. Evaluacion del efecto de in6culos mas elevados administrados por via oral.

Con cada aislado de T. cruzi YAGUA y MACH-1, se prepar6é un inéculo veinte
veces mayor (50.000 tripomastigotes/raton) con el objetivo de determinar una posible
variacion en el curso de la respuesta parasitologica. Cada grupo experimental estuvo
conformado por 5 ratones en los que la parasitemia y la cinética de los tripomastigotes en la
cavidad peritoneal fue evaluada con la misma periodicidad que en los experimentos
anteriores (ver figura 10). No obstante, la determinacion de anticuerpos IgM e IgG anti-T.
cruzi en el suero solo se llevé a cabo en el grupo infectado con el aislado MACH-1 durante
46 dias y 2 veces por semana a partir del dia 7 post infeccion.

A fin de establecer si un incremento aun mayor de la cantidad de parasitos
suministrada por via oral era proporcional a la respuesta inmunoparasitoldgica, otro
pequefio grupo de ratones fue infectado con inéculos 40, 80 y 160 veces mayor con
respecto al inoculo inicial (2.500 par/ratén) del aislado MACH-1. Cada raton fue
infectado con la siguiente cantidad de parasitos contenidos en un volumen de 0,1 mL de
solucién salina: a) 100x10° (n=2):b) 200x10%(n=2); 400x10°® (n=1).La parasitemia y
cinética de los tripomastigotes en la c.p. fue llevada a cabo en los 5 ratones, asi como la
determinacion de anticuerpos IgM e IgG anti-T. cruzi durante la fase aguda de la
infeccion.

En estos experimentos, al igual que en los anteriores, los tripomastigotes para cada
inoculo se obtuvieron de la cavidad abdominal de ratones previamente infectados (ver

apartado 4.3) y se siguio el protocolo de administracion oral (apartado 4.4.2).
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La figura 10, muestra los dias en que se realiz6 cada prueba parasitologica a los

animales infectados.

DIA DE INFECCION

l ] [ ] ] ] [ [
A A A A A A A
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
n n n [ nd
A A A A A®

32 34 36 38 40 42 44 46 48 S0 Diaspostinfeccion

B Parasitemia.
A Cuantificacion de parasitos en la cavidad peritoneal.
® PCR ADNk.

@ Hematocrito.

Figura 10. Evaluacion parasitolégica de los ratones infectados con los aislados de T. cruzi
YAGUA y MACH-1 en el modelo murino durante la fase aguda de la infeccién.

4.9. Analisis estadistico.

Los datos de los ensayos seran expresados como la media £ error medio estandar
(EMS) de los resultados obtenidos. Los datos seran analizados con el programa GraphPad
Prism 5. Para comparar la media de los grupos utilizaremos la prueba ANOVA de una cola

y el test de Kruskal-Wallis.
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5. RESULTADOS

5.1. Diagnostico molecular de tripanosomatideos provenientes de Didelphis
marsupialis (aislado YAGUA) y Panstrongylus sp. (aislado MACH-1) en el taxén
especie Trypanosoma cruzi.

Los resultados a la evaluacion de las muestras por PCR ADNK se muestran en la
figura 11 (carril 2 y 3). La amplificacion del fragmento de 330 pb indica que ambos
aislados pertenecen a la especie Trypanosoma cruzi. En la muestra procedente del raton
infectado con el aislado YAGUA (carril 2) se observan dos bandas, una de 330 pb
correspondientes a una region variable del mini-circulo del kinetoplasto y otra de 550
pb.Las bandas menores a 100pb que se observaron en algunos carriles corresponden a los

dimeros de los oligonucledtidos.

YAGUA MACH-1 C- C+

1 2 3 4 S 6

300 pb e<—330 pb
200 pb

100 pb

Figura 11. Diagnostico molecular de los aislados YAGUA y MACH-1 en la especie
Trypanosoma cruzi mediante PCR ADNKk. Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb plus
(100pb); carril 2: muestra proveniente de raton infectado con el aislado YAGUA,; carril 3: muestra
proveniente de raton infectado con el aislado MACH-1; carriles 4 y 5: agua (controles negativos);
carril 6: ADN de T. cruzi cepa CL Brener (control positivo). La flecha indica los 330 pb
correspondientes a una region de la molécula de ADNk de T. cruzi.
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5.2. Efectividad del empleo de tripomastigotes procedentes de la cavidad peritoneal
de ratones experimentales.

Como se menciond anteriormente, observaciones previas en el laboratorio de
Inmunologia y Quimioterapia indicaron que la parasitemia en los ratones infectados con los
aislados del Dtto. Capital era escaza y de corta duracién, lo cual dificultaba el empleo de
tripomastigotes sanguineos para llevar a cabo las infecciones experimentales. En este
sentido, empleando la metodologia propuesta en esta investigacion (ver apartado 4.3) se
obtuvieron parésitos suficientes de la cavidad peritoneal de ratones previamente infectados
con los aislados de T. cruzi YAGUA y MACH-1, para preparar los diferentes inculos que
nos permitieron llevar a cabo los experimentos y determinar asi el efecto de pardmetros
tales como tipo de aislado, tamafio de in6culo y via de infeccion.

A continuacion se muestra el estudio parasitoldgico de los ratones experimentales

producto del éxito de la infeccion con los tripomastigotes de la cavidad peritoneal.

5.3. Evaluacion parasitoldgica de ratones infectados por via intraperitoneal con un
indculo de 2,5x10° parasitos de T. cruzi de los aislados YAGUA y MACH-1.

Una vez realizadas las inoculaciones con 2,5x10° parasitos/raton por via
intraperitoneal, de los grupos A y B, aislado YAGUA y MACH-1, respectivamente, se
evalu el comportamiento parasitolégico en los ratones desde el dia 7 al 46 p.i. La
sobrevivencia de los animales fue revisada diariamente, la parasitemia fue evaluada por el
método de Brener (apartado 4.5.1) y la cinética de tripomastigotes en la cavidad abdominal
se determind mediante la metodologia estandarizada en esta investigacion (apartado 4.5.2).

Antes de comenzar la descripcion de los resultados es importante indicar que si bien

los animales de cada grupo fueron inoculados siguiendo la metodologia descrita, en algunos
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ratones no fue posible evidenciar la presencia de T. cruzi en al menos una de las pruebas
parasitologicas aplicadas, ni fragmentos de su ADNK por PCR. Con esto se quiere
indicar que si un raton estuvo positivo a alguna de las pruebas, bien sea parasitologicas o
molecular, se tomo en cuenta para la realizacion de las curvas de parasitemia y cinética de
tripomastigotes en la cavidad abdominal, de lo contrario no.

5.3.1. Evolucion de la sobrevivencia y parasitemia de los ratones infectados
experimentalmente.

Cada grupo experimental (A y B) estuvo conformado inicialmente por 5 ratones. Al
finalizar la evaluacién parasitoldgica (46 dias) se observé 80% de sobrevivencia para el
grupo infectado con el aislado YAGUA y 100% de sobrevida en los ratones infectados con
el aislado MACH-1.

En la figura 12 se muestra la curva de parasitemia de ambos aislados. En la evaluacion
de los ratones inoculados con el aislado T. cruzi YAGUA (grupo A) se detectd
tripomastigotes en 40% de los animales (2/5). En uno de ellos se observaron caracteristicas
externas de la fase aguda tales como: pelo erizado, pérdida de peso y caida del tren
posterior. Los tres ratones restantes del grupo estuvieron negativos en las pruebas
parasitolégicas y en la evaluacion molecular, por lo que no se tomaron en cuenta para la
elaboracion de la curva de parasitemia. En la figura 12 se observa que a partir del dia 21 p.i.
hubo un aumento rapido de la parasitemia, presentandose un primer pico de parasitos a los
25 dias post infeccion para luego disminuir progresivamente hasta casi desaparecer a los 32
d.p.i. A continuacion se observaron dos picos mas, alcanzandose un valor maximo de
58.212 parasitos/mL de sangre el dia 36 post infeccion. Para el ultimo dia de evaluacion los

valores disminuyeron abruptamente (figura 12).
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La curva de parasitemia obtenida para los ratones infectados con T. cruzi aislado
MACH-1 (grupo B) se muestra en la figura 12. A diferencia del aislado YAGUA, todos los
ratones de este grupo mostraron parasitos en sangre durante el tiempo de evaluacion (5/5).
Se observo un periodo prepatente menor que para el aislado YAGUA vy a partir del dia 14
p.i. la parasitemia aumentd progresivamente hasta un valor méximo a los 21 d.p.i. (12.701
par/mL de sangre) siendo este valor aproximadamente 5 veces menor con respecto al
maximo alcanzado para el aislado YAGUA. La parasitemia fue disminuyendo
progresivamente hasta el dia 42 p.i. cuando no se detectaron parésitos, no obstante, la
ultima evaluacion a los 46 d.p.i. mostré una tendencia a un nuevo aumento (figura 12). En
términos generales el promedio total de la parasitemia de los ratones infectados con el
aislado T. cruzi MACH-1 fue menor que con el aislado T. cruzi YAGUA.

5.3.2. Estudio de la cinética de tripomastigotes en la cavidad peritoneal de los
ratones infectados experimentalmente.

En la figura 13 se muestra la cinética de tripomastigotes intraperitoneales (media del
namero de parasitos/mL de exudado intraperitoneal + error estdndar x dia vs tiempo). La
cinética de T. cruzi en la c.p. de los ratones infectados por via intraperitoneal con el aislado
YAGUA (grupo A), demostro la presencia de tripomastigotes en 20% de los ratones (1/5).
Para la elaboracion de la curva se promediaron los valores de ese Unico raton positivo con
los de otro ratdn, que aunque estuvo negativo durante esta evaluacion, si presentd parasitos
en sangre. La curva de la figura 13 para el aislado YAGUA muestra un aumento en la
cantidad de tripomastigotes en la c.p. a partir del dia 17 p.i. con un crecimiento
exponencial, para alcanzar un valor maximo a los 25 d.p.i., seguido de una disminucion
abrupta del niimero de parasitos que se mantiene alrededor de los 10,9x10* parasitos/mL de

liquido intraperitoneal durante el resto de la evaluacion.
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Al comparar la curva de cinética (figura 13) con la de parasitemia (figura 12) para
este aislado se observo que la cantidad de tripomastigotes (concentracion) en la c.p. llegé a
ser casi 70 veces mayor que el valor maximo de parasitemia. Cabe recordar que se inyectd
1 ml de solucion salina en la cavidad abdominal y se obtuvieron 0,5mL de exudado.

Por otra parte, la figura 13 también muestra la cinética de tripomastigotes
intraperitoneales en los ratones infectados con T. cruzi aislado MACH-1. En este grupo (B),
se evidenciaron parasitos en la cavidad peritoneal de todos los ratones inoculados (5/5)
durante la evaluacion. La deteccion de los tripomastigotes fue méas temprana que con el
aislado YAGUA, mostrando un incremento progresivo a partir del dia 10 p.i. y alcanzando
un valor méximo a los 17 d.p.i. Este pico fue aproximadamente 9 veces méas bajo que el
valor mé&ximo obtenido con el aislado YAGUA. A continuacion el ndmero de
tripomastigotes fue disminuyendo paulatinamente hasta el dia 25 p.i. y finalmente a los 46
d.p.i. no se detectaron parésitos en el exudado peritoneal a diferencia de la persistencia de
los paréasitos en sangre en esos ratones (figura 12). En términos generales la cinética mostro6

una tendencia similar a la parasitemia pero con valores mas elevados en este grupo.
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Figura 12. Evolucién de la parasitemia de ratones infectados con 2,5x10° par /ratén por via
intraperitoneal con los aislados de T. cruzi aislado YAGUA(n=2) y T. cruzi aisladoMACH-1
(n=5).
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Figura 13. Cinética de tripomastigotes en la cavidad peritoneal de ratones infectados con
2,5x103parésitos/ratén por via intraperitoneal, con los aislados de T. cruzi, aislado YAGUA
(n=2) y aislado MACH-1 (n=5).

42



En aquellos ratones de los grupos A y B que durante toda la evaluacion (7 hasta 46
d.p.i.) mostraron ausencia de parasitemia y de tripomastigotes en la cavidad peritoneal se
realiz6 el hematocrito, una prueba parasitoldgica de mayor sensibilidad que el método de
Brener, para evidenciar posibles tripomastigotes sanguineos. Todos los ratones evaluados
(2 en total) fueron negativos al hematocrito (Tablas 3 y 4). En vista de este Gltimo resultado
se llevd a cabo el diagnostico molecular por PCR de la sangre de estos ratones

aparentemente no infectados (ver mas adelante apartado 5.6.).

5.4. Estudio microscopico del exudado de la cavidad peritoneal de los ratones
infectados. Morfologia de los tripomastigotes intraperitoneales.

Muestras del exudado intraperitoneal de ratones infectados fueron fijadas con
metanol y tefiidas con la coloracion MGG. En las figuras 14 y 15 se observan
tripomastigotes intraperitoneales correspondientes a los aislados de T. cruzi YAGUA y
MACH-1, respectivamente. Los tripomastigotes presentan la forma tipica de “C” y “S” de
T. cruzi y la tincion permitié evidenciar el kinetoplasto (k), el nacleo (n) en posicién
anterior, y el flagelo libre (f) en la region posterior (figura 15A-C). En el exudado
peritoneal se observaron formas alargadas (figura 14B) al inicio de la fase aguda (primera
semana de infeccion) y posteriormente se evidenciaron formas rechonchas
predominantemente (figura 14A). Abundantes linfocitos (I) y polimorfonucleares también

fueron observados (figuras 14 y 15).

43



Figura 14. Evaluacion microscopica del exudado peritoneal de ratones infectados con Trypanosoma cruzi aislado YAGUA. Se
observan tripomastigotes (t) con su kinetoplasto (k), y flagelo libre (), algunos eritrocitos (e). Presencia de células del sistema
inmunolégico: linfocitos (I). Coloracion May Griindwald Giemsa. Aumento 1000X.
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Figura 15. Evaluacion microscépica del exudado peritoneal de ratones infectados con Trypanosoma cruzi aislado MACH-1.Se
observan tripomastigotes (t) con su kinetoplasto (k), y flagelo libre (f). Presencia de células del sistema inmunoldgico: linfocitos ().
Coloracion May Griindwald Giemsa. Aumento 1000X.

44



En el exudado peritoneal de ratones infectados con el aislado MACH-1 se
detectaron macrofagos infectados con T. cruzi. No obstante la observacion de estas células
parasitadas no fue muy frecuente. La figura 16 muestra un macrofago con amastigotes

intracelulares.

MO

Figura 16. Macréfago con amastigotes intracelulares obtenidos del liquido intraperitoneal de
ratones infectados con T cruzi aislado MACH-1.Se observan los amastigotes (a) en el citoplasma
del macréfago (M@) vy el kinetoplasto de los amastigotes. Coloracion May Griindwald Giemsa.
Aumento 1000X.

5.5. Evaluacion de la infectividad de tripomastigotes intraperitoneales
administrados por via oral en el modelo murino.

Tras realizar la infeccidn oral de los ratones con los indculos establecidos de los
aislados YAGUA y MACH-1, estudiamos el comportamiento parasitologico desde el dia 7
al 46 p.i. Se evalud diariamente la sobrevivencia de los animales, la parasitemia y cinética

de tripomastigotes en la cavidad peritoneal al igual que en experimentos previos.
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5.5.1. Evaluacion parasitologica de ratones infectados por via oral con un inéculo
de 2,5x10° parasitos de T. cruzi de los aislados YAGUA y MACH-1.

Cada grupo experimental (C y D) estuvo conformado por 5 ratones. Al finalizar la
evaluacion se observo sobrevivencia del 100%, en ambos grupos.

La evaluacion de la parasitemia en los ratones infectados por via oral con el aislado T.
cruzi YAGUA (n=5), no mostro evidencia de tripomastigotes durante el tiempo estudiado.
Asi mismo en la evaluacion realizada a los ratones infectados por via oral con el aislado T.
cruziMACH-1, tampoco se detectaron tripomastigotes. En la evaluacién de la cavidad
peritoneal de ambos grupos de ratones no se detectaron tripomastigotes. Todos los ratones
evaluados (10 en total) fueron negativos al hematocrito (Tablas 3 y 4).

Las pruebas moleculares que se realizaron después de los 46 d.p.i. a ambos grupos
de ratones (C y D), evidenciaron la ausencia de ADNKk de T. cruzi en las muestras de sangre
de estos animales (ver més adelante figuras 23 y 25).

5.5.2. Evaluacion parasitoldgica de ratones infectados por via oral empleando
in6culos mas elevados de ambos aislados de T. cruzi.

Debido a que con el in6culo ensayado al inicio de la investigacion (2,5x103) no se
observd parasitemia en los ratones infectados por via oral, se empled un in6culo 20 veces
mayor (50x103parasitos/raton) para determinar la infectividad de los aislados por esta via
de administracion. Igualmente se evalud el comportamiento parasitolégico de cada aislado
de T. cruzi desde el dia 7 hasta el 46 p.i., determinando la sobrevivencia, parasitemia y
cinética de los tripomastigotes intraperitoneales en los ratones infectados.

Al finalizar el estudio se observo 100% de sobrevivencia en el grupo infectado con
el aislado T. cruzi YAGUA (n=5) y 50% de sobrevivencia en el grupo de ratones infectados

con el aislado T. cruziMACH-1 (n=2) (Tabla 3 y 4).
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La parasitemia en el grupo infectado con el aislado YAGUA (n=5) fue detectada en
un solo ratén a los 25 d.p.i. con un valor de 882 parasitos/mL de sangre (figura no
mostrada). En el resto de los ratones no se observaron parésitos en sangre durante el
estudio. En este mismo raton se detectaron tripomastigotes en la cavidad peritoneal,
mientras que en los otros cuatro no se observaron. Posteriormente, la prueba de hematocrito
dio resultados negativos en estos cuatro animales evaluados. Por lo contrario, el diagndstico
molecular por PCR detectd la banda de 330 pb en tres de ellos (ver més adelante apartado
5.6., figura 24). Por esta razon y de acuerdo al criterio establecido anteriormente, se
tomaron en cuenta los datos de esos tres animales para graficar la curva (figura 17). En este
sentido, la cinética mostré un aumento en la cantidad de parasitos desde el dia 28 hasta el
32 p.i. cuando alcanza un valor maximo de 7.060 parasitos/mL en el liquido intraperitoneal,

para luego disminuir de manera progresiva hasta su desaparicion a los 42 dias p.i.
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Figura 17. Cinética de tripomastigotes en la cavidad peritoneal de ratones infectados con
50x10° tripomastigotes de T. cruzi aislado YAGUA por via oral (n=5).

Por otra parte, uno de los dos ratones infectados con T. cruzi aislado MACH-1
mostré parasitos, tanto en sangre como en la cavidad abdominal (figuras 18 y 19). Sin
embargo, la PCR evidencio6 ADNk de T. cruzi en la muestra de sangre del ratén
parasitologicamente negativo (ver mas adelante figura 29). La figura 18muestra la curva de
parasitemia de este grupo experimental. Se observé un incremento exponencial a partir del
dia 11 p.i., alcanzando un valor maximo a los 25 d.p.i. al igual que con el aislado YAGUA,
aunque mas elevado (56.448 par/mL). El nimero de tripomastigotes en sangre fue
disminuyendo a partir de alli y a los 30 d.p.i. ocurrié la muerte del ratén positivo. En el
raton sobreviviente no se detectaron tripomastigotes sanguineos en los dias restantes de
evaluacion (figura 18).

La cinética de tripomastigotes intraperitoneales se muestra en la figura 19. A partir
del dia 12 p.i se observa un rapido incremento del nimero de parésitos en la c.p.,

alcanzando un valor méaximo (462.500 par/mL) el dia 18 p.i. para luego disminuir
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progresivamente. El periodo prepatente fue menor con respecto al aislado YAGUA en las
mismas condiciones experimentales, y el pico de tripomastigotes fue casi 66 veces mayor.
Cabe destacar que este comportamiento es contrario a lo que ocurre cuando la infeccion es
por via intraperitoneal, donde el aislado YAGUA produjo mayor nimero de parasitos en la

cavidad abdominal.
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Figura 18: Evolucién de la parasitemia del grupo de ratones infectados con 50x10°

paréasito/raton de T. cruzi aislado MACH-1 por via oral (n=2).
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Figura 19. Cinética de tripomastigotes en la cavidad peritoneal de ratones infectados
con50x10° parasito /raton de T. cruzi aislado MACH-1por via oral (n=2).
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5.5.3. Variacién de la respuesta parasitoldgica tras un incremento exponencial del
inoculo de T. cruzi aislado MACH-1 en la infeccién oral.

Se llevd a cabo un estudio preliminar para determinar el efecto en la respuesta
parasitologica como resultado de un aumento exponencial en el tamafio del in6culo en las
infecciones orales. En las figuras 20 y 21 se muestran las curvas de parasitemia y cinética
de tripomastigotes intraperitoneales respectivamente, de los distintos grupos
experimentales.

En la figura 20 se observa la curva de parasitemia del grupo de ratones infectados
con 100x10°% parasitos/ratén (n=2) no se detectaron tripomastigotes sanguineos durante el
periodo de evaluacion. Sin embargo las pruebas moleculares (ver apartado 5.6) permitieron
detectar la banda correspondiente al ADNk de T. cruzi.

La curva de parasitemia del grupo de ratones infectados con 200x10°parasitos/raton
(n=2) mostré un aumento a partir del dia 25 hasta el dia 32 p.i. cuando alcanzé el valor
maximo (26.460 par/mL de sangre). Posteriormente disminuy6 abruptamente el dia 36 p.i.
y paulatinamente fue declinando hasta desaparecer a los 46 dias de infeccion. Ambos
ratones infectados mostraron parasitemia.

A un solo ratén se le administré un inoculo de 400x10° parésitos. En la curva de
parasitemia se observa un periodo prepatente de 11 dias y dos picos bajos de parasitemia a
los 14 y 28 d.p.i. previos al valor maximo (17.640 par/mL de sangre) a los 42 d.p.i.

La cinética de tripomastigotes en la cavidad peritoneal de los distintos grupos de
ratones se muestra en la figura 21. En los ratones infectados con el inoculo de
100x10°%parésitos/raton no se evidenciaron tripomastigotes en la cavidad peritoneal,
mientras que con el inoculo de 200x10°parasitos/ratén ambos ratones mostraron

tripomastigotes en la cavidad peritoneal. Se observaron respuestas muy distintas entre los
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ratones de este grupo ya que en uno solo de ellos detectaron tripomastigotes el ultimo dia
de evaluacion (46 d.p.i.) mientras que en el otro a partir del dia 25 p.i. se evidenciaron
cantidades variables de pardsitos, con una tendencia al aumento hacia el final de la
evaluacion. El niamero de parasitos en la c.p. fue menor que la parasitemia para este grupo.
En la figura 21 se observan los resultados de esta evaluacion con 400x10°parasitos.
Similar a lo que ocurrid en los ensayos anteriores el nimero de tripomastigotes obtenidos
de la cavidad peritoneal fue mayor que la parasitemia. EI nimero de tripomastigotes
intraperitoneales incrementé a partir del dia 21 p.i., con un primer pico a los 28 dias y otro
a los 36 p.i. (320.000 par/mL de liquido intraperitoneal) para luego disminuir
progresivamente. En general con estos dos indculos del mismo aislado de T. cruzi MACH-
1, se observaron variaciones marcadas a lo largo de la evaluacion en la cinética. De
acuerdo al analisis estadistico (ANOVA, 1 cola), al aumentar el inoculo oral no se

observaron diferencias  significativas en el comportamiento  parasitoldgico.
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Figura 20: Evolucién de la parasitemia de cuatro grupos de ratones infectados con el aislado
MACH-1 de Trypanosoma cruzicon diferentes indculos por via oral.
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Figura 21. Cinética de tripomastigotes en la cavidad peritoneal de ratones infectados por via
oral, con diferentes indculos del aislado MACH-1de Trypanosoma cruzi.
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5.6. Estudio del cardiotropismo del aislado T. cruzi YAGUA
Se llevo a cabo la evaluacion histopatoldgica del corazon de ratones infectados con
el aislado T. cruzi YAGUA a los 7, 14, 21 y 28 dias post infeccion. No se detectaron nidos
de amastigotes en los cortes a los 7 y 14 d.p.i., teniendo el aspecto de un tejido cardiaco
sano comparable al mostrado en la figura 22A. Con el progreso de la fase aguda, se
evidenciaron nidos de amastigotes en el interior de las fibras cardiacas a los 28 d.p.i. como
lo muestran las figuras 22B y 22C. No se observo infiltrado celular inflamatorio alrededor

de las fibras cardiacas parasitadas, ni en el resto del tejido.

Figura 22. Evaluacién histologica del tejido cardiaco de ratones infectados con el aislado
YAGUA. A. Ratén control (sano), aumento 400X. B. Raton infectado (28 d.p.i.), se muestra un
nido de amatigotes y ausencia de ICIC, aumento 400X. C. Detalle del nido de amastigotes,
aumento 1000X. La flecha sefiala el nido de amastigotes. Coloraciéon H&E.

A continuacion se muestran dos tablas que resumen los resultados de evaluacion
parasitologica de diferentes grupos experimentales. Asi mismo, los resultados de la prueba
molecular (PCR ADNK) que se realiz6 en ratones cuyo diagndstico parasitolégico fue
negativo. En base a ambas pruebas, calculamos el porcentaje de infeccidn con los diferentes

aislados e indculos empleados.
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Tabla 3. Resultados de la evaluacién parasitolégica y molecular del aislado YAGUA de T. cruzi.

] . EVALUACION
Virdo e EVALUACION PARASITOLOGICA MOLECULAR _ Porcentaje de
infeccion (N°parx10°/ratén) Cavidad (Positivos a pruebas infeccién
Sobrevivencia  Parasitemia  peritoneal Hematocrito parasitologicas/ PCR ADNk* (%)
Sobrevivientes)
ip 2,5 80% 2/5 1/5 0/2 2/4 0/2 40
2,5 100% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0
Oral

50 100% 1/5 1/5 0/4 1/5 3/4 80

La fraccion indica: N° de ratones positivos/N° de ratones evaluados en cada ensayo.

*: Se evaluaron por PCR ADNK los ratones que resultaron negativos a las pruebas parasitolégicas.
% de Infeccién: basado en los resultados de la evaluacion parasitologica y molecular.

ND: No determinado.

+: 1 muerto a los 12 d.p.i.
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Tabla 4. Evaluacion parasitoldgica y molecular del aislado MACH-1 de T. cruzi.

Via de Indeulo EVAII_UACION PARASITOLOGICA ) Ii/IVC,)All_EUC,IALj:LISS Po_rcenta}jle de
infeccion  (Nparx10%raton) oo o Parasitemia p§?i¥(;?12g| Hematocrito (Pg:.rt;\s,i?;%girgaest;as PCR ADNKk* mf((eoc/;:)lon
Sobrevivientes)

ip 2,5 100% 5/5 5/5 ND 5/5 ND 100
2,5 100% 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0

50 50% 1/2 1/2 0/1 1/2 mn 100

Oral 100 100% 0/2 0/2 0/2 0/2 212 100

200 100% 1/2 212 ND 2/2 ND 100

400 100% 1/1 1/1 ND 11 ND 100

La fraccion indica: N° de ratones positivos/N° de ratones evaluados en cada ensayo.

*: Se evaluaron por PCR ADNK los ratones que resultaron negativos a las pruebas parasitolégicas.

% de Infeccidn: basado en los resultados de la evaluacion parasitologica y molecular.

ND: No determinado.
+: 1 muerto a los 30 d.p.i.
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5.7. Diagndstico molecular de la infeccion chagasica experimental mediante PCR
ADNK en ratones negativos a las pruebas parasitoldgicas.

Finalizadas las evaluaciones parasitologicas se realiz6 el analisis molecular
mediante PCR ADNKk de las muestras de sangre extraidas de ratones que resultaron
negativos a parasitos durante los 46 dias de revision, a fin de determinar la presencia de
ADN de T. cruzi.

En la figura 23 se muestran los resultados obtenidos al evaluar la sangre de los
animales infectados con T. cruzi “YAGUA?”, in6culo 2.500 parasitos/raton administrados
por via intraperitoneal (2 ratones: carril 4 y 5) y por via oral (5 ratones: carril 6 al 10).
Como se observa en la figura 23 todos resultaron negativos al ensayo molecular,
confirmando los resultados de las pruebas parasitoldgicas aplicadas.

C- ViA VIAORAL Ct

1 2 3 45 6 7 8 9 101

330 pb

Figura 23. Diagnostico molecular de la infeccion con T. cruzi mediante PCR ADNk de ratones
inoculados con 2,5x10° tripomastigotes del aislado YAGUA negativos a las pruebas
parasitologicas. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb plus (100pb), carriles 2 y 3: agua
(controles negativos), carriles 4 y 5: muestras de sangre de ratones infectados por via
intraperitoneal, carriles 6-10: muestras de sangre de ratones infectados por via oral, carril 11: ADN
de T. cruzi cepa 196 Tcl (control positivo). La flecha indica los 330 pb correspondientes a una
region de la molécula de ADNk de T. cruzi.
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La figura 24 muestra los resultados obtenidos al evaluar molecularmente cuatro
ratones del grupo inoculado por via oral con 50x10° parasitos/ratén del aislado T. cruzi
“YAGUA?”, es decir un in6culo veinte veces mayor que el anterior. El ensay6é demostr6 la
presencia de ADNK de T. cruzi (banda 330pb) en 75%, de las muestras evaluadas (carriles

2, 3, 4), indicando la infeccion en tres ratones parasitolégicamente negativos. (ver Tabla 3).

VIA ORAL

1 2 34 5678

300 pb
200 pb

100 pb

<—330pb

Figura 24. Diagndstico molecular de la infeccion con T. cruzi aislado YAGUA mediante PCR
ADNK de ratones inoculados con 50x10° parésitos, via oral y negativos a las pruebas
parasitoldgicas. Carril 1: marcador de peso molecular 1kb plus (100pb), carriles 2-5: muestras de
sangre de ratones infectados, carriles 6 y 7: agua (controles negativos), carril 8: ADN de T. cruzi
cepa CL Brener (control positivo). La flecha indica los 330 pb correspondientes a una region de la
molécula de ADNk de T. cruzi.
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El ensayo de PCR ADNK de las muestras de sangre de los ratones infectados con T.
cruzi “MACH-1”, in6culo 2.500 pardsitos/ratdn por via oral se muestra en la figura 25
(carriles 2 al 6). Todos los ratones evaluados fueron negativos al ensayo molecular (5/5),
confirmando los resultados de las pruebas parasitolégicas aplicadas que indicaron ausencia
de infeccion en las condiciones indicadas. En el carril 6 se observa una banda de tamafio

menor que la banda de interés de 330pb.

VIA ORAL

3 4 S 6 7

1 2 8 9

300 pb  J<—330pb
200 pb -

100 pb

Figura 25. Diagndstico molecular mediante PCR ADNk de la infeccion con T. cruz aislado
MACH-1 en ratones inoculados con 2,5x10° parésitos por via oral. Carril 1: marcador de peso
molecular 1kb plus (100pb), carriles 2-6: muestras de sangre de ratones infectados por via oral,
carriles 7 y 8: agua (controles negativos), carril 9: ADN de T. cruzi cepa CL Brener (control
positivo). La flecha indica los 330 pb correspondientes a una region de la molécula de ADNk de T.
cruzi.
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En la figura 26 se muestra la evaluacion molecular de las muestras de sangre de
ratones infectados con T. cruzi “MACH-1”, inoculados por via oral con cantidades
crecientes de tripomastigotes. El carril 2 corresponde a la muestra del raton inoculado con
50x10° parasitos y los carriles 3 y 4 la muestra de los inoculados con 100x10°
parasitos/raton. En las tres muestras evaluadas se observa la amplificacion de la banda de
330pb, demostrando la infeccidn por T. cruzi por via oral al aumentar el indculo en 100%

de los animales (ver Tabla 4).

VIiA ORAL

50x10° 100x10? C+ C-

Figura 26. Diagndstico molecular de la infeccion con T. cruzi aislado MACH-1 mediante PCR
ADNK de ratones infectados con indculos mas elevados por via oral. Carril 1: marcador de peso
molecular 1kb plus (100pb); carril 2: muestra de sangre de ratone infectado con 50x10%; carriles 3 'y
4: muestras de sangre de ratones infectados con 100x10%; carril 5: ADN de T. cruzi cepa 196 Tcl
(control positivo), carriles 6 y 7: agua (controles negativos). La flecha indica los 330 pb
correspondientes a una region de la molécula de ADNk de T. cruzi.
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5.8. Respuesta inmune humoral de los ratones infectados experimentalmente con
los aislados de T. cruzi.

La evaluacion de los anticuerpos del tipo IgM e IgG contra T. cruzi presentes en el
suero de ratones infectados en diferentes condiciones con los aislados del parasito, se llevo
a cabo mediante el ensayo ELISA. Para esta prueba se emplearon los sueros de todos los
ratones infectados para determinar una posible respuesta inmunoldgica inicial que podria
haber conllevado a la cura parasitolégica de algunos animales que resultaron negativos en
las pruebas parasitoldgicas y moleculares. Las curvas representan la media de la densidad
Optica (DO) por dia de evaluacion. Se realizaron gréaficos de dispersion indicando el valor

obtenido para cada raton (ver més adelante figura 31).

5.8.1 Comparacion de la respuesta inmune humoral de ratones infectados por
via intraperitoneal con 2,5x10° tripomastigotes de T. cruzi: aislados YAGUA vy
MACH-1.

En las graficas se representa la densidad Optica (proporcional al titulo de Ac) vs
tiempo de infeccion. El punto de corte se realiz6 con seis sueros de ratones sanos como:
tres veces la desviacion estandar mas el promedio de los sueros. En la figura 27 se muestran
los resultados obtenidos para la evaluacion de la respuesta humoral del tipo IgM de ratones
infectados con los aislados de T. cruzi YAGUA y MACH-1.Se observa que los valores de
IgM aumentaron progresivamente conforme transcurrio la infeccion en ambos grupos y
desde el primer dia de evaluacion (7 d.p.i.) ambos presentan valores muy por encima de la
linea de corte. En los ratones infectados con el aislado MACH-1 este incremento fue
exponencial a partir del dia 14 p.i. hasta el dia 25 p.i. cuando comenzo a declinar

progresivamente. Con el aislado YAGUA el incremento fue moderado pero constante hasta
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el dia 42 p.i., cuando alcanzd un valor maximo similar al del aislado MACH-1 y luego al
igual que este, comenzd a disminuir.

El andlisis de la respuesta de anticuerpos 1gG contra T. cruzi en estos mismos sueros
se muestra en la figura 28. A partir del dia 25 y 28 p.i. para MACH-1 y YAGUA
respectivamente, se observd la seropositividad de los ratones. En ambos casos se observé
un incremento exponencial en las curvas hasta el Gltimo dia de evaluacion, pero fue mayor

la respuesta detectada en los sueros de los ratones infectados con el aislado MACH-1.
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Figura 27. Evolucién de la respuesta humoral de tipo IgM en ratones infectados con 2,5x10°
par/raton por via i.p con el aislado YAGUA y MACH-1. (-) punto de corte para IgM.
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Figura 28. Evolucion de la respuesta humoral del tipo 1gG en ratones infectados con 2,5x10°
par/raton por via i.p con el aislado YAGUA y MACH-1. (-) punto de corte para 1gG.
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5.8.2. Comparacion entre la respuesta inmune humoral de los ratones
infectados por via oral con 2,5x10° tripomastigotes de T. cruzi: aislados YAGUA y
MACH-1.

A pesar de que no se detectaron pardsitos en estos animales mediante las
evaluaciones parasitolégicas ni por PCR ADNK, la evaluacion de los sueros sanguineos
mostrd anticuerpos contra T. cruzi en ambos grupos. En la figura 29 se observa la gréfica
correspondiente a la respuesta humoral del tipo IgM. Al igual que en los grupos anteriores
(infeccion intraperitoneal) los titulos de anticuerpos se encuentran por encima del punto de
corte y con valores similares a aquellos desde el primer dia de evaluacion (7 d.p.i.),
indicando la seropositividad de los ratones. Ambas curvas tienen una tendencia similar
hasta el dia 32 p.i. cuando se detectd un aumento de DO en el grupo de sueros de MACH-1
que luego se normaliz6 a los valores anteriores. Asi mismo, se mostré una leve disminucién
para el grupo YAGUA entre los dias 28 y 35, seguido de un aumento hasta alcanzar valores
similares a los mostrados anteriormente.

En la figura 30 se muestran las curvas de la respuesta humoral del tipo IgG de los
sueros obtenidos de animales infectados por via oral. A diferencia del grupo anterior
(infeccidn intraperitoneal - figura 28), la seropositividad de los ratones fue evidente desde
el primer dia de evaluacion, con valores mucho més altos que la linea de corte. Para el
aislado MACH-1 los valores inicialmente muy elevados durante la primera semana de
evaluacion, disminuyeron abruptamente a partir del dia 14 hasta el 21 p.i. encontrandose
por debajo de la linea de corte (negativos). Luego el dia 32 aumentaron nuevamente
(seropositividad) manteniéndose constante hasta el ultimo dia de evaluacion con valores
aproximadamente 4,5 veces menor que el maximo valor inicial (dia 14 p.i.) (figura 30). La

curva correspondiente a la IgG del grupo YAGUA oral, muestra que los valores elevados al
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inicio (7 d.p.i.) disminuyeron abruptamente hasta el dia 14 p.i. y se mantuvieron negativos

durante el resto de la evaluacion. El valor maximo de seropositividad fue menor que para el

aislado MACH-1 (aproximadamente 2,4 veces).
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Al evaluar la respuesta de anticuerpos IgM en el suero de ratones infectados por via
oral con indculos mas elevados del aislado MACH-1 (50.000, 100.000, 200.000 y
400.000), se observaron valores similares a los detectados con el indculo de 2.500 parésitos
via oral (figura 30, linea roja). Mientras que para la IgG, solo en los grupos de 50.000 y
400.000 parésitos/raton el comportamiento fue similar al observado con el menor inoculo
(2.500, figura 30). Por el contrario en los grupos de 100.000 y 200.000, aunque no se
observé un incremento de la 1gG desde el comienzo de la evaluacion, si hubo un aumento
de anticuerpos entre la tercera y cuarta semana de infeccion, pero con valores inferiores a
los del menor inoculo (2.500). Los gréaficos correspondientes a estos ensayos de ELISA se

muestran en la figura 31.
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6. DISCUSION

La invasion gradual del domicilio humano por parte del insecto vector
Panstrongylus geniculatus, ha sido reportada en localidades de la Gran Caracas y zonas
circunvecinas desde el afio 2000 (Reyes-Lugo, 2011). La deforestacion y separacion de sus
fuentes originales de alimentacion, ha ocasionado que los triatominos hematofagos y
algunos animales silvestres (rabipelados) visiten frecuentemente la vivienda humana en
busqueda de alimento. Estos hechos estan siendo asociados a la aparicion de los recientes
casos agudos de la enfermedad de Chagas (brotes), que se han reportado desde el afio 2007
en zonas urbanas del pais, como consecuencia de la transmision oral por ingesta de
alimentos contaminados con chipos infectados con T. cruzi (Martin y col., 2009; Alarcon
de Noya y col., 2010; Garcia, 2012; Afiez y col., 2013).

En este trabajo se realizd la identificacion molecular hasta el nivel de especie
Trypanosoma cruzi, de protozoarios flagelados que estaban siendo mantenidos en el
modelo murino - Rhodnius prolixus en el Laboratorio de Inmunologia y Quimioterapia.
Originalmente los flagelados fueron aislados de la sangre de un ejemplar juvenil de
Didelphis marsupialis (aislado YAGUA, enero 2011) y de las heces de un adulto de
Panstrongylus sp. (aislado MACH-1, mayo 2013), ambos hospedadores definitivo e
intermediario respectivamente, del ciclo peridoméstico de T. cruzi en el Dtto. Capital. El
ensayo PCR ADNKk (Gomes y col., 1998) evidencio6 la amplificacién de una banda de 330
pb en ambos aislados, ubicando a los flagelados dentro de la especie Trypanosoma cruzi.
Cabe destacar la importancia del estudio parasitoldgico de estos aislados venezolanos, ya
que provienen de dos tipos de hospedadores (mamifero e insecto) y se ha sugerido que

pudieran existir subpoblaciones de T. cruzi en la misma area geogréafica (Gran Caracas en

68



este caso) y por ende un comportamiento diferente en el humano que adquiere la infeccion
de una u otra fuente (Morel y col., 1980; Guzméan-Marin y col., 1999; Gonzales y col.,
2004). De hecho, tal como lo demuestran nuestros resultados se detecté un comportamiento
parasitoldgico distinto en el raton segun el aislado empleado. La extrapolacion de estos
resultados a la infeccion humana podria contribuir al entendimiento de las recidivas y
patologias que actualmente estan desarrollando los pacientes infectados en el Distrito
Capital (Alarcon de Noya y col., 2013), ya que muy probablemente los aislados estudiados
pudieran estar involucrados en el ciclo peridoméstico de T. cruzi y que estan circulando en
esta zona urbana, ocasionando los recientes brotes de la enfermedad de Chagas. Asi mismo,
pusimos en evidencia que de acuerdo a la via de inoculacién (oral o intraperitoneal) hay
una variacion en la respuesta inmunoldgica del animal infectado experimentalmente.

Se ha descrito que la diversidad en la respuesta del hospedador debido a la via de
inoculacion o puerta de entrada de T. cruzi, podria deberse a diversas variables tales como,
la heterogeneidad entre la composicién genética del hospedador y las poblaciones de
parésitos (Murfin y col., 1985). En este sentido, las infecciones experimentales con T. cruzi
suelen llevarse a cabo a partir de tripomastigotes metaciclicos (heces de chipos),
tripomastigotes sanguineos (sangre de mamiferos), o con tripomastigotes de cultivo, usando
las vias de inoculacién intraperitoneal y subcutanea, a fin de simular las condiciones del
mecanismo de transmision vectorial. La via de administracion oral es otra alternativa, no
obstante, es menos utilizada. En este sentido, las primeras investigaciones realizadas con
esta via de inoculacion demostraron el establecimiento de la infeccion a través de la mucosa
oral o faringea, cuando se logro la infeccion de animales experimentales al suministrarles
como bebida una mezcla de leche con tripomastigotes metaciclicos provenientes de heces

de Rhodnius prolixus (Grasse, 1952). Estos resultados permitieron concluir que en
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condiciones naturales los vertebrados son capaces de adquirir la infeccidén con T. cruzi por
la via buco-géstrica (Diaz-Ungria, 1954).

Evaluaciones preliminares a nuestra investigacion, realizadas en el laboratorio de
Inmunologia y Quimioterapia del IBE, con aislados de T. cruzi provenientes de chipos y
rabipelados del Distrito Capital, evidenciaron una parasitemia muy baja y de corta duracion
en los ratones infectados, al mismo tiempo que era posible detectar la presencia y
persistencia de grandes cantidades de tripomastigotes en la cavidad peritoneal de estos
animales, inclusive durante la fase crénica (no publicado). Estas observaciones nos
conllevaron a realizar esta investigacion empleando tripomastigotes obtenidos de la cavidad
peritoneal para la preparacion del indculo (>2.500 parasitos/raton). Esta cavidad resulto ser
una fuente alternativa de parasitos con capacidad infectiva que nos permitid llevar a cabo
los experimentos de evaluacion inmunoparasitolégica de los aislados, ya que como lo
demuestran nuestros resultados la cantidad de parasitos en sangre es muy baja.

Araujo y colaboradores (2011) reportaron el hallazgo de tripomastigotes en la
cavidad peritoneal de pacientes inmunosuprimidos con ECh y en ratones con ascitis
infectados experimentales por via subcutanea con T. cruzi. Se ha sugerido que la presencia
de estos tripomastigotes en la cavidad peritoneal puede deberse a la composicion
bioguimica de la zona: la presencia de lipidos, acidos grasos y acido hialurénico, que
mantienen un ambiente adecuado para la multiplicacion del parasito (Lugo de Yarbuh y
col., 2013). Estos autores reportaron que los tripomastigotes intraperitoneales son
morfologicamente similares a los tripomastigotes sanguineos con predominancia de las
formas rechonchas, por lo que podrian estar estrechamente relacionados. Estos datos
recientes apoyan mas aun nuestra idea de emplear tripomastigotes intraperitoneales para

realizar las infecciones. Es de hacer notar que nuestro trabajo constituye el primer reporte
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sobre el uso de tripomastigotes de la cavidad peritoneal para realizar infecciones
experimentales en el modelo murino, tanto por la via de administracion oral como
intraperitoneal.

La metodologia propuesta para preparar los indculos a partir de tripomastigotes
intraperitoneales (apartado 4.6), nos permitid llevar a cabo las infecciones de los diferentes
grupos experimentales y comparar la respuesta inmunoparasitolégica del hospedador frente
a los distintos aislados del ciclo peridoméstico, variando parametros como la via de
inoculacion y el tamafio del indculo. El estudio del exudado intraperitoneal en los ratones
infectados con los aislados YAGUA y MACH-1, revel6 la presencia de formas alargadas al
inicio de la fase aguda (primera semana de infeccion) y posteriormente se hizo frecuente la
presencia de formas rechonchas predominantemente. Asi mismo, el hallazgo de células
parasitadas con amastigotes intracelulares en el liquido intraperitoneal de ratones infectados
con el aislado MACH-1 a los 21 d.p.i. (figura 16), demostré la multiplicacion de T. cruzi en
la cavidad abdominal de estos animales, coincidiendo con los valores maximos en las
curvas de parasitemia y cinética de tripomastigotes intraperitoneales. Por el contrario, no
fue posible detectar células parasitadas en el exudado de ratones infectados con el aislado
YAGUA durante los dias evaluados, lo cual no implica que no estuviese ocurriendo este
proceso de multiplicacion celular en la cavidad.

Hasta la fecha no existen datos en la bibliografia acerca de la cinética de los
tripomastigotes en la cavidad peritoneal durante la fase aguda experimental, ni de la
parasitemia obtenida tras infectar con tripomastigotes intraperitoneales. Al comparar la
respuesta parasitoldgica entre los ratones de un mismo grupo experimental, ya sea
inoculado por via intraperitoneal u oral, encontramos diferencias importantes ya que en

algunos animales se detectaron parasitos en sangre y/o en la cavidad abdominal. La
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aplicacion del hematocrito, una prueba parasitoldgica de mayor sensibilidad a los ratones
negativos en los dos ensayos anteriores, demostr6 que todos los animales evaluados
continuaban mostrandose negativos (Tablas 3 y 4). Sin embargo, al aplicar el diagndstico
molecular (PCR) a estos ratones parasitologicamente negativos, se logré evidenciar la
banda de 330pb correspondiente a ADN de T. cruzi en algunos casos, por lo que en estos
ratones positivos a la PCR se considerd establecida la infeccidén aguda, y se promediaron
sus valores de parasitemia y cinética de tripomastigotes peritoneales (cero durante toda la
evaluacion) para la elaboracion de las respectivas curvas. Por el contrario, los ratones que
también resultaron negativos al ensayo molecular fueron descartados al momento de
realizar las curvas por considerarlos no infectados (Tablas 3 y 4). En ocasiones una banda
de 550 pb (figura 11) y bandas menores a 200 pb (figuras 25 y 23) fueron observadas en
algunos ensayos moleculares, estos resultados concuerdan con lo reportado por Miyamoto y
colaboradores (2006) quienes observaron bandas comprendidas entre 600 y 400 pb y otras
menores a 200 pb. Estos autores indican que la amplificacion de regiones del ADN
genomico del raton puede ocurrir al aplicar el protocolo de Gomes y colaboradores (1998)
que fue disefiado para muestras de sangre humana.

El analisis del comportamiento parasitologico de los ratones inoculados con 2.500
parésitos/raton por via i.p., demostré que en el grupo correspondiente al aislado YAGUA,
hubo menor porcentaje de sobrevivencia (80%). En cuanto a la evaluacién de la parasitemia
y cinética de tripomastigotes intraperitoneales, se observo un periodo prepatente mayor y
una mayor capacidad de proliferacion de T. cruzi en ambos ensayos, con respecto a lo
observado en el grupo correspondiente al aislado MACH-1. En este se detectd un periodo
prepatente mas corto tanto en la parasitemia como en la cinética y menor cantidad de

parasitos en ambos ensayos a lo largo de la fase aguda. Estos datos podrian estar

72



relacionados con el 100% de sobrevivencia observado, ya que ademés la respuesta de
anticuerpos IgM e IgG en sangre fue mas temprana y los titulos fueron mayores que los del
grupo infectado con el aislado YAGUA (Grupo A). Lo descrito hasta aqui nos permite
proponer que la cavidad peritoneal podria estar actuando como un posible reservorio del
parésito para evadir la respuesta inmunol6gica humoral.

Herrera y colaboradores (2003) reportaron que animales infectados directamente
con tripomastigotes metaciclicos provenientes de las glandulas anales de D. marsupialis,
produjeron altos niveles de parasitemia, virulencia y mortalidad. Mientras que aquellos
animales que infectaron con tripomastigotes metaciclicos de Panstrongylus geniculatus
presentaron valores mas bajos de parasitemia. Estos datos podrian correlacionarse con
nuestros resultados para el aislado de T. cruzi YAGUA (proveniente de rabipelado) con
respecto al aislado MACH-1 (procedente de chipo). Sin embargo, la mortalidad reportada
por Herrera y colaboradores (2003) fue de 100%, contrario a lo obtenido con el aislado
MACH-1 (0% mortalidad). Estas diferencias podrian deberse a que los parasitos empleados
en el reporte antes mencionado, provenian directamente de los hospedadores silvestres,
mientras que en nuestra investigacion los parasitos habian sido mantenidos en el modelo
raton-Rhodnius prolixus antes de ser utilizados, como se mencion6 anteriormente. En este
sentido, se ha demostrado que las propiedades biol6gicas de los tripomastigotes
metaciclicos son alteradas durante el paso seriado a través de hospedadores vertebrados
(animales experimentales) e insectos vectores como el R. prolixus al mantener el ciclo de
vida del parasito en el laboratorio (Contreras, 1994). De igual forma, las propiedades
biologicas podrian variar a consecuencia de alteraciones en el genoma de T. cruzi como

resultado de las modificaciones ambientales (Alves y col., 1994).
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Investigaciones realizadas sobre la capacidad infectiva de tripomastigotes
metaciclicos y tripomastigotes sanguineos han mostrado que existen diferencias al
administrarlos en ratones por via oral (Hoft y col., 1996). Estos autores ensayaron varios
indculos, desde 1.000 a 10.000 tripomastigotes sanguineos/raton y no evidenciaron una
infeccion sistémica en los ratones, mientras que empleando tan solo 1.000 tripomastigotes
metaciclicos/raton lograron 100% de infeccion de los ratones. La infeccion a través de la
mucosa bucal depende estrictamente de la interaccion entre componentes moleculares del
hospedador y el parasito T. cruzi, que pueden estar modulando su infectividad (Yoshida
2008; Ramirez y col., 2013). En este proceso intervienen glicoproteinas especificas del
estadio tripomastigote, principalmente Gp82 y Gp90, la primera se une a la mucina gastrica
y a las células epiteliales del hospedador mediante la activacién de la sefializacién con Ca?*
promoviendo la internalizacion del parasito (Yoshida, 2008) y la segunda actua regulando
negativamente el proceso de infeccién (Yoshida, 2009).

En concordancia con los datos reportados por Hoft y colaboradores (1996) en
nuestra investigacion con el inoculo de 2.500 paréasitos/ratén ensayado inicialmente, no
obtuvimos evidencias parasitoldgicas, ni moleculares del éxito de una infeccién aguda
inoculando en la mucosa oral (0% de infeccién). Esto podria deberse a caracteristicas
propias de cada individuo o bien a la eliminacion temprana del parésito a través de la
accion del sistema inmunoldgico, lo cual explicaria los altos niveles de IgG al comienzo de
la evaluacion (7 d.p.i.) en los ratones inoculados por via oral con 2.500 parasitos/raton de
los aislados YAGUA y MACH-1 (ver figura 30). Dados estos resultados preliminares, nos
propusimos entonces aumentar la dosis de parasitos suministrados por via oral. Como lo
muestran nuestros resultados, el uso de un inoculo 20 veces mayor (50.000 paréasitos/ratén)

resultd en un 80% y 100% de infeccion para los aislados YAGUA (n=5) y MACH-1 (n=2),
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respectivamente. Cabe destacar la variabilidad en la respuesta mostrada entre los ratones de
un mismo grupo, ya que en los inoculados con el aislado YAGUA (50.000-oral), 20%
resulté positivo a las pruebas parasitoldgicas y 60% fueron positivo solo al diagndstico
molecular (total = 80% de infeccion) (Tabla 3). Mientras que de los ratones infectados con
el aislado MACH-1 (50.000-oral), 50% presentd tanto tripomastigotes sanguineos como
intraperitoneales y 50% result6 positivo al ser evaluado por PCR ADNK, evidenciandose el
éxito de la infeccion al aumentar la cantidad de paréasitos administrados oralmente. Al igual
que lo observado con el inéculo menor (2.500) por via oral, el andlisis serologico de estos
ratones mostro valores elevados de anticuerpos IgG contra T. cruzi al inicio de la
evaluacidn, sin embargo, en este caso al aumentar el in6culo se pudo establecer la infeccion
por lo que aparentemente la respuesta inmunologica fue insuficiente para erradicar el
parésito.

Estudios similares a los llevados a cabo en nuestro trabajo fueron realizados
recientemente por otro grupo de investigadores, pero empleando tripomastigotes
sanguineos e indculos de 10.000 y 50.000 suministrados por via oral. Los resultados
mostraron ausencia de parasitemia, hemocultivo y PCR negativo en el grupo infectado con
10.000 parasitos; mientras que los inoculados con 50.000 parasitos mostraron bajas tasas de
infectividad y parasitemia (Malaquias y col., 2013).

La evaluacion histopatolégica del tejido cardiaco de ratones infectados con el
aislado YAGUA de T. cruzi, evidencio la presencia de nidos de amastigotes a los 28 d.p.i.,
coincidiendo este hallazgo con los valores maximos de parasitemia detectados. Asi mismo,
no se detecto la presencia de infiltrado celular inflamatorio alrededor o en las cercanias de
los cardiomiocitos infectados. Varios autores han reportado un marcado tropismo cardiaco

de las cepas venezolanas de T. cruzi (Urdaneta-Morales, 1988; Herrera, 1990; Afiez y col.,
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2003; Morocoima y col., 2008; Arismendi y col., 2009). Estos reportes coinciden con la
ausencia ¢ escasa presencia de infiltrado celular inflamatorio cardiaco. EI mecanismo por el
cual se establecen las diferentes formas clinicas aun no se conoce con exactitud, pero es
evidente la existencia de un papel fundamental asociado a los genes del parésito. En
Venezuela se ha detectado con amplio predominio la presencia de T. cruzi DTU | y se ha
relacionado con cardiopatias (Miles y col., 1981; Carrasco y col., 2012), por lo que es
posible sugerir que los aislados utilizados para este estudio podrian pertenecer
genéticamente al grupo DTU |. Cabe mencionar que durante toda la experimentacion, un
raton del grupo YAGUA, 2.500, via i.p., presentd las caracteristicas externas de la
enfermedad de Chagas y luego se recupero totalmente mientras que el resto de los animales
en los deméas grupos experimentales no mostraron signos externos de la enfermedad,
sugiriendo la cronicidad de los aislados estudiados.

El establecimiento de la infeccion experimental con T. cruzi por via intraperitoneal,
induce una respuesta inmunoldgica del tipo humoral tipica de enfermedades infecciosas
Lorca y colaboradores (1995) y Umezawa y colaboradores (1996). Las pruebas seroldgicas
para los ratones inoculados por via intraperitoneal con los aislados T. cruzi YAGUA y
MACH-1 evidenciaron la produccion de anticuerpos del isotipo IgM al inicio de fase aguda
y luego de dos a tres semanas (21 y 25 d.p.i.) comenzé la produccion de anticuerpos del
isotipo 1gG que persistieron durante el resto de la infeccion, coincidiendo con lo reportado.

Los titulos de las diferentes subclases de anticuerpos tipo 1gG se relacionan con el
estado de la enfermedad y la patologia desarrollada en pacientes chagasicos. En el ser
humano la deteccion de los anticuerpos IgG se evidencia entre los 10 a 14 dias después de
adquirida la infeccion, alcanzando valores maximos entre los 30 y 60 dias que

posteriormente disminuyen y permanecen titulos bajos de por vida en pacientes cronicos
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(Montiel y Diaz, 2002). Estos reportes se corresponden con lo observado en nuestro trabajo
usando el modelo murino-T. cruzi infectando por via intraperitoneal con ambos aislado.

Por otra parte, un hallazgo novedoso en esta investigacion y que no ha sido
reportado hasta la fecha, fue la deteccion de titulos altos de IgG al inicio de la infeccion
experimental por via oral. Esta respuesta inmunoldgica fue observada en los ratones de los
distintos grupos (indculos desde 2.500 a 400.000 parasitos/raton, via oral). Estos resultados
podrian indicar que la infeccion oral desencadend una respuesta inmunoldgica temprana y
por consiguiente una produccion de anticuerpos mas rapida que la respuesta producida
cuando se administran los parasitos por via intraperitoneal, lograndose la eliminacién casi
inmediata de los parasitos e impidiendo el establecimiento de la infeccion cuando la
cantidad de parésitos es baja, como sucedid en los grupos inoculados con 2.500
tripomastigotes/via oral. Sin embargo, al aumentar el in6culo por via oral la respuesta
inmunologica pudo haber resultado insuficiente para erradicar los paréasitos (figura 31). Se
ha demostrado que la inmunidad de las mucosas es la principal barrera a la que se
enfrentan los parésitos inoculados por via oral, esta contiene grandes cantidades de
linfocitos efectores incluso en ausencia de enfermedad y se caracteriza por la presencia de
poblaciones distintas de células T efectoras y una elevada produccion temprana de IgA
secretora (Murphy, 2008). En infecciones por rotavirus transmitidas por via oral se ha
reportado la aparicion de anticuerpos especificos IgM, 1gG e IgA a partir de los 7 hasta los
28 dias post-infeccion en suero, saliva, contenido duodenal y heces (Hjelt y col., 1986;
Coulson, 1990). Lo cual podria relacionarse con nuestros resultados.

Los resultados hasta aqui presentados con T. cruzi en la transmision oral, son muy
preliminares por lo que se sugiere un estudio mas exhaustivo de la IgG en suero durante la

primera semana de infeccion, para explicar su temprana aparicion.
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7. CONCLUSIONES

El diagndstico molecular por PCR ADNKk de los aislados (YAGUA y MACH-1) los
ubico taxondmicamente en la especie Trypanosoma cruzi.

Las caracteristicas morfologicas de los tripomastigotes contenidos en la cavidad
peritoneal y en sangre, fueron muy similares en los aislados estudiados. La
capacidad infectiva de los tripomastigotes intraperitoneales por las vias de
administracion empleadas, nos permiten proponerlos como una fuente alternativa
para la obtencidn del indculo.

El estudio histopatolégico demostré el cardiotropismo del aislado venezolano
"YAGUA".

El comportamiento parasitologico de T. cruzi mostrd variaciones de acuerdo al
aislado y la via de inoculacion, lo cual podria sugerir diferencias entre las
poblaciones de paréasitos que proceden de Didelphis marsupialis y Panstrongylus sp.
del ciclo peridoméstico del Dto. Capital.

Concentraciones hasta seis veces mayores de tripomastigotes en la cavidad
peritoneal con respecto a la parasitemia, sugieren esta cavidad como un posible
reservorio del parasito donde parece lograr evadir la respuesta inmunolégica
humoral.

El ensayo molecular corrobord la inefectividad del menor inoculo de parasitos
utilizado (2.500) para establecer una infeccion aguda por via oral.

Inoculos iguales o superiores a 50.000 tripomastigotes/raton, permitieron el
establecimiento de la infeccion oral en animales infectados con los aislados

YAGUA y MACH-1. En los ratones parasitologicamente negativos, la aplicacion de

78



la prueba de PCR ADNK evidencio el establecimiento de la infeccion aguda en estas
condiciones. Los resultados indican que el incremento del inoculo oral con el
aislado MACH-1 no fue proporcional al aumento de la parasitemia y cinética de
tripomastigotes intraperitoneales en los ratones.

La respuesta inmunologica humoral del tipo IgM contra T. cruzi en las infecciones
intraperitoneales con ambos aislados incrementd con el desarrollo de la fase aguda,
contrariamente a lo ocurrido en los ensayos orales, donde el valor inicial se mantuvo
constante. La temprana produccion de anticuerpos 1gG contra T. cruzi en el suero de
ratones infectados oralmente con 2.500 tripomastigotes/ratdn, sugiere una respuesta

humoral efectiva que logré eliminar al paréasito.
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