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1. ANTECEDENTES HISTORICOS, EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS
[ ]

El agente causal de la enfermedad de Chagas es un pro-

tozoario (Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi) descubierto

en el afio 1909 por Carlos Chagas (60). Chagas denomind al
pardsito de este modo en homenaje Oswaldo Cruz, con quien
trabajaba en ese momento efectuando un relevamiento de pa-
ludismo en trabajadores del ferrocarril en el estado de

Minas Geraes, Brasil. En las heces del insecto hematdfago

Pastrongylus megistus, (Reduvidae), Carlos Chagas encon-

trd las formas epimastigotes del pardsito. Observd que las
viviendas humildes estaban infestadas con triatominos hema
t6fagos que se alimentaban de la sangre de los pobladores
y de los principales animales domé&sticos. Ademds observd
sintomas caracteristicos de una enfermedad hasta entonces
desconocida (61 ,62) a la que llamd Trypanosomiasis Ame-
ricana para diferenciarla de la Trypanosomiasis Africana
producida por un pardsito de la misma familia Trypanosoma-
tidae.

Durante muchos afios pocos investigadores prestaron a-
tencidén 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 colaboracidn de Flavio Nifio (148') comenzaron a
trabajar en el tema introduciendo de este modo lineas de
investigacidén para el conocimiento de la enfermedad.

Mediante la creacidn de la Misidén de Estudios de Pa-
tologia Regional (MEPRA) el estudio de la Trypanosomiasis
americana llegd a la Universidad. Fue la Universidad de
Buenos Aires la primera que en este sentido contribuyd a
la extensidn de los conocimientos sobre la existencia de
esta enfermedad. E1 trabajo de estos jdvenes investigado-
res posibilits Que en otros paises de América se comen
zara a dimensionar una endemia de singular importancia pa
ra el continente.

Lejos estaba Carlos Chagas en aquel entonces de imagi
nar que su hallazgo representaba una endemia cuya preva-
lencia de infeccidn es del 10% en Centro y Sudamérica
(215 ).

El 3rea de transmisién de la enfermedad de Chagas
coincide con la de distribucidén del insecto vector. Su ex
tensidn es del sur de los Estgdos Unidos de Norteamérica
hasta el paralelo 42 en Argentina y Chile ( .215 ).

Probablemente por las ccndiciones de las zonas endé-
micas la infeccidn por T.cruzi estuvo limitada al ciclo

selvitico hasta que el hombre penetrd en este ambiente



con su vivienda asimilando de este modo la enfermedad y
participando en el ciclo de vida del pardsito (158).

Hoy conocemos que el ciclo domiciliario es el mds im
"portante y en &l no s8lo participa el hombre sino también
los animales domésticos (perro, gato, etc) con los cuales
convive (216 ). Hay también una intima relacidn entre las
zonas de menores recursos econdmicos, laborales y cultura
les y la prevalencia de Pa infeccidn ( 21).

Se observa que el porcentaje de alteraciones electro
cardiogrificas en pacientes con infeccidn crdnica de la
misma edad es diferente en las distintas &reas. Al mismo
tiempo no todas las patologias en estos pacientes son i-
guales en las zonas estudiadas (21 ). Sen actualmente ob
jeto de estudio estas diferencias que probablemente se
deberian a la participacidn de distintas cepas del para-
sito, las condiciones nutricionales y genéticas de la
poblacién humana, etc.

Se conoce que la dindmica de la infeccidn por T.cruzi
en distintas zonas endémicas muestra que el 50% de los ca
sos seropositivos se alcanza a una temprana edad ( 12 o

13 afios) (218 ).
Se ha observado una disminucidén de la prevalencia de

la infeccidn por T.cruzi en aquellas zonas donde se han



desarrollado campéﬁas de desinsectacidén y atencidén sanita-
ria (188), mostrando de algin modo que el control integra
do constituye un método de eleccidn para la erradicacidn
de la enfermedad.
Formas de transmisidén de la infeccidn

La forma natural de la transmisidn de la infecciédn por
T.cruzi es mediante el vector, un inseeto hematdfago corres
pondiente a la familia Reduvidae que se alimenta de sangre
de vertebrados. Distintas especies participan en esta for-
ma de transmisidn, hay sustanciales diferencias entre ellas
Yy en los distintos dominios geogrdficos donde se las encuen
tra.

Fn Argentina el insecto vector de la enfermedad de

Chagas es el Triatoma infestans, conocido vulgarmente con

la voz quechua de wvinchuca, debido al hibito de dejarse
caer sobre el mamifero para alimentarse.

Muchos otros insectos hematdfagos son potencialmente
capaces de infectarse con el T.cruzi pero es importante re
cordar que para que una especie tenga importancia epidemio
légica en la transmisidén de la enfermedad de Chagas debe
reunir ciertas condiciones: tener h8bitos domiciliarios,
alcanzar niveles de poblacidn suficientemente altos en re-

lacibn con la cantidad de gente sobre la que se alimenta,
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ser antropofila, ser buena receptora a la infeccidn por
T.cruzi y deyectar inmediatamente después de alimentarse
(transmisién por estacidn posterior) ( 1 ).

Ademds de la transmisidn con la participacidn de tria
tominos el hombre puede contraer la infeccidén en ausencia
de los mismos. La transfusidn de sangre y la transmisidn
transﬁlacentaria son los mecanismos que le siguen en im-
ﬁortancia a la natural.(155). Todo infectado por T.cruzi
pPresenta pardsitos circulantes; aunque puede tener parasi
temias bajas y no detectables, son suficientes para trans
mitir la infeccidén a un receptor. Existen dos formas posi
bles de evitar el riesgo en un banco de sangre, el control
seroldgico de la sangre a transfundir o bien el tratamien
to de la misma con violeta genciana, droga con actividad
tripanocida in vitro ( 151) pero que tendria algunos efec
tos colaterales (52).

La transmisidn congénita sigue en importancia. ha si-
do comunicada por varios investigadores (17,61,6797,174) y
alcanzaria al 2 o 3% de los hijos de madres chagé
sicas (181 ). En Argentina hay comunicaciones relaciona-
das con esta forma de transmisidn y las mismas varian con
siderablemente entre la zona endémica o una zona suburba-

na no endémica, en cuanto a la incidencia.l1QL
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Otra forma de contaminacidn aunque no frecuente es la
infeccidn accidental en los laboratorios, existen numero-
sos casos generalmente controlables, en el manipuleo de
material que contiene pardsitos y en el trabéjo con anima

les infectados.

EL PARASITO: TRYPANOSOMA 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 cicle de vida.

Los amastigotes, organismos de forma esférica u ovala-
da de unos 2 Am de didmetro representan una forma de mul-
tiplicacién intracelular. A pesar de que su nombre indica
ausencia de flagelo, se ha observado recientemente que lo

poseen aunque es muy pequefio y no se encuentra libre.

Los tripomastigotes tienen el cinetoplasto situado de
trds del nficleo y un flagelo que acompafia a toda la membra
na ondulante a lo largo del organismo. Su longitud es de
20 fm. Esta forma es no multiplicativa y constituye la for
ma ‘infectante. La forma que se encuentra en la luz del recto
de los insectos hematdéfagos recibe el nombre de tripomasti-

gote metaciclico, y presenta diferencias con las for-



12

mas sanguineas circulantes.
2.2 Ubicacidén sistemdtica

El T.cruzi pertenece a la familia Trypanosomatidae
que se caracteriza por tener un flagelo y cinetoplasto fi-
nicos. E1 género Trypanosoma comprende a pardsitos 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 Estercoraria.
La primera comprende a organismos_patégenos a la que per-
tenecen los trypanosomas que se multiplican en el mamife-
ro en el estadio tripomastigote y completan su desarrollo
en la estacidén anterior del insecto vector y son transmiti-

dos por inoculacidén. El Trypanosoma equiperdum constituye

tna excepcidn ya que se transmite de mamifero a mamifero
directamente. La segunda seccidn de especies no patdgenas
a excepcidén 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

contaminacidén. Trypanosoma rangeli pertenece a esta sec-

cidn pese a que se transmite por estacidn anterior, por ino-
culacidn.
La ubicacidén sistemdtica de T.cruzi es segin Hoare:

TIPO: Protozoa (Goldfuss, 1818)
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SUBTIPO: Sarcomastigophora (Honigberg y Balamuth, 1963)
SUPERCLASE: Mastigophora (Dresing, 1866)

CLASE: Zoomastigophora (Calkins, 19Q9)

ORDEN: Kinetoplastida (Honigberg, 1963)

SUBORDEN: Trypanosomatina (Kent, 1880Q)

FAMILIA: Trypanosomatidae (Doflein, 19Q1)

GENERO: Trypanosoma (Gruby, 18u43)

SUBGENERO: Schizotrypanum (Chagas, 1909)

ESPECIE: cruzi (Chagas, 1909)

2.3 Ciclo evolutivo

En la naturaleza el ciclo de vida de T.cruzi se desa-
rrolla con la participacidén de un insecto vector y del
huesped vertebrado. Los pardsitos del vector (tripomasti-
gotes metaciclicos) son depositados sobre la piel del hues
ped conjuntamente con la deyeccidn del insecto. El T.cruzi
no tiene capacidad de atravesar la epidermis pero penetra
por el orificio de picadura del triatomino o por la mucosa
cercana a la picadura cuando la deyeccidn es extendida ca-
sualmente por el efecto del rascado. El pardsito 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 divisidén binaria simple.



b L

Los amastigotes se diferencian a tripomastigotes abando-
nando la cé&lula invadida por ruptura de la misma. Estas
formas son diseminadas por circulacidn y son capaces de
infectar e invadir otras células, repitiendo de esta
forma el ciclo en el mamifero., Por otro lado los parisi-
tos en circulacidn constituirén la oferta necesaria para
la infeccidn de otro insecto por la ingestidn de sangre
infectada.

Los tripomastigotes a medida que se acercan a la luz
del intestino se ensanchan y se acorta el flagelo di-
ferencidndose a epimastigote ( 27 ) el que se multiplica
activamente en la regidén 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 come y en las deyecciones habrd pardsi
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 cultivo monofdsico como bifdsico ( 30 ); las for
mas amastigotes (153) y tripomastigotes (100,217,218) se
han obtenido con mayor dificultad en medios monofdsicos.
Los tripomastigotes pueden obtenerse in vitro por infec-

cién de cultivo de células ( 179 ).
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2.4 Estructura del pardsito

El T.cruzi mide segin su forma de desarrollo entre
5y 25 pm de largo por 3 a él;m de didmetro. Este pardsi
to tiene una mitocondria finica que presenta una parte especia
lizada, llamada cinetoplasto donde se encuentra el acido
desoxiribonucleico (ADN) mitocondrial. E1 ADN esta rodea
do por una doble membrana cuya naturaleza mitocondrial
se demuestra por la preséncia de crestas mitocondriales
en la membrana interna ( 27 ). Tanto
en epimastigotes como en tripomastigotes se demostrdé la
naturaleza {inica del complejo mitocondria-cinetoplasto
( 27 ). E1 ADN del cinetoplasto se presenta en forma de
circulos dispuestos en forma de ocho, y constituye apro-
ximadamente el 20% del ADN total de la célula ( 68 ).

Las diferentes formas del pardsito presentan el na-
cimiento del flagelo adyacente al cinetoplasto hacia 1la
parte anterior o posterior del pardsito ( 96 ). El apara
to de movimiento (mastigdén) esta constituido por el fla-
gelo y el cuerpo basal (citosoma). Esta estructura cilin
drica esta formada por nueve tripletes de microtubulos
y se proyecta sobre el bolsillo flagelar. Tiene una par-
te netamente citoplasmdtica y otra zona de transicidn ha-

cia el flagelo, ambas separadas por un septum.
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El flagelo esta compuesto por nueve pares de microtfi-
bulos periféricos y uno central, los que continiian con
el axonema. El par central desaparece en la parte distal
del flagelo. La vaina flagelar es una extensidén tubular
de la membrana celular. Ademds-de los microtibulos longi-
tudinales, el flagelo presenta una banda estriada que mi-
de alrededo:?O.ls pm de difmetro compuesta de varios fi-
lamentos paralelos a los' microtﬁbﬁlos del axonema y por
filamentos oblicuosbque 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 membrana ondulante en esta regidn.

En los epimastigotes el flagelo emerge desde la re-
gién lateral anterior y en los tripomastigotes nace des-
de el extremo apical posterior del parasito con respec-
to a la direccidn del movimiento del mismo. En el amas-
tigote la posicidén del cuerpo basal es variada.

El nficleo de T.cruzi es de naturaleza fibrilar con
aclimulos de material gepético contiguos a la membrana
cuando el pardsito comienza la divisidn celular:

La membrana plasm@tica tiene fundamental importancia
en la interaccidn huesped-pardsito. Existen evidencias

que la membrana es diferente en las distintas formas del
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pardsito.La membrana plasmitica propiamente dicha tiene
un expesor de 8 a 10 nm, se encuentra recubierta por una
cubierta superficial, con un expesor de 5 nm en el epi-
mastigote. Por debajo de la membrana del lado citoplasmi
tico, se encuentra el armazdn de microtfibulos.

Se ha observado que los epimastigotes se lisan por
accidn directa del complemento y que las formas circulan
tes son resistentes salvbd que hayén sido previamente tra
tadas con enzimas (116 ) o con anticuerpos ( 118 ).

2.5 Aislados de T.cruzi

Numerosos estudios han sido realizados sobre disti
tos aislados de T.cruzi, se han efectuado caracterizacig
nes gesde el punto de vista antigénico y bioquimico. 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 mismo aislado presen-
tan caracteristicas distintas (2371).

2.6 Composicidén quimica 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 ). Es posible que los oligo y polisaca-

ridos, encontrados en el pardsito ( 89 ) no sean sustan-



is

cias de reserva sino la parte glucidica de las glicopro-
teinas de membrana ( 7,90 ).

Con respecto al metabolismo de carbohidratos T.cruzi
metaboliza activamente la glucosa ( 11 ) y también otros
azucares?:;n 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 carbdnico sino que sé produce una verdadera fermen-
tacidén aerdbica, liberdndose 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 proporcidn y ademds pequefias cantida-
des de lactato, pese a la presencia de una alfa-hidroxi-
dcido 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 reduccidn
entre la mitocondria y el citosol.

La via glucolitica es la via fundamental por la cual
se' produce la degradacidén de la glucosa. Otra via degra-
dativa de la glucosa presente aunque cuantitativamente

menos importante es la via de las pentosas (43 ). T.cruzi
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y Trypanosoma brucei presentan la mayoria de las enzimas

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

El catabolismo de la glucosa tiene por caracteristi-
ca principal a la fermentacidn aerdbica que lleva a la
excrecidén de 8cidos dicarboxilicos de cuatro carbonos co-
mo el succinico y L-mdlico. Para este proceso es esencial
la fijacidn de anhidrido carbdnico ( 26 ), que se lleva
a cabo con la participacidn de una carboxiquinasa fosfo-
enol piriivica (42) presente en el glicosoma ( 40 ). La
enzima milica, 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-
boxilacién de &cidos dicarboxilicos de cuatro carbonos
para su catabolismo,con la produccidén de NADPH con fines
biosintéticos. Sus propiedades regulatorias y distribu-
cién intracelular, permitirian su funcionamiento sin in-
terferencia con la produccidn y excrecidn de succinato.

El ciclo de los &cidos tricarboxilicos opera en
T.érugi ( 212 ) y han sido detectadas la mayoria de las
enzimas involucradas en el mismo ( 106,105

Se encuentra también presente en las tres formas del
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pardsito una cadena respiratoria integrada por citocro-
mos aa,, b, 55 Yy probablemente citocromo o. Las par-

culas submitocondriales son capaces de oxidar succina-

to, alfaglicerofosfato y NADH (200).

La oxidacidn de sustratos por T.cruzi estd acoplada
a la fosforilacidn para lo cual hay evidencias indirec-
tas (199 ); T.cruzi presenta una actividad de ATPasa mi-
tocondrial sensible a oligomicina (77,178 ), la cual se-
ria responsable de la fosforilacibn oxidativa, actuando
como ATP sintetasa al igual que en las mitocondrias de
otras células.

Los lipidos constituyen hasta un 20.1% del peso se-
co de los epimastigotes de cultivo de T.cruzi ( 28 ).
Entre los esteroideg'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 fosfolipidos y den
tro de los &cidos grasos los predominantes fueron los no
saturados encontrdndose una proporcidn de Acidos grasos
con un nimero impar de atomos de carbono ( 34 ). Los e-
pimastigotes del aislado Tulahuén son capaces de sinte-
tizar &dcidos grasos y lipidos complejoé a partir de lU'C

acetato,
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Los epimastigotes de cultivo contienen aproximadamen-
te entre un 43 y 53% de proteinas referidas al peso seco
(29 ). Las proteinas y algunos amino&cidos pueden ser u-
tilizados por los epimastigotes como fuente de energia
cuando se los desarrolla en medio libre de azudcares
(221). En este caso se produce una alcalinizacidn del

medio de cultivo debido a la liberacidén de NH no excre-

3°
tdndose 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 (2 21)
y de enzimas que intervienen en el metabolismo del L-glu-
tamato, aspartato aminotransferasa, glutamato dehidroge-
nasa NADP dependiente ( 47,108) y glutamato dehidrogena-
sa NAD dependiente ( 44,21 ). Ambas glutamato dehidroge-
nasas son inhibidas por reactivos de tioles (46 ,107) v
por suramina ( 76 ).La enzima NADP dependiente muestra va-
riaciones considerables en diferentes aislados de T.cruzi
( 214 ) mientras que la glutamato dehidrogenasa NAD depen
diente no presenta variaciones importantes (211).

Existen en los epimastigotes diferentes enzimas pro-
teoliticas, las cuales han sido demostradas usando sustra
tos estandard, proteinas o sintéticos (13,22,100.163.21.1010

bien utilizando sustratos enddgenos en extractos de epi-

mastigotes libres de células (24,45).
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El ADN de T.cruzi ha sido objeto de profundos estu-
dios y la utilizacidén de enzimas de restriccién para la
degradacifén de los miniciIrculos del ADN cinetoplédstico
ha sido propuesta para la identificacidén de cepas y ais-
lados de T.cruzi (78,135,145).

La biosintesis de &cidos nucleicos ha sido poco es-
tudiada, aunque se ha encontrado una ADN polimerasa y
tres ARN polimerasas separables entre si por cromatogra-
fia con DEAE-celulosa  (191).

De los 8cidos ribonuleicos presentes en T.cruzi sélo
los ARN ribosomales han sido estudiados en cierto deta-
lle. Se han encontrado diferencias importantes entre los
coeficientes de sedimentacidn de los ARN ribosomales y
subunidades ribosomales del epimastigote y los de célu-
las de mamifero (células HeLa). Los ARN ribosomales de
T.cruzi (26S y 21S) se formarian a partir de un precur-
sor finico con un coeficiente de sedimentacidén de 31S.

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 patoldgicos que pueden es-
tar relacionados a la infeccidn por T.cruzi en el huésped
vertebrado, muestra que la comprensidn de la interaccidn
del pardsito con el hospedador es de suma importancia pa-
ra su explicacidn. Las condiciones generadas por la infec-
cidn varian desde la ausencia de manifestaciones clinicas
hasta cuadros agudos que pueden llevar a la muerte. Del
mismo modo la prevalencia de sintomatologias netamente di-
ferentes en diversas zonas del continente demuestra la
importancia de la interaccidén de poblaciones del pardsito
y del huesped.

El T.cruzi una vez en el interior del huésped, puede
penetrar en las cé&lulas y comenzar su multiplicacidn y
diferenciacidn. Tiene una fuerte tendencia a invadir fi-
bras musculares en especial miisculo esquelético (87) aun-
que es también frecuente encontrarlo en otros tejidos.
Dentro de la célula los pardsitos se reproducen y diferen
cian y luego de abandonar la célula provocan en 1los prime
ros dias de infeccidn un gran niimero de pardsitos en cir-

culacidn. 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 propagacidn de la infeccidn aunque no logra eli-
minarla.De esta forma existiria un equilibrio entre la res
puesta inmunolbgica del hospedador y el pardsito que permi
te en muchos casos el transcurso de la infe awidén hacia una
etapa crdnica asintomitica solo detectable por la presen-
cia de anticuerpos especificos y muy bajas parasitemias.

Interaccidn pardsito-macrdfago

Parece evidente que todos estos efectos son causa del
comportamiento del pardsito en relacidn con los primeros
componentes del huesped en el momento de la infeccidn. En
1955 - Talliaferro y Pizzi observaron pardsitos dentro de
macrdfagos (2Q5). Muchos autores discuten como ocurre es-
te proceso. Se sostiene una fagocitosis por las células
especializadas (142, 150) o bien una invasidn a estas por
lés tfipomastigotes, lo cual fue comprobado inhibiendo 1la
actividad fagocitaria de los macrdfagos y observando la pe
netracidn a los mismos de T.cruzi. De todos modos el paréa-
sito penetra en ellos y luego qctﬁa como en cualquier otra
célula (142,150). Se ha observado que los epimastigotes y
los tripomastigotes metaciclicos de cultivo son captados

por el macrdfago mds facilmente que los tripomastigotes

circulantes (4, 149). Los epimastigotes son destruidos
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por el macrdfago mientras que los metaciclicos y tripomas-
tigotes no s8lo sobreviven sino que son capaces de infectar
lo (32).

Actualmente se conoce la existencia de por los menos
dos tipos de tropismo para diferentes aislados de pardsi-
tos: macréfago-trdpicas y miotrdpicas (32). Ademds cier-
tos aislados interactiian con los macrdfagos a través de
sitios de reconocimiento entre el pardsito y la célula,
qQque son destruidos por el tratamiento con pronasa (32).
Los macrdfagos activados especifica o inespecificamente
con BCG, u otros tripanosomatidos han sido capaces de
destruir al tripomastigote circulante. Esto ocurre al u-
tilizar células macrofigicas normales y podria deberse
a una cooperacidn con linfocitos T (32).

El hecho que existan aislados con diferente compor
tamiento frente a los macréfagos podria indicar que el
equilibrio huesped-pardsito presente en cada individuo
responderia a estas diferencias y por lo tanto que la
participacidn de uno u otro ai;lado parasitario lo mo-

dificaria sustancialmente.

3.2 Respuesta inmune

Respuesta humoral

En pacientes o en animales infettados se ha observado
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la presencia de anticuerpos contra T.cruzi. Estos anticuer
pos han sido dosados por distintas técnicas seroldgicas y
son actualmente el fundamento utilizado en el diagndéstico
de la infeccidn (91,50).

El primer anticuerpo que se detecta después de la in-
feccidn es la inmunoglobulina de tipo M (IgM) que aparece
al comienzo de la misma, le sigue la inmunoglobulina G
(IgG) que persiste mientras dura la infeccidn (88,212 ).
La posibilidad de detectar inmunoglobulinas especificas
M o G facilita el reconocimiento de infecciones recientes
o crénicas (88).

Actualmente se comcen algunos aspectos del papel de
estos anticuerpos en la resistencia contra la infeccidn,
in vitro los anticuerpos lisan tripomastigotes sanguineos
de algunas cepas de T.cruzi en presencia de complemento
(118,120), mds alin, la deplecidn de complemento agrava la in-
feccibén a ratones (32)1 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 complemento activado por la via alternativa segin
lo demostrd Krettli utilizando inhibidores especificos de

la misma (118,120).
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Varios autores han demostrado que el tratamiento con
suero inmune al comienzo de la infeccidén inducia una re-
sistencia especifica en animales de experimentacién (204),
sin embargo hay otros autores que afirmarian lo contrario
(119, 139). E1 hecho que algunas cepas no induzcan acti-
vidad neutralizante (modificaciones en la virulencia de
las mighas) aunque sean capaces de inducir anticuerpos,
detectados por técnicas seroldgicas, podria explicar la
discordancia entre estos resultados (82).

Hay también notables diferencias entre las distintas
cepas en relacidn con la swuceptibilidad a los inmunosue-
ros (118,139 ).

La participacidén de los anticuerpos en los mecanis-
mos de proteccidn en la infeccidn aguda es evidente, ya
qQue se ha demostrado el aumento de la gravedad de la en-
fermedad en animales deficientes de linfocitcs B, por 1lo
tanto bajos respondedores de anticuerpos (114,171 ).

Se conoce que los anticuerpos juegan un papel impor
tante en la reaccidn contra tejidos del huesped en la
enfermedad de Chagas. Cossio y col en 1974 obsarvaron la
presencia de anticuerpos reaccionantes contra membrana
plasmidtica de células de miocardio y mfisculo esquelético

(65,56) También se han descripto anticuerpos que reaccionan
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con antigenos de las células de la vaina de Schw uann
(antinervio periférico) (110;.

Aln no se conoce si la presencia de estos anticuer-
pos presentes en pacientes chag8sicos con cardiopatia
estan relacionados con ei grado de lesidn orgdnica. Apa-
rentemente no se discute su participacidén ain cuando no
se conocen los mecanismos involucrados en el desarrollo

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

Respuesta celular

La infeccidn 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 inhibicidn de IMC en caso de enfermos crd
nicos con sintomatologia caracteristica de la enfermedad
de Chagas (154,144). Estudios in vivo sobre hipersensibi-
lidad retardada realizados mediante pruebas intradérmicas
muestran resultados contradictorios en relacidn a la res-
puesta de los pacientes (32,82,209).

Las pruebas experimentales sefialan Que la IMC opera
en la resistencia contra T.cruzi, asi, animales timectomi-
zados o tratados con sueros antitimocitos o ratones conge

nitamente atimicos no resisten a la infeccidn, en compa-
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racibén con los animales no tratados y eutimicos (203, 115,180
169, 186) mostrando un aumento notable de la parasitemia
y muerte. Se han efectuado eiperiencias de transferencia
adhptiva de c&lulas totales del bazo, con buenos resulta-
dos, aunque al ser utilizadas estas cé&lulas se corre el
riesgo de transferir aquellas formadoras de anticuerpos
(32,168,36) .

La efectividad de mecanismos de citotoxicidad en la des
truccidén de epimastigotes y tripomastigotes de T.cruzi
con la participacidn de células inmunocompetentes ha si-
do informada por varios autores (32,112,116, 176) aunque
coinciden en sefialar la activa participacidn de anticuer
pos en dichos mecanismos.

Asi como se ha demostrado el papel de los anticuerpos
en la autoagpesién del huésped, se demostré la presencia
de actividad destructiva de ciertas células involucradas
en la respuesta celulan contra tejidos normales del hués-
ped (177). Algunos autores han demostrado la existencia
de linfocitos T citotéxicos para tejido muscular y nervio

so en ratones (165, 166)

Inmunodepresidn

La respuesta inmune del huésped juega un papel impor-

te en la defensa contra la infeccidn por T.cruzi, aunque
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esta no es del todo eficaz para rechazar la infeccidn le
permite llegar a un estado de equilibrio con el ) pardsi-
to. La ruptura de este equilibrio en beneficio del paré-
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 érganos, los pacientes deben recibir tratamiento con
drogas inmunosupresoras. [La posibilidad de modificar el
equilibrio parésito-huésped y de crear infecciones exa-
cerbadas por el estado de inmunosupresidn, 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 informacidn actual sobre inmunosupresores en la
etapa ;rénica,no es sufic%ente para formar una opinidn
exacta en este sentido. En la etapa aguda la infeccidn
se exacerba, como se ha observado en casos fatales de

Chagas agudo provocados despue§ de tramsplantes. Esta



1

es una llamada de atencidn que obliga a controlar la in-

feccidn parasitaria al dador y receptor de drganos.

3.3 Mecanismos desarrollados por el pardsito para evadir
la respuesta inmune

La infeccidn por T.cruzi produce una respuesta inmuno
l6gica en el huésped que tiene la capacidad de agredir y
otra de destruir al pardsito pero en todos los casos el
huésped quedard infectado toda su vida, debido a que no
hay curacidn espontanea en la enfermedad de Chagas. Esta
infeccidn coexistira con una respuesta inmune operante.
Esto implicaria que ella no es completamente efectiva o
bien que el pardsito de alguna manera tiene mecanismos
para eludirla.

La capacidad del pardsito 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 antigeno-anticuerpo previa formacidn de
casquetes (caps) (88,129,182 . Muchos autores han informado
un estado de inmunosupresidn a causa de la infeccidn

(32, 162,59).
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Otro mecanismo de defensa del pardsito es la fabula-
cidén. (121 ). Ciertos componentes solubles serian libera-
dos por las formaé circulantes, para efectuar un cliva-
je de los fragmentos Fc de las inmunoglobulinas pegadas
sobre su superficie, impidiendo de esta manera la accién
de ciertos mecanismos de defensa como la lisis mediada
por complemento.

Hasta el momento no se ha demostrado variacidn anti

génica para el T.cruzi pero esta posibilidad afin no de-’

be descartarse.

CURSO DE LA INFECCION, PATOLOGIA Y PATOGENIA

4.1 Curso de la infeccidn

La enfermedad de Chagas muestra diferentes fases en
el hospedador vertebrado.

Un primer periodo, con proliferacidn de amastigotes
una vez que la forma infectante penetrd en el huésped,
la explosidn de las células infectadas y la infeccidn de
nuevas células mediante formas circulantes, sirve de
introductoria a la instalacidén de la fase aguda de la en
fermedad, caracterizada principalmente por fiebre y he-

patosplenomegalia. En algunas ocasiones se puede observar
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el "chagoma'", lesidn cutanea nodular de puerta de entrada
del parésv}to. Cuando esta via es la conjuntival puede
producirse una lesidn edematosa en el p&rpado, complejo
oftalmo ganglionar (signo de Romafia) ( 138).

La fase aguda va acompafiada por un aumento de parédsi-
tos en circulacidn generalmente detectables por los méto-
dos parasitoldgicos corrientes. En los tejidos se encuen
tran células parasitadas e infiltracidn en masa de célu-
las mononucleares. Ambo; pueden originar lesiones graves
que pueden determinar la muerte del paciente (62,133.).

Superada la fase aguda, al existir todos los mecanis
mos inmunes activados, el paciente pasa a una forma cré-
nica asintomdtica que puede durar indefinidamente o evo-
lucionar hacia la etapa crdnica sintoméatica.

La fase crdnica de la infeccidn por T.cruzi se carac
teriza principalmente por una parasitemia dificilmente
detectable y la permanencia de anticuerpos especificos
que pueden ser evidenciados por cualquier método serold-
gico. Durante este periodo se instalan lentamente las al
teraciones caracteristicas de la enfermedad crdnica: la
miocarditis chagdsica crdnica y las megavisceras intesti

nales.



4.2 Patologia y patogenia

Cuando el T.cruzi penetra en el hospedador, las pri-
meras cé&lulas invadidas son los macrdfagos. Las células
parasitadas, al romperse desencadenan fenémenos inflama-
torios inespecificos constituidos por un infiltrado ini-
cial de polimorfonucleares y..neutrofilos seguido de cé-
lulas mononucleares, que se acompaﬁa de edema.

En el periodo agudo las lesiones histoldgicas son
generalmente inflamatorias y estdn en relacidn con la
presencia de nidos de amstigotes en los tejidos, an al-
gunos casos destruidos (9).

Aunque el parasito puede encontrarse en diferentes
drganos y en el interior de cualquier célula,tiene cier-
ta tendencia a invadir miisculo esquelético o cardiaco y
actuar sobre el sistema nervioso central. Las manifesta-
cioneé clinicas mds frecuentes son miocarditis o meniygo-
encefalitis.

En pacientes que han fallecido en la etapa aguda de
la enfermedad se han -encontrado pardsitos con relativa
facilidad en la observacidn histoldgica de miocardio. Se
ha observado tambié&n que las fibras musculares estan di-
sociadas por la presencia de infiltrados mononucleares

y de edema, pudiendo encontrarse disminuidos el namero
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de ganglios del sistema nervioso autdénomo (8,131 ). Se ha
descripto tambi&n que en el periodo agudo existen lesio-
nes degenerativas del sistema nervioso autdnomo (10). En
sistema nervioso central se han encontrado focos de in-

filtrados mononucleares con afluencia de células macro-

fagicas (10,143).

En la transmisidn congénita de la infeccidn, esta
podria producirse antes del quinto mes de embarazo. Aun-
que es poco frecuente hay que pensar en una placentitis
chagdsica (18). Cuando la placenta de una paciente con
serologia reactiva para Chagas se encuentra engrosada
y pélida macroscopicamente,y microscopicamente presenta
infiltrados de cé&lulas mononucleares a nivel de vellosi-
dades y entre ellas, el trofoblasto se encuentra parcial
mente destruido y hay pardsitos en las células Hofbauer,ssto
indica la presencia de una placentitis chagdsica. Las le
siones histoldgicas en el nifio son similares a las des-
criptas en la infeccidn aguda.

En parte de los infectados aparecen las lesiones
del periodo crbnico propiemente dicho, especialmente en
el corazdén y tubo digestivo, asi se han descripto en co-
razdén, aneurisma de punta de ventriculo izquierdo como

.

consecuencia de tra stornos del sistema de conduccidn (10).

N
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Se han encontrado zonas de trombosis mural a nivel de ven
triculo izquierdo. Microscopicamente se han informado &reas
de fibrosis e infiltrados mononucleares en ausencia de pa-
rasitos,

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 patoldégico (10,172 ). Se ha descripto que
existe una distribucidn preferencial a nivel de la parté
derecha del Haz de His (8).

La destruccidn neuronal del sistema nervioso autdnomo
seria la responsable de las lesiones en el tubo digestivo,
esta destruccidn seria la causa principal de la inducciédn
de megavisceras (10,206).

La patogenia de las lesiones presentes en este perio-

do no esta afin totalmente aclarada.

MODELOS EXPERIMENTALES
El cuadro agudo de la enfermedad de Chagas es fdacil de
reproducir experimentalmente, de hecho muchos estudios

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

es mis compleja que un simple primer estado agudo, se hace
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necesario conocer y reproducir el estado crdnico. En los
iltimos afios se ha avanzado en tal sentido trabajando en
ratones, conejos, perros y primates no humanos.

El ratdén es uno de los animales que mis se ha emplea-
do y en el cual se han obtenido los mejores resultados
hasta el presente. La infeccidn aguda con la utilizacidn
de dosis adecuadas para cada cepa de ratdn 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 segiin el sexo de los animales
(32). Cuando se utilizan bajas dosis de pardsitos un por-
entaje de los animales logra sobrevivir evolucionando ha
cia la enfermedad crdnica. Existen ademds cepas de T.cruzi
que no producen mortalidad y el total de los ratones evo-
lucionan al estadio crdnico, con altas parasitemias (10,
84).

El 50% de los animales infectados con 25 tripomasti-
gotes presentan lesiones caracteristicas en miocardio
(infiltracidn mononuclear focal) generalmente predominan-
te en el atrio y en la zona atrioventricular (122).

También se ha descripto miocarditis crénica presen-
te en corazones que macroscopicamente mostraban dila-

tacidn con aneurisma de punta y con trombosis intracar-
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dfaca (10). Las alteraciones electrocardiogrdficas tam-
bien han sido encontradas en ratones infectados con ba-
jas dosis de pardsitos, cuyas principales caracteristi-
cas son alteraciones del tamafio del QRS ( 123).

A nivel de miigculo esquelé&tico los ratones presentan
lesiones mas intensas que en el miocardio. Esta miositis
se caracteriza por presentar dreas de infiltrados mononu
cleares que a través del tiempo van reemplazindose por cé-
lulas adiposas. Los nidos de amastigotes frecuentemente
han sido encontrados en misculo esquelético.

Se desarrolld un modelo experimental en conejos, lo-
grando inducir en estos animales una miocarditis crdnica
con alteraciones electrocardiogrdficas tanto por infeccidn
como por inoculacidén de una fraccidn subcelular de T.cruzi
sedimentada a 100 000 xg, obtenida de un homogeneizado de
amastigotes y tripomastigotes (208). También se han encon
trado lesiones histoldgicas compatibles con la enfermedad
de Chagas crdnica en ratas (164 ).

Los perros de pocos meses de vida son poco resistentes
a la infeccidn aguda provocada al utilizar dosis que el ani-
mal adulto resiste. El perro adulto presenta una infeccidn

sin evolucidn hacia la enfermedad crdénica, reproduciendo

algunas alteraciones electrocardiogrdficas e histoldgicas
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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 electrocardiogrdficas y lesiones
tisulares (20).

El modelo ratdn a pesar de sus limitaciones para ex-
trapolar a la enfermedad humana es probablemente el més
Gtil por su facil manejo y disponibilidad. Sin embargo es
importante continuar las investigaciones en animales superices
de interés ya por su cercania filogenética con el hombre
(mono) como por su importancia en el ciclo de transmisidn
del pardsito en las zonas endémicas (perro) (216), con el
fin de reproducir la historia natural de la enfermedad.
Estas investigaciones aportan resultados Gtiles en 1los

ensayos inmunoldgicos y terapeiiticos.

QUIMIOTERAPIA Y DIAGNOSTICO

6.1 Quimioterapia

Experimentalmente se han ensayado numerosas drogas
con efecto tripanomicida de las cuales sdlo unas pocas
han sido utilizadas en la clinica médica.

La bisquinaldina (Cruzdn) fue una de las primeras sus

tancias utilizadas en el humano, la misma fue encontrada
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activa en formas de meningoencefalitis aguda (137). Se en
sayaron derivados de las 8 aminoquinolinas, utilizadas en
el tratamiento del paludismo’, con un exito parcial (98).
.Con los compuestos arsenicales trivalentes,ﬁtiles en el
tratamiento de la Trypanosomiasis Africana,se obtuvieron
resultados totalmente negativos (81).

Derivados de los nitrofuranos parecen mostrar la ma-
yor actividad antiparasid¢aria. El nifurtimox presentd un
importante efecto tripghomicidadSJQZ{aunque investigado-
res de Argentina y Brgsil informaron resultados diferen-
tes, atribuibles probablemente a la participacidn de distin
tas cepas del pardsito en la naturaleza (38,39,51). Las
diferencias tienen también relacidn con la zona geografi-
ca, asi este fidrmaco presenta mayor efecto terapeiitico
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 cefaleas,
anorexia, pérdida de peso, transtornos gastricos, excita-
cidén, neuritis periférica, etc. Estos efectos son rever-
sibles al suspender el tratamiento.

Actualmente se trabaja sobre los efectos del nifurti-

mox sobre las células de los mamiferos. Se conoce que el
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mecanismo de acciéﬁ de la droga implica la formacidn de
radicales libres, modificacidén en las membranas celulares
(69) y alteraciones estructurales en testiculo de ratédn
.(146).

Otra droga actualmente aplicada es el nitroimidazol
(Benznidazol) altamente activa (51), del mismo modo que
la anterior con un amplio aespectro de efectos colatera-
les, eritema cutaneo urtitariante i maculoso, transtor-
nos hematopoyéticos,atc.

No existe hasta el momento una quimioterapia ideal,
aunque, en los casos de infeccidn aguda tanto el nifurti-
mox como el benznjdazol producen un blanqueo parasitolé-
gico y negativizacidn de la serologia. En la etapa crdni-

ca se aconseja cautela en su uso.

6.2 Diagndstico
El diagndstico parasitoldgico de la enfermedad de

Chagas en su etapa aguda se efectlia mediante té&cnicas sen
cillas de busqueda del pardsito en circulacidn, gota grue-
sa, Strout (201), o bien por medio de técnicas como el
xenodiagnéstico (53,58,134) o el hemocultivo (2,64, 160)
ambos con alta sensibilidad. Esta etapa de la infeccidn

se caracteriza por presentar un alto nivel de fiormas cir-

culantes del pardasito y baja cantidad de anticuerpos es-
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pecificos, por esfa razén los métodos parasitoldgicos
son de gran utilidad.

En la etapa crdnica de la infeccién los nivelss de
.parasitemia disminuyen a valores en la mayoria de los
casos no detectables. En este caso el diagndéstico para-
sitoldgico sb6lo podria limitarse al xenodiagndstico y
hemocultivo con una sensibilidad no mayor al 50% en am-
bas pruebas. En cambio la‘serologié se convierte en 1la
forma mds certera de diagndstico de laboratorio en esta
etapa. Actualmente se emplean técnicas como la inﬁunoflug
rescencia (IFI) (5) o ensayos inmunoenzimiticos (ELISA)
(198 ), fijacidn de complemento (FC)(91), hemaglutinacidn
indirecta (HAI) y aglutinacidn directa (AD) 7 213), que
muestran una alta sensibilidad en la deteccidn de anti-
cuerpos especificos. La reaccién de IFI y AD que utili-
zan antigenos de superficie del'parésito, son las que a-
parecen reactivas mds precozmente, en el curso de la in-
feccidn.

La sensibilidad de las reacciones seroldgicas oscila
entre un 95 y 100% y su especificidad es alta, salvo que
se evalien sueros de pacientes que padecen alguna otra

tripanosomiasis o leishmaniosis.
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7. ANTIGENOS DE T. CRUZI.
7.1. Generalidades.

Observando el ciclo de vida del T. cruzi podemos
pensar que la composicidn antigénica de este protozoario
debe ser compleja y que muchos de sus componentes forman
parte de la interaccidn del par8sito con el medio donde
se encuentra. Es fdcil pensar que la membrana del par&si
to juega un papel fundamental en este sentido. Por esta
razdén ha sido objeto de numerosos estudios morfoldgicos,
bioquimicos e inmunoldgicos.

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 .correspondien
tes a esos picos son antigénicamente diferentes, durante
el curso de la infeccidn (57 ). Esta variacidn antigénica
en la membrana del pardsito podria ser un mecanismo de
evasidn del mismo a la respuesta inmune del huesped.

Hasta el presente no se ha observado variacidn
antigénica de T. cruzi, es mds, en numerosos estudios se
informa gque no habria (194).

Los primeros estudios sobre antigenos se desarro

llaron tratando de caracterizar distintas cepas de T.
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cruzi y se ha informado la existencia de diferencias an
tigénicas en este sentido ( 83 ,109,152 ), aunque hasta
el momento no se ha podido establecer perfiles relacio-
nables con la distribucidn geogr&fica de tipos clinicos
producidos por los diferentes aislados del pardsito;
la posibilidad que estos aislados estén formados por
muchas poblaciones diferentes fu& explorada en varios
aspectos (71 ).

Muchas infecciones por protozoarios incluyendo
T. cryzi muestran la presencia de antigenos circulantes
(12 ,90 ,65 ) y algunos autores han informado 1la presen
cia de estos exoantigenos en infecciones agudas experi-
mentales ( 12,32 ) y demuestran que algunos podrian ser
capaces de inducir inmunoproteccidn ( 90 ,102 ). Es posi-
ble que los exoantigenos sean anflegos a los antigenos
liberados por células infectadas cuando ellas provocan
la liberacidn de los trypomastigotes (165 ). Muchos com-
ponentes y complejos moleculares han sido hallados como
antigenos solubles ( 12 ,90 ) y algunos estudios demos-
trarian que ellos provienen de la superficie del pard-
sito.

La superficie del T. cruzi como la de l1a mayoria

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 8cido sidlico y todas han aglutinado al menos
una forma del pardsito.

Un conjunto de glicoproteinas y un glicolipido
fueron aislados de epimas;igotes por extraccidn fenoli-
ca ( 6,7 ). El andlisis de la fraccidn glicolipidica
mostrd una variedad de componentes incluyendo lipidos,
fésforo, bases \esiinganinas), carbohidratos y aminodci-
dos ( 63 ,127 ,126). El1 complejo de glicoconjugados esta-
ba fermado por tres glicoproteinas de distinta movili-
dad electroforética. Estos estudios fueron realizados
en la cep Y. Algunas fracciones subcelulares de epimas-
tigotes de la cepa Tulahuén tambi&n mostraron la misma
composicidn en glicoconjugados (173). Fracciones de epi
mastigotes de la misma cepa, atenuada en su infectivi-
dad por sucesivos pasajes en medio de cultivo mostraron
algunas diferencias con respecto a lj original,; en este
sentido (128 ).

Las glicoproteinas encontradas parecen no con-

tener aminodcidos aromiticos y no.se marcan in vivo o
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in 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 inmunoproteccidn en
ratones utilizando un extracto fendlico (191),sin embar
go no se tiene informacidn acerca de los efectos de los
glicoconjugados purificados, en este sentido. Se demos-
tr6 que aquel extracto crudo cuando era utilizado en
altas concentraciones era tdxico para los ratones inmu
nizados (191 ).

Snary en 1979 obtuvo una glicoproteina presente
en las tres formas del pardsito. Amastigotes, tripomas-
tigotes y epimastigotes de la cepa Y, marcados con 1251.
lisados y cromatografiados en columna de lectina de Lens
culinaris ligada a agarosa, mostraron tener en sSu super-
ficie una glicoproteina de peso molecular 90 KD. Este
glicoconjugado seria invariable y antigénico e inocula-
do a ratones en presencia de adyuvantes, mostrd una pro-
teccidn parcial. En suero de pacientes con estadio crd-
nico de la enfermedad, se demostrd la presencia de anti-
cuerpos contra esta glicoproteina ( 193,196 ,197 ).

Nogueira y col. han encontrado en tripomastigo-

tes sanguineos la misma glicoproteina de 90 KD, retenida
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por Concanavalina A ligada a agarosa, con un punto
isoeléctrico de 5.0, que justificarfa la considerable
carga negativa de los tripoméstigotes, los autores
también demostraron que sueros de pacientes crdnicos
fueron capaces de precipitarla ( 149)y han propuesto
que la misma seria respoﬁsable de propiedades antifa-
gocfticas de las formas circulantes sangufneas (149).

Otra glicoproteina especffica 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 marcacidn , retencidn por Con A-agarosa y precipi-
tacidn por suero -similares a la glicoproteina princi-
pal de peso molecular 90 KD. Estas dos glicoproteinas
son producto de genes diferents, pues presentan mapas
peptidicos (por digestidn con tripsina y quimiotripsi-
na) diferentes y no tienen reacfividad inmunoldgica cru
zada (149).

Snary y col. en 1981 aislaron una glicoproteina
de peso molecular 72 KD e§pecifica de epimastigotes,
empleando anticuerpos monoclonales, probablemente la
misma identificada por Nogueira (149). Este compuesto
indujo una inmunoproteccidn en ratones los cuales fueron

desafiados con formas metaciclicas

) pero no fueron pro
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tegidos los animales desafiados con formas sanguineas
( 193,195 ).

El hecho que los antigenos 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 inmundgeno Gtil para ser utilizado como vacu
na.

La purificacidn de estructuras ligadas a la mem
brana plasmidtica ha sido encarada por distintos métodos
(66 157 185 190 ) pero aln no han sido fraccionadas y puri-
ficadas para encontrar sus componentes inmunologicamente
activos. La fraccidn flagelar proveniente de un fraccio-
namiento por centrifugacidn diferencial y ulterior puri-
ficacidén en un gradiente de densidad de sacarosa por
ultracentrifugacidn, de un homogeneizado de epimastigo-
tes (Tulahué&n) rotos por presidén y descompresidn mostré
propiedades inmunoprotectoras en ratones luego del desa
fio con formas sanguineas circulantes (187 ,190 ). Una
fraccidén de membranas purificadas por el mismo método
mostrd menor efectividad que la fraccidn flagelar (190 )
lo cual podria.deberse a una diferente presentacidn de
los antigenos al sistema inmune m8s quecuna real diferen

cia en la composicidn de ambas fracciones. Otras fraccio
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trifugacién diferencial, mostraron caracteristicas in-
munogénicas, bioquimicas y ultraestructurales diferentes
entre si. El sedimento de 105 000 x g presentd todos los
glicoconjugados obtenidos en la cepa Y por extraccidn
fen8lica (173).

Afchain y col. identificaron una serie de anti-
genos por inmunoelectroforesis usando sueros hiperinmu-
nes de conejo contra epimastigotes (3 ). Una de las 1li-
neas de precipitacidn producidas en el gel fué utiliza-
da para inmunizar conejos. Los antisueros ob-
tenidos fueron utilizados para purificar antigenos de
superficie de T. cruzi y no presentaron reactividad cru
zada con otros trypanosomatidos,incluyendo varias cepas
de leishmania ( 3 ).

El tema de purificacidn de antigenos de T. cruzi
ha sido encarado por muchos autores con distintos obje-
tivos. Por un lado es conocida la necesidad de contar
con antigenos especificos del par8sito, que permita un
mejor diagndstico seroldgico. Muchas infecciones provo-
cadas por otros trypanosomatidos incluyendo leishmanias
inducen anticuerpos en el huesped que son capaces de reac

cionar contra T. cruzi y viceversa, desde el momento

A}
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que hay una gran cantidad de antigenos compartidos
entre estos pardsitos ( 82 ). Por otro lado se co-
noce la capacidad de ciertos antigenos de evocar una
respuesta autoinmune en ausencia de infeccidn ( 210 ),
y otros involucrados en la induccidn de resistencia
del huésped a la misma.

Los mecanismos involucrados en la induccidn de
patologia por estos antigenos afin se desconocen aun-
que hay informaciones que aseguran la activa parti-
cipacidn del sistema inmune en la formacidn de la
misma ( 56 ).

Una probable reaccidn cruzada entre T.cruzi y
tejidos de corazdn y nervioso de mamiferos fue ob-
servada en pacientes chagisicos (56,167 ). Los auto-
res relacionaron la presencia de anticuerpos invo-
lucrados en esa reactividad cruzada con la instala-
cidn de la patologia crdnica de la enfermedad de
Chagas. Scott y col. demostraron que no habia iden-
tidad entre la glicoproteina de peso molecular 90 KD
purificada por Smary y el antigeno reconocido por un
anticuerpo monoclonal proveniente de T.cruzi, que tu

vo reaccidn cruzada con neuronas de mamifero (196,183).
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Las técnicas de produci_Sn de hibridomas.( 117 ),
que han sido utilizadas con &xito en la produccidn de
anticuerpos monoclonales para el estudio y purifica-
cibén de antigenos protectores de Malaria (219,75) pueden
representar un camino alternativo en el conocimiento
de los antigenos del T.cruzi, y mediante estas técnicas
de purificacidn lograr separar aquellos componentes del

parisito responsables de la agresidn y proteccidn.

7.2 Inmunoproteccidn experimental

La posibilidad de obtener proteccidn contra T.cruzi
ha sido estudiada por diversos autores y con variados
resultados. El uso de pardsitos vivos atenuados, muertos,
fracciones subcelulares, macromolé@culas y otros flage-
lados anilogos, han sido el fundamento de todos los es-
tudios, utilizandolos como elementos para proteger ex-
perimentalmente animales ante un desafio de formas vi-
rulentas del pardsito.

Distintos inmunégenos han sido empleados con refe-
rencia a este tema: podemos agrupar a estos en tres gran-
des categorias: pardsitos vivos, pardsitos enteros muer-
tos y homogeneizados 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 (140,141 )
inmunizd huéspedes vertebrados con formas de cultivo
provenientes de una cepa de T.cruzi atenuada mediante el
pasaje sucesivo del pardsito en cultivo (PF). De este
mismo modo se logrd obtener una linea no infectiva de

la cepa Tulahuén (189 ), sus efectos inmunizantes fue-
ron ensayados en ratones comn un alto grado de proteccidn
(37 ); sin embargo esta cepa recobrd la infectividad
mediante su pasaje en sangre (189). Varios grupos han segui
do esta linea d; investigacidn para obtener una posible
vacuna. El hecho que se pueda inducir una activa infec-
cidn por la inoculacidn de organismos con virulencia re-
sidual y la posible recuperacidn de esta, en aquellos
supuestamente atenuados torna discutible y desaconseja-
ble la obtencidn de una vacuna por esta via (15,16).

Se han empleado también pardsitos con alta virulen-
cia inyectando dosis subletales y cepas virulentas con
tratamiento paralelo del huésped con tripanomicidas. El
conocimiento actual sobre estos fdrmacos y sus efectos
tornarfan dificil la prosecucidn de esta linea de traba
jo ( 713,74 ).

En el grupo de pard8sitos 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 comprobado por 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 actinomicfna D retenian la movilidad de
los pardsitos y se inhibia su multiplicacidn y dife-
renciacidn. Con pardsitos asi tratados inmunizd ratones
que tuvieron una proteccidn parcial ante el desafic
con T.cruzi (73,74).

Trypanosomdtidos monogenéticos que aparentemente
presentaron una reaccidn cruzada con antigenos prove-
nientes de T.cruzi, tambi&n protegieron ratones.

Johnson y col. en 1963 (102) y Pereyra y col. en

1977 (157 ) utilizaron Crithidia fasciculata y Souza

y col. en 1971 y 1974 ( 202 ) aislaron un flagela-

do Herpetomonas samuelpessoai obteniendo proteccidn
en ratones. Los mismos autores informaron otras ex-
periencias con resultados negativos.

Muchos autores usaron formas de cultivo muertas

por agentes quimicos tales como el merthiolate (147),
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formaldehido ( 95 ) y perclorato de sodio (111), como a-
gentes inmunizantes. Todos ellos han comunicado sdlo u-
na proteccidn parcial. Hanson y'col. en 1976 ( 94 ) uti-
lizaron pardsitos irradiados como vacuna en ratonesob-
teniendo sdlo una baja proteccidn de los mismos.
Mejores resultados fueron obtenidos con vacunas de
parisitos desintegrados y fracciones del mismo. Goble
y col. en 1974 ( 82 ) obtuvieron un notable aumento de
la sobrevida de los ratone inmuniz;dos con parésitos
rotos con sonicador. Neal y col. en 1977 (148 ) obtuvie-
ron similares resultados al utilizar homogeneizados pro
venientes de una ruptura mediante congelamiento y des-
congelamiento. En 1968 Gonzalez Capa y col. (88 ) y Se-
gura y col. en 1977 (180), utilizaron formas de cultivo
rotas por presidn y descompresidn, para inmunizar rato-
nes, obteniendo proteccidn en los animales. En estos ex
perimentos se demostrd que la mayor presidn desnaturali
zaba los antigenos protectores. Variando la presidn u-
tilizada durante la ruptura de los pardsitos se obtuvie
ron preparaciones con diferente grado de actividad. A-
si, utilizando una presidn de 3000 kg/cm2 el homogenei-
zado total de los epimastigotes protegid al u43% de los

3 - 2
ratones. Cuando el homogeneizado se prepard a 1200 kg/cm
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sobrevivid el 73% de los animales, y al usar 600 kg/cm2

la proteccidn fue del 92%. Esto indicd que altas pre-
siones abolfan la actividad protectora. E1 homogeneiza-
do preparado a 600 kg/cm2 disminula su capacidad protec
tora si se lo inoculaba cuatro horas después de su pre-
paracidn mientras que si se rompia a 1lu40 kg/cm2 se con-
servaba &sta por encima de las 12 horas ( 88).

Actualmente se esta trabajando en la obtencidn de
ciertas proteinas de membrana de T.cruzi y algunos au-
tores han efectuado planes de inmunizacidn de ratones.
observando una sobrevida de los animales inoculadcs
con este tipo de glicoconjugados (197).

La presunta existencia de una reaccidn cruzada en-
tre los antigenos de T.cruzi y tejidos del huésped, de-
muestran la importancia de investigar inmundgenos no
constituidos por pardsitos enteros o extractos totales.
El estudio de fracciones subcelulares que podrian pro-
teger ante un desafio,no dando efectos de autoinmunidad
apareceria como un cam;no alternativo en este sentido.
En 1977 Segura y col. demostraron que la fraccidn flage-
lar proveniente de un fraccionamiento por centrifuga-
cidn diferencial y posterior purificacidn por gradien-

tes de densidad producia una alta proteccidn en ratones
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ante el desafio de formas sanguineas virulentas.

Cuando las fracciones subcelulares se evaluaron
en cuanto a su capacidad de evocar una respuesta in-
munoprotectora en ratones, se observd que la fraccidn
que sedimenta a 1000 x g mostrd la mayor proteccidn
de los animales, conjuntamente con el homogeneizado to-
tal como es de esperar.

Estos resultados llevaron a profundizar m3s el es-
tudio de esta fraccidn, es asi que fue sembrada en un
gradiente discontinuo de sacarosa, qQue fue ultracentrifugado
a 90 000 xg. Los autores obtuvieron tres bandas y un
precipitado, y al estudiarlos por microscopia electrdnica
observaron que la banda 1 estaba compuesta por membra-
nas y los flagelos del pardsito, la banda 2 por mem-
branas, la banda 3 por nficleos y restos celulares y
el precipitado por cinetoplastos (184,190). Cuando se
ensayaron estas bandas en pruebas de inmunizacidn se
obtuvd que la banda enriquecida en flagelos mostrd los
mayores porcentajes de proteccidn. Se realizaron estu
dios a fin de evaluar nfmero de dosis, proteinas su-
ministradas para optimizar la inmunizacidn (88,190.

Gonzalez Capa y col. determinaron en 1980 que sue-

ros de ratones inmunizados con la fracion flagelar no
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tenian actividad l1itica sobre tripomastigotes sangui-
neas. (85 ), esto indicaria que al menos en estos ani-
males no habria relacidn entre la respuesta inmuno-
protectora y la actividad litica de los anticuerpos
involucrados ( 85 ). Hajos y col. en 1982 aislaron
mediante inmunoadsorcidn a partir de la fraccidn flagelar
anticuerpos provenientes de pacientes crdnicos huma-
nos. Estos resultados contrastan con los obtenidos en
ratones sobre la participacidén de la respuesta inmune
humoral ( 93 ). .

Con el mismo enfoque de anadlisis de los antigenos
de T.cruzi a través de las fracciones subcelulares
Kaneda y col. en 1973 (108 ) demostraron que una frac-
cidn ribosomal (150 000 xg) tendria propiedades inmu-
nizantes. Sin embargo esta fraccidn es una de las que
produjeron lesiones tisulares y alteraciones electro-
cardiogrdficas en conejos (208). Tambi&n se comprobd que
no sdlo la fraccidn microsomal de T.cruzi produce le-~
sidn sino también la de otro flagelado tiene efectos

similares (C.fasciculata) (104 ).

Es importante hacer notar que una vacuna ademéds
de no ser infectante debe conferir proteccidn total al

huésped torndndolo inmune a la infeccidn por T.cruzi.
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Las vacunas que inducen infecciones atenuadas y confie-
ren una proteccidn parcial no serian Gtiles para comba-
tir la enfermedad y no recomendables en la actual fase
de los conocimientos. No hay ninguna demostracidn de
que una infeccidn chag8sica que se instale sin curso
detectable no provoque manifestaciones clinicas tar-
dias de la enfermedad. Una vacuna que confiera protec
cidn parcial permitiendo la instalacidn de una infec-
cidn crdnica desde el comienzo, se contrapone con uno

de los principales objetivos de la inmunoproteccidn

que es el control de la enfermedad, ya que mantendria
importantes focos de infeccidn en la cadena epidemio-
l6gica. Por esto se puede decir que una simple sobre-
vida de los animales no es,de ninguna manera, indicio
de proteccidn contra la enfermedad de Chagas, y estas
investigaciones deberian acompafiarse con estudios his-
toldgicos, electrocardiogrdficos y parasitoldgicos a
largo plazo. Para ello es fundamental contar previa-
mente con buenos modelos experimentales crdnicos que

reproduzcan la evolucién de la enfermedad del humano.
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Los objetivos de este trabajo fueron:

Investigar los afectos agreéivos y protectores que produ-
ce la inmunizacidn con fracciones subcelulares de epimas-
tigotes de T.cruzi sobre el ratdén, ya sea por si solas o
cuando los animales, después de la inmunizacidn reciben

un desafio de paridsitos infectantes.
L]
Gracterizar bioquimicamente a la fraccidn flagelar capaz

de evocar una respuesta inmunoprotectiva, frente a la in-

feccidn por T.cruzi én animales de experimentacidn.

Conservar las propiedades de esta fraccidn, mediante su

liofilizacidn.

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 Tulahuén utilizado en este trabajo fué aislado de
un triatomino en Chile en 1945 (161) y ha sido conservado mediante
pasajes en animales y medio de cultivo. En nuestro laboratorio la li
nea de cultiv;?¥2aislada de ratones mediante el empleo de un medio
de cultivo bif@sico compuesto de dos fases:; una liquida y otra sdlida.
La fase liquida contiene 2.8 gr % p/v de infusién cerebro-corazén (Difco)
y 1 % p/v de glucosa, la fase sblida contiene 1.5 % de agar, 1.3 % de
agar nutritivo (Dife)0.8 % NaCl y el agregado de 2 % de sangre desfi
brinada de conejo.

También se mantiene por sucesivos pasajes en ratones de 30 gr
y de 60 dias de edad, con un indculo por vez de 300.000 pardsitos por
ratén. Estos animales infectados hacen un pico de parasitemia entre los
10 y 12 dias post-infeccidn, cuando se produce su muerte.

5x10° (5 DL50) pardsitos 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 dias. Cuando se 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 dias post-inoculacidn.

Se han utilizado en este trabajo dos medios de cultivo bifdsi-

co: uno de mantenimiento y otro de recoleccidén de los pardsitos, la
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diferencia entre ambos es que en el segundo la fase s8lida no contiene
sangre defibrinada de conejo.

Erlenmeyers conteniendo 30 ml de fase sdlida son autoclavados
a 0.5 atmbésferas durante 20 minutos, cuando el medio se enfria a 50°C
se agrega esterilmente la sangre de conejo, en el caso de la prepara-
cién del medio de mantenimiento. Veinticuatro horas despu@s de manteni
dos los erlemmeyersa 37°C como prueba de esterilidad, se les agrega
5 ml de fase liquida conteniendo entre 0.4 y l&xlo6 pardasitos 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 mdximo a los sie
te dias, tiempo en el cual los pardsitos son repicados. El pasaje a me-
dio de recoleccidn se efectud mediante la transferencia a &ste en la
fase liquida de 0.4 a ux166 pardsitos por ml, en un volumen igual al
empleado para los repiques en el medio de mantenimiento. En este medio
los pardsitos alcanzan su maximo punto de crecimiento a los cinco dias
post-siembra, tiempo al cual se efectfia la coleccidn de los mismos. El
cultivo muestra un 99 % de formas epimastigotes con un 1 % de tripomas-
tigotes.

Previamente a la recoleccién del material se observd cada er-
lenmeyer individualmente, descartando cualquier tipo de contaminacidn
ya sea macroscdpica o microscdpica (microscopia dptica). Del mismo modo

se evalud el estado de los parisitos desde el punto de vista de su mor-



62

fologia descartando cualquier alteracidn.

La recoleccidén de los pardsitos se efectud recogiendo los
sobrenadantes (fase liquida) y lavando el agar con una solucidn de
0.25 M de Sacaurosa y 5 mM de KC1 (SKS). Los pardsitos fueron lavados
en la misma solucidn, por sedimentacidn mediante centrifugacidn a
5000xg durante 20 minutos en una centrifuga refrigerada (Sorvall RC
5B, Du Pont Instruments, Newtown USA) a 4°C, tres veces. El precipi-
tado final obtenido se resuspendiq 1:10 p/v en gKS y se conservd a
4°C hasta el momento de la ruptura.

1.2. Ruptura de los parasitos.

Los pardsitos fueron rotos por presidn y descompresidn utili-
zando un desintegrador Sorvall-Ribi (I.Sorvall Inc. Connecticut, USA).
El procedimiento se llevé a cabo a 4°C en todas las etapas. Se compri-
mid la suébensién de pardsitos a 140 Kg/cm2 y la camara de ruptura fué
saturada en una atmdsfera de N2 con una velocidad de paso de 2.5 ml del gas/
min. En estas condiciones los pardsitos son deéintegrados y la obser-
vacidn al microscopio electrénico muestra una buena conservacidén de
estructuras relacionadas con membranas nuclear y plasmitica (184).

1.3. Obtencidn de la Fraccidén flagelar.

El homogeneizado proveniente de la ruptura por presidén y des-
compresidn, fué centrifugado a 1000xg durante 15 minutos a 4°C en un
rotor Sorvall HB4. El sedimento fué resuspendido 1:5 p/v y sembrado

en un gradiente discontinuo de sacarosa -5mM KCl. El gradiente fué
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preparado en tubos de polialomero de 34 ml de capacidad (Beckman,
C326825, Beckman Instruments, Inc. California, USA) utilizando tres
diferentes molaridades de sacarosa: 2.2, 1.9 y 1.53 M. El gradiente
recibid una.siembra de 2 ml y se centrifugd durante 60 minutos a
90000 xg a 4°C, en un rotor Beckman SW 25.1, en una ultracentrifuga
preparativa Beckman L5 65B (Beckman Inst. California, USA).

Se obtuvieron las siguientes fracciones: un precipitado que
atravesd la capa de 2.2 M compuesto por cinetoplastos, una banda
frenada por la molaridad 2.2 constituida por niicleos 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), denominada flagelar (F).

1.4. Obtencidén de la fraccidén Microsomal y Citoplasmitica soluble.

El esquema del fraccionamiento subcelular se muestra en la
Fig. 1. Del sobrenadante de la centrifugacidn a 1000xg se partid para
la obtencidén del resto de las fracciones subcelulares. Las centrifuga
ciones (Centrifuga Sorvall RCSB) a 5000 y 11500xg se realizaron en un
rotor Sorvall HB4 y la de 30000xg usando un rotor Sorvall SS34. La cen
trifugacidn a 105000xg se realizd en un rotor Beckman T.40, utilizando
una ultracentrifuga preparativa Beckman L565B.

La observacidn por microscopia electrdnica indicd que el precipi-
tado de 105000xg denominado microsomal (Mc) contenia reticulo endoplds-

mico, polirribosomas, membranas rugosas, ribonucleoproteinas y fragmen-
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tos de membrana plasmitica. La fraccidn soluble llamada citoplasmitica
soluble o citosol, contenia todos los componentes celulares no ligados
a fracciones particuladas (72).

Una vez obtenidas, las fracciones fueron lavadas 2 veces con
SKS a igual fuerza centrifuga que la utilizada durante su obtencién,
luego pesadas y nuevamente resuspendidas 1:5 (p/v).

1.5. Conservacidn de la fraccidn flagelar por liofilizacidn.

Para la conservacién de la fraccidn flagelar se procedid en pri
mer lugar a dializar el materia;, para disminuir la concentracién de
sacarosa, contra agua destilada o 0.15 M de N;Cl durante dos o tres ho-
ras respectivamente hasta alcanzar una concentracidn de 0.25 M de Saca
rosa, controlada por refractometria ( equipo LCC, Lab. Crudo Camafio)
Para su liofilizacidn, el congelamiento de las ampollas se efectud me-
diante el uso de una mezcla refrigerante carbdnica, con un gradiente
de temperatura de aproximadamente 3°C por minuto, con una rotacidn cons
‘tante sobre su eje longitudinal para favorecer el congelamiento en una
fina capa alrededor de las paredes de la ampolla. La liofilizacidn se
llevd a cabo en volimenes de 0.5 ml, en ampollas colocadas en un acceso
rio multibocas de un equipo LARK 2 (FIC Buenos Aires, Argentina), duran
te 2 hs.

La fraccidn flagelar si es congelada y descongelada rapidamen-
te antes de su liofilizacidn pierde en parte sus propiedades de inducir

resistencia contra la infeccidn por T. cruzi, esto ha sido aprovechado
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-para utilizarlo como inmundgeno capaz de mostrar la actividad de un
adyuvante.
1.6. Adyuvantes utilizados en los trabajos de inmunoproteccidn ex-
perimental.
En este trabajo se utilizaron cuatro tipos de adyuvantes:Cory-

nebacterium parvum (Cp), cepa CN6134 (Wellcome Research Laboratories,

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

Malbran, Buenos Aires, Argentina),® Bacille Calmette Guerin (BCG), ce-
pa 1173P2 (Instituto Malbrédn, Buenos Aires, Argentina), Adyuvante In-
completo de Freund (AIF), (Difco Laboratories,Detroit, Michigan USA)
y Saponina (Quillaia) (Sigma Chemical Co., St. Louis MO. USA)

1.7. Preparacidn de Hjperinmunosueros.

Lo§ sueros hiperinmunes contra las fracciones Flagelar, Micro-
somal y Citoplasmitica soluble se prepararon en conejos (156). Cada
animal recibid 10 mg de proteinas en un volumen de 1 ml e igual canti-
dad de adyuvante completo de Freund (ACF). Se aplicd sobre el lomo del
conejo 20 inoculaciones subcutdneas de 0.1 ml de la emulsidén dispuestas
en dos hileras de 15 cm de longitud cada una y separadas a una distan-
cia de 3-4 cm entre si. Los animales recibieron tres dosis cada veinte
dias, alternando el sector de lomo en cada inoculacidn. Veinte dias des
pués de la Gltima inoculacidn los conejos recibieron una hiperimmuniza-
cidén por via intraperitoneal de 20 mg de proteinas sin adyuvante. Al ca

bo de seis dias se efectud una sangria de prueba y en caso .de presentar
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alto titulo de reactividad ante su antigeno homdlogo comprobado por in

munodifusidén en agar, los animales se sacrificaron sangrandolos por

puncidn cardiaca. De la sangre una vez coagulada, se separd el suero.
1.7.1. Adsorcidn de los antisueros.

Un mililitro 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 mismo tiempo. Tambi&n se reservaron antisueros sin adsor
ber. Todos los hiperinmunosueros fueron adsorbidos con albii-
mina bovina, para evitar reacciones inespecificas en las pruebas de re-
actividad antigénica sobre papel de nitrocelulosa bloqueado con esta

proteina (ver punto 3 de ‘este trabajo).

2. CARACTERIZACION DE LA FRACCION FLAGELAR.
2.1. Andlisis electroforético de la fraccidn.

Para caracterizar la fraccidn flagelar, en este trabajo se em-
pled electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de un deter-
gente anidnico, dodecil sulfato de sodio (SDS). Se utilizd un gel
formado por 10 % p/v de acrilamida utilizando 5 % p/v de acrilamida como
gel de concentracidn. Se utilizd como buffer de corrida 25 mM de Tris
(hidroximetil) aminometano (TRIS), 192 mM de Glicina y 0.1 % p/v de SDS
con un pH 8.3.

Tanto el gel de corrida como el de concentracidn se prepararon

con buffer TRIS HCl, pH 8.8 y 6.8 respectivamente. La polimerizacidn
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del gel se realizd utilizando N.N.N'.N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED)
como iniciador de la reaccidén y persulfato de amonio como catalizador.

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 BRL 1070 Modelo V161 (BRL Bahesda Research Laboratories
Inc. USA) y como fuente de poder un rectificador biestable de Laborato-
rios Crudo Camafio (Cientifica Comercial Argentina, Bs. As., Argentina).

Antes d%la corrida propiamente dicha se realizd una electrofo-
resis previa aplicando una intensidad de corriente constante de 25 mA
durante 4 horas a 4°C. La corrida del material se realizd utilizando
7 mA durante 17 horas en clmara fria a 4°C, con un voltaje inicial de
100 volts. Cada canal en la placa de gel de poliacrilamida recibid una
siembra de 100-150 microgramos de proteinas totales.

El material ajustado a la concentracidén deseada con buffer TRIS
HC1 pH 6.8 recibid un tratamiento de 30 minutos a 37°C y ebullicidn en
bafio a 100°C durante 2 minutos, en presencia de 2 $ p/vde SDSy 1 %
v/v de B-mercaptoetanol. Luego de este tratamiento las muestras fueron
sembradas en el gel con 5 % de glicerina y 0.1 % de azul de bromofenol
como indicador del frente de corrida. En ningiin caso el volumen sembra-
do superd los 200 microlitros.

En cada experiencia se corrid paralelamente marcadores de peso
molecular: albimina bovina (SAB), ovoalbumina (OV), pepsina (Peps),

Trypsinogeno (Tryp), lactoglobulina (BLG) y lisozima (Lis), (100 micro
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gramos de Dalton Mark VI MW SDS 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. Andlisis del gel de poliacrilamida.
2.1.1.1. Coloracidn para proteinas con azul de Coma-
ssie.

Una vez terminada la corrida electroforética
el gel fué sumergido en 0.25 % p/v de azul de Comassie en una solucién
al 45 % v/v de metanol y 9.2 % v/v de dcido acético glacial, durante
ocho horas a temperatura ambiente. La decoloracién del gel, luego de
este tiempo, se realizd por sucesivos lavados con una solucién al 5 %
v/v de metanol y 7.5 % de Acido acético glacial.

2.1.1.2. Coloracidn para glicoproteinas.

Los geles fueron coloreados para el estudio de
glicoconjugados mediante tincidn con reactivo de Schiff previo trata-
-miento con &cido periddico. Una vez terminada la corrida la porcidn del
gel destinada para este fin fué sumergida en solucidn fijadora formada
por 40 % v/v de Etanol, 5 % de 3cido acético glacial, durante una noche,
posteriormente el gel se colocd en contacto con 0.7 % p/v de &cido pe-
riddico en 5 % v/v de dcido acético, durante 2 horas, luego se realiza-
ron varios lavados con 0.2 % p/v de metabisulfito de sodio en 5 %

v/v de dcido acético. Finalmente el gel se tratd con fucsina basica al

0.4 % en una solucidén al 0.8 % de metabisulfito de sodio y 1 % v/v de
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HC1l concentrado, previamente decolorada con carbdén activado.
2.1.1.3. Las.coloraciones fueron graficadas por den-

sitografia en un equipo espectrodensitdgrafo Crudo Camafio Modelo C
(Laboratorios Crudo Camafio, Buenos Aires, Argentina) utilizando una
ranura de 0.2 mm y una zona de monocromacién de 2 mm.

2.2. Analisis quimico y enzimdtico.

La concentracidén de proteinas en la fraccién flagelar

y fracciones subcelulares se determind por el método de Lowry y col.
(132), usando como testigo seroalbimina bovina.

Se determind la actividad de las enzimas ATPasa sensible a
oligomicina, como marcador de membrana interna mitocondrial ( 79 );

hexoginasa, como marcador de glicosomas (103); y adenilato ciclasa

(170,175),como marcador de membrana plasmitica.

3. REACTIVIDAD ANTIGENICA FRENTE A HIPERINMUNOSUEROS.

Los diferentes componentes antigénicos de la fraccién 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, Microsomal y ci-
toplasmitica soluble. La té&cnica consistid en transferir las distin-
tas proteinas del perfil electroforético a una plancha de papel de
nitrocelulosa de 02 m (Nuclepore Cellulosic, Commerce Circle, Plea-

santon, USA), por corriente, utilizando una intensidad constante de
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200 mA y 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 consistié en 25 mM de TRIS, 192 mM de Gli-
cina y 20 % v/v de metanol.

Luego de separar un tira de papel para ser revelada por colo-
racidn para proteinas con 0.1 % p/v de amido Schwartz en 45 % v/v de
metanol y 10 % v/v de &cido acético, la plancha se bloqued con 3 %

p/v de alblimina bovina en TRIS-HC1l 10mM y 0.9 % p/v de NaCl, durante
1 hora a temperatura ambiente. La albimmina bloquea todos los grupos
nitrados no ocupados por los antigenos transferidos.

Distintas tiras de papel fueron incubadas con cada antisuero
adsorbido, el que fué diluido 1:100 en TRIS-HC1l 10 mM, 0.9 % NaCl,
durante 1 hora a 37°C. Concluida la incubacién las tiras de papel fue
ron lavadas exhaustivamente en el mismo buffer en presencia de 0.05 %
v/v de Polioximetilen sorbitan monolaurato (TWEEN 20), 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
Diagndéstica, Helsinki, Finland), diluido 1:100 en el buffer descripto
para la incubacién de los antisueros.

Luego de varios lavados en TRIS-HC1-TWEEN, las tiras se revela-
ron con el sustrato de la enzima peroxidasa, diaminobencidina, en pre-

sencia de peroxido de hidrdgeno. Las bandas se observaron con el color
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caracteristico de la diaminobencidina oxidada ( 207)

4. EXPERIENCIAS DE INMUNOPROTECCION
4.1, Animales.

Se utilizaron ratones machos de las cepas BALB/c y SWISS endo-
criados de 21 dias de edad provistos por la Seccidn Bioterio del Depar
tamento de Radiobiologia de la Comisidn Nacional de Energia Atdmica
(Buenos Aires, Argentina). .

4.2. Estudios anatomopatoldgicos.

Los animales muertos por efectos de la infeccidén por T. cruzi
o aquellos sacrificados para los distintos estudios segiin los esquemas
experimentales fueron desvicerados y sus Srganos fijados en formaldehi
do al 10 % en buffer de fosfatos pH 7.4 , luego fueron deshidratados en
alcohol utilizando, concentraciones crecientes y embebidos en parafina.
Cortes de 5 micrones de espesor fueron obtenidos en un micrdétomo Leitz 1207
(Leitz, Alem. ) y luego tefiidos con hematoxilina-eosina y tricrdmico
de Masson.

Debido a la variabilidad de la intensidad de las lesiones ellas
fueron clasificadas en: ausencia de lesidn (@pariencia normal de miocardio
y misculo esquelético), lesidn leve (escaso niimero de infiltrados mono-
nucleares en auricula o espacios perivasculares en misculo esquelético),
moderada (confluencia de infiltracidén inflamatoria en la misma localiza-

cién) y lesidn severa infiltracién inflamatoria difusa en miocardio y
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msculo esquelético).
4.3. Estudios parasitoldgicos.

La parasitemia se determind mediante la observacidn directa al
microscopio de 0.5 microlitros de sangre proveniente de la cola del ani
mal.

Los xenodiagndsticos se efectuaron segiin la normatizacién pro-
puesta por Cerisola en 1974 ( 53 ), usando 10 ninfas del tercer estadio

de T. infestans, en el caso de xenodiagndsticos tnicos y 4 ninfas por

vez en el caso de xenodiagndsticos seriados, repitiendo la aplicacidn
de insectos por lo menos tres veces por animal.
4.4, Estudios seroldgicos.

La investigacidén de anticuerpos especificos contra T.cruzi en
los sueros de los animales estudiados en este trabajo se efectud sobre
ocho diluciones a partir de la muestra pura.

El dosaje de IgG se efectud utilizando la t&cnica de inmunofluo
rescencia indirecta ( 5 ) usando un antisuero contra inmunoglobulina
G (IgG) hecho en cabra, (TAGO, INC. Burlingames CA USA) para evidenciar
anticuerpos pegados a la superficie de los epimastigotes usados como
antigeno.

Un suero se considerd positivo por encima de su dilucidén al me-
dio.

Se investigd ademas la presencia de Inmunoglobulina M (IgM) en

todos los sueros estudiados mediante la té&cnica descripta por Freili])
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y colaboradores en 1983 ( 79'), basada en la captacidén de IgM de los
sueros mediante la utilizacidn de microplacas de poliestireno de 96
orificios los cuales han sido sensibilizados con suero anti IgM de
ratén. Los sueros fueron puestos en contacto con la placa y luego re
velados con antigeno de aglutinacién directa (epimastigotes tripsina-
dos) (213). La presencia de IgM especifica contra T. cruzi se evidencid
al quedar esta pegada y en posicidn de reaccionar con el antigeno.

Se tomd como titulo reactivo de cada suero a la Gltima dilu-
cidén cuyo manto cubria el 50 % del fondo del pocillo. Se considerd po-
sitiva la reaccidn a partir de la dilucidn al’medio inclusive.

4.5. Esquema experimental.

4.5.1. Modelo de inmunizacidn e infeccidén aguda.

El esquema de inmunizacidn fué de tres dosis semanales
de la fraccidn flagelar por via intraperitoneal (IP), con una dosis to
tal de proteinas entre 250 y 300 microgramos. Veinte o 24 dias después
de 1la ﬁltima dosis los animales fueron desafiados, con un nimero de pa
rdsitos que producia la muerte del 100 % de la poblacién (5 x 103 para
sitos provenientes de sangre)® o que reproducia la infeccidn natural
(1x103 pardsitos provenientes de triatominos infectados, conteniendo 20

tripomastigotes metaciclicos).

* Para el aislado Tulahuén, 5x103 parasitos corresponden a 5 DL50 para
ratones BALB/c o SWISS de 70 dias de edad.
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La parasitemia de los ratones se controld a partir de los cinco
dias postinfeccidén. Las muestras se tomaron cada 48 horas y los datos
se expresan como pardsitos por mililitro de sangre, y representan la
media de tres animales en cada ocasidn. El seguimiento de los ratones
se continud hasta los 60 dias postdesafio. Con el mismo fin se efectua-
ron xenodiagndsticos Gnicos, 10 dias antes del desafio y 10, 15 y 30
dias post-infeccidén. En el caso de animales con parasitemia negativa
a observacidn directa 30 dias posti-desafio, se efectuaron xenodiagnésti
cos seriados. Entre los 25 y 30 dias de evolucidn los triatominos ali-
mentados sobre los animales con parasitemia negativa fueron analizados.
De los insectos, en los que no se observd parasitemia, se tomé su mate-
ria fecal e inoculd por via subcutanea (sc) en ratones lactantes (10
dias). En estos ratones se investigd pardsitos durante 20 dias de la
misma forﬁ; que se describid precedentemente. Al cabo de este tiempo
se efectuaron xenodiagndsticos seriados a estos ratones. En sintesis,
en el caso de encontrar parasitemia negativa por observacidn directa,
se procedid a efectuar dos ciclos completos de pasaje y xenodiagndstico
con la sangre de estos animales para garantizar dentro de estos limites
la negativizacidn parasitoldgica de los ratones vacunados.

4.,5.1.1. Evaluacidn de la fraccidn flagelar liofilizada.

Los experimentos se llevaron a cabo con cuatro grupos
de 5 ratones. Los grupos de animales fueron inoculados con fraccién fla

gelar liofilizada (FI), o con flagelos frescos (Ff) o con solucién sali



76

na (SS). Los animales recibieron 5x103 tripomastigotes provenientes
de sangre de ratdn veinte dias después de la filtima dosis.

4.5.1.2. Estudio de inmunopofenciadores de la actividad inmuno
génica de la fraccién flagelar.

Utilizando una fraccidn flagelar inactivada por congelamiento y descon-

gelamiento a fin de elegir el adyuvante con mayor actividad.

A efectos de observar la potenciacidn de la respuesta inmunopro-
tectora producida por la fraccién'flagelar se hizo necesario trabajar
con un material que mostrara un bajo indice de proteccidn en términos
de sobrevida de los animales luego del desafio de estos con formas vi-
rulentas.

Los experimentos-.se disefiaron como sigue: Siete grupos de 10
animales, fueron inoculados con la fraccidén flagelar inactivada por
congelamiento (Fli) con y sin adyuvante. Cinco grupos de 5 ratones ca-
da uno recibid las mismas dosis de adyuvantes mas solucidn salina (SS)
y un grupo de animales sdlo recibid solucién salina. El peso de los
animales fué seguido desde el comienzo de la experiencia y los datos
se expresan como promedio aritmético del total de los ratones integran
tes del grupo.

Con cada una de las tres dosis de inmundgeno se inoculd 150
microgramos de Cp, 1.25 x 10g U de Bp, 150 microgramos de BCG, 75 mi-
crogramos de Saponina y 0.25 ml de AIF en voliimenes iguales a las dosis

de antigeno, hasta completar los 0.5 ml utilizados en el indculo. Los
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animales fueron desafiados con 10° parésitos de sangre de ratdn.

Estudios de inmunoproteccidn con la fraccidn flagelar liofilizada y

B. pertussis como adyuvante.

Todas las experiencias se disefiaron tomando veinte ratones que
fueron inmunizados con F1, 20 con F1 mds Bp y 20 con SS. Los animales
de cada grupo fueron desafiados con 103 parasitos provenientes de mate
ria fecal de triatominos infectados conteniendo 20 tripomastigotes me-
taciclicos. Los animales recibieron fraccién flagelar liofilizada y ad
yuvante (Bp) en las concentracignes mencionad?s.

Diez y treinta dias después del desafio se sacrificd igual ni-
mero de animales. En cada sacrificio se extrajo sangre por puncidn 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-
infeccién.

Se efectud control de peso de los animales desde el comienzo.
de la inmunizacidén, hasta el momento del sacrificio.

4,5.2. Modelo de inmunizacidn e infeccidn crdnica.

La Enfermedad de Chagas en su etapa crdnica ha sido estu-
diada por diversos autores, se observd que la inoculacidn de bajas dosis
de parisitos reproducia en el ratén alteraciones electrocardiogrdficas
y lesiones tisulares similares a las encontradas en el hombre. Siguien-

do el esquema de Laguens y col.(122123 sobre la reproductibilidad de es-
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tas alteraciones en el rafén, los animales fueron desafiados con 25 tri-
pomastigotes provenientes de sangre de ratdn infectado.

Para las experiencias de inmurioproteccién, la inmunizacidn se
llevd a cabo utilizando tres dosis quincenales de inmundgeno con dosis
de proteinas cercanas a los 300 microgramos totales y el desafio se
efectud 30 dias después de la Gltima dosis. Los ratones fueron controla-
dos por xenodiagndstico antes y después de la infeccidn y sacrificados
luego de los noventa y 120 dias pdsteriores al desafio, para la realiza-
cidén de estudios anatomopatolégicos.

4.5.2.1. Estudio de los efectos de la fraccién flagelar para in
ducir resistencia contra la enfermedad de Chagas crdnica, comparacidn
con la fraccidén Microsomal y Citosol, de epimastigotes de T. cruzi.
Estudio de los efectos de estos antigenos en ausencia de infeccidn.

Las experiencias fueron diagramadas de la siguiente forma: Grupos de 40
ratones recibieron tres dosis de las subfracciones F, Mc, o Citosol.

Cada animal recibid un total de 250, 3.100 y 3.000 microgramos de pro-
teinas de F, Mc y Citosol, respectivamente. Cuarenta ratones los cuales,
recibieron sdlo SS,fueron utilizados como controles.

Treinta dias después de la {iltima dosis de antigeno o SS, 20
animales inoculados con cada fraccién o SS fueron desafiados con 25
formas sanguineas. lLos 20 restantes, no fuerondesafiados y se estudiaron
por el mismo esquema experimental para observar los efectos de los anti-

genos en ausencia de infeccidn.
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Para estudiar si el medio de cultivo donde crecen los epimastigotes
tiene algln efecto sobre las lesiones tisulare§, 20 animales fueron
inoculados con este medio (1.4 mg de proteinas) por via intraperitoneal,
con el mismo esquema ya descripto.

La parasitemia se controlé por xenodiagnéstico antes y 120 dias
después del desafio, el filtimo, al momento del sacrificio. Todos los
animales fueron sacrificados a los 150 dias de haber recibido la 4lti-
ma dosis de antigeno o SS.

Se efectuaron estudios electrocardiogrificos a los ratones bajo
anestesia con eter antes de ser sacrificados, para cada animal se efec-
tuaron las derivaciones DI, DII, DIII,AVL y AVF en un equipo FUKUDA CEN-
TURY Modelo SCC-1 Fukuda Densh Co, LTD, Tokio, Japdn) a-una velocidad

de registro de 50 mm por segundo.
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1. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA FRACCION FLAGELAR.
1.1. Andlisis electroforético.

La fraccidn 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 distribucidn proteica por
coloracidn con azul brillante de Comassie y la densitografia
del gel.

El mismo perfil 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 comportamiento antigénico frente
a hiperinmunosueros (Figura 2B).

La coloracidn por PAS (oxidacidn de los terminales gli-
cosidicos de los glicoconjugados y posterior reaccidn con reac
tivo de Schiff) mostrd en los geles de poliacrilamida una fGnica
banda de bajo peso molecular. Esta banda de 15 KD es sumamente
difusa debido probablemente a su alta concentracidn en glicidos

y practicamente alcanza el frente de corrida (Figura 4).



FIGURA 2 PERFILES ELECTROFORETICOS DE LA FRACCION FLA-
GELAR (SDS PAGE)
A ESQUEMA Y DESINTOGRAFIA DEL GEL
B ANTIGENOS ELECTROTRANSFERIDOS A NITROCELULOSA
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1.2. Determinaciones enzimiticas y rendimiento proteico.
La determinacidén de actividad de las enzimas ATPasa
sensible a oligomicina, hexoquinasa y adenilato ciclasa
como marcadores de membrana interna mitocondrial, glicosoma
y membrana plasmitica se muestra en la Tabla 1 del mismo modo
que la concentracidn de proteinas dosadas por el método de
Lowry y col. presentes en la fraccidn luego de su obtencidn.
El rendimiento en términos de proteinas es del 0.2 % en rela-
¢idn al homogeneizado de epimastigotes rotos por presidn y des
compresidn.
La recuperacidn enzimdtica fué del 0.1 % para ATPasa
y adenilato ciclasa y del 0.2 % hexoquinasa, todas referidas
a la actividad encontrada en el homogeneizado total. En el mis
mo experimento se observd que la mayor actividad especifica de
ATPdsa sensible a oligomicina y la hexoquinasa se encontrd en el
sedimento de 30000xg (0.11, 2,32) y la mayor actividad especi-
fica de adenilato ciclasa se encontrd en el sedimento de 105 000xg

(0.25).

ANALISIS INMUNOQUIMICO
Al hacer reaccionar los distintos antisueros prepa-
rados con la fraccidn flagelar, microsomal y citoplasmética so

luble, con los antigenos separados por electroforesis y electro-
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transferidos a hojas de nitrato de celulosa, se observaron
diferencias en la reactividad de los hiperinmunosueros, tanto
de los originales como de los adsorbidos con los antigenos he-
terdlogos. Al utilizar tiras de nitrato de celulosa con antige
nos de la fraccidn flagelar se observaron diferentes bandas

con los distintos antisueros y al adsorber &stos con sus anti-
genos heterdlogos desaparecieron algunas bandas, especialmente
aquellas de alto peso molecular, por encima de 75KD,en tanto que
otras se mantuvieron presentes (Figura 5). La banda de peso mo-
lecular 15KD, glicoconjugado observado en la coloracidn para
evidenciar estos compuestos, fué reconccida por el antisuero
antiflagelar, sea éste adsorbido o no. Al utilizar antimicroso
mal y adsorber con citosol o citosol mas flagelar desaparecid
un conjunto de bandas de pesos moleculares cercanos a los 25KD
lo que no ocurrid al adsorber el antisuero sdlo con flagelar.
No se observaron diferencias importantes al utilizar anticito-

sol con o sin adsorber.

MODIFICACION DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS 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 fraccidn flagelar y antfgenos de T. cruzi

sobre ratones inmunizados en ausencia de infeccidn.

La parasitemia de los ra;ones que recibieron fracciones
subcelulares fué negativa, lo que fué comprobado tanto por ob-
servacidn directa como por xenodiagndstico (Tabla 2).

Los estudios histopatoldgicos mostraron que el 10 % de
los ratones que recibieron solucidn salina o medio de cultivo
de T. cruzi o fraccidn flag;lar presentaban miocarditis de ca-
racter leve no encontrandose miositis.

Los animales inoculados con la fraccidn microsomal presen
taron una intensa miocarditis como también un compromiso en miiscu
lo esquelético. No hubo lesiones importantes en miocardio o miiscu
lo esquel&tico en los ratones que recibieron sedimento de 1000xg
o citosol (Tabla 2).

Al momento del sacrificio el 50 % de los animales inocula-
dos con el sedimento de 1000xg o citosol, presentd alteraciones
electrocardiogréficas(bloqueo auriculoventricular de primer gra-
do y complejo QRS mis alto que 0.03 seg). Los animales inmuniza-
dos con la fraccidn flagelar presentaron un electrocardiograma
similar a los controles.

Para descartar la posibilidad de que la miocarditis indu

cida por la fraccidn microsomal pudiera ser causada por un efec
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to téxico, se estudid el efecto paulatino de la inoculacidn de
varias dosis. Los animales sacrificados en las primeras 72 ho-
ras post-inoculacidn no mostraron lesiones a nivel de misculo
esquelético o miocardio. Los animales inoculados s&lo con una
dosis y estudiados 20 y 120 dias post-inoculacidén tuvieron una
minima incidencia de miocarditis y miositis. En cambio los ani-
males inoculados con tres dosis y estudiados 37 o 120 dias des
pués de la primera inoculacidn mostraron una alta incidencia

de miocarditis y baja incidencia de miositis.

3.2. Efecto de la inmunizacidn con la fraccidén flagelar para evo
car resistencia contra la enfermedad de Chagas crdnica.

Los animales desafiados con 25 tripomastigotes provenien
tes de sangre de ratdn infectado, presentaron parasitemia sdlo
detectable por xenodiagndstico. La observacidén directa de las
muestras de sangre no permitid detectar pardsitos en circulacidn.
Se encontraron pardsitos en el 50 % de los ratones no inmuniza-
dos y desafiados. El mis bajo nfimero de animales con xenodiag-
ndstico positivo fué encontrado entre los que fueron inmunizados
con la fraccidn flagelar previamente al desafio y el mayor nime-
ro se encontrd en los grupos de ratones inoculados con la frac-
cién microsomal. Los controles normales no presentaron parasi-

temia (Tabla 2).
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Los estudios de histopatologia mostraron en los contro
les desafiados una alta incidencia de miocarditis y miositis.
Los animales inmunizados con citosol o la fraccidn microsomal
presentaron lesiones similares a esos controles. Los ratones
inmunizados con la fraccidn flagelar tuvieron la mds baja inci
dencia de miocarditis. Los animales inoculados con el sedimento
de 1000xg o citosol mostraron lesiones de intensidad intermedia
entre las encontradas en lod animales inoculados con microsomal
y flagelar (Tabla 3).

En términos de miositis los animales inmunizados con la
fraccidn flagelar presentaron la mis baja intensidad e inciden
cia con respecto a.los controles y a los ratones inmunizados
con las otras fracciones.

El an8lisis electrocardiogrifico mostrdé que el 50 % de
los inoculados con fraccidn microsomal, citosol o solucidn sa-

' del
lina presentd bloqueos y ampliacién*complejo QRS, no observdndose
alteraciones en los animales inmunizados con la fraccidn flage-

lar.

RESISTENCIA CONTRA LA INFECCION AGUDA POR T. CRUZI, INDUCIDA POR
LA INMUNIZACION DE RATONES BALB/c CON LA FRACCION FLAGELAR.
4.1. Animales inmunizados y desafiados con T. cruzi virulento.

Los animales inmunizados con la fraccidn flagelar y desafia
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dos seglin un esquema agudo de infeccién (5x103 parésitos de
sangre de ratdn infectado) mostraron parasitemias 10 veces me-
nores que la de los grupos controles no inmunizados y desafia
dos (Figura 6). El grupo inmunizado presentd valores miximos
de parasitemia cercanos a los 5x1o“ par@sitos por mililitro.
La sobrevida de los ratones inmunizados fué del 100 %
mientras que los controles murieron al dia 14 post-infeccidn
(Figura 6).

Los estudios histopatoldgicos mostraron en el grupo con
trol infectado un cuadro de infeccidén aguda generalizada, carac
terizada por infiltradcs menonucleares, edema, necresis y nidos
de amastigotes de T. cruzi observados sistemdticamente en todos.
los organos, con predominio en msculo estriado (Tabla 4) y con
la excepcidén del sistema nervioso (cerebro y cerebelo) que no
presentd lesiones.

Los animales inmunizados y desafiados no presentaron le-
sidn en los foganos estudiados, con excepcidn de infiltrados
caracterizados por un compromiso sistemdtico de grado leve o mo-
derado en mfisculo estriado y miocardio (Tabla 4). S6lo un animal
presentd escaso nlmero de pardsitos en intestino.

4,2, Animales inmunizados y no desafiados.
En los animales inmunizados no desafiados no se observd pa-

rasitemia y en algunos animales sacrificados experimentalmente
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Total Grado de lesién
Inmunog.|Desafio de Tejido
Bnimales Ausente | Leve Mogzr‘g Grave

Ff si 7 Miocardio 0 5 2 0
6 Misculo 1 2 3 0

7 Colon 4 | 2 (0]

7 Hlgado 6 | 0 0

F1 Sl 10 Miocardio 8 2 (o) 0
10 Misculo 4 5 | 0

10 Colon 4 5 | 0

9 Hlgado 8 | 0 0

sSS si 9 Miocardio 0 3 6 0
10 Mdsculo 0 | 0 9

10 Colon 0 6 3 )

9 Hlgado 0 | 6 2

sSSs no 5 Miocardio 5 (o} 0 0
5 Misculo 5 0 0 o

5 Colon 5 o 0 0

5 Hfgado 3 | | 0

TABLA 4 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DE RATONES BALB/c INMUNI-
ZADOS CON LA FRACCION FLAGELAR ERESCA O LIOFILIZA-
DA, LUEGO DEL DESAFIO CON 5x lo” TRIPOMASTIGOTES

SANGUINEOS
FF FRACCION FLAGELAR FRESCA, FL FRACCION FLAGELAR

LIOFILIZADA, SS sSoLUCION SALINA

95
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no se observaron alteraciones histopatol8gicas con excepcidn
de un compromiso aislado de grado leve en misculo, miocardio
y vejiga (Tabla 4).

4.3. Animales normales.

Animales normales no inmunizados ni desafiados, formaron
parte del esquema experimental empleado en este trabajo, cuando
se considerd como pardmetro la posible alteracidn histopatoldgi
ca. Estos animales presentaron alteraciones muy leves en un nf-
mero pequefio de ellos. Como ejemplo se describe un grupo de ani
males estudiados conjuntamente con los experimentos de modelo
agudo. Se observd que un animal de 5 estudiados presentd un Zafic
moderado en el higado y otro de carfcter leve en el mismo tejido

(Tabla 4).

CONSERVACION DE LAS PROPIEDADES INMUNOPROTECTORAS DE LA FRACCION
FLAGELAR AL SER LIOFILIZADA.
5.1. Mortalidad, parasitemia y anatomia patoldgica.

La fraccidn flagelar una vez liofilizada conservd sus pro-
piedades de inducir resistencia contra la infeccidn por T. cruzi
del mismo modo que el material que es inoculado inmediatamente
después de ser obtenido, fraccidn flagelar fresca (Ff).

Los animales inmunizados con el inmundgeno liofilizado

inoculado entre las 24 hs y los 7 dias después del proceso de
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liofilizacidn, mostraron similar grado de proteccidén 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 anatomopatoldgico de los tejidos de los anima-
les mostrd un grado de proteccidn en los animales inmunizados
con la fraccidn flagelar liofilizada y desafiados, ya que no
presentaron lesiones graves en comparacidn con los animales con
troles (Tabla 4).

5.2. Anulacidn de la capacidad infectante de una suspensidn de
pardsitos de cultivo, al ser liofilizada.

Cincuenta ratones lactantes fueron inoculados con una sus
pensidn de pardsitos proveniente de medio de cultivo luego de ha-
ber sido liofilizada. Los animales no presentaron parasitemia
comprobada por observacidn directa de la sangre y por xenodiagnds
tico seriado, demostrando de esta forma que el material liofiliza
do no contiene formas parasitariaa vivas.

La suspensidn de pardsitos al ser liofilizada y luego re-
suspendida en solucidn isotdnica, mostraba por microscopia &pti-
ca abundante material parasitario destruido y numerosas formas

inmbviles.
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6. ENSAYO DE INMUNOPOTENCIADORES PARA AUMENTAR LA RESISTENCIA

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

Con el objeto de seleccionar un inmunopotenciador ade-
cuado se efectuaron experimentos con una fraccidn flagelar
inactiva liofilizada (Fli) que se inoculd por via subcutdnea
acompafiada del adyuvante. Luego de la obtencidn y antes de su
liofilizacidén la fraccidn flagelar fué congelada y descongela-
da repetidas veces, €ste efecto ha sido ensayado anteriormente
(85 ), observandostque el material asi tratado disminuye consi-
derablemente sus caracteristicas 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

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

el que mostrd mayor grado de proteccidn en ratones. Con excep-
cidr del adyuvante incompleto de Freund,que evidencid el mayor
deterioro de los animales aln desde la inmunizacién)y Cparvum,
en todos los casos los animales vacunados en presencia de adyu-
vante mostraron una disminucidn de la parasitemia, aumento de
la sobrevida y recuperacidén de su peso luego del desafio con
pardsitos infectantes, en relacidn a sus respectivos controles

(Figura 7 y Tabla 5).
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DTlas post-infeccién Sobrevida a
I Inmunégeno los 60 dlas
I 0 10 15 20 25 30 35 (%) *

Fli + Bp 8/8 8/8 6/8 5/8 5/8 5/8 5/8 62
Bp 4/4  af4  2/4  0f/4 0
Fli+ Cp 9/9 9/9 9/9 7/9 6/9 5/9 4/9 44
Cp 4/4  4/4  3/4 0f4 0
Fli + AIF 10/10 10/10 1/10 0/10 0
AlIF 3/3 3/3 1/3 0/3 0
Fli + BCG 9/9 9/9 4/9 3/9 2/9 2/9 2/9 22
BCG 4/4  4/4  2/4  0/4 0
Fli 10/10 10/10 5/10 1/10 1/10 1/10 1/10 10

* SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

TABLA 5 SOBREVIDA (N°DE ANIMALES VIVOS//NfANIMALES TOTALES) AL DESA-
FIO DE RATONES BALB/c INMUNIZADOS CON FRACCION FLAGELAR DE
EPIMASTIGOTES DE I.CRUZI, LIOFILIZADA E INACTIVADA,EN PRE-
SENCIA DE ADYUVANTES
FL1 FRACCION FLAGELAR INACTIVADA, Bp B,PERTUSSIS, CP C.PARYUM
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. pertussis

del 44 % para aquellos que recibieron FLimas C. parvum, 22 %
para los animales inoculados con Fli mas BCG y del 0 % para
los animales que recibieron Fli y adyuvante incompleto de
Freund. E1 100 % de los controles, ratones no inmunizados y de
safiados, murid el dia 14 después de la infeccidn. Todos los
animales que recibieron solamente los adyuvantes, sin inmund-
geno parasitario, tuvieron un comportamiento similar a los con
troles al ser desafiados, muriendo también en la misma fecha
que aquellos (Tabla 5).

Los animales inoculados con saponina murieron antes del
desafio. De todos los adyuvantes ensayados se selecciond Borde-

tella pertussis como el mejor inmunopotenciador de la fraccidn

flagelar ya que potencid 6 veces el efecto del inmundgeno inac
tivo en términos de sobrevida y dos veces en términos de dismi-
nucidén de la parasitemia.

En los experimentos que se describen a continuacidn, se

utilizd Bordetella pertussis con fraccidn flagelar activa conser

vada liofilizada como se describid en el punto 1.5 de Materiales

y Métodos de este trabajo.
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Estos experimentos de inmunoproteccidn se llevaron a ca-
bo utilizando un desaffo que se parece mis a la infeccidn que
se transmite naturalmente por el vector. Este desafio consiste

de par8sitos obtenidos del tracto digestivo de Triatoma infes-

tans alimentados sobre sangre de ratdn infectado con T. cruzi,
aislado Tulahuén.

Los animales desafiados con 103 formas parasitarias
conteniendo 20 tripomastigotes metaciclicos provenientes de
triatominos, mostraron un compoftamiento diferente en términos
de mortalidad con respecto a los desafiados con 5x103 pardsitos
circulantes de sangfe de ratdn. El 60 % de los ratones murié a
los 30 dias post-infeccidn.

Cuando los animales fueron inmunizados con la fraccidn
flagelar liofilizada activa resultaron protegidos de este desa-
fio en relacidn a la sobrevida y parasitemia. El1 80 % de los ani
males sobrevivid (Tabla 6) presentando parasitemias menores en
un orden de magnitud que la que mostraron los controles no inmu-
nizados en el momento de su parasitemia midxima (Tabla 6). Los
ratones inmunizados presentaron 20 dias después del desafio un
mdximo de 1x105 pardsitos por mililitro de sangre, mientras que
los controles mostraron su pico al dia 35 con 1.6x106 par/ml.

Los animales murieron en ambos casos al alcanzar los res

pectivos picos de parasitemia.
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N°ANIMALES VIVOS/N°TOTAL DE ANIMALES
(PARASITOS POR ML DE SANGRE x 103)

e SOBREVIDA
Dias post-infeccidn (%)
0 10 20 30 40 50 *
F1 5/5 5/5 5/5 4/5 4/5 L/5 80
(0) (8) (126) (10) (0) (0)
F1+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 40
(0) (3) (36) (900) (1.600) (1.000)

* MOMENTO DEL SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

‘TABLA 6 SOBREVIDA Y PARASITEMIA DE RATONES BALB/C INMUNIZADOS CON
FRACCION FLAGELAR LIOFIL]JZADA EN PRESENCIA DE ADYUVANTE

AL SER DESAFIADOS coN 10

TOMINOS INFECTADOS.
FL FRACCION FLAGELAR LIOFILIZADA, BP B,PERTUSSIS, SS SO-

LUCION SALINA

PARASITOS PROVENIENTES DE TRIA-
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La inmunizacidn de los ratones acompafiada por la inocu-

lacidn de Bordetella pertussis, adyuvante que mostrd el mayor

grado de inmunopotenciacidn, fué@ capaz de inducir una proteccidn
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).

No se detectaron pard sitos en la sangre de estos ratones
inmunizados y desafiados, lo cual fué comprobado por observacidn
directa, xenodiagndéstico y por la inoculacidn de las heces de
los triatominos utilizados en este ensayo a ratones lactantes
de 10 dias de edad. Estos animales fueron controlados por obser-
vacidn directa y xenodiagndstico no detectando pardsitos (Ver
punto 4.3 de Material y Métodos de este trabajo). Durante los
experimentos, los animales inmunizados con FL acompafiado o no
de adyuvantes mostraron curvas de peso similares a las que pre-
sentaron los ratones normales que no recibieron ningln tratamien
to (Fig. 8). El peso promedio de estos animales se estabilizd
a partir de los 70 dias de vida (20 dfas post-infeccidn en los
animales que fueron desafiados), en 26 - 28 gramos (Figura 8).
Los ratones que no recibieron inmundgeno y 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



105

STSSNIYII g :df ‘VYavzI114017 ¥vI139v1d4 NOIJOVY4:14 ‘¥YNITVS NOI2NT0S:SS

SOQYZIMNWNT ON SITYWIMNY A TYWYOM T0YINOJ “STSSAL¥3J™ A YAYZI114017
¥Y139Y14 NOIJJVYd MOD SOQVZIMNUNT 3/d1vd SINOLYY 30 01dIW0dd 0S3d 8 WdN9Id

NOID234NI-150d Svid 0I4vs3a

| NOIDVZINNWNT
” T = = by ¢
<
b
‘
.
] NG
4 g
[} |
N )
y 1
(O
@, —
T 0O 14
O N
@

-4 0—Q SSH

014vYS3Q + §S [J

Y 014vS3a + dg + 14 O

014YS3C + 1{ @




PICO DE PARASI- % DE SOBREVIDA

N°DE
INMUNOGENO TEMIA .

60 dias

3 ANIMALES

(Par./ml x 10°) * ost-desafio
dia P

Ff (30) 1y 80 80-100
Fl (40) 20 50 80-100
F1+Bp (0) 0 mss 40 100
Controles®# (1.600) 12-30 100 0-40

%

Total de 3 a 10 experiencias con el mismo esquema ex-
perimental
*% Los valores dependen del tipo de desafio empleado ( tripo

mastigotes sanguineos o metaciclicos)

*%* No se observd parasitemia por observacidén directa, xenodiag-
nostico e inoculacidn a ratones lactantes en dos series de pasaj

TABLA 7 MEJORAMIENTO DE LA ACTIVIDAD INMUNOPROTECTIVA DE LA
FRACCION FLAGELAR DE EPIMASTIGOTES DE I.,CRUZI OBTENI-
DO POR LIOFILIZACION Y EL USO DE ADYUVANTE
FF FRACCION FLAGELAR FRESCA, FL FRACCION FLAGELAR
LIOFILIZADA, DpP B,PERTUSSIS



PROMEDIO GEOMETRICO DE LAS INVERSAS DE LOS TITULOS
166/ 16M

Dos muestras de mez

INMUNOGENO cla de tres sueros/grupo Cinco muesfﬁas individuales/grupo
10 °° 30 60 70 90
FL * 8 16 16.0 11.3 19.0
NEG NEG €.0 256.0 4,7
FL+ BP * No efec. 16 45.0 5.0 64.0
NEG NEG 2.0 64.0 5.6
Sg* NEG NEG 4,0 No efec. 2.0
NEG NEG 16.0 16.0 NEG
CONTROL )
NORMAL NEG NEG NEG 0 NEG
NO DESAF. NEG NEG NEG NEG NEG

TABLA 8 CINETICA DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA I,CRUZI EN RA-
TONES BALB C, DURANTE LA INMUNIZACION Y DESPUES DEL DESA-
FIO CON 103 TRIPOMASTIGOTES METACICLICOS

* Los inmundgenos fueron: Fraccidn flagelar liofilizada (F1l)

y F1 m&s Bordetella pertussis (Fl1 + Bp). El desafio se ad-

ministrd a los 32 dias del séguimiento y de la primera do-
sis, correspondientes a los 18 dias de la tercera dosis in
munizante.

*%* Los dias de seguimiento se contaron desde la administracidn

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 fraccidn
flagelar obtenido por la liofilizacidn y el uso de B.pertussis
como adyuvante.

En la misma tabla se muestra el nlmero total de animales in-
vestigados en todas las experiencias de inmunoproteccidn. sumando
todos los experimentos efectuados.

En las experiencias de inmunizacidn e infeccidn con el mode-
lo crdénico los resultados presentados scn producto de tres ex-
perimentos con el mismo esquema experimental.

Se investigd la respuesta de anticuerpos especificos contra
T.cruzi. Las muestras de suero fueron tomadas a través de todos
los experiﬁentos de sangre obtenida a partir de animales sacri-
ficaaos durante la inmunizacidn y en la etapa posterior al desafio.
Se observdé que los animales inmunizados presentaron anticuerpos de
tipo IgG durante la inmunizacidn y despu@s del desafio. A ellos se
agregd la aparicidn de titulos importantes de anticuerpos de tipo
IgM después del desafio (Tabla 8). Los animales inmunizados y no
desafiados presentaron anticuerpos de tipo IgG desde los 10 dias
después de la primera dosis de inmundgeno, manteniéndose durante
todo el tiempo de las observaciones experimentales (90 dias) e-

fectuadas, que no figuran en la tabla 8.
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Desde 1909 cuando fué descubierta por Carlos Chagas la
tripanosomiasis que lleva su nombre, uno de los miximos anhelos
de los investigadores en el campo de la inmunologia fué el desa-
rrollo de una vacuna contra la enfermedad. El1 conocimiento posterior
indicd que la investigacidn sobre vacunas debia acompafiarse de la
blisqueda del conocimiento sobre la fisiopatologia de la enfermedad
en animales de experimentacidn y fundamentalmente del estudio con-
comitante de los fendmenos de autoinmunidad. En este trabajo la in-
vestigacidn se centrd en una de las alternativas de desarrollo de
una vacuna contra la enfermedad de Chagas y se acompafid el estudio
con las observaciones de la posible aparicidén de fendmenos autoin-
munes como resultado de la inmunizacidn con. antigenos de T. cruzi.

Las fracciones subcelulares de epimastigotes de T. cruzi
separadas por centrifugacidn diferencial muestran un comportamiento
diferente desde el punto de vista bioquimico e inmunoldgico(184).
La fraccidn enriquecida en flagelos, obtenida a partir del sedimento
de 1000xg por ultracentrifugacidn en gradiente de sacarosa, presen-
td caracteristicas especiales en relacidn a las otras fracciones
subcelulares, principalmente en lo referente a la capacidad de evo-
car una respuesta inmunoprotectora contra la infeccidn por T. cru-
zi (190).

Esta fraccidn flagelar presentd un perfil electroforéti-

co caracteristico 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, mostrd que existen antigenos compartidos por las
distintas fracciones subcelulares y especificos de la fraccidn fla
gelar, probablemente responsables del comportamiento inmunoldgico

de la misma.

El andlisis de glicoconjugados en esta fraccidén mostrd
s6lo una banda que se tefila con colorantes para proteinas y glci
dos, lo que sugiere su caracter glicoproteico. Su peso molecular
es de 15KD y se encontrd presente también en las fracciones micro-
somal y citosol, ya que reacciond con los antisueros preparados con
estas y fué visible en los perfiles elctroforéticos de ambas (173).

Las-gli?oproteinas presentes en el homogeneizado total
de epimastigotes de T. cruzi de la cepa Tulahu&n se encontraron
tambi&n presentes en la fraccidn microsomal (173), y coincidieron
con las descriptas por Colli y col. en 1975, en la cepa Y de T.
cruzi. Estos glicoconjugados no esté@n presentes en la fraccidn 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 (126,127 ).

El nivel de actividad de adenilato ciclasa, junto con la

demostracidn de la presencia de todos los glicoconjugados en la
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fraccidn microsomal, sugiere que la. misma est& enriquecida en
membrana plasmdtica. Por el contrario, esta estructura no parece
ser cuantitativamente importante en la fraccidn flagelar. La deter
minacidn de ATPasa sensible a oligomicina y de hexoquinasa en la
fraccidn flagelar, sugiere una baja contaminacidn con membrana
interna mitocondrial y con glicosomas. E rendimiento efectivo

de la obtencidn de la fraccidn flagelar en términos de proteinas
totales fué bajo (0.2 %), pero‘permitié desarrollar una etapa ex-
perimental importante para el conocimiento de los efectos de sus
antigenos en el ratdn.

Uno de los principales interrogantes fué si las fraccio-
nes subcelulares de T. cruzi podian inducir la generacidn de lesio-
nes en -animales que desarrollan la enfermedad de Chagas crdnica.
En los experimentos llevados a cabo con ratones inmunizados y no
desafiados se observd que las fracciones microsomal y citosol pro-
ducian lesiones por si mismas y en ausencia de infeccidn. La induc-
cidn de miocarditis en el ratén después de la inmunizacidn con la
fraccidn 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 crdnica. La inmu-

nizacidn con estas fracciones parece causar un efecto reducido so-



111

bre el mlisculo esquel@tico del ratdn y un efecto importante sobre
mlsculo. cardiaco. Este liecho podria sugerir la existencia de dife
rentes mecanismos patogénicos para la produccidn del dafio a nivel
cardfaco y del misculo esquelético.

Las alteraciones electrocardiogrificas fueron principal-
mente observadas en los animales inmunizados con citosol y estuvie
ron acompafiadas por una miocarditis de menor intensidad que la
producida por la inmunizacidn con la fraccidn microsomal. Estos re-
sultados pueden ser interpretados como una disociacidn de los efec-
tos patogénicos sobre tejido miocdrdico por dos fracciones de T.
cruzi, una rica en proteinas como es el citosol y otra rica en ARN
y estructuras relacionadas como la fraccién microsomal (18472)

El efecto lesionante de la fraccidn microsomal sobre el
ratdn dependid del nlGmero de dosis del inmundgeno administradas.

El fendmeno no es tdéxico ya que administrando una finica dosis, no

se observaron lesiones en los ratones desde las 24 horas hasta los
120 dias, y podria ser de origen inmune ya que la aparicidn de le-
siones se observd en animales que habian recibido dosis a repeticidn.

La fraccidn flagelar no indujo por si misma lesiones en
los animales inmunizados. El conjunto de estos resultados indica
que la fraccidn microsomal y citosol contienen componentes capaces
de inducir una miocarditis similar a la encontrada en la enfermedad

de Chagas crdnica experimental(122,123)que no se hallan presentes en
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la fraccidn flagelar.

Los pardmetros de medida del efecto inmunoprotector de
antégenos de pardsitos son generalmente: mortalidad, respuesta
inmune y parasitemia. Este Gltimo es el de mayor interés practi-
co debido a que la intencidn final de la investigacidn tendiente
al desarrollo de una vacuna es la obtencidn de un inmunégeno que
prevenga la infeccidn. En el caso de la enfermedad de Chagas, la
investigacidn de la parasitemia se efect@a por observacidn direc-
y por xenodiagndstico y pasajes seriados entre mamiferos e insecto
tos, como se ha efectuado en este trabajo. Los pasajes seriados se
utilizan para agotar la posibilidad de aislar o demostrar la exis:sn

2ia de pérdsitos (85,190). Estos métodos aseguran dentro de un 1i
mite razonable la presencia o ausencia de pardsitos en circula-
cidn.

En la introduccidn de este trabajo se ha descripto que
entre las formas de transmisidn de la enfermedad de Chagas la mas
importante es la mediada por el insecto vector siguiéndole en im-
portancia la transfusidn de sangre. Estas formas de transmisidn
son las que se tomaron conceptualmente como base para decidir que
tipo y que fuente de tripomastigotes se emplearian para los desa-
fios de los animales inmunizados. En los experimentos de inmuno-
proteccidn efectuados tomando como base un modelo crdnico se em-
plearon pardsitos provenientes de sangre de ratdn, un modelo desa-

rrollado por otros autores (122). En el modelo crdnico 25 tripomas
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tigotes no producen la muerte de los animales en las etapas
tempranas de la infeccidn y la parasitemia se detecta en los ra-
tones no tratados previamente, por xenodiagndstico o hemocultivos.
Por el contrario, en el modelo agudo se utilizan mis de 1 DLS0 por
ratén como desafio, la parasitemia se detecta principalmente por
observacidn directa y existe una mortalidad del 100 % entre los
10 y 20 dias después de la infeccidn. Estos datos coinciden con
los de otros autores (190). Los experimentos de este trabajo que
utilizan tripomastigotes metaciclicos tienden a conocer el efecto
inmunoprotector evocado en ratones por ant&genos de la fraccidn
flagelar, frente al desafio con formas infectantes de T. cruzi,
mds préximo a lo que ocurre en la infeccidn natural. En este sen
tido se utilizaron 20 tripomastigotes por ratdn, los que produje-
ron la muerte del 60-100 % de los animales no tratados previamente
a los treinta dias de la infeccidn. Las parasitemias fueron siem-
pre detectadas por observacidn directa. En todos los casos se
empleS la via intraperitoneal para administrar el desafio. La via
intraperitoneal es ampliamente usada en experiencias de infeccidn
en ratones (118) y permite gran reproducibilidad de resultados en
términos de parasitemia y sobrevida(190).

En los experimentos de inmunoproteccidn efectuados sobre
el modelo crdnico del ratdn, los animales inmunizados con fraccidn

microsomal o citosol, o con fraccidn flagelar presentaron parasite
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mia después del desafio, pero la incidencia fué diferente. El mis
bajo nlimero de animales can parasitemia fué observado en los gru-
pos de animales inmunizados con la fraccidn flagelar y el sedimen
to de 1000xg de epimastigotes. Los grupos de ratones inmunizados
con fraccidn microsomal y con citosol presentaron un nimero de
animales con xenodiagndstico positivo similar a los controles no
inmunizados. A pesar de la presencia de animales infectados entre
los previamente inmunizados con la fraccidn flagelar, se observd
que los mismos se encontraban totalmemte protegidos contra el de-
sarrollo de alteraciones electrocardiogréficas. En cambio los ra-
tones que recibieron las fracciones microsomal o citosol sufrieron
alteraciones similares a los controles no inmunizados.

También se observd que la inmunizacidn con la fraccidn
flagelar antes del desafio, protegid parcialmente de la generacidn
de micarditis. Por el contrario los animales inmunizados con la
fraccidn microsomal previamente al desafio, no fueron protegidos
en términos de dafio histoldgico, mostrando un cuadro similar o mis
grave que el de los infectados, no inmunizados.

Los resultados obtenidos en la investigacidn del efecto
de la inmunizacidn con las fracciones microsomal, citosol y flage-
lar en un modelo crdnico de la infeccidn chagdsica, muestran la
posibilidad de obtener diferentes lesiones por inmunizacidn con la

fraccidn microsomal y citosol en ausencia de infeccidn e indican



115

que la fraccidn flagelar no slo presenta los mejores resultados
de proteccidn, sino también los menores riesgos de producir le-
sidén por si misma.

En los experimentos de inmunoproteccién experimental lle
vados a cabo en modelo agudo de infeccibén chagisica en el ratdnm,
la fraccidn flagelar fué capaz de conferir una alta proteccidn a
los ratones inmunizados ante un desafio con altas dosis de formas
sanguineas virulentas (190).

Sin embargo la fraccidn utilizada en esos experimentos
no podia ser conservada y se utilizaba inmediatamente después de
obtenidaj los intentos de conservar la actividad por una noche a
0° C o congelado a -20° C dieron resultados negativos (82').

Por este motivo, fué interés principal de este trabajo el desarro-
llo de un procedimiento de conservacidn de la fraccidén flagelar
en plenitud de su actividad. El proceso de liofilizacidn desarro-
llado en este trabajo permitid contar con preparaciones de la
fraccidn estables dentro de los siete dias de su obtencidn. Estas
preparaciones conservaban las propiedades inmunoprotectoras de la
fraccidn flagelar fresca. Los animales inmunizados con la fraccién
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 liofilizacidén de la frac-
cidn flagelar es la posibilidad de matar a los pardsitos que even-
tualmente podrian sobrevivir al tratamiento de homogeneizacidn y
contaminar la fraccidn. Los animales inoculados con suspensiones
liofilizadas de epimastigotes sin homogeneizar, no presentaron
parasitemia por observacidén microscdpica directa y xenodiagnéstico
seriado.

Con la fraccién flagelar liofilizada se efectuaron estu-
dios de inmunoproteccidn en el ratdén. El andlisis histopatoldgico
de los animales inmunizados con esa fraccidén y desafiados con for-
mas sanguineas circulantes mostrd menor intensidad e incidencia
de lesiones con respegto a los animales inmunizados :on la frac-
cidn flagelar fresca. La respuesta de estos Gléimos fué coinciden-
te con los resultados de proteccidn obtenidos por otros autores en
las mismas condiciones experimentales (190).

La respuesta inmune de los rétones inmunizados con la
fraccién flagelar liofilizada pudo ser potenciada mediante el uso
de adyuvantes. La utilizacidn de una fraccién inactivada por con-
gelacidén permitid encontrar el adyuvante mds potente sobre todos
los ensayados. En este trabajo se observé una buena eficacia en el

uso de Bordetella pertussis en relacidn a los paridmetros estudia-

dos (parasitemia, sobrevida y peso); en cambio, con BCG y Coryne-

bacterium parvum no se mejoraron los niveles de parasitemia, aunque
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se observd una tendencia a aumentar la sobrevida de los animales.

La inmunizacidn con la fraccién flagelar activa efec-
tuada en este trabajo fué potenciada por el uso de Bordetella
Bertussis como adyuvante hasta obtener: a) una sobrevida del
100 %, b) ausencia de parasitemia, demostrada por xenodiagndstico
y pasajes seriados. Este hecho es marcadamente auspicioso ya que
es la primera vez que se describe un blanqueo parasitoldgico de
ratones como producto de la inmunizacidn con componentes de T.
cruzi previamente al desafio con pardsitos virulentos del intes-
tino de vichucas y en dosis que causan mortalidad elevada ( 60 %-
106 %). Menezes en 1969 y Hauska en 1950, informaror inmunidad
estéril,en ambos casos inmunizando con pardsitos vivos de virulen
cia atenuada 0«;95)En trabajos mds recientes, utilizando como in
mundgeno pardsitos vivos (atenuados) o muertos, productos o frac-
ciones de los mismos, u otros tripanosomatidos monogenéticos, no
se observd en ninglin caso inmunidad estéril.

Algunos autores han utilizado C. parvum y muramil dipepti
do como adyuvantes de diferentes inmundgenos y han encontrado resul
tados positivos en términos de aumento de la sobrevida y disminucidn
de la parasitemia (25,113

B. pertussis ha sido definido como un inmunopotenciador

de la respuesta inmune humoral, aunque también se ha demostrado que
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activa la respuesta mediada por células (70 ). En este trabajo
no se puede definir el tipo de respuesta involucrada, ya que ello
depende de diversos factores como nfimero de dosis, intervalo entre
ellas y principalmente relacidn entre las dosis de fraccidn flage-
lar y adyuvante.

La inmunizacidn con la fraccidén flagelar liofilizada

mas B. pertussis puede evocar una respuesta inmune detectada por

la presencia de anticuerpos de tipo IgG durante la inmunizacidn,
l:s cuales persisten después del desafio. Los anticuérpos de tipo
IgM especifica solamente se observaron después del desafio. Esta
diferencia podria deberse a que el desafio induce una infeccidn
minima no detectable por métodos parasitoldgicos y abortiva, o

al diferente aporte antigénico de los tripomastigotes metacicli-

cos, comparados con la fraccidn flagelar de epimastigotes.
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Los antigenos de las fracciones subcelulares de
T.cruzi poseen caracteristicas inmunogénicas y bioqui-
micas diferentes y una capacidad para inducir resisten
cia contra la enfermedad de Chagas distinta.

En este trabajo se presenta la caracterizacidn bio
quimica de la fraccidn flagelar de epimastigotes de
T.cruzi y los resultados, obtenidos al inmunizar ratones
con dicha fraccidn, observando que ;a misma fue capaz
de inducir una inmunoproteccidn en los animales contra
infecciones letales producidas por el pardasito.

Esta proteccidn se traduce en el hecho que los ani.
males inmunizados con la fraccidn flagelar liofilizada,

acompafiada de B.pertussis como adyuvante,sobrevivieron

sin parasitemia, o sea que se ha desarrollado un siste
ma inmunogénico capaz de obtener un blanqueo parasito-
16gico cuando es utilizado como vacuna en animales de

experimentacidn.
La fraccidn utilizada es totalmente inocua en el ra
tdn ya que no induce dafio histolégico y alteraciones e-

lectrocardiograficas por si misma,a diferencia de otras

fracciones subcelulares de T.cruzi (microsomal y cito-
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sol).

La fraccidn flagelar,a diferencia de las fracciones
microsomal y citosol, es capaz de inducir en ratones u-
na resistencia contra la enfermedad de Chagas crdnica
en términos de alteraciones histoldgicas y electrocar-
diograficas.

En el curso de estos estudios se ha desarrollado un
método de conservacidén de la actividad inmunoprotectiva
de la fraccidn flagelar que permite utilizarla una se-
mana después de su obtencidn con similar eficacia.

La conservacidén de la fraccidn mediante su licfili-
zacidn permite también descartar toda posibilidad de
presencia de pardsitos vivos con capacidad infectante

en la misma.

DEntro de los limites del control parasitoldgico
presentado en este trabajo, se ha desarrollado un pro-
cedimiento para obtener un inmunégeno vacunante que per

mite al) ratdén resistir infeccibnes por T.cruzi.

AN L&éﬁz/w;
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ABREVIATURAS EMPLEADAS

ACF
ADN
AIF
ARN
ATP
ATPasa
BCG
BLG
Bp

Cp

F

Ff

Fl
F1i
ip

KD

Mc
NAD
NADPH
ov
SAB
sDS
SDS PAGE

sc
SS
Trip

Adyuvante completo de Freund
Acido desoxiribonucleico
Adyuvante incompleto de Freund
Acido ribonucleico

Adenosina trifosfato

Adenosina trifosfatasa

Bacille Calmette Guerin
(3.Lactoglobulina

Bordetella Bertussis

Corynebacteriun parvum

Fraccidn flagelar

Fraccién flagelar fresca

Fraccidn flagelar liofiliizada

Fragcidn flagelar liofilizada inactiva
Via de inoculacidn intraperitoneal
Kilodalton

Fraccidn microsomal

Nicotinamina adenina din&cleétido
Nicotinamina adenina dinucledétido
Ovoalbimina

Seroalbimina bovina

Dodecil sulfato de sodio
Electroforesis en gel de poliacrilamida
presencia de dodecil sulfato de sodio
Via de inoculacidn subcutanea

Solucidn salina

Tripomastigotes

en
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