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l. ANTECEDENTES HISTORICOS, EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMÍSION DE LA

ENFERMEDAD DE CHAGAS

El agente ¿ausal de la enfermedad de Chagas es un pro

tozoario (Trypanosoma(Schizotrypanum) cruzi) descubierto

en el año 1909 por Carlos Chagas (60). Chagas denominó al

parásito de este modo en homenaje Oswaldo Cruz, con quien

trabajaba.en ese momentoefectuando un relevamiento de pa

ludismo en trabajadores del ferrocarril en el estado de

Minas Geraes, Brasil. En las heces del insecto hematófago

Pastrongylus megistus, (Reduvidae), Carlos Chagas encon

tró las formas epimastigotes del parásito. Observó que las

viviendas humildes estaban infestadas con triatominos hema

tófagos que se alimentaban de la sangre de los pobladores

y de los principales animales domésticosa Ademásobservó

sintomas característicos de una enfermedad hasta entonces

desconocida (61, 62) a la que llamó Trypanosomiasis Ame

ricana para diferenciarla de la Trypanosomiasis Africana

producida por un parásito de la misma familia Trypanosoma
tidae.

Durante muchosaños-pocos investigadores prestaron a

tención al tema y pocos centros de salud mostraron interés
en el estudio de esta nueva parasitosis. En 1926 algunos
médicos argentinos encabezados por Salvador Mazza (136),



con la colaboración de Flavio Niño (148') comenzaron a

trabajar en el tema introduciendo de este modolineas de

investigación para el conocimiento de la enfermedad.

Mediante la creación de la Misión de Estudios de Pa

tologia Regional (MEPRA)el estudio de la Trypanosomiasis

americana llegó a la Universidad. Fue la Universidad de

Buenos Aires la primera que en este sentido contribuyó a

la extensión de los conocimientos sobre la existencia de

esta enfermedad. El trabajo de estos jóvenes investigado

res posibilitó que en otros paises de América se comen

zara a dimensionar una endemia de singular importancia pi
ra el continente.

Lejos estaba Carlos Chagas en aquel entonces de imagi

nar que su hallazgo representaba una endemia cuya preva

lencia de infección es del 10% en Centro y Sudamérica

-( 215' ).

El área de transmisión de la enfermedad de Chagas

coincide con la de distribución del insecto vector. Su ei

tensión es del sur de los Estados Unidos de Norteamérica
hasta el paralelo Q2 en Argentina y Chile ( 215 ).

Probablemente por las condiciones de las zonas endé

micas la infección por T.cruzi estuvo limitada al ciclo

selvático hasta que el hombre penetró en este ambiente



con su vivienda asimilando de este modo la enfermedad y

participando en el ciclo de vida del parásito (153).

Hoy conocemos que el ciclo domiciliario es el más im

'portante y en él no sólo participa el hombre sino también

los animales domésticos (perro, gato, etc) con los cuales

convive (216'). Hay también una intima relación entre las

zonas de menores recursos económicos, laborales y cultura

les y la prevalencia de Ia infeccion ( 21).

Se observa que el.porcentaje de alteraciones electro
cardiOgráficas en pacientes con infección crónica de la
misma edad es diferente en las distintas áreas. Al mismo

tiempo no todas Las patologías en estos pacientes son i

guales en las zonas estudiadas (21 ). Son actualmente ob

jeto de estudio estas diferencias que probablemente se

deberían a.la participación de distintas cepas del pará
sito, las condiciones nutricionales y genéticas de la
población humana, etc.

Se conoce que la dinámica de la infección por T.cruzi

en distintas zonas endémicas muestra que el 50%de los c3
sos seropositivos se alcanza a una temprana edad ( 12 o

13 años) (216).

Se ha observado una disminución de la prevalencia de

la infección por T.cruzi en aquellas zonas donde Se han



desarrollado campañasde desinsectación y atención sanita

ria (188), mostrando de algún modoque el control integra

do constituye un método de elección para la erradicación
de la enfermedad.

Formas de transmisión de la infección

La forma natural de la transmisión de la infección por

T.cruzi es mediante el vector, un insecto hematófago corres

pondiente a la familia Reduvidae Que se alimenta de sangre

de vertebrados. Distintas especies participan en esta for

ma de transmisión, hay sustanciales diferencias entre ellas

y en los distintos dominios geográficos donde se las encuen
tra.

Pn Argentina el insecto vector de la enfermedad de
Chagas es el'Triatoma infestans, conocido vulgarmente con

la voz quechua de Winchuca, debido al hábito de dejarse

caer sobre el mamífero para alimentarse.

Muchosotros insectos hematófagos son potencialmente

capaces de infectarse con el T.cruzi pero es importante re

cordar que para que una especie tenga importancia epidemig

lógica en la transmisión de la enfermedad de Chagas debe

reunir ciertas condiciones: tener hábitos domiciliarios,
alcanzar niveles de población suficientemente altos en re

lación con la cantidad de gente sobre la que se alimenta;
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ser antropofila, ser buena receptora a la infección por

T.cruzi y deyectar inmediatamente después de alimentarse

(transmisión por estación posterior) ( 1 ).

Ademásde la transmisión con 1a participación de trií

tominos el hombre puede contraer la infección en ausencia

de los mismos. La transfusión de sangre y la transmisión
transnlacentaria son los mecanismos que le siguen en im

oortancia a la natural (155). Todoinfectado por T.cruzi

presenta parásitos circulantes; aunque puede tener paras;

temias bajas y no detectables, son suficientes para trans

mitir la infección a un receptor. Existen dos formas posi

bles de evitar el riesgo en un banco de sangre, el control

serológico de la sangre a transfundir o bien el tratamien

to de la misma con violeta genciana, droga con actividad

tripanocfia in vitro ( 151 ) pero que tendría algunos efes
tos colaterales ( 52).

La transmisión congénita sigue en importancia. ha si4

do comunicada por varios investigadores (11615291174) y

alcanzaría al 2 o 3%de los hijos de madres chagé

sicas (181 ). En Argentina hay comunicac1ones relaciona

das con esta forma de transmisión y las mismas varían con

siderablemente entre 1a zona endémica o una zona suburba

na no endémica, en cuanto a la incidencia.l18L
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Otra forma de contaminación aunque no frecuente es la

infección accidental en los laboratorios, existen numero

sos casos generalmente controlables, en el manipuleo de

material que contiene parásitos y en el trabajo con anima
les infectados.

EL PARASITO: TRYPANOSOHA CRUZI

2.1 Generalidades

El T.cruzi se halla en tres formas diferentes morfolé
gicamente relacionadas con los distintos medios donde se
encuentra en su ciclo de vida.

Los amastigotes, organismos de forma esférica u ovala

da de unos 21sm de diámetro representan una forma de mul

tiplicación intraCElulaP- A pesar de que su nombre indica

ausencia de flagelo, se ha observado recientemente que lo

poseen aunque es muy pequeño y no se encuentra libre.

Los tripomastigotes tienen el cinetoplasto situado dí

trás del núcleo y un flagelo que acompaña a toda la membrí

na ondulante a lo largo del organismo. Su longitud es de

20 fm. Esta forma es no multiplicativa y constituye la for
ma-infectante. Lafinma<ymseencuentra en la luz del recto

de los insectos hematófagos recibe el nombre de tripomasti

gote metacïclico, f presenta diferencias con las for
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mas sanguíneas circulantes.
2.2 Ubicación sistemática

El T.cruzi pertenece a la familia Trypanosomatidae

que se caracteriza por tener un flagelo y cinetoplasto ü

nicos. El género Trypanosoma comprende a parásitos digenÉ

ticos que tienen por lo menos en uno de sus estadios de

desarrollo la forma tripomastigote. Hoare ( 96 ) divide a

este género en dos secciones: Salivaria y Bstercoraria.

La primera comprende a organismos patógenos a la que per
tenecen los trypanosomas que se multiplican en el mamífe

ro en el estadío tripomastigote y completan su desarrollo

en haestufión anterior del insecto vector y son transmiti

dos por inoculación. El Trypanosoma equipardum constituye

una excepción ya que se transmite de mamífero a mamífero

directamente. La segunda sección de especies no patógenas

a excepción de T.cruzi se multiplican en el huesped como

amastigotes o epimastigotes y completan su desarrollo en

el intestino posterior del vector y son transmitidos por

contaminación. Trypanosomarangeli pertenece a esta sec

ciónpese a que se transmite por estación anterior, por fim
culación.

La ubicación sistemática de T.cru2i es según Hoare:

TIPO: Protozoa (Goldfuss, 1818)
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SUBTIPO:Sacomastigophora (Honigberg y Balamuth, 1963)

SUPERCLASE:Mastigophora (Dresing, 1866)

CLASE:Zoomastigophora (Calkins, 1909)

ORDEN:Kinetoplastida (Hongberg, 1Q63)

SUBORDEN:Trypanosomatina (Kent, 1880)

FAMILIA:Trypanosomatidae (Doflein, 1901)

GENERO:Trypanosoma (Gruby, 18u3)

SUBGENBRO:Schizotrypanum (Chagas, 1909)

ESPECIE: cruzi (Chagas, 1969)

2.3 Ciclo evolutivo

En la naturaleza el ciclo de vida de T.crugi se desa

rrolla con la participación de un insecto vector y del

huesped vertebrado. Los parásitos del vector (tripomasti

gotes metacïclicos) son depositados sobre la piel del hues
ped conjuntamente con la deyección del insecto. El T.cruzi

no tiene capacidad de atravesar la epidermis pero penetra

por el orificio de picadura del triatomino Q por la mucosa

cercana a la picadura cuando la deyección es extendida ca

sualmente por el efecto del rascado. El parásito puede pe

netrar en los tejidos del hospedador, penetrar las células

y una vez dentro de ellas se diferencia a amastigote, for

ma bajo la cual se multiplica por división binaria simple.
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Los amastigotes se diferencian a tripomastigotes abando

nando la célula invadida por ruptura de la misma. Estas

formas son diseminadas por circulación y son capaces de

infectar e invadir otras células, repitiendo de esta

forma el ciclo en el mamífero. Por otro lado los parási

tos en circulación constituirán la oferta necesaria para

la infección de otro insecto por la ingestión de sangre
infectada.

Los tripomastigotes a medida que se acercan a la luz

del intestino se ensanchan y se acorta el flagelo di

ferenciándose a epimastigote ( 27 ) el que se multiplica

activamente en la región media del intestino. Estos epi

mastigotes se diferencian a formas metaciclicas en la am

polla rectal del insecto ( 222). El insecto al alimentar

se defeca mientras comey en las deyecciones habrá parási

tos que pueden penetrar a los tejidos de la forma descrip
ta, cerrando el ciclo en la naturaleza.

El estadio epimastigote se obtiene facilmente in vitro,

tanto en cultiyo monofásico comobifásico ( 30 ); las for

mas amastigotes ( 153) y tripomastigotes (100,211218) se

han obtenido con mayor dificultad en medios monofásicos.

Los tripomaStigotes pueden obtenerse in vitro por infec

ción de cultivo de células ( 179 ).
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2.” Estructura del parásito

El T.cruzi mide según su forma de desarrollo entre

5 y 25/pm de largo por 3 a Élim de diámetro. Este parási

to tiene una mitocondria única que presenta una parte especia
lizada, llamada cinetoplasto donde se encuentra el ácido

desoxiribonucleico (ADN)mitocondrial. El ADNesta rodea

do por una doble membrana cuya naturaleza mitocondrial

se demuestra por la presencia de crestas mitocondriales

en la membrana interna ( 27 ). Tanto

en epimastigotes comoen tripomastigotes se demostró la

naturaleza única del complejo mitocondria-cinetoplasto

( 27 ). El ADNdel cinetoplasto se presenta en forma de

circulos dispuestos en forma de ocho, y constituye apro

ximadamente el 20% del ADNtotal de la célula ( 68 ).

Las diferentes formas del parásito presentan el na
cimiento del flagelo adyacente al cinetoplasto hacia la

parte anterior o posterior del parásito ( 96 ). El apara
to de movimiento (mastigón) esta constituido por el fla

gelo y el cuerpo basal (citosoma). Esta estructura cilïn
drica esta formada por nueve tripletes de microtubulos

y se proyecta sobre el bolsillo flagelar. Tiene una par
te netamente citoplasmática y otra zona de transición ha

cia el flagelo, ambas separadas por un septum.
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El flagelo esta compuesto por nueve pares de microtú

bulos periféricos y uno central, los que continúan con

el axonema. El par central desaparece en la parte distal

del flagelo. La vaina flagelar es una extensión tubular
de la membranacelular. Además-de los microtübulos longi

tudinales, el flagelo presenta una banda estriada que mi

de alrededo:?0.15 ym de diámetro compuesta de varios fi

lamentos paralelos a 10€ microtübulos del axonemay por

filamentos oblicuos que unen a los longitudinales. Esta

banda se extiende a lo largo del flagelo, hasta el bolsi

llo flagelar. En el tripomastigote el flagelo se adhiere
a la membranaondulante en esta región.

fin los epimastigotes el flagelo emerge desde la re

gión lateral anterior y en los tripomastigotes nace des

de el extremo apical posterior del parásito con respec
to a la dirección del movimiento del mismo. En el amas

tigote la posición del cuerpo basal es variada.
El núcleo de T.cruzi es de naturaleza fibrilar con

acümulos de material genético contiguos a la membrana
cuando el parásito comienza la división celular:

La membranaplasmática tiene fundamental importancia

en la interacción huesped-parásito. Existen evidencias

que la membranaes diferente en las distintas formas del
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parásito.La membranaplasmática propiamente dicha tiene

un expesor de 8 a lO nm, se encuentra recubierta por una

cubierta superficial, con uh expesor de 5 nm en el epi

mastigote. Por debajo de la membranadel lado citoplasmá
tico, se encuentra el armazón de microtúbulos.

Se ha observado que los epimastigotes se lisan por

acción directa del complementoy que las formas circulan

tes son resistentes salvb que hayan sido previamente tra
tadas con enzimas ( 116 ) o con anticuerpos ( 118 ).

2.5 Aislados de T.cruzi

Numerososestudios han sido realizados sobre disti

tos aislados de T.cruzi, se han efectuado caracterizacig

nes gesde el punto de vista antigénico y bioquímico. Ac
tualmente se conoce que dichos aislados provenientes de

pacientes; vectores o animales infectados, hasta ahora

llamados cepas,constituyen una mezcla de poblaciones di

ferentes ( 71 ) y los_clones de un mismoaislado presen

tan caracteristicas distintas (2371).

2.6 Composición química y metabolismo

La mayoria de los autores que trabajan en este tema

estan de acuerdo en subrayar que T.cruzi no almacena po

lisacaridos ( 30 ). Bs posible que los oligo y polisaca
ridos, encontrados en el parásito ( 89 ) no sean sustan
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cias de reserva sino la parte glucidica de las glicopro
teinas de membrana ( 7,90 ).

Conrespecto al metabolismo de carbohidratos T.cruzi

metaboliza activamente la glucosa ( 11 ) y también otros

azucareS|Ébn incorporados mediante transporte-activo a
través de la membrana.

T.cruzi degrada glucosa en aerobiosis y anaerobiosis.

En el primer caso el producto final no es unicamente anhi

drido carbónico sino que se produce una verdadera fermen

tación aeróbica, liberándose al medio cantidades importan
tes de acetato, Succinato y en algunos casos L-malato

( 43 ). En anaerobiosis se liberan al medio los mismos

compuestos en mayor proporción y además pequeñas cantida

des de lactato, pese a la presencia de una alfa-hidroxi

ácido dehidrogenasa ( 80 ) con actividad de lactato dehi

drogenasa ( 80 ). Esta enzima de la cual se han detecta

do isoenzimas ( 54), estaria involucrada en un efecto de

lanzadera para el transporte de equivalentes de reducción

entre la mitocondria y el citosol.

La via glucolitiéa es la via fundamental por la cual

se produce la degradación de la glucosa. Otra vía degra

dativa de 1a glucosa presente aunque cuantitativamente

menos importante es la vía de las pentosas (43 ). T.cruzi
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y Trypanosoma brucei presentan 1a mayoría de las enzimas

glucolíticas compartamentalizadas en un organoide especia
lizado, llamado glicosoma ( 92 ).

El catabolismo de la_glucosa tiene por caracteristi
ca principal a la fermentación aeróbica que lieva a la
excreción de ácidos dicarboxilicos de cuatro carbonos co

mo el succinico y L-málico. Para este proceso es esencial

la fijación de anhídrido carbónico ( 26 ), que se lleva

a cabo con la participación de una carboxiquinasa fosfo

enol pirüvica (42) presente en el glicosoma ( 40 ). La

enzima málica, de la cual se encuentran presentes dos i

soenzimas con diferentes propiedades cinéticas y regula

torias ( 41 ), presentes una en el citosol y la otra en
la mitocondria (48.40.49) esta involucrada en la decar
boxilación de ácidos dicarboxilicos de cuatro carbonos

para su catabolismo,con la producción de NADPHcon fines

biosintéticos. Sus propiedades regulatorias y distribu
ción intracelular, permitirían su funcionamiento sin in

terferencia con la producción y excreción de succinato.

El ciclo de los ácidos tricarboxílicos opera en

T.cruzi ( 212 ) y han sido detectadas la mayoria de las

enzimas involucradas en el mismo ( 106fl05)

Se encuentra también presente en las tres formas del
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parásito una cadena respiratoria integrada por citocro

mos aaa, b, c558 y-probablemente citocromo o. Las par
culas submitocondriales son capaces de oxidar succina

to, alfaglicerofosfato y NADH(200).

La oxidación de sustratos por T.cruzi está aaxflada

a la fosforilación para lo cual hay evidencias indirec

tas (199 ); T.cruzi presenta una actividad de ATPasami

tocondrial sensible a oligomicina (77,178), la cual se

ria responsable de la fosforilación oxidativa, actuando

comoATPsintetasa al igual que en las mitocondrias de

otras células.

Los lípidos constituyen hasta un 20.1% del peso se

co de los epimastigotes de cultivo de T.cruzi ( 28 ).

Entre los esteroide! el principal seria colesterol se
guido por ergosterol ( 35). Los epimastigotes de los

aislados Tulahuén, ES y Brasil mostraron la presencia de

gliceridos, esteroles, glucolipidos y fosfolípidos y den
tro de los ácidos grasos los predominantes fueron los no

saturados encontrándose una proporción de ácidos grasos

con un número impar de átomos de carbono ( 34 ). Los e

pimastigotes del aislado Tulahuén son capaces de sinte

tizar ácidos grasos y lípidos complejos a partir de l“C
acetato.
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Los epimastigotes de cultivo contienen aproximadamen

te entre un 43 y 53%de proteínas referidas al peso seco

(29 ). Las proteinas y algunos aminoácidos pueden ser u

tilizados por los epimastigotes comofuente de_energïa
cuando se los desarrolla en medio libre de azúcares

(221). En este caso se produce una alcalinización del
medio de cultivo debido a la liberación de NH no excre3,
tándose urea (220). Las enzimas del metabolismo de orni

tina y arginina no estan presentes en T.cruzi (159).

Se ha observado la presencia de transaminasas (221)

y de enzimas que intervienen en el metabolismo del L-glu

tamato, aspartato aminotransferasa, glutamato dehidroge

nasa NADPdependiente ( 47,108) y glutamato dehidrogena

sa NADdependiente ( 44,21 ). Ambasglutamato dehidroge

nasas son inhibidas por reactivos de tioles (46,107) y

por suramina ( 76).La enzima NADPdependiente muestra va

riaciones considerables en diferentes aislados de T.cruzi

( 214 ) mientras que la glutamato dehidrogenasa NADdepen

diente no presenta variaciones importantes (211).

Existen en los epimastigotes diferentes enzimas pro

teoliticas, las cuales han sido demostradas usando sustrí
tos estandard, proteinas o sintéticos (13.22J00163,21flh)o

bien utilizando sustratos endógenos en extractos de epi

mastigotes libres de células (24,45).
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El ADNde T.cruzi ha sido objeto de profundos estu

dios y la utilización de enzimas de restricción para la

degradación de los minicirculos del ADNcinetoplástico

ha sido propuesta para la identificación de cepas y ais

lados de T.cruzi (7q135fi45)

La biosintesis de ácidos nucleicos ha sido poco es

tudiada, aunque se ha encontrado una ADNpolimerasa y

tres ARNpolimerasas separables entre si por cromatogra
fia con DEAB-celulosa (191).

De los ácidos ribonuleicos presentes en T.cruzi sólo
los ARNribosomales han sido estudiados en cierto deta

lle. Se han encontrado diferencias importantes entre los

coeficientes de sedimentación de los ARNribosomales y

subunidades ribosomales del epimastigote y los de célu

las de mamífero (células HeLa). Los ARNribosomales de

T.cruzi (268 y 2lS) se formarian a partir de un precur

sor ünico con un coeficiente de sedimentación de 318.

La antigenicidad de los ribosomas ha sido puesta de ma

nifiesto mediante su capacidad para estimular y detec

tar anticuerpos fijadores de complemento(130).
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RELACION HUESPED PARASITO

3.1 Generalidades

La gran variedad de efectos patológicos que pueden es

tar relacionados a la infección por T.cruzi en el huésped

vertebrado, muestra que la comprensión de la interacción

del parásito con el hospedador es de suma importancia pa

ra su explicación. Las condiciones generadas por la infec
ción varian desde la ausencia de manifestaciones clínicas

hasta cuadros agudos que pueden llevar a la muerte.'Del

mismomodola prevalencia de sintomatologïas netamente di

ferentes en diversas zonas del continente demuestra la

importancia de la interacción de poblaciones del parásito

y del huesped.

El T.cruzi una vez en el interior del huésped, puede

penetrar en las células y comenzar su multiplicación y

diferenciación. Tiene una fuerte tendencia a invadir fi
bras musculares en especial músculoesquelético(87) aun

que es también frecuente encontrarlo en otros tejidos.

Dentro de la célula los parásitos se reproducen y diferen

cian y luego de abandonar la célula provocan en los prime

ros dias de infección un gran número de parásitos en cir

culación. Esto es modificado posteriormente por la respues
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ta inmune del huésped que en cierta forma es capaz de con

trolar la propagación de la infección aunque no logra eli
minarla.De esta forma existiría un equilibrio entre la reg

puesta inmunológica del hospedador y el parásito_que permi
te en muchos casos el transcurso de la infe<nión hacia una

etapa crónica asintomática solo detectable por la presen

cia de anticuerpos especificos y muybajas parasitemias.
Interacción parásito-macrófago

Parece evidente que todos estos efectos son causa del

comportamiento del parásito en relación con los primeros

componentes del huesped en el momento de la infección. En

1955-Talliaferro y Pizzi observaron parásitos dentro de

macrófagos (205). Muchosautores discuten comoocurre es

te proceso. Se sostiene una fagocitosis por las células

especializadas (142, 150) o bien una invasión a estas por

lbs tripomastigotes, lo cual fue comprobadoinhibiendo la

actividad fagocitaria de los macrófagos y observando la pg
netración a los mismos de T.cruzi. De todos modos el pará

sito penetra en ellos y luego actúa comoen cualquier otra
célula (142,150). Se ha observado que los epimastigotes y

los tripomastigotes metaciclicos de cultivo son captados

por el macrófago más facilmente que los tripomastigotes

circulantes (4, 149). Los epimastigotes son destruidos
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por el macrófago mientras que los metaciclicos y tripomas

tigotes no sólo sobreviven sino queson capaces de infectar
lo (32).

Actualmente se conoce la existencia de por los menos

dos tipos de tropismo para diferentes aislados de parási

tos: macrófago-trópicas y miotrópicas (32). Ademáscier

tos aislados interactúan con los macrófagos a través de

sitios de reconocimiento entre el parásito y la célula,

que son destruidos por el tratamiento con pronasa (32).

Los macrófagos activados especifica o inespecificamente

con BCG,u otros tripanosomatidos han sido capaces de

destruir al tripomastigote circulante. Esto ocurre al u

tilizar células macrofágicas normales y podria deberse

a una cooperación con linfocitos T (32).

El hecho que existan aislados con diferente compor

tamiento frente a los macrófagos podria indicar que el

equilibrio huesped-parásito presente en cada individuo

responderïa a estas diferencias y por lo tanto que la

participación de uno u otro aislado parasitario lo mo
difiCarïa sustancialmente.

3.2 Respuesta inmune

Respuesta humoral

En pacientes o en animales infatados se ha observado
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la presencia de anticuerpos contra T.cruzi. Estos anticuer

pos han sido dosados por distintas técnicas serológicas y

son actualmente el fundamento utilizado en el diagnóstico

de la infección (91,50).

El primer anticuerpo que se detecta después de 1a in

fección es 1a inmunoglobulina de tipo M (IgM) que aparece

al comienzo de la misma, le sigue la inmunoglobulina G

(IgG) que persiste mientras dura la infección (88fiH2 ).

La posibilidad de detectar inmunoglobulinas especificas
Mo G facilita el reconocimiento de infecciones recientes

o crónicas (88).

Actualmente se connen algunos aspectos del papel de

estos anticuerpos en la resistencia contra la infección,

in vitro los anticuerpos lisan tripomastigotes sangufimos

de algunas cepas de T.cruzi en presencia de complemento

(maga), más aün, la depleción de complemento agrava la in

fección a ratones (32)i Sin embargo no se conoce el valor
de este mecanismo in vivo, ya que se han detectado inmuno

globulinas especificas en el suero de animales conjunta

mente con el aumento de parasitemia. Esta lisis es media

da por complementoactivado por la via alternativa según

lo demostró Krettli utilizando inhibidores especificos de

la misma (118fl20).
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Varios autores han demostrado que el tratamiento con

suero inmune al comienzo de la infección inducïa una re

sistencia especifica en animales de experimentación (204),

sin embargohay otros autores que afirmarían lo contrario

(119, 139). El hecho que algunas cepas no induzcan acti

vidad neutralizante (modificaciones en la virulencia de

las mismas) aunque sean capaces de inducir anticuerpos,

detectados por técnicas serológicas, podria explicar la
discordancia entre estos resultados (82).

Haytambién notables diferencias entre las distintas

cepas en relación con la sureptibilidad a los inmunosue

ros (118,139 >

La participación de los anticuerpos en los mecanis

mos de protección en la infección aguda es evidente, ya

que se ha demostrado el aumento de la gravedad de la en

fermedad en animales deficientes de linfocitcs B, por lo

tanto bajos respondedores de anticuerpos (“4,171 ).

Se conoce que los anticuerpos juegan un papel impor

tante en la reacción contra tejidos del huesped en la

enfermedad de Chagas. Cossio y col en 197u observaron la

presencia de anticuerpos reaccionantes contra membrana

plasmática de células de miocardio y músculo esquelético

6556) También se han descripto anticuerpos que reaccionan
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con antígenos de las células de la vaina de Schwuann

(antinervio periférico) (110).
Aúnno se conoce si la presencia de estos anticuer

pos presentes en pacientes chagásicos con cardiopatía

estan relacionados con el grado de lesión orgánica. Apa

rentemente no se discute su participación aún cuando no

se conocen los mecanismos involucrados en el desarrollo

de la lesión tisular (203.165,166,56,208).

Respuesta celular

La infección por T.cruzi genera una respuesta inmune
mediada por células (IMC) que se puede.evidenciar

in vitro (32).También se ha propuesto la existencia de

cierto grado de inhibición de IMCen caso de enfermos cré

nicos con sintomatología característica de la enfermedad

de Chagas (154,144). Estudios in vivo sobre hipersensibi

lidad retardada realizados mediante pruebas intradérmicas
muestran resultados contradictorios en relación a la res

puesta de los pacientes (32,82,209).

Las pruebas experimentales señalan que la IMCopera
en la resistencia contra T.cruzi, asi, animales timectomi

zados o tratados con sueros antitimocitos o ratones congs
nitamente atïmicos no resisten a la infección, en compa
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ración con los animales no tratados y eutimicos (203,115J80

169,186) mostrando un aumento notable de la parasitemia

y muerte. Se han efectuado eáperiencias de transferencia

adoptiva de células totales del bazo, con buenos resulta

dos, aunque al ser utilizadas estas células se corre el

riesgo de transferir aquellas formadoras de anticuerpos
(32,168,36).

La efectividad de mecanismos de citotoxicidad en la des

trucción de epimastigotes y tripomastigotes de T.cruzi

con la participación de células inmunocompetentesna si

do informada por varios autores (32,112,116,176) aunque

coinciden en señalar la activa participación de anticuer
pos en dichos mecanismos;

Asi como se ha demostrado el papel de los anticuerpos

en la autoagresión del huésped, se demostró la presencia
de actividad destructiva de ciertas células involucradas

en la respuesta celular contra tejidos normales del hués

ped (177). Algunos autores han demostrado la existencia

de linfocitos T citotóxicos para tejido muscular y nervig
so en ratones (165.166)

Inmunodepresión

La respuesta inmune del huésped juega un papel impor

te en la defensa contra la infección por T.cruzi, aunque
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esta no es del todo eficaz para rechazar la infección le

permite llegar a un estado de equilibrio con el Jparási

to. La ruptura de este equilibrio en beneficio del pará

sito puede modificar el cuadro de la enfermedad con el

consiguiente perjuicio para el huésped.

En otras enfermedades o en el caso de transplantes
de órganos, los pacientes deben recibir tratamiento con

drogas inmunosupresores. Ea posibilidad de modificar el

equilibrio parásito-huésped y de crear infecciones exa

cerbadas por el estado_de inmunosupresión, preocupa a

numerosos investigadores.

Se han realizado estudios en pacientes que debieron

ser tratados con drogas inmunosupresoras por distintas
razones, y los resultados son variados, algunos autores

han observado reagudizaciones de la enfermedad mientras

que otros no han encontrado modificaciones sustanciales

(33,14,143).

La información actual sobre inmunosupresores en la

etapa crónica,no es suficiente para formar una opinión
exacta en este sentido. En la etapa aguda la infección

se exacerba, como se ha observado en casos fatales de

Chagas agudo provocados despues de transplantes. Esta
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es una llamada de atención que obliga a controlar la in

fección parasitaria al dador y receptor de órganos.

3.3 Mecanismosdesarrollados por el parásito para evadir

la respuesta inmune

La infección por T.cruzi produce una respuesta inmung

lógica en el huésped que tiene la capacidad de agredir y

otra de destruir al parásito pero en todos los casos el

huésped quedará infectado toda su vida, debido a que no

hay curación espontanea en la enfermedad de Chagas. Esta

infección coexistirá con una respuesta inmuneoperante.

Esto implicaría que ella no es completamente efectiva o

bien que el parásito de alguna manera tiene mecanismos

para eludirla.
La capacidad del parásito de invadir células y de re

producirse dentro de ellas lo favorece pues lo aisla de

la respuesta inmune. Las formas expuestas a esta, las for»

mas circulantes, poseen la capacidad de eliminar los anti
cuerpos pegados sobre su superficie, mediante exocitosis

de los complejos antígeno-anticuerpo previa formación de

casquetes (caps) GBJ293E8._Muchosautores han informado

un estado de inmunosupresión a causa de la infección

(32.162, 59).
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Otro mecanismode defensa del parásito es la fabula

ción.(12| ). Ciertos componentessolubles serían libera

dos por las formas circulantes, para efectuar un cliva

je de los fragmentos Fc de las inmunoglobulinas pegadas

sobre su superficie, impidiendo de esta manera la acción

de ciertos mecanismos de defensa como la lisis mediada

por complemento.

Hasta el momentono se ha demostrado variación anti

génica para el T.cruzi pero esta posibilidad aún no de-i
be descartarse.

CURSO DE LA INFECCION, PATOLOGIA Y PATOGENIA

u.1 Curso de la infección

La enfermedad de Chagas muestra diferentes fases en

el hospedador vertebrado.

Unprimer periodo, con proliferación de amastigotes

una vez que la forma infectante penetró en el huésped,

la explosión de las células infectadas y la infección de

nuevas células mediante formas circulantes, sirve de

introductoria a la instalación de la fase aguda de la en
caracterizada principalmente por fiebre y hefermedad,

patosplenomegalia. En algunas ocasiones se puede observar
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el "chagoma", lesión cutanea nodular de puerta de entrada

del parásvito. Cuandoesta via es la conjuntival puede
producirse una lesión edematosa en el párpado, complejo

oftalmo ganglionar (signo de Romaña) (138).

La fase aguda va acompañada por un aumento de parási

tos en circulación generalmente detectables por los méto

dos parasitológicos corrientes. En los tejidos se encuen
tran células parasitadas e infiltración en masa de célu

las mononucleares. Ambospueden originar lesiones graves
que pueden determinar la muerte del paciente (62,133).

Superada la fase aguda, al existir todos los mecanií
mos inmunes activados, el paciente pasa a una forma cró

nica asintomática que puede durar indefinidamente o evo

lucionar hacia la etapa crónica sintomática.

La fase crónica de la infección por T.cruzi se caras

teriza principalmente por una parasitemia dificilmente

detectable y la permanencia de anticuerpos específicos

que pueden ser evidenciados por cualquier método seroló

gico. Durante este periodo se instalan lentamente las al
teraciones características de la enfermedadcrónica: la

miocarditis chagásica crónica y las megavisceras intesti
nales.
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Cuandoel T.cruzi penetra en el hospedador, las pri

meras células invadidas son los macrófagos. Las células

parasitadas, al romperse desencadenan fenómenos inflama

torios inespecificos constituidos por un infiltrado ini

cial de polimorfonucleares ynneutrofilos seguido de cé

lulas mononucleares, que se acompaña de edema.

En el periodo agudo las lesiones histológicas son

generalmente inflamatorias y estan en relación con la
presencia de nidos de amstigotes en los tejidos, en al

gunos casos destruidos (9).

Aunqueel parásito puede encontrarse en diferentes

órganos y en el interior de cualquier célula,tiene cier

ta tendencia a invadir músculo esquelético o cardíaco y
actuar sobre el sistema nervioso central. Las manifesta

ciones clínicas más frecuentes son miocarditis o menñgo
encefalitis.

En pacientes que han fallecido en la etapa aguda de

la enfermedad se han-encontrado parásitos con relativa
facilidad en la observación histológica de miocardio. Se

ha obseruado también que las fibras musculares estan di

sociadas por la presencia de infiltrados mononucleares

y de edema, pudiendo encontrarSe disminuidos el número
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de ganglios del sistema nervioso autónomo (8,131). Se ha

descripto también que en el periodo agudo existen lesio

nes degenerativas del sistema nervioso autónomo (10). En

sistema nervioso central se han encontrado focos de in

filtrados mononucleares con afluencia de células macro

fágicas (10,143).

En la transmisión congénita.de la infección, esta

podría producirse antes del quinto mes de embarazo. Aun

que es poco frecuente hay que pensar en una placentitis

chagásica (18). Cuando la placenta de una paciente con

serología reactiva para Chagas se encuentra engrosada

y pálida macroscopicamente,y microscopicamente presenta
infiltrados de células mononuclearesa nivel de vellosi

dades y entre ellas, el trofoblasto se encuentra parcial
mente destruido y hay parásitos en las células Hofbauer,sdo

indica la presencia de una placentitis chagásica. Las le
siones histológicas en el niño son similares a las des

criptas en la infección aguda.

En parte de los infectados aparecen las lesiones

del periodo crónico propiamente dicho, especialmente en

el corazón y tubo digestivo, asi se han descripto en co

razón, aneurisma de punta de ventrículo izquierdo como

consecuencia de tra stornos del sistema de conducción (10).NJ
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Se han encontrado zonas de trombosis mural a nivel de ven

triculo izquierdo. Microscopicamente se han informado áreas

de fibrosis e infiltrados mononuclaares en ausencia de pa

rásitos.
Las fibras musculares fragmentadas con infiltrados a

diposos originan una miocarditis microfocal caracteristi
ca de esta etapa de la enfermedad y responsable del elec

trocardiograma patológico (10,172). Se ha descripto que

existe una distribución preferencial a nivel de la parte
derecha del Haz de His (8). C

La destrucción neuronal del sistema nervioso autónomo

seria la responsable de las lesiones en el tubo digestivo,

esta destrucción seria la causa principal de la inducción

de megavisceras (10,206).

La patogenia de las lesiones presentes en este perio
do no está aún totalmente aclarada.

MODELOS BXPBRIMENTALBS

El cuadro agudo de la enfermedad de Chagas es fácil de

reproducir experimentalmente, de hecho muchos estudios

han sido desarrollados en este modelo. Sin embargo tenien
do en cuenta que 1a historia natural de esta enfermedad

es más compleja que un simple primer estado agudo, se han
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necesario conocer y reproducir el estado crónico. En los

últimos años se ha avanzado en tal sentido trabajando en

ratones, conejos, perros y primates no humanos.

El ratón es uno de los animales que más se ha emplea

do y en el cual se han obtenido los mejores resultados

hasta el presente. La infección aguda con la utilización

de dosis adecuadas para cada cepa de ratón ha sido exi

tosa logrando la muerte de los animales en periodos pun

tuales. Se han observado considerables diferencias entre
cepas de ratones y también según el sexo de los animales

(32). Cuandose utilizan bajas dosis de parásitos un por

antaje de los animales logra sobrevivir evolucionando ha

cia la enfermedad crónica. Existen además cepas de T.cruzi

que no producen mortalidad y el total de los ratones evo

lucionan al estadio crónico, con altas parasitemias (10,

84).

El 50%de los animales infectados con 25 tripomasti

gotes presentan lesiones caracteristicas en miocardio

(infiltración mononuclear focal) generalmente predominan
te en el atrio y en la zona atrioventricular (122).

Tambiénse ha descripto miocarditis crónica presen

te en corazones que macroscopicamente mostraban dila

tación con aneurisma de punta y con trombosis intracar
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diaca (lO). Las alteraciones electrocardiográficas tam
bien han sido encontradas en ratones infectados con ba

jas dosis de parásitos, cuyas principales caracteristi
cas son alteraciones del tamaño del QRS(123).

A nivel de músculoesquelético los ratones presentan

lesiones mas intensas que en el miocardio. Esta miositis

se caracteriza por presentar áreas de infiltrados monong
cleares que a través del tiempo van reemplazándosepor cé

lulas adiposas. Los nidos de amastigotes frecuentemente
han sido encontrados en músculo esquelético.

Se desarrollo un modelo experimental en conejos, lo

grando inducir en estos animales una miocarditis crónica

con alteraciones electrocardiográficas tanto por infección

comopor inoculación de una fracción subcelular de T.cruzi

Sedimentada a 100 000 xg, obtenida de un homogeneizado de

amastigotes y tripomastigotes (208). También se han encon

trado lesiones histológicas compatibles con la enfermedad

de Chagas crónica en ratas (164).

Los perros de pocos meses de vida son poco resistentes

a la infección aguda provocada al utilizar dosis que el anb

mal adulto resiste. El perro adulto presenta una infección

sin evolución hacia la enfermedad crónica, reproduciendo

algunas alteraciones electrocardiográficas e histológicas
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caracteristicas (10,124)

Finalmente se han informado varios estudios sobre pri

mates no humanos de distintas especies, donde se han re

producido alteraciones electrocardiográficas y lesiones
tisulares (20)

El modelo ratón a pesar de sus limitaciones para ex

trapolar a la enfermedad humana es probablemente el más

útil por su facil manejo y disponibilidad. Sin embargo es

importante continuar las investigaciones en animales mmmrimes

de interés ya por su cercanía filogenética con el hombre

(mono) como por su importancia en el ciclo de transmisión

del parásito en las zonas endémicas (perro) (216), con el

fin de reproducir la historia natural de la enfermedad.

Estas investigaciones aportan resultados útiles en los

ensayos inmunológicos y terapeüticos.

QUIMIOTERAPIA Y DIAGNOSTICO

6.1 Quimioterapia

Bxperimentalmente se han ensayado numerosas drogas

con efecto tripanomicida de las cuales sólo unas pocas
han sido utilizadas en la clínica médica.

La bisquinaldina (Cruzón) fue una de las primeras sus

tancias utilizadas en el humano, la misma fue encontrada
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activa en formas de menmgoencefalitis aguda (137). Se en

sayaron derivados de las 8 aminoquinolinas, utilizadas en

el tratamiento del paludismo; con un exito parcial (98).

.Conlos compuestosarsenicales trivalentesjütiles en el

tratamiento de la Trypanosomiasis Africana’se obtuvieron
resultados totalmente negativos (81).

Derivados de los nitrofuranos parecen mostrar la ma

yor actividad antiparasitaria. El nifurtimox presentó un

importante efecto tripanomicidaü9fl92launque investigado

res de Argentina y Brasil informaron resultados diferen

tes, atribuibles probablementea la participación de distin

tas cepas del parásito en la naturaleza (38,39,51). Las
diferencias tienen también relación con la zona geográfi

ca, asi este fármaco presenta mayor efecto terapeütico

en el sur de Brasil, Argentina y Chile y bajo en centro

y norte de Brasil.

El nifurtimox que se administra oralmente produce una

serie de efectos colaterales caracterizados por cefaleasJ
anorexia, pérdida de peso, transtornos gástricos, excita

ción, neuritis periférica, etc. Estos efectos son rever
sibles al suspender el tratamiento.

Actualmentese trabaja sobre los efectos del nifurti

mox sobre las células de los mamíferos. Se conoce que el
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mecanismo de acción de la droga implica la formación de

radicales libres, modificación en las membranascelulares

(69) y alteraciones estructurales en testículo de ratón
.(146).

Otra droga actualmente aplicada es el nitroimidazol

(Benznidazol) altamente activa (51), del mismo modoque

la anterior con un amplio espectro de efectos colatera

les, eritema cutaneo urtibariante j maculoso, transtor

nos hematopoyéticosetc,

No existe hasta el momentouna quimioterapia ideal,

aunque, en los casos de infección aguda tanto el nifurti

mox como el benznidazol producen un blanqueo parasitoló

gico y negativización de la serologia. En la etapa cróni
ca se aconseja cautela en su uso.

6.2 Diagnóstico

El diagnóstico parasitológico de la enfermedad de

Chagas en su etapa aguda se efectúa mediante técnicas sen

cillas de bísqueda del parásito en circulación, gota grue

sa, Strout (201), o bien por medio de técnicas comoel

xenodiagnóstico (53,58,134) o el hemocultivo (2,64.160)

amboscon alta sensibilidad. Esta etapa de la infección

se caracteriza por presentar un alto nivel de fiormas\cir
culantes del parásito y baja cantidad de anticuerpos es
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pecificos, por esta razón los métodosparasitológicos

son de gran utilidad.

En la etapa crónica de la infección los niveles de

.parasitemia disminuyen a valores en la mayoría de los

casos no detectables. En este caso el diagnóstico para

sitológico sólo podría limitarse al xenodiagnóstico y

hemocultivo con una sensibilidad no mayor al 50%en am

bas pruebas. En cambio la‘serología se convierte en la

forma más certera de diagnóstico de laboratorio en esta

etapa. Actualmente se emplean técnicas como la inmunoflug

rescencia (IFI) (5) o ensayos inmunoenzimáticos (ELISA)

(198), fijación de complemento(FC)(91), hemaglutinación

indirecta (HAI) y aglutinación directa (AD) (213), que
muestran una alta sensibilidad en la detección de anti

cuerpos específicos. La reacción de IFI y ADque utili

zan antígenos de superficie del parásito, son las que a

parecen reactivas más precozmente, en el curso de la in

fección.

La sensibilidad de las reacciones serológicas oscila

entre un 95 y 100%y su especificidad es alta, salvo que

se evalüen sueros de pacientes que padecen alguna otra

tripanosomiasis o leishmaniosis.
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7. ANTIGENOS DE T. CiRUZI.

7.1. Generalidades.

Observando el ciclo de vida del T. cruzi podemos

pensar que la composición antigénica de este protozoario

debe ser compleja y que muchos de sus componentes forman

parte de la interacción del parásito con el medio donde

se encuentra. Es fácil pensar que la membranadel parási

to juega un papel fundamental en este sentido. Por esta

razón ha sido objeto de numerosos estudios morfológicos,

bioquímicos e inmunológicos.

Se conoce que las infecciones con trypanosomas

del grupo brucei en el hombre y en los animales produ- 

cen numerosos picos de parasitemia a lo largo de mucho

tiempo (57 ) y se sabe que los trypanosomas_correspondieg

tes a esos picos son antigénicamente diferentes, durante

el curso de la infección (57 ). Esta variación antigénica

en la membrana del parásito podría ser un mecanismo de

evasión del mismo a la respuesta inmune del huesped.

Hasta el presente no se ha observado variación

antigénica de T. cruzi, es más,en numerosos estudios se

informa que no habria (1941

Los primeros estudios sobre antígenos se desarrg

llaron tratando de caracterizar distintas cepas de EL
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cruzi y se ha informado la existencia de diferencias a2
tigénicas en este sentido ( 83,109,152), aunque hasta

el momentono se ha podido establecer perfiles relacio

nables con la distribución geográfica de tipos clínicos

producidos por los diferentes aislados del parásito;

la posibilidad que estos aislados estén formados por

muchas poblaciones diferentes fué explorada en varios

aspectos (71 ).

Muchasinfecciones por protozoarios incluyendo

T. cruzi muestran la presencia de antígenos circulantes

(12 ,90 ,65 ) y algunos autores han informado la presea

cia de estos exoantigenos en infecciones agudas experi

mentales ( 12 ,32 ) y demuestran que algunos podrían ser

capaces de inducir inmunoprotección ( 90,102). Es posi

ble que los exoantïgenos sean análdgos a los antígenos

liberados por células infectadas cuando ellas provocan

la liberación de los trypomastigotes (165). Muchoscom

ponentes y complejos moleculares han sido hallados como

antígenos solubles ( 12 ,90 ) y algunos estudios demos

trarian que ellos provienen de la superficie del pará
sito,

La superficie del T. cruzi como la de la mayoría

las células tiene carbohidratos y glicoconjugados, al
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gunos importantes receptores para muchas células

( 6 ,63 ,125,196). Se han ensayado alrededor de 30

lectinas diferentes, con especificidad para N-acetil-D
'glucosamina, N-acetil-D-galactosamina, D-galactosa, D

manosa y ácido siálico y todas han aglutinado al menos

una forma del parásito.

Un conjunto de glicoproteinas y un glicolïpido

fueron aislados de epimastigotes por extracción fenolí

ca ( 6 ,7 ). El análisis de la fracción glicolipidica

mostró una variedad de componentes incluyendo lípidos,

fósforo, bases xesfinganinasL carbohidratos y aminoáci

dos ( 63,127,126): El complejo de glicoconjugados esta

ba formadopor tres glicoproteínas de distinta movili
dad electroforética. Estos estudios fueron realizados

en la cep Y, Algunas fracciones subcelulares de epimas

tigotes de la cepa Tulahuén también mostraron la misma

composición en glicoconjugados (173). Fracciones de epi

mastigotes de la mismacepa, atenuada en su infectivi

dad por sucesivos pasajes en medio de cultivo mostraron

algunas diferencias con respecto a la original; en este
sentido (128).

Las glicoproteinas encontradas parecen no con

tener aminoácidos aromáticos y no se marcan in vivo o
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131in vitro con lactoperoxidasa y I y no son retenidas

por columnas de lectinas de Lens culinaris ligada a

agarosa ( 6 ,7 ). '

Seneca en 1966 indujo una inmunoprotección en

ratones utilizando un extracto fenólico (191),sin embag
go no se tiene información acerca de los efectos de los

glicoconjugados purificados, en este sentido. Se demos

tró que aquel extracto crudo cuando era utilizado en

altas concentraciones era tóxico para los ratones inmu
nizados (191).

Snary en 1979 obtuvo una glicoproteïna presente

en las tres formas del parásito. Amastigotes, tripomas

tigotes y epimastigotes de la cepa Y, marcados con 1251.

lisados y cromatografiados en columna de lectina de ¿gps

culinaris ligada a agarosa, mostraron tener en su super

ficie una glicoproteina de peso molecular 90 KD. Este

glicoconjugado seria invariable y antigénico e inocula

do a ratones en presencia de adyuvantes, mostró una pro

tección parcial. En suero de pacientes con estadio cró
nico de la enfermedad, se demostró la presencia de anti

cuerpos contra esta glicoproteina (193,196,197).

Nogueira y col. han encontrado en tripomastigo

tes sanguíneos la misma glicoproteïna de 90 KD, retenida
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por Concanavalina_A ligada a agarosa, con un punto

isoeléctrico de 5.0, que justificaria la considerable

carga negativa de los tripomastigotes, los autores

también demostraron que sueros de pacientes crónicos

fueron capaces de precipitarla (149)y han propuesto

que la mismaseria responsable de propiedades antifa

gociticas de las formas circulantes sanguíneas (149).

Otra glicoproteína específica de la forma epi

mastigote fué identificada por Nogueira y col, con un

peso molecular de 75 KD, de punto isoeléctrico 7.2 y

con marcación , retención por Con A-agarosa y precipi

tación por suero'similares a la glicoproteina princi
pal de peso molecular 90 KD. Estas dos glicoproteinas

son producto de genes diferents, pues presentan mapas

peptídicos (por digestión con tripsina y quimiotripsi
na) diferentes y no tienen reactividad inmunológica crg
zada (149)

Snary y col. en 1981 aislaron una glicoproteína

de peso molecular 72 KDespecifica de epimastigotes,

empleando anticuerpos monoclonales, probablemente la

misma identificada por Nogueira 049). Este compuesto

indujo una inmunoprotección en ratones los cuales fueron
desafiados con formas metaciclicas ) pero no fueron pro
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tegidos los animales desafiados con formas sanguíneas

(193,195 ).

El hecho que los antígenos de membrana sean los

primeros reconocidos por el sistema inmune ha llevado

a muchos autores al estudio de los mismos con fines de

obtener un inmunógenoútil para ser utilizado comovacu
na.

La purificación de estructuras ligadas a la mem

brana plasmática ha sido encarada por distintos métodos

(66157185190) pero afin no han sido fraccionadas y puri

ficadas para encontrar sus componentes inmunologicamente

activos. La fracción flagelar proveniente de un fraccio

namientopor centrifugación diferencial y ulterior puri

ficación en un gradiente de densidad de sacarosa por

ultracentrifugación, de un homogeneizadode epimastigo

tes (Tulahuén) rotos por presión y descompresión mostró

propiedades inmunoprotectoras en ratones luego del desí

fio con formas sanguíneas circulantes (187,190 )a Una

fracción de membranas purificadas por el mismo método

mostró menor efectividad que la fracción flagelar (190)

lo cual podria.deberse a una diferente presentación de

los antígenos al sistema inmune más que¿una real difereg

cia en la composición de ambas fracciones. Otras fraccig
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trifugación diferencial, mostraroncaracteristicas in
munogénicas,bioquímicas y ultraestructurales diferentes

entre si. El sedimento de 105 000 x g presentó todos los

glicoconjugados obtenidos en la cepa Y por extracción

fenólica (173).

AfChainy col. identificaron una serie de anti

genos por inmunoelectroforesis usando sueros hiperinmu

nes de conejo contra epimastigotes (3 ). Una de las lí

neas de precipitación producidas en el gel fué utiliza

da para inmunizar conejos. Los antisueros ob

tenidos fueron utilizados para purificar antígenos de

superficie de T. cruzi y no presentaron reactividad cru

zada con otros trypanosomatidos,incluyendo varias cepas

de leishmania ( 3 L

El tema de purificación de antígenos de T. cruzi

ha sido encarado por muchosautores con distintos obje

tivos. Por un lado es conocida la necesidad de contar

con antígenos específicos del parásito, que permita un

mejor diagnóstico serológico. Muchasinfecciones provo

cadas por otros trypanosomatidos incluyendo leishmanias

inducen anticuerpos en el huesped que son capaces de reag

cionar contra T. cruzi y viceversa, desde el momento
\
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que hay una gran cantidad de antígenos compartidos

entre estos parásitos ( 82 ). Por otro lado se co

noce la capacidad de ciertos antígenos de evocar una

respuesta autoinmune en ausencia de infección (210 ),

y otros involucrados en la inducción de resistencia

del huésped a la misma.

Los mecanismos involucrados en la inducción de

patología por estos antígenos aún se desconocen aun

que hay informaciones que aseguran la activa parti

cipación del sistema inmune en la formación de la

misma ( 56 ).

Una probable reacción cruzada entre T.cruzi y

tejidos de corazón y nervioso de mamíferos fue ob

servada en pacientes chagásicos (56J67). Los auto

res relacionaron la presencia de anticuerpos invo
lucrados en esa reactividad cruzada con la instala

ción de la patología crónica de la enfermedad de

Chagas. Scott y col. demostraron que no había iden

tidad entre la glicoproteina de peso molecular 90 KD

purificada por Snary y el antígeno reconocido por un

anticuerpo monoclonal proveniente de T.cruzi, que tu

vo reacción cruzada con neuronas de mamífero 096fi83n
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Las técnicas de produci_fin de hibridomas.( 117 ),

que han sido utilizadas con éxito en la producción de

anticuerpos monoclonales para el estudio y purifica

ción de antígenos protectores de Malaria (21%75)pueden

representar un camino alternativo en el conocimiento

de los antígenos del T.cruzi, y mediante estas técnicas

de purificación lograr separar aquellos componentesdel

parásito responsables de la agresión y protección.

7.2 Inmunoprotección experimental

La posibilidad de obtener protección contra T.cruzi

ha sido estudiada por diversos autores y con variados

resultados. El uso de parásitos vivos atenuados, muertos,

fracciones subcelulares, macromoléculasy otros flage

lados análogos, han sido el fundamento de todos los es

tudios, utilizándolos comoelementos para proteger ex

perimentalmente animales ante un desafio de formas vi

rulentas del parásito.
Distintos inmunógenos han sido empleados con refe

rencia a este tema: podemosagrupar a estos en tres gran

des categorias: parásitos vivos, parásitos enteros muer

tos y homogeneideos totales, y fracciones de los mismos.

En el primer grupo encontramos aquellos que son capaces

de infectar entre los cuales se hayan las cepas atenua
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das naturalmente. Menezes y col en 1969 y 1971 (140J41 )

inmunizó huéspedes vertebrados con formas de cultivo

provenientesde una cepa de T.cruzi atenuada mediante el

pasaje sucesivo del parásito en cultivo (PF). De este

mismomodo se logró obtener una linea no infectiva de

la cepa Tulahuén (189 ), sus efectos inmunizantes fue

ron ensayados en ratones con un alto grado de protección

( 37); sin embargoesta cepa recobró la infectividad

mediante su pasaje en sangre (189). Varios grupostmn'segui

do esta línea de investigación para obtener una posible

vacuna. El hecho que se pueda inducir una activa infec—

ción por la inoculación de organismos con virulencia re

sidual y la posible recuperación de esta, en aquellos

supuestamente atenuados torna discutible y desaconseja

ble la obtención de una vacuna por esta via HSJGX

Se han empleado también parásitos con alta virulen

cia inyectando dosis subletales y cepas virulentas con

tratamiento paralelo del huésped con tripanomicidas. El

conocimiento actual sobre estos fármacos y sus efectos

tornarian dificil la prosecución de esta linea de traba
jo ( 73,74 ).

En el grupo de parásitos no infectantes aquellos a

tenuados por agentes externos, se encuentran los apor
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tes de Hungerer y col. en 1976 ( 99 ), que utilizaron el

bromuro de etidio aboliendo la capacidad infectante de

los trypanosomas. En este caso los resultados fueron

negativos. Esto fue comprobadopor Brener y col. poste

riormente, observando que los ratones inmunizados y de

safiados presentaban altas parasitemias ( 31 ).

Fernandes y col. mostraron que formas de cultivo

tratadas con actinomicina Dretenían la movilidad de

los parásitos y se inhibïa su multiplicación y dife

renciación. Conparásitos asi tratados inmunizó ratones

que tuvieron una protección parcial ante el desafío

con T.cruzi (73]4).

Trypanosomátidos monogenéticos que aparentemente

presentaron una reacción cruzada con antígenos prove

nientes de T.cruzi, también protegieron ratones.

Johnson y col. en 1963 (ÍOZ) y Pereyra y col.en

1977 (157 ) utilizaron Crithidia fasciculata y Souza

y col. en 1971 y 197u ( 202 ) aislaron un flagela

do Herpetomonas samuelpessoai obteniendo protección
en ratones. Los mismos autores informaron otras ex

periencias con resultados negativos.
Muchosautores usaron formas de cultivo muertas

por agentes quimicos tales comoel merthiolate 047),
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formaldehído (95 ))rperclorato de sodio (111), comoa

gentes inmunizantes. Todos ellos han comunicado sólo u

na protección parcial. Hanson ywcol. en 1976 ( 94) uti

lizaron parásitos irradiados comovacuna en ratonegob

teniendo sólo una baja protección de los mismos.

Mejores resultados fueron obtenidos con vacunas de

parásitos desintegrados y fracciones del mismo. Goble

y col. en 197u ( 82 ) obtuvieron un notable aumento de

la sobrevida de los ratons inmunizados con parásitos
rotos con sonicador. Neal y col. en 1977 (148) obtuvie

ron similares resultados al utilizar homogeneizadospro

venientes de una ruptura mediante congelamiento y des

congelamiento. En 1968 Gonzalez Capa y col. (88 ) y Se

gura y col. en 1977 (190), utilizaron formas de cultivo

rotas por presión y descompresión, para inmunizar rato

nes, obteniendo protección en los animales. En estos ei

perimentos se demostró que la mayor presión desnaturali

zaba los antígenos protectores. Variando la presión u

tilizada durante la ruptura de los parásitos se obtuvig
ron preparaciones con diferente grado de actividad. A

si, utilizando una presión de 3000 kg/cm2 el homogenei

zado total de los epimastigotes protegió al 43%de los
. . 2ratones. Cuando el homogeneizado se preparo a 1200 kg/cm
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sobrevivió el 73%de los animales, y al usar 600 kg/cm2

la protección fue del 92%. Esto indicó que altas pre

siones abolían la actividad protectora. El homogeneiza

do preparado a 600 kg/cm2 disminuia su capacidad proteg

tora si se lo inoculaba cuatro horas después de su pre

paración mientras que si se rompía a 1uo kg/cm2 se con

servaba ésta por encima de las 12 horas ( 88).

Actualmente se esta trabajando en la obtención de

ciertas proteinas de membranade T.cruzi y algunos au

tores han efectuado planes de inmunización de ratones.

observando una sobrevida de los animales inoculados

con este tipo de glicoconjugados (197).

La presunta existencia de una reacción cruzada en

tre los antígenos de T.cruzi y tejidos del huésped, de

muestran la importancia de investigar inmunógenos no

constituidos por parásitos enteros o extractos totales.

El estudio de fracciones subcelulares que podrian pro

teger ante un desafío,no dando efectos de autoinmunidad

aparecería comoun camino alternativo en este sentido.
En 1977 Segura y col. demostraron que la fracción flage

lar proveniente de un fraccionamiento por centrífuga

ción diferencial y posterior purificación por gradien
tes de densidad producía una alta protección en ratones
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ante el desafio de formas sanguíneas virulentas.

Cuandolas fracciones subcelulares se evaluaron

en cuanto a su capacidad de evocar una respuesta in

munoprotectora en ratones, se observó que la fracción

que sedimenta a 1000 x g mostró la mayor protección

de los animales,conjuntamente con el homogeneizado to

tal comoes de esperar.

Estos resultados llevaron a profundizar más el es

tudio de esta fracción, es asi que fue sembrada en un

gradiente discontinuo de sacarosa, que fue ultracentrifugado

a 90 000 xg. Los autores obtuvieron tres bandas y un

precipitado, y al estudiarlos por microscopía electrónica

observaron que la banda l estaba compuesta por membra

nas y los flagelos del parásito, la banda 2 por mem

branas, la banda 3 por núcleos y restos celulares y

el precipitado por cinetoplastos 084J90). Cuandose

ensayaron estas bandas en pruebas de inmunización se

obtuvó que la banda enriquecida en flagelos mostró los

mayores porCentajes de protección. Se realizaron estg

dios a fin de evaluar número de dosis, proteínas su

ministradas para optimizar la inmunización GBJSJ.

Gonzalez Capa y col. determinaron en 1980 que sue

ros de ratones inmunizados con la fración flagelar no
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tenian actividad litica sobre tripomastigotes sangui
neas.(85'), esto indicaria que al menosen estos ani

males no habria relación entre la respuesta inmuno

protectora y la actividad lítica de los anticuerpos

involucrados ( 85 ). Hajos y col. en 1982 aislaron

mediante inmunoadsorción a partir de la fracción flagelar

anticuerpos provenientes de pacientes crónicos huma
nos. Estos resultados contrastan con los obtenidos en

ratones sobre la participación de la respuesta inmune

humoral (93 ). t
Con el mismo enfoque de análisis de los antígenos

de T.cruzi a través de las fracciones subcelulares

Kaneda y col. en 1973 (108) demostraron que una frac

ción ribosomal (150 000 xg) tendria propiedades inmu

nizantes. Sin embargo esta fracción es una de las que

produjeron lesiones tisulares y alteraciones electro

cardiográficas en conejos (208). También se comprobó que

no sólo la fracción microsomal de T.cruzi produce le

sión sino también la de otro flagelado tiene efectos
similares (C.fasciculata) (104).

Es importante hacer notar que una vacuna además

de no ser infectante debe conferir protección total al

huésped tornándolo inmune a la infección por T.cruzi.
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Las vacunas que inducen infecciones atenuadas y confie

ren una protección parcial no serían útiles para comba

tir la enfermedad y no recomendables en la actual fase

de los conocimientos. No hay ninguna demostración de

que una infección chagásica que se instale sin curso

detectable no provoque manifestaciones clinicas tar

días de la enfermedad. Una vacuna que confiera proteg

ción parcial permitiendo la instalación de una infec

ción crónica desde el comienzo,se contrapone con uno
de los principales objetivos de la inmunoprotección

que es el control de la enfermedad, ya que mantendría

importantes focos de infección en la cadena epidemio
lógica. Por esto se puede decir que una simple sobre

vida de los animales no es,de ninguna manera, indicio

de protección contra la enfermedad de Chagas, y estas

investigaciones deberían aCOMpañarsecon estudios his

tológicos, electrocardiográficos y parasitológicos a
largo plazo. Para ello es fundamental contar previa

mente con buenos modelos experimentales crónicos que

reproduZCan la evolución de la enfermedad del humano.
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Los objetivos de este trabajo fueron:

Investigar los efectos agresivos y protectores que produ

ce la inmunización con fracciones subcelulares de epimas

tigotes de T.cruzi sobre el ratón, ya sea por si solas o

cuando los animales, después de la inmunización reciben

un desafio de parásitos infectantes.
Q

Gracterizar bioquímicamente a la fracción flagelar capaz

de evocar una respuesta inmunoprotectiva, frente a la in

fección por T.cruzi en animales de experimentación.

Conservar las propiedades de esta fracción, mediante su
liofilización.

Inmunopotenciar sus propiedades inmunoprotectoras con el

uso de adyuvantes



Materiales y métodos
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1. OBTENCION DE MATERIALES

1.1. Cultivo de T. cruzi

El aislado Tulahuénutilizado en este trabajo fué aislado de

un triatomino en Chile en 19u5 (161) y ha sido conservado mediante

pasajes en animales y medio de cultivo. En nuestro laboratorio la li

nea de cultivoTÏZaislada de ratones mediante el empleo de un medio

de cultivo bifásico compuestode dos fases: una líquida y otra sólida.

La fase liquida contiene 2.8 gr %p/v de infusión cerebro-corazón (Difco)

y 1 %p/v de glucosa, la fase sólida Contiene 1.5 %de agar, 1.3 %de

agar nutritivo (Difea}0.8 %NaCl y el agregado de 2 %de sangre desfi

brinada de conejo.

Tambiénse mantiene por sucesivos pasajes en ratones de 30 gr

y de 60 dias de edad, con un inóculo por vez de 300.000 parásitos por

ratón. Estos animales infectados hacen un pico de parasitemia entre los

10 y 12 días post-infección, cuando se produce su muerte.

5x103 (5 DL50)parásitos provenientes de la sangre de ratones

infectados inoculados en ratones Balb/c de 70 dias de edad producen la

muerte del 100 %de éstos entre los 12 y 14 días. Cuandose utiliza

trypomastigotes provenientes de materia fecal de triatominos infectados

(103 par/raton) entre el 60 y 100 %de los animales muere entre los 20

y 30 días post-inoculación.

Se han utilizado en este trabajo dos medios de cultivo bifási

co: uno de mantenimiento y otro de recolección de los parásitos, la
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diferencia entre amboses que en el segundo la fase sólida no contiene

sangre defibrinada de conejo.

Erlenmeyersconteniendo 30 ml de fase sólida son autoclavados

a 0.5 atmósferas durante 20 minutos, cuando el medio se enfría a 50°C

se agrega esterilmente la sangre de conejo, en el caso de la prepara

ción del medio de mantenimiento. Veinticuatro horas después de manteni

dos los erlenmeyersa 37°C comoprueba de esterilidad, se les agrega

5 ml de fase líquida conteniendo entre 0.4 y 4x106 parásitos por ml.

El crecimiento de los mismos se desarrolla a 30°C y 50 %de humedad re

lativa ambiente.

La curva exponencial de crecimiento llega a su máximoa los sig

te dias, tiempo en el cual los parásitos son repicados. El pasaje a me

dio de recolección se efectuó mediante la transferencia a éste en la

fase liquida de 0.a a ux166 parásitos por ml, en un volumen igual al

empleado para los repiques en el medio de mantenimiento. En este medio

los parásitos alcanzan su máximopunto de crecimiento a los cinco dias

post-siembra, tiempo al cual se efectúa la colección de los mismos. El

cultivo muestra un 99 %de formas epimastigotes con un 1 %de tripomas

tigotes.

Previamente a la recolección del material se observó cada er

lenmeyer individualmente, descartando cualquier tipo de contaminación

ya sea macroscópica o microscópica (microscopía óptica). Del mismomodo

se evaluó el estado de los parásitos desde el punto de vista de su mor
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fologia descartando cualquier alteración.

La recolección de los parásitos se efectuó recogiendo los

sobrenadantes (fase liquida) y lavando el agar con una Solución de

0.25 M de Saca'rosa y S'mMde KCl (SKS). Los parásitos fueron lavados

en la mismasolución, por sedimentación mediante centrifugación a

SOOOxgdurante 20 minutos en una centrífuga refrigerada (Sorvall RC

SB, Du Pont Instruments, NewtownUSA)a u°c, tres veces. El precipi

tado final obtenido se resuspendió 1:10 p/v en sKSy se conservó a

u°c hasta el momentode la ruptura.

1.2. Ruptura de los parásitos.

Los parásitos fueron rotos por presión y descompresiónutili

zando un desintegrador Sorvall-Ribi (I.Sorvall Inc. Connecticut, USA).

El procedimiento se llevó a cabo a u°C en todas las etapas. Se compri

mió la suspensión de parásitos a 140 Kg/cm2y la cámara de ruptura fué

saturada en una atmósfera de N2 con-una velocidad de paso de 2.5 ml del gas/

min. En estas condiciones los parásitos son desintegrados y la obser

rvación al microscopio electrónico muestra una buena conservación de

estructuras relacionadas con membranasnuclear y plasmática (184).

1.3. Obtención de la Fracción flagelar.

El homogeneizadoproveniente de la ruptura por presión y des

compresión, fué centrifugado a 1000xg durante 15 minutos a u°c en un

rotor Sorvall HBH.El sedimento fué reSuspendido 1:5 p/v y sembrado

en un gradiente discontinuo de sacarosa -5mMKCl. El gradiente fué
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preparado en tubos de polialomero de su ml de capacidad (Beckman,

C326825, BeckmanInstruments, Inc. California, USA)utilizando tres

diferentes molaridades de sacarosa: 2.2, 1.9 y 1.53 M. El gradiente

recibió una siembra de 2 ml y se centrifugó durante 60 minutos a

90000 xg a u°c, en un rotor BeckmanSW25.1, en una ultracentrífuga

preparativa BeckmanL5 653 (Beckman Inst. California, USA).

Se obtuyieron las siguientes fracciones: un precipitado que

atravesó la capa de 2.2 Mcompuesto por cinetoplastos, una banda

frenada por la molaridad 2.2 constituida por núcleos y restos celu

lares, otra ubicada en la zona de molaridad 1.9, constituida por mem

branas y la tercera frenada por la molaridad 1.58 enriquecida en fla

gelos (184), denominadaflagelar (F).

1.H. Obtención de la fracción Microsomaly Citoplasmática soluble.

El esquemadel fraccionamiento subcelular se muestra en la

Fig. 1. Del sobrenadante de la centrifugación a 1000xg se partió para

la obtención del resto de las fracciones subcelulares. Las centrífuga

ciones (Centrïfuga Sorvall RCSB)a 5000 y 11500xg se realizaron en un

rotor Sorvall HBuy la de 30000xg usando un rotor Sorvall_SSGu. La cen

trifugación a 105000xgse realizó en un rotor BeckmanT.40, utilizando

una ultracentrïfuga preparativa BeckmanL565B.

La observación por microscopía electrónica indicó que e] precipi

tado de 105000xg denominadomicrosomal (Mc) contenía reticulo endoplás

mico, polirribosomas, membranasrugosas, ribonucleoproteínas y fragmen
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tos de membranaplasmática. La fracción soluble llamada citoplasmática

soluble o citosol, contenía todos los componentescelulares no ligados

a fracciones particuladas (72 ).

Unavez obtenidas, las fracciones fueron lavadas 2 veces con

SKSa igual fuerza centrífuga que la utilizada durante su obtención,

luego pesadas y nuevamente resuspendidas 1:5 (p/v).

1.5. Conservaciónde la fracción flagelar por liofilización.

Para la conservación de la fracción flagelar se procedió en pri

mer lugar a dializar el material, para disminuir la concentración de

sacarosa, contra agua destilada o 0.15 Mde NaCl durante dos o tres ho

ras respectivamente hasta alcanzar una concentración de 0.25 Mde Saca

rosa, controlada por refractometria ( equipo LCC,Lab. Crudo Camaño)

Para su liofilización, el congelamiento de las ampollas se efectuó me

diante el uso de una mezcla refrigerante carbónica, con un gradiente

de temperatura de aproximadamente 3°C por minuto, con una rotación cons

'tante sobre su eje longitudinal para favorecer el congelamiento en una

fina capa alrededor de las paredes de la ampolla. La liofilización se

llevó a cabo en volúmenes de 0.5 ml, en ampollas colocadas en un accesg

rio multibocas de un equipo LARK2 (FIC Buenos Aires, Argentina), duran

te 2 hs.

La fracción flagelar si es congelada y descongelada rapidamen

te antes de su liofilización pierde en parte sus propiedades de inducir

resistencia contra la infección por T. cruzi, esto ha sido aprovechado
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—parautilizarlo comoinmunógenocapaz de mostrar la actividad de un

adyuvante.

1.6. Adyuvantesutilizados en los trabajos de inmunoprotección ex

perimental.

En este trabajo se utilizaron cuatro tipos de adyuvanteszgggxf

nebacterium parvum (Cp), capa CN613u(Wellcome Research Laboratories,

Beckenham,Ing. ), Bordetella pertussis (Bp), cepa 10536 (Instituto

Malbrán, Buenos Aires, Argentina),‘Bacille Calmette Guerin (BCG), ce

pa 1173P2 (Instituto Malbrán, Buenos Aires, Argentina), Adyuvante In

completo de Freund (AIP), (Difco Laboratories,Detroit, Michigan USA)

y Saponina (Quillaia) (Sigma Chemical Co. St. Louis M0. USA)

1.7. Preparación de Hiperinmunosueros.

Los sueros hiperinmunes contra las fracciones Flagelar. Micro

somal y Citoplasmática soluble se prepararon en conejos (156). Cada

animal-recibió 10 mg de proteinas en un volumen de 1 ml e igual canti

dad de adyuvante completo de Freund (ACP); Se aplicó sobre el lomo del

conejo 20 inoculaciones subcutáneas de 0.1 ml de la emulsión dispuestas

en dos hileras de 15 cm de longitud cada una y separadas a una distan

cia de 3-H cmentre si. Los animales recibieron tres dosis cada veinte

días, alternando el sector de lomo en cada inoculación. Veinte dias des

pués de la última inoculación los conejos recibieron una hiperinmuniza

ción por vía intraperitoneal de 20 mgde proteínas sin adyuvante. Al ca

bo de seis días se efectuó una sangría de prueba y en caso de presentar
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alto titulo de reactividad ante su antígeno homólogocomprobadopor in

munodifusión en agar, los animales se sacrificaron sangrándolos por

punción cardíaca. De la sangre una vez coagulada, se separó el suero.

1.7.1. Adsorción de los antisueros.

Unmililitro de cada uno de los antisueros fué adsorbido

con 20 mg de proteinas totales de cada una de las otras dos fracciones

y con ambas al mismotiempo. También se reservaron antisueros sin adsor

ben Todos los hiperinmunosueros fueron adSOPbÍdOScon albú

mina bovina, para evitar reacciones inespecíficas en las pruebas de re

actividad antigénica sobre papel de nitrocelulosa bloqueado con esta

proteína (ver punto 3 de este trabajo).

2. CARACTERIZACION DE LA FRACCION FLAGELAR.

2.1. Análisis electroforético de la fracción.

Para caracterizar la fracción flagelar, en este trabajo se em

pleó electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de un deter

gente aniónico, dodecil sulfato de sodio (SDS). Se utilizó un gel

formado por 10 %p/v de acrilamida utilizando 5 %p/v de acrilamida como

gel de concentración. Se utilizó comobuffer de corrida 25 mMde Tris

(hidroximetil) aminometano (TRIS), 192 mMde Glicina y 0.1 %p/v de SDS

con un pH 8.3.

Tanto el gel de corrida comoel de concentración se prepararon

con buffer TRIS HCl, pH 8.8 y 6.8 respectivamente. La polimerización
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del gel se realizó utilizando N.N.N'.N'-Tetrametiletilendiamina (TEMBD)

comoiniciador de la reacción y persulfato de amonio comocatalizador.

La electroforesis fué realizada en una placa de 15 cm de largo

por 16 cm de ancho y 0.2 cm de espesor, utilizando una cuba electrofo

rética vertical BRL1070 Modelo V161 (BRLBáhesda Research Laboratories

Inc. USA)y comofuente de poder un rectificador biestable de Laborato

rios Crudo Camaño(Cientifica Comercial Argentina, Bs. As. Argentina).

Antes dála corrida propiamente dicha se realizó una electrofo

resis previa aplicando una intensidad de corriente constante de 25 mA

durante u horas a u°c. La corrida del material se realizó utilizando

7 mAdurante 17 horas en cámara fria a u°C, con un voltaje inicial de

100 volts. Cada canal en la placa de gel de poliacrilamida recibió una

siembra de 100-150 microgramos de proteinas totales.

El material ajustado a la concentración deseada con buffer TRIS

HClpH 6.8 recibió un tratamiento de 30 minutos a 37°C y ebullición en

baño a 100°C durante 2”minutos, en presencia de 2 %p/v de SDSy 1 3

v/v de B-mercaptoetanol. Luegode este tratamiento las muestras fueron

Sembradas en el gel con 5 %de glicerina y 0.1 %de azul de bromofenol

comoindicador del frente de corrida. En ningún caso el volumen sembra

do superó los 200 microlitros.

_Encada experiencia se corrió paralelamente marcadores de peso

molecular: albúmina bovina (SAB), ovoalbumina (0V), pepsina (Peps),

Trypsinogeno (Tryp), lactoglobulina (BLG)y lisozima (Lis), (100 micro
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gramos de Dalton Mark VI MWSDS 70 kit, Sigma Chemical Company, St.

Louis, MO,USA).La movilidad electroforética fué relacionada con el

frente de corrida marcado por el azul de bromofenol tomado como 1.0.

2.1.1. Análisis del gel de poliacrilamida.

2.1.1.1. Coloración para proteínas con azul de Coma

ssie.

Unavez terminada la corrida electroforética

el gel fué sumergido en 0.25 %p/v de azul de Comassie en una solución

al 45 %'v/v de metanol y 9.2 %v/v de ácido acético glacial, durante

ocho horas a temperatura ambiente. La decoloración del gel, luego de

este tiempo, se realizó por sucesivos lavados con una solución al 5 %

v/v de metanol y 7.5 %de Acido acético glacial.

2.1.1.2. Coloración para glicoproteínas.

Los geles fueron coloreados para el estudio de

glicoconjugados mediante tinción con reactivo de Schiff previo trata

Mmientocon ácido periódico. Una vez terminada la corrida la porción del

gel destinada para este fin fué sumergida en Solución fijadora formada

por no %v/v de Etanol, 5 %de ácido acético glacial, durante una noche,

posteriormente el gel se colocó en contacto con 0.7 %p/v de ácido pe

riódico en 5 %v/v de ácido acético, durante 2 horas, luego se realiza

ron varios lavados con 0.2 %p/v de metabisulfito de sodio en 5 %

v/v de ácido acético. Finalmente el gel se trató con fucsina básica al

0.“ %en una Solución al 0.8 % de metabisulfito de sodio y 1 %v/v de
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HClconcentrado, previamente decolorada con carbón activado.

2.1.1.3. Las.coloraciones fueron graficadas por den

sitografía en un equipo espectrodensitógrafo Crudo CamañoModelo C

(Laboratorios Crudo Camaño,Buenos Aires, Argentina) utilizando una

ranura de 0.2 mmy una zona de monocromación de 2 mm.

2.2. Análisis quimico y enzimático.

La concentración de proteínas en la fracción flagelar

y fracciones subcelulares se determinó por el método de Lowryy col.

(132), usando comotestigo seroalbümina bovina.

Se determinó la actividad de las enzimas ATPasasensible a

oligomicina, comomarcador de membranainterna mitocondrial ( 79);

hexoqinasa, comomarcador de glicosomas (103); y adenilato ciclasa

Ü7OJ75Lcomomarcador de membrana plasmática.

3. RBACTIVIDAD ANTIGENICA FRENTE A HIPERINMUNOSUEROS.

Los diferentes componentesantigénicos de la fracción flagelar se

parados en la electroforesis en gel de poliacrilamida fueron evalua

dos desde el punto de vista antigénico por su reactividad frente a

sueros hiperinmunes contra las fracciones flagelar, Microsomaly ci

toplasmática soluble. La técnica consistió en transferir las distin

tas proteínas del perfil electroforético a una plancha de papel de

nitrocelulosa de 02 m (Nuclepore Cellulosic, CommerceCircle, Plea

santon, USA),por corriente, utilizando una intensidad constante de
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200 mAy un voltaje inicial de 90 volts. Las proteinas quedan reteni

das en la superficie del papel a través de los grupos nitro del mismo.

El buffer de transferencia consistió en 25 mMde TRIS, 192 mMde Gli

cina y 20 %v/v de metanol.

Luegode separar un tira de papel para ser revelada por colo

ración para proteinas con 0.1 %p/v de amido Schwartz en HS %v/v de

metanol y 10 %v/v de ácido acético, la plancha se bloqueó con 3 %

p/v de albúmina bovina en TRIS-HCl lOmMy 0.9 % p/v de NaCl, durante

1 hora a temperatura ambiente. La albúmina bloquea todos los grupos

nitrados no ocupadospor los antígenos transferidos.

Distintas tiras de papel fueron incubadas con cada antisuero

adsorbido, el que fué diluido 1:100 en TRIS-HCl 10 mM, 0.9 % NaCl,

durante 1 hora a 37°C. Concluida la incubación las tiras de papel fue

ron lavadas exhaustivamente en el mismo buffer en presencia de 0.05 96

v/v de Polioximetilen sorbitan monolaurato (TWEBN20), para eliminar

.el resto de anticuerpo no reaccionante.

Las tiras de papel fueron incubadas durante una hora con un

conjugado anti inmunoglobulina G de conejo ligado a peroxidasa (Orion

Diagnóstica, Helsinki, Finland), diluido 1:100 en el buffer descripto

para la incubación de los antisueros.

Luego de varios lavados en TRIS-HCl-TWEEN,las tiras se revela

ron con el sustrato de la enzima peroxidasa, diaminobencidina, en pre

sencia de peroxido de hidrógeno. Las bandas se observaron con el color
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característico de la diaminobencidina oxidada i 207)

u. EXPERIENCIAS DE INMUNOPROTECCION

9.1. Animales.

Se utilizaron ratones machos de las cepas BALB/cy SWISSendo

criados de 21 dias de edad provistos por la Sección Bioterio del Depar

tamento de Radiobiologïa de la Comisión Nacional de Energía Atómica

(Buenos Aires, Argentina). o

4.2. Estudios anatomopatologicos.

Los animales muertos por efectos de la infección por T. cruzi

o aquellos sacrificados para los distintos estudios según los esquemas

experimentales fueron desvicerados y sus órganos fijados en formaldeni

do al 10 %en buffer de fosfatos pH 7.a , luego fueron deshidratados en

alcohol utilizando, concentraciones crecientes y embebidosen parafina.

Cortes de 5 micrones de espeSOr fueron obtenidos en un micrótomo Leitz 1207

(Leitz, Alem.) y luego teñidos con hematoxilina-eosina y tricrómico

de Masson.

Debidoa la variabilidad de la intensidad de las lesiones ellas

fueron clasificadas en: ausencia de lesión (apariencia normal de miocardio

y músculo esquelético), lesión leve (escaso númerode infiltrados mono

nucleares en auricula o espacios perivasculares en músculoesquelético),

moderada(confluencia de infiltración inflamatoria en la mismalocaliza

ción) y lesión severa infiltración inflamatoria difusa en miocardio y
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músculoesquelético).

1+.3. Estudios parasitoló'gicos.

La parasitemia se determinó mediante la observación directa al

microscopio de 0.5 microlitros de sangre proveniente de la cola del ani

mal.

Los xenodiagnósticos se efectuaron según la normatización pro

puesta por Cerisola en 1974 ( 53 ), usando 10 ninfas del tercer estadio

de T. infestans, en el caso de xenodiagnósticos únicos y u ninfas por

vez en el caso de xenodiagnósticos seriados, repitiendo la aplicación

de insectos por lo menos tres veces por animal.

u.u. Estudios serológicos.

La investigación de anticuerpos especificos contra T.cruzi en

los sueros de los animales estudiados en este trabajo se efectuó sobre

ocho diluciones a partir de la muestra pura.

El dosaje de IgG se efectuó utilizando la técnica de inmunoflug

rescencia indirecta ( 5 ) usando un antisuero contra inmunoglobulina

G (IgG) hecho en cabra, (TAGO, INC. Hurlingame, CAUSA) para evidenciar

anticuerpos pegados a la superficie de los epimastigotes usados como

antígeno.

Un suero se consideró positivo por encima de su dilución al me

dio.

Se investigó además la presencia de Inmunoglobulina M (IgM) en

todos los sueros estudiados mediante la técnica descripta por Freilij
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y colaboradores en 1983 (79'), basada en la captación de IgMde los

sueros mediante la utilización de microplacas de poliestireno de 96

orificios los Cuales han sido sensibilizados con suero anti IgMde

ratón. Los sueros fueron puestos en contacto con la placa y luego re

velados con antígeno de aglutinación directa (epimastigotes tripsina

dos) (213). La presencia de IgMespecífica contra T. cruzi se evidenció

al quedar esta pegada y en posición de reaccionar con el antígeno.

Se tomó comotitulo reactivo de cada suero a la última dilu

ción cuyo manto cubría el 50 %del fondo del pocillo. Se consideró po

sitiva la reacción a partir de la dilución al medio inclusive.

4.5. Esquemaexperimental.

u.5.1. Modelo de inmunización e infección aguda.

El esquema de inmunización fué de tres dosis semanales

de la fracción flagelar por via intraperitoneal (IP), con una dosis tg

tal de proteinas entre 250 y 300 microgramos. Veinte o 2h días después

de la última dosis los animales fueron desafiados, con un número de pa

rásitos que producía la muerte del 100 %de la población (5 x 103 para

sitos provenientes de sangre)* o que reproducía la infección natural

(1x103 parásitos provenientes de triatominos infectados, conteniendo 20

tripomastigotes metacíclicos).

* Para el aislado Tulahuén, 5x103 parásitos corre5ponden a 5 DL50para
ratones BALB/c o SWISSde 70 días de edad.
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La parasitemia de los ratones se controló a partir de los cinco

dias postinfección. Las muestras se tomaron cada 48 horas y los datos

se expresan comoparásitos por mililitro de sangre, y representan la

media de tres animales en cada ocasión. El seguimiento de los ratones

se continuó hasta los 60 días postdesafio. Conel mismofin se efectua

ron xenodiagnósticos únicos, 10 dias antes del desafío y 10, 15 y 30

dias post-infección. En el caso de animales con parasitemia negativa

a observación directa 30 dias postrdesafío, se efectuaron xenodiagnósti

cos seriados. Entre los 25 y 30 días de evolución los triatominos ali

mentados sobre los animales con parasitemia negativa fueron analizados.

De los insectos, en los que no se observó parasitemia. se tomó su mate

ria fecal e inoculó por via subcutanea (sc) en ratones lactantes (10

días). En estos ratones se investigó parásitos durante 20 días de la

misma forma que se describió precedentemente. Al cabo de este tiempo

se efectuaron xenodiagnósticos seriados a estos ratones. En sintesis,

en el caso de encontrar parasitemia negativa por observación directa,

seprocedió a efectuar dos ciclos completos de pasaje y xenodiagnóstico

con la sangre de estos animales para garantizar dentro de estos limites

la negativización parasitológica de los ratones vacunados.

u.5.1.1. Evaluaciónde la fracción flagelar liofilizada.

Los experimentos se llevaron a cabo con cuatro grupos

de 5 ratones. Los grupos de animales fueron inoculados con fracción fla

gelar liofilizada (FI), o con flagelos frescos (Ff) o con solución sali
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na (SS). Los animales recibieron 5x103 tripomastigotes provenientes

de sangre de ratón veinte días después de la última dosis.

u.5.1.2. Estudio de inmunopotenciadores de la actividad inmune

génica de la fracción flagelar.

Utilizando una fracción flagelar inactivada por congelamiento y descon

gelamiento a fin de elegir el adyuvante con mayoractividad.

A efectos de observar la potenciación de la respuesta inmunopro

tectora producida por la fracción'flagelar se hizo necesario trabajar

con un material que mostrara un bajo indice de protección en términos

de sobrevida de los animales luego del desafio de estos con formas vi

rulentas.

Los experimentos.se diseñaron comosigue: Siete grupos de 10

animales, fueron inoculados con la fracción flagelar inactivada por

congelamiento (Fli) con y sin adyuvante. Cinco grupos de 5 ratones ca

da uno recibió las mismas dosis de adyuvantes mas solución salina (SS)

y un grupo de animales sólo recibió solución salina, El peso de los

animales fué seguido desde el comienzo de la experiencia y los datos

se expresan comopromedio aritmético del total de los ratones integran

tes del grupo.

Con cada una de las tres dosis de inmunógeno se inoculó 150

microgramos de Cp, 1.25 x 109 U de Bp, 150 microgramos de BCG, 75 mi

crogramos de Saponina y 0.25 ml de AIF en volúmenes iguales a las dosis

de antígeno, hasta completar los 0.5 ml utilizados en el inóculo. Los
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animales fueron desafiados con 103 parásitos de sangre de ratón.

Estudios de inmunoproteccióncon la fracción flagelar liofilizada y

B. pertussis comoadyuvante.

Todas las experiencias se diseñaron tomandoveinte ratones que

fueron inmunizados con Fl, 20 con Fl más Bp y 20 con SS. Los animales

de cada grupo fuerOn desafiados con 103 parásitos provenientes de mate

ria fecal de triatominos infectados conteniendo 20 tripomastigotes me

taciclicos. Los animales recibieron fracción flagelar liofilizada y ad

yuvante (Bp) en las concentraciones mencionadas.

Diez y treinta días después del desafío se sacrificó igual nú

mero de animales. En cada sacrificio se extrajo sangre por punción ve

nosa en forma aséptica, para el estudio de cinética de anticuerpos du

rante el desarrollo de las experiencias.

Los ratones sobrevivientes fueron sacrifiCados al dia 50 post

infección.

Se efectuó control de peso de los animales desde el comienzo.

de la inmunización, hasta el momentodel sacrificio.

4.5.2. Modelode inmunización e infección crónica.

La Enfermedad de Chagas en su etapa crónica ha sido estu

diada por diversos autores, se observó que la inoculación de bajas dosis

de parásitos reproducia en el ratón alteraciones electrocardiográficas

y lesiones tisulares similares a las encontradas en el hombre. Siguien

do el esquema de Laguens y col.fl22123 sobre la reproductibilidad de es
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tas alteraciones en el ratón, los animales fueron desafiados con 25 tri

pomastigotes provenientes de sangre de ratón infectado.

Para las experiencias de inmunoprotección, la inmunización se

llevó a cabo utilizando tres dosis quincenales de inmunógenocon dosis

de proteinas cercanas a los 300 microgramostotales y el desafio se

efectuó 30 dias después de la última dosis. Los ratones fueron controla

dos por xenodiagnóstico antes y después de la infección y sacrificados

luego de los noventa y 120 dias posteriores ai desafio, para la realiza

ción de estudios anatomopatológicos.

u.s.2.1. Estudio de los efectos de la fracción flagelar para in

ducir resistencia contra la enfermedad de Chagas crónica, comparación

con la fracción Microsomaly Citosol, de epimastigotes de T. cruzi.

Estudio de los efectos de estos antígenos en ausencia de infeCción.

Las experiencias fueron diagramadas de la siguiente forma: Grupos de 40

ratones recibieron tres dosis de las subfracciones P, Mc, o Citosol.

Cada animal recibió un total de 250, 3.100 y 3.000 microgramos de pro

teinas de F, Mcy Citosol, respectivamente. Cuarenta ratones los cuales,

recibieron sólo SS,fueron utilizados comocontroles.

Treinta dias después de la última dosis de antígeno o SS, 20

animales inoculados con cada fracción o SS fueron desafiados con 25

formas sanguíneas. Los 20 restantes, no fuerondesafiados y se estudiaron

por el mismoesquemaexperimental para observar los efectos de los anti

genos en ausencia de infección.
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Para estudiar si el medio de cultivo donde crecen los epimastigotes

tiene algún efecto sobre las lesiones tisulares, 20 animales fueron

inoculados con este medio (1.“ mgde proteinas) por via intraperitoneal,

con el mismo esquema ya descripto.

La parasitemia se controló por xenodiagnóstico antes y 120 dias

después del desafío, el último, al momentodel sacrificio. Todos los

animales fueron sacrificados a los 150 días de haber recibido la últi

ma dosis de antígeno o SS.

Se efectuaron estudios electrocardiográficos a los ratones bajo

anestesia con eter antes de ser sacrificados, para cada animal se efec

tuaron las derivaciones DI, DII, DIII)AVL y AVFen un equipo FUKUDACEN

TURYModelo SCC-1 Fukuda Densh Co, LTD, Tokio, Japón) a-una velocidad

de registro de 50 mmpor segundo.
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1. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA FRACCION FLAGELAR.

1.1. Análisis electroforético.

La fracción flagelar al ser analizada por electroforesis

en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de

sodio, muestra un complejo perfil con bandas proteicas que cu

bren practicamente la corrida. Se encuentran presentes no me

nos de 17 bandas, las cuales se extienden desde la zona de al

tos pesos moleculares hasta el frente de corrida (Figura 3).

En la Figura 2 se puede observar la distribución proteica por

coloración con azul brillante de Comassiey la densitografía

del gel.

El mismoperfil proteico se observa en hoja de nitrato

de celulosa al ser electrotransferidas las proteinas fracciona

das por la electroforesis en presencia de SDS;esta imagen fué

la utilizada en los ensayos de comportamientoantigénico frente

a hiperinmunosueros (Figura 2B).

La coloración por PAS(oxidación de los terminales gli

cosidicos de los glicoconjugados y posterior reacción con reag

tivo de Schiff) mostró en los geles de poliacrilamida una única

banda de bajo peso molecular. Esta banda de 15 KDes sumamente

difusa debido probablemente a su alta concentración en glúcidos

y practicamente alcanza el frente de corrida (Figura u).
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FIGURA 2 PERFILES ELECTROFORETICOS DE LA FRACCION FLA
GELAR (SDS PAGE)

A ESQUEMA Y DESINTOGRAFIA DEL GEL

B ANTIGENOS ELECTROTRANSFERIDOS A NITROCELULOSA

81



¡0Lxuv1naa1ow 053d

O-l

ALBUMINABOVINA

..--.-._.__.....__fl___.

FIGURA3PESOSHCLECULARESDELOSA’ITIGEHOSDELAFRACCIONFLAGELARDE

EPIflASTIGOTESDELLRUZLSEPARADOSPORELECTROFORESISEH'GEL DEPOLIACRILMIDAEN,PRESZEICIADEDODECILDSULFATODESODIO

OVOALBUMiNA

D

PEPSINA

LYSOZIMA

82

02os01.,050.60.7oÏe0.9

MOV|L|DADRELATIVA



SEDIMENTO1000xG

SEDIMENTO11500xG

SEDIMENTO5000xe+

SEDIMENTO30000xG

SEDIMENTO105000xG (MICROSOMAL)

CITOSOL

FRACCIONFLAGELAR

FIGURA4 ANALISISELECTROFQ

RETICODEGLlcocon JUGADOSDEFRACCIQ NESSUBCELULARES DEEPIMASTIGOTES DEILLBuZl DENSITOGRAFIA
COLORACIONPORREAc TIVODESCHIFF



8Q

1.2. Determinaciones enzimáticas y rendimiento proteico.

La determinación de actividad de las enzimas ATPasa

sensible a oligomicina, hexoquinasay adenilato ciclasa

comomarcadores de membranainterna mitocondrial, glicosoma

y membrana plasmática se muestra en la Tabla 1 del mismo modo

que la concentración de proteínas dosadas por el método de

Lowryy col. presentes en la fracción luego de su obtención.

El rendimiento en términos de proteinas es del 0.2 %en rela

ción al homogeneizadode epimastigotes rotos por presión y des

compresión.

La recuperación enzimática fué del 0.1 %para ATPasa

y adenilato ciclasa y del 0.2 %hexoquinasa, todas referidas

a la actividad encontrada en el homogeneizadototal. En el mii

moexperimento se observó que la mayor actividad especifica de

ATPasasensible a oligomicina y la hexoquinasa Se encontró en el

sedimento de 30000xg (0.11, 2,32) y 1a mayor actividad especí

fica de adenilato ciclasa se encontró en el sedimento de 105 OOOxg

(0.25).

ANALISIS INMUNOQUIMICO

Al hacer reaccionar los distintos antisueros prepa

rados con la fracción flagelar, microsomaly citoplasmática sg

luble, con los antígenos separados por electroforesis y electro



ACTIVIDADENZIMATICAT

pROTEINAsATPASASENSIBLEAo

FRACCIONLIGOMICINA

MG/MLTOTALESU/MGPROT.UTOTALESU/MGPROT.UTOTALESU/MGPROT.UTOTALES

HEXOQUINASAADENILATOCICLASA

HOMOGENEIZA
D0TOTAL5.25262.500.0512.600.93245.030.0821.02 SEDIMENTO

1000xG6.6519.950.040.790.9118.33N0EFECT.NOEFECT. F.FLAGELAR0.280.670.020.020.640.450.030.02
TABLAl DETERMINACIONESDEACTIVIDADENZIMATICAYPROTEINASTOTALESENLAFRACCIONFLAGELAR;HOMO

GENEIZADOTOTALYSEDIMENTODE1000xG * TODASLASUNIDADESDEACTIVIDADENZIMATICACORRESPONDENAIPMOLEs/MINENTODOSLos

CASOS
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transferidos a hojas de nitrato de celulosa, se observaron

diferencias en la reactividad de los hiperinmunosueros, tanto

de los originales comode los adsorbidos con los antígenos he

terólogos. Al utilizar tiras de nitrato de celulosa con antígg

nos de la fracción flagelar se observaron diferentes bandas

con los distintos antisueros y al adsorber éstos con sus antí

genos heterólogos desaparecieron algunas bandas, especialmente

aquellas de alto peso molecular, por encima de 7SKQ,entanto que

otras se mantuvieron presentes (Figura 5). La banda de peso mo

lecular 15KD,glicoconjugado observado en la coloración para

evidenciar estos compuestos, fué reconocida por el antisuero

antiflagelar, sea éste adsorbido o no. Al utilizar antimicrosg

mal y adsorber con citosol o citosol mas flagelar desapareció

un conjunto de bandas de pesos moleculares cercanos a los 25KD

lo que no ocurrió al adsorber el antisuero sólo con flagelar.

Nose observaron diferencias importantes al utilizar anticito

sol con o sin adsorber.

MODIFICACION DE LA ENFERMEDAD DE QHAGAS CRONICA MEDIANTE LA

INMUNIZACION CON FRACCION FLAGELAR. COMPARACION CON LOS EFECTOS

PRODUCIDOS POR LAS FRACCIONES MICROSOMAL, CITOSOL Y SEDIMENTO

DE 5000xg.
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3.1. Efecto de la fracción flagelar y antígenos de T. cruzi

sobre ratones inmunizados en ausencia de infección.

La parasitemia de los ratones que recibieron fracciones

subcelulares fué negativa; lo que fué comprobadotanto por ob

servación directa comopor xenodiagnóstico (Tabla 2).

Los estudios histopatológicos mostraron que el 10 %de

los ratones que recibieron solución salina o mediode cultivo

de T. cruzi o fracción flagelar presentaban miocarditis de ca

racter leve)no encontrándose miositis.

Los animales inoculados con la fracción microsomal presen

taron una intensa miocarditis comotambién un compromiso en müscg

lo esquelético. No'hubo lesiones importantes en miocardio o müscg

lo esquelético en los ratones que recibieron sedimento de 1000xg

o citosol (Tabla 2).

Al momentodel sacrificio el 50 %de los animales inocula

dos con el sedimento de 1000xgo citosol, presentó alteraciones

electrocardiográficas(bloqueo auriculoventricular de primer gra

do y complejo QRSmás alto que 0.03 seg). Los animales inmuniza

dos con la fracción flagelar presentaron un electrocardiograma

similar a los controles.

Para descartar la posibilidad de que la miocarditis indE

sida por la fracción microsomalpudiera ser causada por un efes



INMUNOGENO
F.FLAGELAR SEDIMENTO

1000xe
MICROSOMAL

CITOSOL S.SALINA

INTENSIDAD

NUMERODERATONESl/NUMEROTOTAL

MIOCARDITlg/NIOSITIS

AUSENTELEVEMODERADAGRAVE
17/20SD'0/000 12/163/01/0070

1/1710/15/o2/0
11/164/12/oo/o 15/112/00/00/0

CONCONCONCON

MIOCARDITISMIOSITISALTERAC.ECGPARASIT.

(Z)(Z)

3/2oo/2oo/176/17
(15)(0)

4/160/161/160/16
(25)(0)

17,,181/182/17o/12
(94)(5)

6/171/179/180/17
(35)(6)

2/170/110/120/12
(11)(0)

TABLA2 EFECTODELAINMUNIZACIONCONLAFRACCIONFLAGELARYANTIGENOSDEI¿CRUZLSOBRE

RATONESSWISS;ENAUSENCIADEINFECCION.NUMERODEANIMALESCON:DIFERENTEGRADO DELESION;ALTERACIONESELECTROCARDIOGRAFICASYPARASITEMIA8
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to tóxico, se estudió el efecto paulatino de la inoculación de

varias dosis. Los animales sacrificados en las primeras 72 ho

ras post-inoculación no mostraron lesiones a nivel de músculo

esquelético o miocardio. Los animales inoculados sólo con una

dosis y estudiados 20 y 120 dias post-inoculación tuvieron una

mínima incidencia de miocarditis y miositis. En cambio los ani

males inoculados con tres dosis y estudiados 37 o 120 días des

pués de la primera inoculación mostraron una alta incidencia

de miocarditis y baja incidencia de miositis.

3.2. Efecto de la inmunización con la fracción flagelar para evo

car resistencia contra la enfermedad de Chagascrónica.

Los animales desafiados con 25 tripomastigotes provenien

tes de sangre de ratón infectado, presentaron parasitemia sólo

detectable por xenodiagnóstico. La observación directa de las

muestras de sangre no permitió detectar parásitos en circulación.

Se encontraron parásitos en el 50 %de los ratones no inmuniza

dos y desafiados. El más bajo número de animales con xenodiag

nóstico positivo fué encontrado entre los que fueron inmunizados

con la fracción flagelar previamente al desafío y el mayor núme

ro se encontró en los grupos de ratones inoculados con la frac

ción microsomal. Los controles normales no presentaron parasi

temia (Tabla 2).



musgstNUMERODERATONES/NUMEROTOTAL

INMUNOGENO"IOCARDI718/"¡03”¡5CONCONCONCON

MIOCARDITISMIOSITISALTERAC.ECGPARASIT.

AUSENTELEVEMODERADAGRAVE(z)(Z)

museum12/136,32/30/118/207/200/191/16

(40)(35)

SEDIMENTOl
1000xe6/64/05/40/59/159/15o/134/15

(60)(50)

F.MICROSOMAL3/59/53/21/513/1612/176/186/12

(81)(70)

cnosoL2/24/22/30/16/86/82/82/5

-(75)(75)

S.SALINA3/47/57/40/414/1713/174/165/13

(.82)(76)

TABLA3 RATONESSWISSINMUNIZADOSCONANTIGENOSDEI.CBUZIYDESAFIADOSCON25TRIPOMASTIGO‘

TESSANGUINEOS.NUMERODEANIMALESCON:DIFERENTEGRADODELESION,ALTERACIONESE LECTROCARDIOGRAFICASYPARASITEMIA

LD .a
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Los estudios de histopatología mostraron en los contra

les desafiados una alta incidencia de miocarditis y miositis.

Los animales inmunizados con citosol o la fracción microsomal

presentaron lesiones similares a esos controles. Los ratones

inmunizadoscon la fracción flagelar tuvieron la más baja inci

dencia de miocarditis. Los animales inoculados con el sedimento

de 1000xgo citosol mostraron lesiones de intensidad intermedia

entre las encontradas en los animales inoculados con microsomal

y flagelar (Tabla 3).

En términos de miositis los animales inmunizados cón la

fracción flagelar presentaron la másbaja intensidad e inciden

cia con respecto a.los controles y a los ratones inmunizados

con las otras fracciones.

El análisis electrocardiográfico mostró que el 50 %de

los inoculados con fracción microsomal, citosol o solución sa
' del

lina presentó bloqueos y ampliaciónicomplejo QRS,no observándose

alteraciones en los animales inmunizadoscon la fracción flage

lar.

RESISTENCIA CONTRA LA INFECCION AGUDA POR T. CRUZI, INDUCIDA POR

LA INHUNIZACION DE RATONES BALB/c CON LA FRACCION FLAGELAR.

4.1. Animales inmunizados y desafiados con T. cruzi virulento.

Los animales inmunizados con la fracción flagelar y desafia
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dos según un esquema agudo de infección (5x103 parásitos de

sangre de ratón infectado) mostraron parasitemias 10 veces me

nores que la de los grupos controles no inmunizados y desafía

dos (Figura 6). El grupo inmunizado presentó valores máximos

de parasitemia cercanos a los 5x10!4parásitos por mililitro.

La sobrevida de los ratones inmunizados fué del 100 %

mientras que los controles murieron al día 1k post-infección

(Figura 6).

Los estudios histopatológicos mostraron en el grupo con

trol infectado un cuadro de infección aguda generalizada, caras

terizada por infiltrados mononucleares, edema, necrosis y nidos

de amastigotes de T. cruzi observados sistemáticamente en todos,

los organos, con predominio en músculo estriado (Tabla u) y con

la excepción del sistema nervioso (cerebro y cerebelo) que no

presentó lesiones.

Los animales inmunizados y desafiados no presentaron le

sión en los roganos estudiados, con excepción de infiltrados

caracterizados por un compromisosistemático de grado leve o mo

derado en músculo estriado y miocardio (Tabla u). Sólo un animal

presentó escaso númerode parásitos en intestino.

u;2. Animales inmunizados y no desafiados.

En los animales inmunizados no desafiados no se observó pa

rasitemia y en algunos animales sacrificados experimentalmente
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Total Grado de lesión
Inmunog.Desafio de Tejido

animales Ausente Leve Moggr-q Grave

Ff si 7 Miocar‘dio 0 5 2 O

6 Músculo I 2 3 0

7 Colon 4 l 2 0

7 Hrgado 6 I 0 0

Fl si IO Miocardio 8 2 0 0

I0 Músculo 4 5 l 0

lO Colon 4 5 I 0

9 Hl'gado 8 I 0 0

SS si 9 Mïocardio O 3 6 0

IO Músculo 0 l 0 9
IO Cokwi o 6 3 l

9 Hl'gado 0 l 6 2

SS no 5 Miocardio 5 0 0 0
5 Músculo 5 0 O 0

5 Colon 5 0 0 0

5 Hfgado 3 l I 0

TABLA A ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DE RATONES BALB/t INMUNI

ZADOS CON LA FRACCION FLAGELAR RESCA 0 LIOFILIZA

DA, LUEGO DEL DESAFIO CON 5x lo TRIPOMASTIGOTES

SANGUINEOS

FF FRACCION FLAGELAR FRESCA, FL FRACCION FLAGELAR

LIOFILIZADA, SS SOLUCION SALINA
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no se observaron alteraciones histopatológicas con excepción

de un compromiso aislado de grado leve en músculo, miocardio

y vejiga (Tabla u).

“.3. Animales normales.

Animales normales no inmunizados ni desafiados, formaron

parte del esquema experimental empleado en este trabajo, cuando

se consideró comoparámetro la posible alteración histopatológi

ca. Estos animales presentaron alteraciones muyleves en un nú

mero pequeño de ellos. Comoejemplo se describe un grupo de ani

males estudiados conjuntamente con los experimentos de modelo

agudo. Se observó que un animal de 5 estudiados presentó un daño

moderadoen el hígado y otro de carácter leve en el mismotejido

(Tabla 4).

CONSERVACION DE LAS PROPIEDADES INMUNOPROTECTORAS DE LA FRACCION

FLAGELAR AL SER LIOFILIZADA.

5.1. Mortalidad, parasitemia y anatomía patológica.

La fracción flagelar una vez liofilizada conservó sus pro

piedades de inducir resistencia contra la infección por T. cruzi

del mismomodoque el material que es inoculado inmediatamente

después de ser obtenido, fracción flagelar fresca (Ff).

Los animales inmunizados con el inmunógenoliofilizado

inoculado entre las 2k hs y los 7 dias después del proceso de
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liofilización, mostraron similar grado de protección ante el de

safio de formas letales de T. cruzi provenientes de sangre de

ratones infectados, en términos de sobrevida (100 %)y parasite

mia con valores 10 veces menores al de los controles (Figura 6).

El estudio anatomopatológico de los tejidos de los anima

les mostró un grado de protección en los animales inmunizados

con la fracción flagelar liofilizada y desafiados, ya que no

presentaron lesiones graves en comparación con los animales con

troles (TabLau).

5.2. Anulación de la capacidad infectante de una suspensión de

parásitos de cultivo, al ser liofilizada.

Cincuenta ratones lactantes fueron inoculados con una sus

pensión de parásitos proveniente de medio de cultivo luego de ha

ber sido liofilizada. Los animales no presentaron parasitemia

comprobadapor observación directa de la sangre y por xenodiagnós

tico seriado, demostrandode esta forma que el material liofiliza

do no contiene formas parasitarias vivas.

La suspensión de parásitos al ser liofilizada y luego re

suspendida en solución isotónica, mostraba por microscopía ópti

ca abundante material parasitario destruido y numerosas formas

inmóviles.
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6. ENSAYO DE INMUNOPOTENCIADORBS PARA AUMENTAR LA RESISTENCIA

CONTRA LA INFECCION POR T.CRUZI EVOCADA POR LA FRACCION FLAGELAR

Conel objeto de seleccionar un inmunopotenciador ade

cuado se efectuaron experimentos con una fracción flagelar

inactiva liofilizada (Fli) que se inoculó por via subcutánea

acompañada del adyuvante. Luego de la obtención y antes de su

liofilización la fracción flagelar fué congeladay descongela

da repetidas veces, éste efecto ha sido ensayado anteriormente

(85 ), observándouqueel material así tratado disminuye consi

derablemente sus características de evocar una respuesta inmu

noprotectora. Este material fué el utilizado para inmunizar ra

tones en presencia de distintos adyuvantes.

En términos de sobrevida de los animales desafiados se

observó que de todos los adyuvantes utilizados, fué B. pertussis

el que mostró mayor grado de protección en ratones. Con excep

ción del adyuvante incompleto de Freund,que evidenció el mayor

deterioro de los animales aún desde la inmunizaciónby Cparvum,

en todos los casos los animales vacunados en presencia de adyu

vante mostraron una disminución de la parasitemia, aumento de

la sobrevida y recuperación de su peso luego del desafío con

parásitos infectantes, en relación a sus respectivos controles

(Figura 7 y Tabla S).
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Dfas post-infección Sobrevida a
lnmunógeno los 60 dfas

o ¡o ¡5 zo 25 3o 35 (%) *

Fli + Bp e/e a/e 6/8 5/8 5/8 s/e 5/8 62

Bp 4/4 4/4 2/4 0/4 o

Flí + Cp 9/9 9/9 9/9 7/9 6/9 5/9 4/9 44

Cp 4/4 4/4 3/4 o/4 o

Fli + AIF IO/IO IO/IO I/IO O/IO o

AIF 3/3 3/3 I/3 o/3 o

Fli + BCG 9/9 9/9 4/9 3/9 2/9 2/9 2/9 22

BCG 4/4 4/4 2/4 o/4 o

Fli IO/IO IO/IO 5/I0 I/IO l/IO l/IO I/IO ¡o

* SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

TABLA 5 SOBREVIDA (N°DE ANIMALES VIVOS/¡NÏANIMALES TOTALES) AL DESA

FIO DE RATONES BALB/b INMUNIZADOS CON FRACCION FLAGELAR DE

EPIMASTIGOTES DE ILCRUZl, LIOFILIZADA E INACTIVADA,EN PRE
SENCIA DE ADYUVANTES

FLI FRACCION FLAGELAR INACTIVADA, BP E¿EERIU5515; CP ¿LEABMDM

AIF ADYUVANTE INCOMPLETO DE FREUND, BCG BACILLE CALMETTE

GUERIN
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La sobrevida de los animales fué del 10 %para los que

recibieron material liofilizado inactivado, del 62 %para los

que recibieron flagelos liofilizados (Fli) mas B. Eertussis

del uu %para aquellos que recibieron FLimas C. Earvum, 22 %

para los animales inoculados con Fli mas BCGy del 0 %para

los animales que recibieron Fli y adyuvante incompleto de

Freund. El 100 %de los controles, ratones no inmunizados y de

safiados, murió el día 1Mdespués de la infección. Todos los

animales que recibieron solamente los adyuvantes, sin inmunó

geno parasitario, tuvieron un comportamientosimilar a los con

troles al ser desafiados, muriendo también en la mismafecha

que aquellos (Tabla 5).

Los animales inoculados con saponina murieron antes del

desafío. De todos los adyuvantes ensayados se seleccionó 22323:

tella Eertussis comoel mejor inmunopotenciador de la fracción

flagelar ya que potenció 6 veces el efecto del inmunógenoinag

tivo en términos de sobrevida y dos veces en términos de dismi

nución de la parasitemia.

En los experimentos que se describen a continuación, se

utilizó Bordetella Eertussis con fracción flagelar activa conseg

vada liofilizada comose describió en el punto 1.5 de Materiales

y Métodosde este trabajo.
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Estos experimentos de inmunoprotección se llevaron a ca

bo utilizando un desafío que se parece más a la infección que

se transmite naturalmente por el vector. Este desafío consiste

de parásitos obtenidos del tracto digestivo de Triatoma infes

taní alimentados sobre sangre de ratón infectado con'T. cruzi,

aislado Tulahuén.

Los animales desafiados con 103 formas parasitarias

conteniendo 20 tripomastigotes metaciclicos provenientes de

triatominos, mostraron un comportamiento diferente en términos

de mortalidad con respecto a los desafiados con 5x103 parásitos

circulantes de sangre de ratón. El 60 z de los ratones murió a

los 30 días post-infección.

Cuandolos animales fueron inmunizados con la fracción

flagelar liofilizada activa resultaron protegidos de este desa

fío en relación a la sobrevida y parasitemia. El 80 %de los ani_

males sobrevivió (Tabla 6) presentando parasitemias menores en

un orden de magnitud que la que mostraron los controles no inmu

nizados en el momentode su parasitemia máxima (Tabla 6). Los

ratones inmunizados presentaron 20 días despues del desafio un

máximode 1x10Sparásitos por mililitro de sangre, mientras que

los controles mostraron su pico al dia 35 con 1.6x106 par/ml.

Los animales murieron en amboscasos al alcanzar los reí

pectivos picos de parasitemia.
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N°ANIMALBS VIVOS/N°TOTAL DE ANIMALES

(PARASITOS POR ML DE SANGRE x 103)

INMUNOG. SOBREVIDA
Días post-infección (%)

o 10 2o 30 ¡no 50 *

Fl 5/5 5/5 5/5 u/s u/s u/s ao
(o) (8) (126) (10) (o) (o)

Fl+Bp 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 100
(0) (0) (0) (0) (0) (0)

ss 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5 3/5 no
(o) (3) (36) (900) (1.600) (1.000)

* MOMENTODEL SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

'TABLA 6 SOBREVIDA Y PARASITEMIA DE RATONES BALB/t INMUNIZADOS CON

FRACCION FLAGELAR LIOFIL ZADA EN PRESENCIA DE ADYUVANTE

AL SER DESAFIADOS CON 10 PARASITOS PROVENIENTES DE TRIA

TOMINOS INFECWADOS.

FL FRACCION FLAGELAR LIOFILIZADA¡ BP B¿EEBIU551&J SS SO

LUCION SALINA



104

La inmunización de los ratones acompañadapor la inocu

lación de Bordetella pertussis, adyuvante que mostró el mayor

grado de inmunopotenciación, fué capaz de inducir una protección

del 100 %de los animales en términos de sobrevida y una ausen

cia total de parasitemia luego del desafio con las formas meta

ciclicas (Tabla 6).

Nose detectaron parásitos en la sangre de estos ratones

inmunizados y desafiados , lo cual fué comprobadopor observación

directa, xenodiagnóstico y por 1a inoculación de las heces de

los triatominos utilizados en este ensayo a ratones lactantes

de 10 dias de edad. Estos animales fueron controlados por obser

vación directa y xenodiagnóstico no detectando parásitos (Ver

punto “.3 de Material y Métodosde este trabajo). Durante los

experimentos, los animales inmunizados con FL acompañado o no

de adyuvantes mostraron curvas de peso similares a las que pre

sentaron los ratones normales que no recibieron ningún tratamien

to (Fig. 8). El peso promedio de estos animales se estabilizó

a partir de los 70 días de vida (20 dias post-infección en los

animales que fueron desafiados), en 26 - 28 gramos (Figura 8).

Los ratones que no recibieron inmunógenoy fueron desafiados mos

traron 5 dias después una pérdida de su peso original del 15 %

aproximadamente y una pérdida del 30 %por debajo del peso pro

medio de los ratones normales. Los ratones desafiados no recupera
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PICO DE PARASI
% DE SOBREVIDAN°DE

INMUNOGENO TEMIA .60 dias
(Par./ml x 103) ANIMALES .. * post-desafiodia

Ff (30) lu 80 80-100

Fl (no) 20 50 eo-1oo

F1+Bp (o) 0:29:22 no 100

Controles** (1.600) 12-30 lOO 0-00

* Total de 3 a lO experiencias con el mismo esquema ex
perimental

33'

mastigotes sanguíneos o metacíclicos)
* Los valores dependen del tipo de desafio empleado ( tripg

*** No se observó parasitemia por observación directa, xenodiag
nostico e inoculación a ratones lactantes en dos series de pasaj

TABLA 7 MEJORAMIENTO DE LA ACTIVIDAD INMUNOPROTECTIVA DE LA

FRACCION FLAGELAR DE EPIMASTIGOTES DE LLBUZL OBTENI

D0 POR LIOFILIZACION Y EL USO DE ADYUVANTE

FF FRACCION FLAGELAR FRESCA; FL FRACCION FLAGELAR

LIOFILIZADA;BPamm



PROMEDIO GEOMETRICO DE LAS INVERSAS DE LOS TITULOS

IGG/IGM
Dos muestras de mez . ' . . .

Clnco muestpas 1nd1v1duales/grupo
INMUNOGENO cla de Ltres sueros-¡grupo

10 “a 30 60 70 90

FL * _fi_ _;5 ¿gig 11.3 19.0
NEG NEG 8.0 256;0 ü.7

FL+ BP * No efec- 16 45.0 45.0 64.0
NEG NEG 2.0 64.0 5.6

35* NEG NEG ¿LLL "0 efec- ¿gdl
NEG NEG 16.0 16.0 NEG

CONTROL

NORMAL Mi EL NEG _2-_0_ _N_EG_

No DESAF. NEG NEG NEG NEG NEG

TABLA 8 CINETICA DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA ILCRUZL EN RA

TONES BALB C; DURANÏE LA INMUNIZACION Y DESPUES DEL DESA

FIO CON 103 TRIPOMASTIGOTES METACICLICOS

* Los inmunógenosfueron: Fracción flagelar liofilizada (Fl)

y Fl más Bordetella pertussis (Fl + Bp). El desafío se ad

ministró a los 32 días del seguimiento y de la primera do

sis, correspondientes a los 18 días de la tercera dosis in
munizante.

** Los días de seguimiento se contaron desde la administración

de la primera dosis inmunizante.
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ron su peso original y continuaron disminuaron su peso hasta

su muerte (Figura 8).

La tabla 7-resume los datos de la tabla y figura 6, mostran

do el mejoramiento de la actividad inmunoprotectora de la fracción

flagelar obtenido por la liofilización y el uso de B.pertussis

como adyuvante.

En la mismatabla se muestra el_nümero total de animales in

vestigados en todas las experiencias de inmunoprotección. sumando

todos los experimentos efectuados.

En las experiencias de inmunización e infección con el mode

lo crónico los resultados presentados son producto de tres ex

perimentos con el mismoesquema experimental.

Se investigó la respuesta de anticuerpos específicos contra

T.cruzi. Las muestras de suero fueron tomadas a través de todos

los experimentos de sangre obtenida a partir de animales sacri

ficados durante la inmunizacióny en la etapa posterior al desafio.

Se observó que los animales inmunizados presentaron anticuerpos de

tipo IgG durante la inmunización y después del desafío. A ellos se

agregó la aparición de titulos importantes de anticuerpos de tipo

IgMdespués del desafio (Tabla 8). Los animales inmunizados y no

desafiados presentaron anticuerpos de tipo IgG desde los lO días

después de la primera dosis de inmunógeno, manteniéndose durante

todo el tiempo de las observaciones experimentales (90 dias) e

fectuadas, que no figuran en la tabla 8.



Discusión
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Desde 1909 cuando fué descubierta por Carlos Chagas la

tripanosomiasis que lleva su nombre, uno de los máximosanhelos

de los investigadores en el campode la inmunología fué el desa

rrollo de una vacuna contra la enfermedad. El conocimiento posterior

indicó que la investigación sobre vacunas debía acompañarse de la

búsqueda del conocimiento sobre la fisiopatologia de la enfermedad

en animales de experimentación y fundamentalmente del estudio con

comitante de los fenómenos de autoinmunidad. En este trabajo la in

vestigación se centró en una de las alternativas de desarrollo de

una vacuna contra la enfermedad de Chagas y se acompañó el estudio

con las observaciones de la posible aparición de fenómenosautoin

munes comoresultado de la inmunización con.antígenos de T. cruzi.

Las fracciones subcelulares de epimastigotes de T. cruzi

separadas por centrifugación diferencial muestran un comportamiento

diferente desde el punto de vista bioquímico e inmunológico(184).

La fracción enriquecida en flagelos, obtenida a partir del sedimento

de 1000xgpor ultracentrifugación en gradiente de sacarosa, presen

tó caracteristicas especiales en relación a las otras fracciones

subcelulares, principalmente en lo referente a la capacidad de evo

car una respuesta inmunoprotectora contra la infección por T. cru

g (190).

Esta fracción flagelar presentó un perfil electroforéti

co característico y reproducible en las diferentes preparaciones.
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Se pudo observar un grupo complejo de bandas proteicas con acti

vidad antigénica frente a sueros inmunes. La reactividad de estas

bandas con hiperinmunosueros contra otras fracciones de epimastigo

tes de T. cruzi, mostró que existen antígenos compartidos por las

distintas fracciones subcelulares y especificos de la fracción flí

gelar,probablemente responsables del comportamiento inmunológico

de la misma.

El análisis de glicoconjugados en esta fracción mostró

sólo una banda que se teñia con colorantes para proteinas y glúci

dos, lo que sugiere su caracter glicoproteico. Su peso molecular

es de 15KDy se encontró presente también en las fracciones micro

somal y citosol, ya que reaccionó con los antisueros preparados con

estas y fué visible en los perfiles elctroforéticos de ambas(173).

Las-glicoproteinas presentes en el homogeneizadototal

de epimastigotes de T. cruzi de la cepa Tulahuén se encontraron

también presentes en la fracción microsomal (173), y coincidieron

con las descriptas por Colli y col. en 1975, en la cepa Y de EL

53252: Estos glicoconjugados no están presentes en la fracción fla

gelar, salvo la banda de bajo peso molecular antes descripta, la

cual podria estar relacionada con el lipopeptidofosfoglicano encon

trado por Lederkremer y col. en 1977 y 1978 (126J27 ).

El nivel de actividad de adenilato ciclasa, junto con la

demostración de la presencia de todos los glicoconjugados en la
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fracción microsomal, sugiere que la. misma está enriquecida en

membranaplasmática. Por el contrario, esta estructura no parece

ser cuantitativamente importante en la fracción flagelar. La deter

minación de ATPasasensible a oligomicina y de hexoquinasa en la

fracción flagelar, sugiere una baja contaminación con membrana

interna mitocondrial y con glicosomas. E rendimiento efectivo

de la obtención de la fracción flagelar en términos de proteinas

totales fué bajo (0.2 %), pero‘permitió desarrollar una etapa ex

perimental importante para el conocimiento de los efectos de sus

antígenos en el ratón.

Unode los principales interrogantes fué si las fraccio

nes subcelulares de TZcruzi podían inducir la generación de lesio

nes en-animales que desarrollan la enfermedad de Chagas crónica.

En los experimentos llevados a cabo con ratones inmunizados y no

desafiados se observó que las fracciones microsomal y citosol pro

ducían lesiones por si mismasy en ausencia de infección. La induc

ción de miocarditis en el ratón después de la inmunización con la

fracción microsomal de T. cruzi coincide con los resultadcs de

otros autores obtenidos al inmunizar conejos con el sedimento de

100000xg (208), obtenido de un homogeneizado de amastigotes y tri

pomastigotes. El conejo es otro de los animales en los que se ha

desarrollado un modelo de enfermedad de Chagas crónica. La inmu

nización con estas fracciones parece causar un efecto reducido so
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bre el músculo esquelético del ratón y un efecto importante sobre

músculo. cardíaco. Este hecho podria sugerir la existencia de difií

rentes mecanismospatogénicos para la producción del daño a nivel

cardiaco y del músculo esquelético.

Las alteraciones electrocardiográficas fueron principal

mente observadas en los animales inmunizados con citosol y estuvig

ron acompañadaspor una miocarditis de menor intensidad que la

producida por la inmunización con la fracción microsomal. Estos re

sultados pueden ser interpretados Comouna disociación de los efec

tos patogénicos sobre tejido miocárdico por dos fracciones de Z;

cruzi, una rica en proteinas comoes el citosol y otra rica en ARN

y estructuras relacionadas comola fracción microsomal 08472)

El efecto lesionante de la fracción microsomalsobre el

ratón dependió del número de dosis del inmunógenoadministradas.

El fenómeno no es tóxico ya que administrando una única dosis, no

Se observaron lesiones en los ratones desde las 2k horas hasta los

120 días, y podria ser de origen inmuneya que la aparición de le

siones se observó en animales que habian recibido dosis a repetición.

La fracción flagelar no indujo por si mismalesiones en

los animales inmunizados. El conjunto de estos resultados indica

que la fracción microsomal y citosol contienen componentes capaces

de inducir una miocarditis similar a la encontrada en la enfermedad

de Chagas crónica experimentaJI122,123)queno se hallan presentes en
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la fracción flagelar.

Los parámetros de medida del efecto inmunoprotector de

antégenos de parásitos son generalmente: mortalidad, resPuesta

inmuney parasitemia. Este último es el de mayor interés prácti

co debido a que la intención final de la investigación tendiente

al desarrollo de una vacuna es la obtención de un inmunógenoque

prevenga la infección. En el caso de la enfermedad de Chagas, la

investigación de la parasitemia se efectúa por observación direc

y por xenodiagnóstico y pasajes seriados entre mamíferos e insecto

tos, comose ha efectuado en este trabajo. Los pasajes seriados se

utilizan para agotar la posibilidad de aislar o demostrar la exig}?n

cia de parásitos (85fl90). Estos métodos aseguran dentro de un li

mite razonable la presencia o ausencia de parásitos en circula

ción.

En la introducción de este trabajo se ha descripto que

entre las formas de transmisión de la enfermedad de Chagas la mas

importante es la mediada por el insecto vector siguiéndole en im

portancia la transfusión de sangre. Estas formas de transmisión

son las que se tomaron conceptualmente comobase para decidir que

tipo y que fuente de tripomastigotes se emplearian para los desa

fíos de los animales inmunizados. En los experimentos de inmuno

protección efectuados tomando comobase un modelo crónico se em

plearon parásitos provenientes de sangre de ratón, un modelo desa

rrollado por otros autores (122). En el modelo crónico 25 tripomaï
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tigotes no producen la muerte de los animales en las etapas

tempranas de la infección y la parasitemia se detecta en los ra

tones no tratados previamente, por xenodiagnóstico o hemocultivos.

Por el contrario, en el modelo agudo se utilizan más de 1 DLSOpor

ratón comodesafio, la parasitemia se detecta principalmente por

observación directa y existe una mortalidad del 100 %entre los

10 y 20 dias después de la infección. Estos datos coinciden con

los de otros autores (190). Los experimentos de este trabajo que

utilizan tripomastigotes metacíclicos tienden a conocer el efecto

inmunoprotector evocado en ratones por antigenos de la fracción

flagelar, frente al desafío con formas infectantes de T. cruzi,

más próximo a lo que ocurre en la infección natural. En este sen

tido se utilizaron 20 tripomastigotes por ratón, los que produje

ron la muerte del 60-100 %de los animales no tratados previamente

a los treinta dias de la infección. Las parasitemias fueron siem

pre detectadas por observación directa. En todos los casos se

empleóla vía intraperitoneal para administrar el desafío. La via

intraperitoneal es ampliamenteusada en experiencias de infección

en ratones (118) y permite gran reproducibilidad de resultados en

términos de parasitemia y sobrevidaC190L

En los experimentos de inmunoProtección efectuados sobre

el modelo crónico del ratón, los animales inmunizados con fracción

microsomalo citosol, o con fracción flagelar presentaron parasits
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mia después del desafio, pero la incidencia fué diferente. El más

bajo número de animales con parasitemia fué observado en los gru

pos de animales inmunizados con la fracción flagelar y el sedimeg

to de 1000xg de epimastigotes. Los grupos de ratones inmunizados

con fracción microsomal y con citosol presentaron un número de

animales con xenodiagnóstico positivo similar a los controles no

inmunizados. A pesar de la presencia de animales infectados entre

los previamente inmunizados con la fracción flagelar, se observó

que los mismosse encontraban totalmente protegidos contra el de

sarrollo de alteraciones electrocardiográficas. En cambiolos ra

tones que recibieron las fracciones microsomalo citosol sufrieron

alteraciones similares a los controles no inmunizados.

También se observó que la inmunización con la fracción

flagelar antes del desafío, protegió parcialmente de la generación

de micarditis. Por el contrario los animales inmunizados con la

fracción microsomalpreviamente al desafío, no fueron protegidos

en términos de daño histológico, mostrando un cuadro similar o más

grave que el de los infectados, no inmunizados.

Los resultados obtenidos en la investigación del efecto

de la inmunización con las fracciones microsomal, citosol y flage

lar en un modelocrónico de la infección chagásica, muestran la

posibilidad de obtener diferentes lesiones por inmunización con la

fracción microsomaly citosol en ausencia de infección e indican
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que la fracción flagelar no sólo presenta los mejores resultados

de protección, sino también los menores riesgos de producir le

sión por si misma.

En los experimentos de inmunoprotección experimental 113

vados a cabo en modelo agudo de infección chagásica en el ratón,

la fracción flagelar fué capaz de conferir una alta protección a

los ratones inmunizados ante un desafío con altas dosis de formas

sanguíneas virulentas (190). .

Sin embargola fracción utilizada en esos experimentos

no podia ser conservada y se utilizaba inmediatamente después de

obtenida; los intentos de conservar la actividad por una noche a

0° C o congelado a -2q° C dieron resultados negativos (82').

Por este motivo, fué interés principal de este trabajo el desarro

llo de un procedimiento de conservación de la fracción flagelar

en plenitud de su actividad. El proceso de liofilización desarro

llado en este trabajo permitió contar‘con preparaciones de la

fracción estables dentro de los siete dias de su obtención. Estas

preparaciones conservaban las propiedades inmunoprotectoras de la

fracción flagelar fresca. Los animales inmunizados con la fracción

flagelar fresca o liofilizada resultaron protegidos en un 100 %en

términos de sobrevida y presentaron curvas de parasitemia 10 veces

menores que los controles no inmunizados.
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Otro aspecto importante de la liofilización de la frac

ción flagelar es la posibilidad de matar a los parásitos que even

tualmente podrian sobrevivir al tratamiento de homogeneizacióny

Contaminar la fracción. Los animales inoculados con suspensiones

liofilizadas de epimastigotes sin homogeneizar, no presentaron

parasitemia por observación microscópica directa y xenodiagnóstico

seriado.

Conla fracción flagéïar liofilizada se efectuaron estu

dios de inmunoprotecciónen el ratón. El análisis histopatológico

de los animales inmunizados con esa fracción y desafiados con for

mas sanguíneas circulantes mostró menor intensidad e incidencia

de lesiones con respecto a los animales inmunizados :on la frac

ción flagelar fresca. La resPuesta de estos últimos fué coinciden

te con los resultados de protección obtenidos por otros autores en

las mismascondiciones experimentales (190).

La respuesta inmune de los ratones inmunizados con la

fracción flagelar liofilizada pudo ser potenciada mediante el uso

de adyuvantes. La utilización de una fracción inactivada por con

gelación permitió encontrar el adyuvante más potente sobre todos

los ensayados. En este trabajo se observó una buena eficacia en el

uso de Bordetella pertussis en relación a los parámetros estudia

dos (parasitemia, sobrevida y peso); en cambio, con BCGy Corxne

bacterium parvumno se mejoraron los niveles de parasitemia, aunque
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se observó una tendencia a aumentar la sobrevida de los animales.

La inmunización con la fracción flagelar activa efec

tuada en este trabajo fué potenciada por el uso de Bordetella

pertussis comoadyuvante hasta obtener: a) una sobrevida del

100 %, b) ausencia de parasitemia, demostrada por xenodiagnóstico

y pasajes seriados. Este hecho es marcadamenteauspicioso ya que

es la primera vez que se describe un blanqueo parasitológico de

ratones como producto de la inmunización con componentes de EL

grugi_previamenteal desafío con parásitos virulentos del intes

tino de vichucas y en dosis que causan mortalidad elevada ( 60 %

100 %). Menezes en 1969 y Hauska en 1950, informaron inmunidad

estéril,en amboscasos inmunizandocon parásitos vivos de virulen

cia atenuada 0M195)Entrabajos más recientes, utilizando comoin

munógenoparásitos vivos (atenuados) o muertos, productos o frac

ciones de los mismos, u otros tripanosomatidos monogenéticos, no

se observó en ningún caso inmunidad estéril.

Algunos autores han utilizado C. parvum y muramil dipepti_

do comoadyuvantes de diferentes inmunógenos y han encontrado resul

tados positivos en términos de aumento de la sobrevida y disminución

de la parasitemia (25)13L

B. pertussis ha sido definido comoun inmunopotenciador

de la respuesta inmune humoral, aunque también se ha demostrado que
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activa la respuesta mediadapor células (70 ). En este trabajo

no se puede definir el tipo de respuesta involucrada, ya que ello

depende de diversos factores comonúmerode dosis, intervalo entre

ellas y principalmente relación entre las dosis de fracción flage

lar y adyuvante.

La inmunizacióncon la fracción flagelar liofilizada

mas B. pertussis puede evocar una respuesta inmune detectada por

la presencia de anticuerpos de tipo IgG durante la inmunización,

las cuales persisten después del desafio. Pos anticuerpos de tipo

IgMespecífica solamente se observaron después del desafio. Esta

diferencia podria deberse a que el desafio induce una infección

mínimano detectable por métodos parasitológicos y abortiva, o

al diferente aporte antigénico de los tripomastigotes metacicli

cos, comparadoscon la fracción flagelar de epimastigotes.



Resumen y conclusiones
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Los antígenos de las fracciones subcelulares de

T.cruzi poseen caracteristicas inmunogénicasy bioquí

micas diferentes y una capacidad para inducir resisten

cia contra la enfermedad de Chagas distinta.

En este trabajo se presenta la caracterización big

quimica de la fracción flagelar de epimastigotes de

T.cruzi y los resultados obtenidos al inmunizar ratones

con dicha fracción, observando que la misma fue capaz
de inducir una inmunoprotección en los animales contra

infecciones letales producidas por el parásito.

Esta protección se traduce en el hecho que los ani“

males inmunizadoscon la fracción flagelar liofilizada,

acombañada de B.Eertussis comoadyuvante,sobrevivieron

sin parasitemia, o sea que se ha desarrollado un sistg

ma inmunogenico capaz de obtener un blanqueo parasito

lógico cuando es utilizado como vacuna en animales de

experimentación.

La fracción utilizada es totalmente inocua en el ra
tón ya que no induce dano histológico y alteraciones e

lectrocardiográficas por si misma,adiferencia de otras
fracciones subcelulares de T.cruzi (microsomal y cito
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sol).

La fracción flagelar,a diferencia de las fracciones
microsomal y citosol. es capaz de inducir en ratones u

na resistencia contra la enfermedad de Chagas crónica

en términos de alteraciones histológicas y electrocar

diográficas.
En el curso de estos estudios se ha desarrollado un

método de conservación de la actividad inmunoprotectiva

de la fracción flagelar que permite utilizarla una se

mana después de su obtención con similar eficacia.

La conservación de la fracción mediante su liofili

zación permite también descartar toda posibilidad de

presencia de parásitos vivos con capacidad infectante
en la misma.

DEntrode los límites del control parasitológico

presentado en este trabajo, se ha desarrollado un pro

cedimiento para obtener un inmunógeno vacunante que per

mite al ratón resistir infecciónes por T.cruzi.
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ABREVIATURAS EMPLEADAS

ACF

ADN

AIP

ARN

ATP

ATPasa

BCG

BLG

BP

Cp

F

Ff
Fl
Fli
ip
Kb

Mc

NAD

NADPH

0V

SAB

SDS

SDS PAGE

sc
SS

Trip

Adyuvante completo de Freund
Acido desoxiribonucleico
Adyuvante incompleto de Freund
Acido ribonucleico
Adenosinatrifosfato
Adenosinatrifosfatasa
Bacille Calmette Guerin
(íLactoglobulina
Bordetella bertussis
Corynebacteriun parvum.
Fracción flagelar
Fracción flagelar fresca
Fracción flagelar liofilizada
Fracción flagelar liofilizada inactiva
Vía de inoculación intraperitoneal
Kilodalton
Fracción microsomal
Nicotinamina adenina dinncleótido
Nicotinamina adenina dinucleótido
0voalbümina
Seroalbümina bovina
Dodecil sulfato de sodio
Blectroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de dodecil sulfato de sodio
Vïa de inoculación subcutanea
Solución salina
Tripomastigotes
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