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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una afeccién causada por el protozoo flagelado
intracelular Trypanosoma cruzi. La enfermedad cursa con una fase aguda y una fase
cronica. La fase aguda se caracteriza con una parasitemia alta en sangre periférica y
en la mayoria de los individuos, suele ser asintomatica o con sintomatologia
inespecifica. En ausencia de tratamiento, los pacientes no logran eliminar el parasito
y evolucionan a una fase cronica indeterminada, caracterizada por una parasitemia
baja en sangre periférica. Posteriormente, cerca del 20 al 30 % de los individuos
pasan a una fase cronica determinada con manifestaciones cardiacas, digestivas o
mixtas, las cuales dependen de la zona geogréfica, la genética del hospedero o el

parasito (1, 2).

T. cruzi es un parasito genéticamente variable. Esta variabilidad ha sido ampliamente
estudiada con la intencion de correlacionar la biologia, la genética y la bioguimica del
parasito (3). En modelos animales experimentales de infecciobn y en
humanos infectados con T. cruzi, se ha demostrado que los parasitos aislados de
diferentes Organos en diferentes individuos son genéticamente distintos, lo que
sugiere que la variabilidad genética de los aislados del parasito, podria explicar las
diversas manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas y las diferencias en
morbilidad y mortalidad observadas en diferentes areas geograficas (4). Asi, multiples
factores relacionados con el hospedero o el parasito juegan un papel importante en el
curso y el desenlace de la infeccion. Teniendo en cuenta hallazgos previos del grupo
y la necesidad de estudiar algunos parametros inmunoldgicos de la enfermedad de
Chagas en un modelo animal, en el presente trabajo se evalué la presencia de T. cruzi
en un modelo murido de infeccion aguday cronica, a través de la prueba de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) convencional basada en los iniciadores TcH2AF-R
y S35-S36. Para desarrollar este objetivo, ratones BALB/c hembras fueron infectadas
con el aislado Y de T. cruzi y divididos en 4 grupos experimentales, los cuales fueron
sometidos a eutanasia a los 10 y 30 dias post-infeccién para evaluar la fase aguda y

a los 100 y 260 dias post-infeccion para evaluar la fase cronica.



Bajo las condiciones experimentales establecidas por el grupo, fue posible detectar la
presencia del pardsito en sangre y en otros tejidos como el corazoén, colon, higado y
musculo esquelético de ratones BALB/c con infeccién aguda y cronica por el aislado
Y de T. cruzi. En sangre se encontré que en el 100 % de los ratones con infeccion
aguda fue posible detectar la presencia del pardsito, en contraste en ratones
evaluados en la fase cronica, solo se detectd en el 40 % de las muestras de sangre
de los ratones al dia 100 y no se detectaron parasitos en sangre en los ratones
sometidos a eutanasia al dia 260 post-infeccion. Por otro lado, en los demas tejidos,
en la mayoria de los ratones infectados se detecto la presencia del parasito durante
la fase aguda a comparacion de las muestras de tejidos de ratones sometidos a
eutanasia durante la fase cronica, con un mayor porcentaje de deteccidon en muestras
de colon y corazon, seguido por musculo esquelético e higado de ratones infectados

con el parasito.

Teniendo en cuenta lo anterior, los resultados del presente trabajo permiten concluir
que en el modelo murido de infeccidon aguda y crénica por T. cruzi establecido en el
Laboratorio de Parasitologia Molecular de la Pontificia Universidad Javeriana, se logro
detectar el parasito en muestras de corazén, colon, higado, masculo esquelético y
sangre, siendo detectado en un mayor porcentaje de ratones con infeccién aguda, que

ratones con infeccidon cronica.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una parasitosis causada
por el protozoo flagelado intracelular Trypanosoma cruzi, se encuentra distribuida en
21 paises de América Latina y se considera un problema de salud publica global y
una enfermedad tropical desatendida. Se estima que cerca de 7 millones de personas
se encuentran infectadas con el parasito, mas de 25 millones de personas estan en
riesgo de adquirir la infeccion y ocurren mas de 10 000 a 14 000 muertes cada afio a
causa de la enfermedad (1,5,6). La enfermedad es endémica en América del Sur,
América Central y parte de América del Norte, sin embargo, los constantes flujos
migratorios han favorecido la presencia de personas con la enfermedad de Chagas
en regiones clasicamente consideradas como no endémicas, como Estados Unidos,
Canadéa, Europa, Japon y Australia (7,8), convirtiendo esta enfermedad en un

problema de salud publica global.

Desde el punto de vista clinico, la enfermedad de Chagas se divide en fase aguda y
fase cronica. La fase aguda dura 4 a 8 semanas y suele ser asintomatica o con
sintomatologia inespecifica, las personas que no son tratadas en esta fase
evolucionan a una fase crénica, donde aproximadamente el 60 al 70% de estos
pacientes tendran la forma indeterminada de la enfermedad de Chagas y el resto de
los individuos infectados, desarrollaran la forma determinada con manifestaciones
clinicas cardiacas o gastrointestinales, generalmente 20 a 40 afios después de la

infeccion inicial (1,2,9).

Los estudios moleculares y los perfiles genéticos han demostrado que T. cruzi
presenta una gran variabilidad, compuesta por una amplia poblacion de aislados que
circulan entre hospederos mamiferos e insectos vectores. Estas poblaciones se han
clasificado en 7 grupos genéticos conocidos como Unidades Discretas de Tipificacion
(DTU, del inglés Discrete Typing Units) y un nuevo grupo conocido como TcBat (3).
En modelos experimentales y en humanos infectados con T. cruzi se ha demostrado,

gue los parasitos aislados de diferentes érganos son genéticamente distintos, lo que
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sugiere que la variabilidad genética de los aislados del parasito podria explicar las
diversas manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas y las diferencias en

morbilidad y mortalidad observadas en diferentes areas geograficas (4).

Estudiar el curso de la enfermedad Chagas en ratones ha resultado muy util y ha
generado avances importantes en el estudio de la infeccion por T.cruzi, ya que los
modelos experimentales controlados permiten analizar parametros del hospedero y
el parasito, lo que por razones practicas y, en algunos casos, éticas no pueden
realizarse en humanos (10). Asi, estudios en ratones han mostrado que tanto factores
del hospedero como del parasito pueden tener importantes efectos en el desarrollo y
evolucion de la infeccion por T. cruzi. Por ejemplo, ratones ICR infectados con un
aislado del grupo Tcl (DA) o Tcll (Y) del parasito, mostraron diferente niveles de
parasitemia en sangre y parasitos en tejidos (11). Otro estudio mostré que ratones
BALB/c infectados con un aislado Tcll (Y) de T. cruzi, presentaron altos niveles de
parasitemia en sangre y de parasitos en tejidos, comparado con lo encontrado en
ratones C57BL/6 (12). Asi, es importante establecer modelos animales
experimentales que permitan estudiar el curso de la infeccion por T. cruzi bajo
condiciones controladas, de tal forma que sean comparables para la evaluacion de

diferentes parametros.

Teniendo en cuenta que a la fecha no existe un modelo experimental estandarizado
y homogéneo para el estudio de la infeccion por T. cruzi en el Laboratorio de
Parasitologia Molecular de la Pontificia Universidad Javeriana, en el presente trabajo
se respondera a la siguiente pregunta de investigacion: ¢En cudales tejidos
provenientes de ratones con infeccion experimental aguda y crénica por T. cruzi,
establecido en el Laboratorio de Parasitologia Molecular, es posible detectar la
presencia del parasito?. Este trabajo permitird continuar con estudios de otros
parametros que podrian explicar la relacion entre la deteccion del parasito y el

desarrollo de la enfermedad.
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2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
2.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas también conocida como tripanosomiasis americana se
encuentra distribuida en América del Sur, América Central y parte de América del
Norte afectando a una poblacion que, al igual que otras enfermedades tropicales
desatendidas, asecha a los més desfavorecidos y con mayor prevalencia en las areas
rurales. La enfermedad de Chagas afecta a un estimado de 7 millones de personas y
mas de 25 millones de personas estan en riesgo de adquirir la infeccion (1,5,6). De
acuerdo con las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en
Colombia se estima que cerca de 437.960 personas tienen la infeccion y la poblacion
expuesta en areas endémicas es de 4.813.543 (13). Los constantes flujos migratorios
han favorecido la presencia de personas con la enfermedad de Chagas en regiones
clasicamente consideradas como no endémicas, como Estados Unidos, Canada,
Europa, Japon y Australia (7,8).

La infeccion se transmite a los seres humanos, por lo general, por via vectorial u
ocasionalmente por mecanismos no vectoriales como la via oral, transmisién vertical,

transfusion sanguinea, trasplantes de 6rganos y accidentes de laboratorio (5,8,9).

2.2 Agente etioldgico

El agente causal de la enfermedad de Chagas es Trypanosoma cruzi, un parasito
protozoo flagelado intracelular perteneciente al dominio Eukaryota, reino Protista,
phylum Sarcomastigophora, subphylum Mastigophora, clase Zoomastigophora,
orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae y género y especie Trypanosoma
cruzi. Este parasito presenta cuatro estadios o formas morfologicas diferentes, las
formas no replicativas: tripomastigotes sanguineos y tripomastigotes metaciclicos; y

las formas replicativas: amastigotes y epimastigotes (1).
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2.3 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

En cuanto al ciclo de vida, T. cruzi es transmitido al hombre a través de las heces de
insectos hematofagos de la familia Reduviidae. Se han identificado cerca de 140
especies de triatominos, pero solo unos pocos son competentes para trasmitir T. cruzi,
en donde los géneros de Triatoma, Panstrongylus y Rhodnius constituyen los de
mayor importancia epidemioldgica (1). En Colombia, las especies de los principales
vectores son: Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Triatoma maculata y Triatoma
venosa (14). Ademas, el parésito infecta a 180 especies de 24 familias de mamiferos
domésticos y salvajes pertenecientes a los Ordenes: Didelphidomorphia,
Lagomorpha, Chiroptera, Rodentia, Pilosa, Cingulata, Carnivora, Primata vy

Perisodactyla (15).

El insecto vector ingiere los tripomastigotes sanguineos a partir de un mamifero
infectado, diferenciandose en epimastigotes en la region media del intestino donde se
multiplican por fisién binaria; después de esto, en la regidén posterior del intestino, el
pardasito se diferencia en el estadio infectivo, tripomastigote metaciclico. Este estadio
se libera en las heces del insecto vector en el momento de picar al hospedero
mamifero ingresando por mucosas 0 lesiones preexistentes o0 generadas como
resultado de la picadura del insecto. Una vez en el hospedero mamifero, los
tripomastigotes invaden células nucleadas, adyacentes al sitio de infeccién. Dentro
de las células, los tripomastigotes se diferencian en amastigotes y luego de
multiplicarse por fision binaria, se diferencian en tripomastigotes, los cuales son
liberados al torrente sanguineo por la ruptura de las células nucleadas. Los
tripomastigotes invaden tejidos adyacentes y se transportan a través de los vasos
linfaticos y el torrente sanguineo a sitios distantes. El ciclo de transmision se completa
cuando el insecto vector ingiere tripomastigotes presentes en sangre de mamiferos
infectados (Figura 1) (1,2).
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Figural. Ciclo devidade T. cruzi. El ciclo de vida de T. cruzi empieza cuando
el insecto vector ingiere tripomastigotes sanguineos durante la ingesta de
sangre de un hospedero mamifero infectado. Los tripomastigotes se
transforman en epimastigotes en la region media del intestino del vector,
migran a la region posterior y se diferencian en tripomastigotes metaciclicos,
los cuales son excretados en las heces del vector en el momento de la
picadura. Estos parasitos metaciclicos ingresan por la herida o a través de
mucosas intactas del hospedero mamifero, invadiendo células nucleadas. En
el citoplasma, los tripomastigotes se diferencian en amastigotes y tras varias
rondas de replicaciéon, se diferencian en tripomastigotes que son liberados al
torrente sanguineo por la ruptura de las células. Estas formas pueden infectar
otras células nucleadas e iniciar nuevamente el ciclo de infeccién. Tomado de:
Bern 2015 (2).

2.4 Variabilidad de T. cruzi

T. cruzi es una especie heterogénea, compuesta por una amplia poblacién de

aislados que circulan entre los hospederos mamiferos e insectos vectores. La

heterogeneidad del parasito ha sido ampliamente estudiada con la intencién de

correlacionar la biologia, la genética y la bioquimica de parasito; estas poblaciones

se han clasificado en 6 grupos genéticos conocidos como Unidades Discretas de
Tipificacion (DTU, del inglés Discrete Typing Units): Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV 'y TcVL.
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(3). Ademas, se ha propuesto un nuevo grupo conocido como TcBat, el cual incluye
alrededor de 15 aislados de T. cruzi encontrados en murciélagos provenientes de

regiones en donde la enfermedad es endémica (16,17).

Las DTU de T. cruzi se han asociado a las manifestaciones clinicas que desarrollan
los pacientes infectados. Asi, Tcll, TcV y TcVI se han asociado al desarrollo de
megacolon o megaesofago y Tcl, Tcll, TcV y TcVI al desarrollo de alteraciones
cardiacas (3,18). Sin embargo, es posible que pacientes infectados con Tcl

desarrollen alteraciones digestivas (19).

En Colombia, se ha encontrado circulacion de todas las DTU de T. cruzi entre
mamiferos reservorios, vectores y en pacientes con la enfermedad de Chagas
(20,21). Sin embargo, Tcl y Tcll son los grupos que mas se encuentran en los
pacientes colombianos y estan asociados principalmente a alteraciones cardiacas
(22).

4.5 Manifestaciones clinicas

La enfermedad de Chagas presenta dos fases clinicas: aguda y cronica, esta ultima
puede ser indeterminada o determinada. La fase aguda se caracteriza por presentar
una parasitemia alta en sangre periférica, donde generalmente los pacientes no son
diagnosticados debido a la inespecificidad o ausencia de sintomatologia clinica. Sin
embargo, en la transmision vectorial, hay sefiales de puerta de entrada del parasito,
una de ellas es la generacién del Chagoma, una zona endurecida caracterizada por
eritema e inflamacion; o el signo de Romafa, que corresponde a un edema sin dolor
unilateral del parpado y los tejidos perioculares, el cual refleja la entrada del parasito
a través de las membranas mucosas oculares (9). La muerte en la fase aguda es
extremadamente rara y ocurre principalmente por miocarditis 0 meningoencefalitis,
siendo mas frecuente en pacientes inmunosuprimidos o en etapas tempranas de la
vida (8).
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Los pacientes que no logran eliminar el parasito o no son tratados, evolucionan a una
fase cronica indeterminada caracterizada por la ausencia de sintomas y una
parasitemia baja en sangre periférica. Posteriormente, cerca del 20 al 30% de los
individuos, dependiendo de la zona geografica, de la DTU o de la genética del
hospedero, pueden desarrollar manifestaciones cardiacas, digestivas o mixtas,
generalmente 20 a 40 afios después de la infeccién (1,9).

La forma cardiaca es la manifestacion mas frecuente de la enfermedad de Chagas.
Los principales hallazgos de la cardiopatia chagasica son los trastornos del
electrocardiograma tales como hemibloqueo anterior o posterior, bloqueo de rama
derecha, bloqueo de rama izquierda, extrasistoles ventriculares, bloqueos
auriculoventriculares, alteraciones del ST, presencia de ondas Q andmalas,
bradicardia, bajo voltaje del QRS o arritmias auriculares (8). Otras alteraciones,
aunque menos frecuentes son taquiarritmias y bradiarritmias fendmenos

tromboembdlicos, aneurismas ventriculares y muerte subita (1).

A nivel gastrointestinal, la enfermedad de Chagas puede afectar cualquier parte del
tubo digestivo, siendo mas afectado el eséfago o el colon. La afeccidn gastrointestinal
es menos comun que la cardiopatia chagasica y se observa predominantemente en
pacientes infectados en el cono sur. Los pacientes con enfermedad de Chagas que
presentan alteraciones gastrointestinales presentan pérdida del sistema nervioso
entérico (del sistema excitatorio como del inhibitorio), la cual puede llevar al desarrollo
de megaesofago o dilatacion coldnica. Los principales sintomas son disfagia,
regurgitacion y dolor esoféagico. Otros sintomas menos frecuentes son el hipo, pirosis

e hipersalivacion acompafado de hipertrofia paratiroidea (1,8).

4.6 El modelo murido de infeccion por T. cruzi

Estudiar el curso de la infeccion por T. cruzi en ratones ha generado un avance

importante en el estudio de la enfermedad de Chagas, ya que los modelos

experimentales controlados permiten imitar aspectos de la enfermedad en humanos

(23) permitiendo el estudio de parametros inmunoldgicos que expliquen la relacion de
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parasitos en sangre y en tejidos y el desarrollo de sintomas de la enfermedad de
Chagas.

En la Tabla 1, se describen hallazgos de algunos estudios en modelos muridos de
infeccion por el parasito relacionados con los niveles de parasitemia en sangre y la
presencia de parasitos en tejidos. El andlisis de la presencia de parasitos en sangre
y en tejidos, asi como los mecanismos que controlan la infeccidn crénica por T. cruzi
son cruciales para entender y desarrollar nuevas estrategias para combatir la
enfermedad. Estudios en humanos y ratones han sugerido que el fondo genético del
hospedero y el aislado genético de T. cruzi, son importantes para el desenlace de la
infeccion, asi como otros factores, los cuales incluyen: el indculo inicial, el sexo y la
edad (24). Por ejemplo, ratones hembras o machos de la cepa ACA fueron infectados
intraperitonealmente con 200 o 2.000 tripomastigotes del aislado Dm28c (Tcl) de T.
cruzi, encontrandose una mayor presencia de parasitos en sangre en los ratones
infectados con 2.000 parasitos que los ratones infectados con 200 pardsitos, asi como
una menor tasa de sobrevida en los ratones machos de la cepa ACA frente a la
infeccién por T. cruzi comparado con las hembras de la misma cepa de raton, lo cual
sugiere que tanto el numero de parasitos y el sexo del hospedero pueden afectar el
curso y la susceptibilidad a la infeccidn por T. cruzi (24). Asi, se destaca que multiples
factores tanto dependientes del hospedero como del pardsito, juega un papel
importante en el desenlace de la infeccion. Por lo anterior, a la fecha no existe un
modelo experimental estandarizado y homogéneo para el estudio de la infeccién por
T. cruzi en el Laboratorio de Parasitologia Molecular de la Pontificia Universidad

Javeriana.
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Tabla 1. Cepas de ratones y aislados de T. cruzi usados como modelo experimental

de infeccion.

Niveles de Parasitemia

Parasitos en

Aislado o
Cepade deT. en sangre corazén Parasitos en Ref.
ratén ) tejidos
cruzi Agudo Crénico | Agudo | Crénico
Musculo
936,8 0,89 _
DA (Tcl) o o + + esquelético y
parasitos/ul | parasitos/ul ]
ICR corazon (11)
6,27
Y (Tcll) o ND + - Corazén
parasitos/pl
30 x 104
NA ++ +++
BALB/c* parasitos/ml
Y (Tcll) Corazon (12)
10 x 104
C57BL/6* . NA + +
parasitos/ml
Higado, rifion,
Y (Tcll) ++ ++ + + i i
pulmén, corazén
BALB/c (25)
JLP Higado, rifion,
+ + - +
(Tcll) pulmén, corazén
Higado,
cerebro,vasos
sanguineos,
bazo, rifion,
BALB/c | Y (Tcll) + NA + NA meédula 6sea, | (o)
timo, intestino
delgado,
corazon
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Musculo
7,6 x 103 _
DA (Tcl) . ND + - esquelético,
parasitos/10 pl ]
corazon
Musculo
6,2 x 108 _
MG (Tcl) . ND + - esquelético,
parasitos/10 pl ]
corazon
ICR-CD-1 Intestino, corazon, @7)
JDD 7,5 x 10? musculo
7 . ND + - Yo ..
(Tcl) parésitos/10 pl esquelético, tejido
adiposo
Intestino, corazoén,
7,2 x 102 musculo
GC (Tcl) . ND + - - )
parasitos/10 ul esquelético, tejido
adiposo, cerebro

ND: No detectable; +: Resultado positivo por PCR, histopatologia o hemocultivo; -: Resultado negativo
por PCR, histopatologia o hemocultivo; NA: No se analizé en el estudio. ¥ El estudio compara los
resultados de los niveles de parasitemia en sangre periférica y parasitos en tejidos entre las dos cepas

de ratones usadas.
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6. OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de Trypanosoma cruzi en un modelo marido de infeccion aguda

y cronica establecido en el Laboratorio de Parasitologia Molecular.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar la presencia de T. cruzi en muestras de sangre de ratones con
infeccion aguda y crénica.
o Evaluar la presencia de T. cruzi en muestras de corazon, colon, higado y

musculo esquelético de ratones con infeccion aguda y cronica.
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7. METODOLOGIA

El presente trabajo de grado hace parte del proyecto “Determinacion de la frecuencia
de linfocitos T CD8+ multifuncionales como un correlato de proteccion frente a la
infeccion por Trypanosoma cruzi”. A continuacion, se muestra la metodologia del
modelo marido de infeccidn realizado en el Laboratorio de Parasitologia Molecular, el
cual fue elaborado previo al desarrollo de este trabajo de grado (7.1); y la metodologia

realizada durante el desarrollo del presente trabajo de grado (7.2).

7.1 Modelo de infeccion estandarizado en el Laboratorio de Parasitologia

Molecular.

7.1.1 Ratones y parasitos

El modelo de infeccion incluyd ratones BALB/c hembras entre 6 y 8 semanas de vida
obtenidos de la Unidad de Biologia Comparativa (UBC) de la Pontificia Universidad
Javeriana. Los ratones fueron infectados con el aislado Y (MHOM/BR/00/Y; Tcll) de
T. cruzi, el cual se mantuvo en pases sucesivos en ratones BALB/c para mantener la

virulencia.
7.1.2 Grupos experimentales y obtencion de los tejidos

Ratones BALB/c fueron infectados con el aislado Y de T. cruzi y sometidos a
eutanasia al dia 10, 30, 100 y 260 post-infeccion. Teniendo en cuenta previos
reportes, se seleccionaron las fechas de eutanasia de los ratones para evaluar al dia
10 y 30 la fase aguda temprana y tardia, respectivamente; y al dia 100 y 260 la fase
cronica temprana y tardia, respectivamente. Brevemente, 20 ratones BALB/c fueron
divididos en 4 grupos experimentales (G1 al G4) e inoculados con 1 x 10°
tripomastigotes de T. cruzi por via intraperitoneal (ip) en 100 ul de PBS 1X. Los
ratones del G1 y G2 (5 ratones por grupo) fueron sometidos a eutanasia al dia 10 y
30 post-infeccion, respectivamente; y los ratones del G3 y G4 (5 ratones por grupo)
fueron sometidos a eutanasia al dia 100 y 260 post-infeccion, respectivamente.

Adicionalmente, como control se incluydé un grupo con 4 ratones (G5), los cuales
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fueron inoculados con 100 ul de PBS 1X. Los ratones fueron sometidos a eutanasia
por medio de una camara de CO2 en un ambiente aséptico y de cada uno de los
ratones se obtuvieron los siguientes tejidos: corazon, muasculo esquelético de la
rodilla, colon, higado (almacenados en etanol al 70%) y sangre (almacenada en
clorhidrato de guanidina, v/v 1:1). En la tabla 2, se describen los grupos
experimentales y las fechas en las que se sometieron a eutanasia los ratones de cada

grupo experimental.

Tabla 2: Grupos experimentales y fecha de eutanasia

Fecha de Eutanasia Total,
Grupos
10 dpi 30 dpi 100 dpi | 260 dpi ratones/Grupo
GlY 5 5
G2:Y 5 5
G3:Y 5 5
G5: PBS 1X 1 1 1 1 4

Grupos experimentales: G1, G2, G3, G4 y G5; dpi: dias post infeccion

7.2 Metodologia realizada durante el desarrollo del presente trabajo de grado.

7.2.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico de corazén, musculo esquelético de la rodilla, colon,
higado y sangre, se realizé de acuerdo a las instrucciones del estuche comercial “High
pure PCR template preparation kit” (Roche). Brevemente, se cortaron y triturarén 25 a
50 mg para una muestra de tejido o se tomaron 200 ul de una muestra de sangre, se
le adicion6 la solucién amortiguadora de lisis, proteinasa K y se incubo a 55°C por 1
hora para una muestra de tejido solido y a 70°C por 20 minutos para una muestra de

sangre. Luego, se afiadid la solucibn amortiguadora de union (para los tejidos) o
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isopropanol (para ambos). Posteriormente, se realizaron lavados en presencia de la
soluciébn amortiguadora para la remocion de inhibidores o con la solucién
amortiguadora de lavado. Finalmente, el ADN fue lavado con la solucién de elucion,

se alicuoto y cuantifico mediante el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

7.2.2 Deteccion del parasito mediante PCR convencional

Para detectar la presencia del parasito, a partir de ADN gendmico obtenido de los
tejidos solidos (corazon, musculo esquelético, colon, higado) y sangre, se realizo la
prueba de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Inicialmente, con el
propdsito de comprobar la integridad del ADN y descartar la presencia de inhibidores
en las muestras, se realizé una PCR convencional (cPCR) para la deteccion de una
secuencia génica del citocromo B para mamiferos pequefios (28). Posteriormente, en
las muestras con resultados positivos, se realizaron dos cPCR para la deteccion del
ADN de T. cruzi mediante los iniciadores TcH2AF-R o S35-S36 que tienen como
blanco de amplificacion: la histona H2A y el elemento SIRE de T. cruzi o la region
variable del minicirculo del ADN del cinetoplasto, respectivamente (29,30). En la tabla

3, se describen los iniciadores para las cPCR usadas en el presente trabajo.

Tabla 3. Iniciadores de las cPCR usados en el presente trabajo.

o Producto
Iniciadores Secuencia (5°-3’) Ref.
esperado
CytB Uni fw TCATCMTGATGAAAYTTYGG
. 940 pb (28)
CytB Uni rev ACTGGYTGDCCBCCRATTCA
TcH2AF GAGAGTGATCGTGGGAGAGC
230 pb | (29)
TcH2AR AGTGGCAGACTTTGGGGTC
S35 AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA
330 pb (30)
S36 GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT

Teniendo en cuenta que se esta trabajando con un modelo animal controlado y que
previos reportes del grupo de investigacion muestran que es posible detectar la
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presencia del parasito en muestras de ADN de tejidos de ratones infectados por T.
cruzi con una concentracion final de ADN entre 50 y 200 ng (31), cada muestra de
ADN se ajusté a una concentracion final de 125 ng para evaluar la presencia del
parasito mediante el uso de cPCR a un volumen final de reaccién de 25 pl. En la tabla
4y 5, se describen las condiciones de reaccion que se usaron para cada cPCR y los

programas de PCR usados, respectivamente.

Tabla 4. Condiciones de reaccién de las cPCR usadas en el presente trabajo de grado.

cPCR Reactivo Concentracion final
Solucién amortiguadora (Buffer) 1X
Citocromo B MgCl 1,5mM
(CytB Uni rev-Uni dNTP 200 uM
fw) Oligonucleétido Forward 10 pM
Oligonucledtido Reverse 10 pM
Tag ADN polimerasa 0,06 U/ul
Solucién amortiguadora (Buffer) 1X
Histona H2A y MgCl. 1,5mM
el elemento dNTP 200 uM
SIRE de T. cruzi Oligonucledtido Forward 0,8 uM
(TCH2AF-R) Oligonucledtido Reverse 0,8 uM
Tag ADN polimerasa 0,05 U/ul
Solucién amortiguadora (Buffer) 1X
Regién variable MgCl, 28 mM
del minicirculo dNTP 200 M
del ADN del : —
_ Oligonucledtido Forward 1uM
cinetoplasto
Oligonucledtido Reverse 1uM
(S35-S36)
Taq ADN polimerasa 0,02 U/ul
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Tabla 5. Programas de cPCR para cada uno de los iniciadores usados en el presente

trabajo de grado.

Numero de Temperatura )
cPCR ) Programa Tiempo
ciclos (°C)
1 Denaturacion inicial 94 3 min
Citocromo B Denaturacién 94 1 min
(CytB Uni rev-Uni fw) 30 Anillaje 63 1 min
Extension 72 2 min
1 Extension final 72 10 min
_ 1 Denaturacion inicial 95 5 min
Histona H2A y el i
Denaturacion 95 30s
elemento SIRE de T. o ]
) 45 Anillaje 65 1 min
cruzi
Extension 72 30s
(TcH2AF-R)
1 Extension final 72 5 min
. _ 1 Denaturacion inicial 95 5 min
Region variable del — :
o Denaturacion 95 1 min
minicirculo del ADN o ]
) 30 Anillaje 60 1 min
del cinetoplasto ) ]
Extension 72 1 min
(S35-S36) _ :
1 Extension final 72 5 min

min: minutos; s: segundos

De cada cPCR se realizé una réplica biolégica y en cada ensayo se incluyeron los
siguientes controles: reaccién (agua en el cuarto de preparacion de la mezcla de
reaccion), gris (agua en el cuarto de adicion de las muestras a la reaccion), negativo
(ADN de un ratén del G5) y positivo (ADN gendmico de Tcll). Los productos de la
amplificacion se evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,3% tefiidos

con SYBR green (Invitrogen).

7.3 Aspectos éticos

Este proyecto fue avalado por el Comité de Investigacion de la Facultad de Ciencias
y el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) bajo

el FUA-007-14 de la UBC. La disposicién de los cadaveres se llevé a cabo de acuerdo
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con los protocolos de la UBC. Asi mismo, este trabajo no presentdé un impacto
ambiental negativo, puesto que no se realizd ninguna intervencion en los recursos
naturales biolégicos o fisicos del pais. Los desechos generados durante el desarrollo
de la investigacion fueron tratados de acuerdo a lo establecido en el Manual de

Bioseguridad del Laboratorio de Parasitologia Molecular.

7.5 Andlisis de los datos

Para describir el comportamiento de la presencia de T. cruzi en los grupos
experimentales de ratones, los resultados de positivo 0 negativo se digitaron en una
base de datos del programa Microsoft Office Excel para Windows y se graficaron
mediante el programa GraphPad Prism.
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8. RESULTADOS

8.1 Evaluacion de la presencia de T. cruzi en muestras de sangre de ratones con

infeccion aguday cronica.

Con el proposito de detectar la presencia de ADN gendmico de T. cruzi en muestras
de sangre obtenidas por puncion cardiaca de ratones con y sin infeccion por el
parasito, se procesaron 24 muestras obtenidas de ratones de cada uno de los grupos
experimentales descritos en la metodologia (Tabla 2). Para evaluar la presencia de
inhibidores y la calidad del ADN obtenido de muestras de sangre, se realiz6 una cPCR
para la deteccion de una secuencia génica del citocromo B de mamiferos pequefios,
encontrdndose que para los G1, G2, G3 y G5 el 100 % de las muestras fueron
positivas por esta cPCR y en el G4 solo 3 de 5 muestras mostraron resultados
positivos para esta cPCR, obteniendo el fragmento esperado de 940 pb (Figura 2).
Estos resultados sugirieron que el método de extraccion permitié obtener un ADN de
buena calidad para su utilizacion en cPCR.

10 dpi 260 dpi Control

C. Extraccion
C. Reaccioén

() ]
=} >
= (=
w0 w
1N Ll
= =

2.000 —

1.000— 940 pb

Figura 2. Representativo del andlisis de la cPCR para una secuencia
génica del citocromo de mamiferos pequefios en muestras de ADN de
ratones con y sin infeccion por T. cruzi. A la izquierda se indican las bandas
del marcador de peso molecular en pares de bases (pb) y a la derecha se
indica el tamafio de la banda esperada. En la parte superior se describe el
origen de las muestras de ADN (tejido y grupo experimental), asi como los
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controles usados durante la preparacion de la mezcla de cPCR, los cuales
fueron descritos en la metodologia.

Posteriormente, mediante dos cPCR basadas en los iniciadores TcCH2AF-R y S35-
S36, se evalud la presencia del parasito en el ADN de muestras de sangre de ratones
infectados en los dias 10, 30 100 y 260 pi, como se describié en la metodologia. En
las Figura 3 y 4 se muestran los representativos de la electroforesis para las cPCR
basadas en los iniciadores TcH2AF-R y S35-S36, respectivamente. En el Anexo 1 se
describe la proporcion de ratones en los que se detecto la presencia de ADN del
parasito en las muestras de sangre mediante las cPCR basados en los iniciadores
TcH2AF-R y S35-S36. Al analizar la proporcion de muestras de sangre de ratones
infectados en los que se detectd la presencia del paréasito, se encontrd que en el total
de las muestras de sangre de los ratones sometidos a eutanasia al dia 10 o 30 post-
infeccion fue posible detectar la presencia del ADN del parasito. En el grupo de
ratones sometidos a eutanasia al dia 100 post-infeccidén solo se detect6 en 2 ratones
y en el grupo de ratones sometidos a eutanasia al dia 260 post-infeccion no se
encontré la presencia del parasito en ninguna de las muestras de sangre analizadas
(Tabla 6).

10 dpi 260 dpi Control
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Figura 3. Representativo del analisis de la cPCR para una secuencia
génica de la Histona H2A y el elemento SIRE de T. cruzi en muestras de
ADN de ratones con y sin infecciéon por T. cruzi. A la izquierda se indican
las bandas del marcador de peso molecular en pares de bases (pb) y a la
derecha se indica el tamafio de la banda esperada. En la parte superior se
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describe el origen de las muestras de ADN (tejido y grupo experimental), asi
como los controles usados durante la preparacion de la mezcla de cPCR, los
cuales fueron descritos en la metodologia.

10 dpi 260 dpi Control
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C. Extraccion
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Figura 4. Representativo del analisis de la cPCR para una secuencia
génica de la regién variable del minicirculo del ADN del cinetoplasto de
T. cruzi en muestras de ADN de ratones con y sin infeccion por T. cruzi.
A la izquierda se indican las bandas del marcador de peso molecular en pares
de bases (pb) y a la derecha se indica el tamafio de la banda esperada. En la
parte superior se describe el origen de las muestras de ADN (tejido y grupo
experimental), asi como los controles usados durante la preparacion de la
mezcla de cPCR, los cuales fueron descritos en la metodologia.

Tabla 6. Proporcién de muestras de sangre de ratones con infeccion aguda y crénica

por T. cruzi en los que se detecto la presencia del parasito.

) Dias post-infeccion¥*
Tejido
10 30 100 260
Sangre 5/5 5/5 2/5 0/3

¥ Proporcion de muestras de sangre de ratones sometidos a eutanasia al dia 10, 30, 100 o 260 post-
infeccién en los que se detecto la presencia del parasito mediante cPCR basadas en los iniciadores
TcH2AF-R y S35-S36.

Al analizar el porcentaje de muestras de sangre de ratones infectados en los que se
detecto la presencia del parasito, se encontro que al utilizar ambas cPCR fue posible
detectar el parasito en el 100 % de las muestras de sangre de los ratones sometidos
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a eutanasia al dia 10 y 30 post-infeccion y en el 40 % de los ratones sometidos a

eutanasia al dia 100 pi (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de muestras de sangre con cPCR positiva obtenidas
de ratones con infeccion aguda y cronica por T. cruzi. Cada barra
representa el porcentaje total de ratones sometidos a eutanasia al dia 10, 30,
100 y 260 post-infeccion en los que se detectd la presencia del parasito. ND:
No detectable o ratones con PCR negativa.

8.2 Evaluacién de la presenciade T. cruzi en muestras de corazén, colon, higado
y musculo esquelético de ratones con infeccién aguda y cronica.

Previo a la deteccion de la presencia del ADN del parasito en las muestras obtenidas
de los tejidos sélidos (corazén, colon, higado y musculo esquelético) de ratones con
y sin infeccién por T. cruzi, se evaluo la integridad del ADN obtenido a partir de los
tejidos sélidos de todos los grupos experimentales de ratones, encontrandose que en
el 100 % de las muestras evaluadas se obtuvo un resultado positivo por esta cPCR,
obteniendo el fragmento esperado de 940 pb (Figura 2). Asi, estos resultados
sugirieron que el método de extraccion permitié obtener ADN a partir de muestras de
tejidos solidos de buena calidad para su utilizacion en cPCR.

Posteriormente, se evaluod la presencia del parasito en el ADN de muestras de tejidos
sélidos de ratones con y sin infeccion por T. cruzi como se describié en la metodologia.
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En el Anexo 2 se describe la proporcion de ratones en los que se detecto la presencia
de ADN del parasito en las muestras de los tejidos solidos mediante las cPCR basados
en los iniciadores TcCH2AF-R y S35-S36. Al analizar la proporcion de muestras de ADN
de tejidos solidos de ratones infectados con el parasito con cPCR positiva, se encontrd
que fue posible detectar la presencia del parasito en los tejidos de los ratones
sometidos a eutanasia al dia 10 o 30 post-infeccion en mayor proporcidon que en los
ratones sometidos a eutanasia al dia 100 o 260 post-infeccion (Tabla 7). Sin embargo,
en los ratones sometidos a eutanasia al dia 100 post-infeccién, solo se encontré la

presencia del parasito en 1 muestra de ADN de colon.

Tabla 7. Proporcion de muestras de tejidos de ratones con infeccion aguda y cronica

por T. cruzi en los que se detecto la presencia del parésito.

- Dias post-infeccion*
Tejido
10 30 100 260
Corazon 5/5 3/5 0/5 2/5
Colon 5/5 4/5 1/5 1/5
Higado 2/5 1/5 0/5 1/5
Musculo esquelético 4/5 2/5 0/5 1/5

¥ Proporcion de muestras de tejidos sélidos de ratones sometidos a eutanasia al dia 10, 30, 100 o 260
post-infecciébn en los que se detectd la presencia del pardsito mediante cPCR basadas en los
iniciadores TcH2AF-R y S35-S36.

Teniendo en cuenta el anterior resultado, se analizé el porcentaje de muestras de
tejidos solidos de ratones infectados en los que se detecto la presencia del parasito.
De las muestras de corazén de los ratones sometidos a eutanasia al dia 10, 30 y 260
post-infeccion, se encontré presencia del parasito en el 100 %, 60 % y 40 % de los
ratones, respectivamente. De las muestras de colon de los ratones sometidos a
eutanasia al dia 10, 30, 100 y 260 post-infeccion, se encontrd presencia del parasito
en el 100 %, 80 %, 20 % y 20 % de los ratones, respectivamente. De las muestras de
higado de los ratones sometidos a eutanasia al dia 10, 30 y 260 post-infeccién, se

encontré presencia del parasito en el 40 %, 20 % y 20 % de los ratones,
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respectivamente. Por ultimo, de las muestras de musculo esquelético de los ratones
sometidos a eutanasia al dia 10, 30 y 260 post-infeccidn, se encontré presencia del
parasito en el 80 %, 40 % y 20 % de los ratones, respectivamente. De manera
interesante, bajo las condiciones experimentales evaluadas, no fue posible detectar
la presencia del parasito en muestras de corazén, higado y masculo esquelético en
los ratones sometidos a eutanasia al dia 100 post-infeccion (Figura 6). Asi, estos
resultados muestran que durante la fase aguda es posible detectar un mayor
porcentaje de tejidos solidos con el parasito que lo que se encontré durante la fase
cronica y sugieren que el principal tropismo del aislado Y de T. cruzi en los ratones

BALB/c durante la fase aguda es el corazén, colon y musculo esquelético.
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Figura 6. Porcentaje de muestras de corazoén, colon, higado y muasculo
esquelético con cPCR positiva obtenidas de ratones con infeccion aguda
y cronica por T. cruzi. Cada barra representa el porcentaje total de ratones
sometidos a eutanasia al dia 10, 30, 100 y 260 post-infeccién en los que se
detecto la presencia del parasito a partir de tejidos solidos. ND: No detectable
o ratones con PCR negativa
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9. DISCUSION

Los estudios moleculares y los perfiles genéticos han demostrado que T. cruzi
presenta una gran variabilidad, compuesta por una amplia poblacion de aislados que
circulan entre hospederos mamiferos e insectos vectores. Estas poblaciones se han
clasificado en 7 grupos genéticos conocidos como Unidades Discretas de Tipificacion
(DTU): Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVI y TcBat (3). En modelos experimentales y en
humanos infectados con T. cruzi, se ha demostrado que los parasitos aislados de
diferentes érganos son genéticamente distintos, lo que sugiere que la variabilidad
genética de los aislados del parasito, podria explicar las diversas manifestaciones
clinicas de la enfermedad de Chagas y las diferencias en morbilidad y mortalidad
observadas en diferentes areas geograficas (4). Por otro lado, el estudio del curso de
la infeccion por T. cruzi en ratones ha resultado muy util y ha generado avances
importantes en el estudio de esta parasitosis, ya que los modelos experimentales
controlados permiten analizar parametros del hospedero y el parasito, lo que por
razones practicas y éticas no pueden realizarse en humanos (10). Asi, teniendo en
cuenta que a la fecha no existe un modelo experimental estandarizado y homogéneo
para el estudio de la infeccion por T. cruzi en el Laboratorio de Parasitologia Molecular
de la Pontificia Universidad Javeriana, en el presente trabajo se busco6 detectar la
presencia de Trypanosoma cruzi en un modelo muarido de infeccién aguda y crénica
establecido en el Laboratorio de Parasitologia Molecular, el cual permitira continuar
con el analisis de otros parametros que podrian explicar la relacion entre la deteccion

del parasito y el desarrollo de la patologia.

En el modelo murido evaluado, en sangre fue posible detectar la presencia del parasito
en todos los ratones infectados y sometidos a eutanasia en fase aguda, en contraste
con las muestras de sangre de ratones sometidos a eutanasia durante la fase cronica.
Por otro lado, en los tejidos sélidos, en la mayoria de los ratones infectados se detectd
la presencia del parasito durante la fase aguda que en muestras de tejidos de ratones
sometidos a eutanasia durante la fase cronica, con un mayor porcentaje de deteccion
en muestras de colon y corazén, seguido por musculo esquelético e higado de ratones
infectados con el parasito.
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Reportes en la literatura muestran que tanto en humanos como en modelos muridos,
la transicion de la fase aguda a la fase cronica de la infeccion va acompafiada de una
disminucién en el nUmero de parasitos en sangre como consecuencia de la induccion
de una respuesta inmune relativamente eficiente, que logra controlar la infeccion pero
no eliminarla (32). De hecho, se ha descrito que la respuesta inmune innata y
adaptativa juegan un papel crucial en el control de la infeccién por el parasito (33,34).
Ademas, aunque en este estudio no se evalud la virulencia del aislado Y de T. cruzi
en comparacion con otros aislados del parasito, se ha reportado que el aislado Y de
T. cruzi muestra un cuadro mas agresivo y agudo que aislados de T. cruzi (Tcl), los
cuales presentan menor virulencia (11). En el modelo marido evaluado, en un mayor
porcentaje de ratones con infeccion aguda (10 o 30 dias post-infeccion) fue posible
detectar la presencia del parasito en sangre y tejidos soélidos que el porcentaje en el
que se detecto la presencia del parasito en ratones con infeccién cronica (100 o 260
dias post-infeccion), lo cual podria sugerir que en ratones inmunocompetentes, se
genera una respuesta inmune que podria controlar la infeccion pero no eliminarla, ya
gue se encontré la presencia del parasito en tejidos solidos de ratones con infeccion

cronica por T. cruzi (hasta 260 dias post-infeccion).

En humanos, el diagnostico de la infeccion por T. cruzi en fase aguda se realiza a
través de examen microscopico de sangre anticoagulada o el método de
microhematocrito para observar los formas moviles o tripomastigotes (2). Sin
embargo, las pruebas seroldgicas no son utiles para el diagnéstico de la infeccién en
esta fase de la enfermedad. En contraste, en la fase cronica de la enfermedad, debido
a la parasitemia baja en sangre observada en individuos infectados, el diagnostico se
basa en la deteccion serolégica de anticuerpos de tipo inmunoglobulina G (IgG)
especifica para antigenos de T. cruzi, ya que los métodos directos (parasitologicos)
gue se realizan en la fase cronica, suelen ser negativos en un 30 a 60 % de los
pacientes (8). Asi, durante la fase cronica, las técnicas seroldégicas mas empleadas
son la inmunofluorescencia indirecta (IFl), la hemoaglutinacién indirecta (HAI) o el
enzimoinmunoanalisis (ELISA), las cuales utilizan antigenos del parasito completo o
extractos purificados, como proteinas recombinantes (6). Sin embargo, dado que
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ninguna de las pruebas alcanza un 100% de sensibilidad y especificidad, la OMS
recomienda que para el diagndstico de individuos con infeccidn crénica por T. cruzi,
se realicen 2 pruebas serolégicas por métodos diferentes (5). No obstante, algunos
estudios en humanos con enfermedad de Chagas y ratones experimentalmente
infectados con el parasito (11,35,36), han utilizado técnicas basadas en biologia
molecular como la cPCR o la PCR cuantitativa (QPCR), las cuales presentan mayor

sensibilidad analitica que los otros métodos mencionados anteriormente.

En humanos, el diagndéstico de la enfermedad de Chagas, basado en la deteccion del
parasito, es complejo por la variabilidad genética del parasito, la variabilidad de la
parasitemia en sangre y la historia natural de la enfermedad, que dificulta la obtencion
de muestras de tejidos de pacientes infectados para evaluar la presencia del parasito.
Sin embargo, en humanos solo hay un estudio, desde lo que conocemos, que analice
la carga parasitaria en un gran numero de pacientes con infeccién aguday cronica por
T. cruzi, en el que se muestra que pacientes con infeccion aguda presentan una alta
carga parasitaria comparado con individuos en fase cronica y que individuos con fase
cronica indeterminada presentan mayor carga parasitaria que individuos en fase
cronica determinada (37). De manera interesante, en el modelo murido evaluado, no
se detect6 la presencia del parasito en muestras de sangre de ratones sometidos a
eutanasia al dia 260, donde la infeccion es mas crénica. Sin embargo, fue posible
detectar la presencia del parasito en muestras de tejidos sélidos de ratones sometidos
a eutanasia al dia 260 post-infeccién. Asi, aunque en el presente trabajo no se
cuantific6 la parasitemia en sangre o tejidos, estos hallazgos sugieren que
posiblemente el parasito migre de sangre periférica a tejidos sélidos y la presencia del
pardsito podria estar relacionada con la patologia de la enfermedad de Chagas o la

infeccion cronica por T. cruzi.

Por otro lado, T. cruzi es un parasito genéticamente diverso en el que se han
propuesto diferentes eventos de hibridacion que han permitido al parasito ampliar su
diversidad genética (3,38). A la fecha se han propuesto 7 grupos genéticamente
distintos, en los que se han demostrado que dentro de cada grupo existen diferencias

genéticas que podrian estar relacionadas con el ciclo de trasmision de la infeccién, las
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formas clinicas de la enfermedad o el curso y desenlace de la infeccion (39). Por
ejemplo, un estudio en ratones BALB/c infectados con 1x10? tripomastigotes de cultivo
de una variante del aislado Y de Brasil sucumben rapidamente ante la infeccion
comparado con lo observado en ratones BALB/c infectados con 1x10° tripomastigotes
de cultivo de una variante del aislado Y de Estados Unidos (40) . Ademas, otro aspecto
importante que puede afectar el modelo de infeccion por T. cruzi es la dosis de
infeccion. Un estudio con ratones BALB/c infectados con 50 tripomastigotes, mostro
qgue a los 100 dias post-infeccion es posible detectar mediante una PCR en tiempo
real la presencia del parasito en muestras de ADN de corazén (12). Al comparar estos
hallazgos con el modelo muarido evaluado y entendiendo que muchos aspectos
metodoldgicos o técnicos podrian explicar las diferencias de la deteccion del parasito
en muestras de corazon, segun lo observado, la diferencia mas importante, es que
aunque los ratones evaluados fueron infectados con una mayor cantidad de parasitos
(1x10°), no fue posible detectar la presencia del parasito bajo las condiciones
experimentales utilizadas, en muestras de corazén de ratones infectados y sometidos
a eutanasia a los 100 dias post-infeccion. Por lo anterior, aunque estos hallazgos
dificultan el estudio de la infeccion por T. cruzi en modelos animales, asi como la
interpretacion de los resultados, elucidan la importancia de validar y estandarizar los

modelos animales para microorganismos patdgenos.

En este trabajo, al evaluar la presencia del parasito en muestras de ADN de corazén,
colon, higado y musculo esquelético de ratones con infecciéon aguda y crénica, se
evidencio tropismo del aislado Y por todos estos tejidos, siendo detectado en un mayor
porcentaje de ratones, durante la fase aguda (10 o 30 dias post-infeccion) que durante
la fase crénica (100 o 260 dias post-infeccion). Existen reportes en la literatura que,
aunque no muestran el comportamiento en la totalidad de los tejidos evaluados en el
presente trabajo, si muestran la presencia del parasito en otros tejidos solidos de
ratones infectados con el parasito durante las etapas tempranas. Por ejemplo, en
ratones BALB/c infectados con el aislado Y durante los primeros 7 dias post-infeccion,
mediante un analisis histopatolégico, se observo la presencia del parasito en higado,
cerebro, bazo, riildbn, médula 6sea, timo, intestino delgado y corazén (26). En cuanto
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a etapas cronicas de la infeccidn, otros estudios han mostrado que es posible detectar
la presencia del parasito en corazén e higado, asi como en otros tejidos que no fueron

considerados en este trabajo, como el pulmon y el rifion (12,25).

Previos hallazgos del grupo, muestran que la cPCR basada en los iniciadores S35-
S36 (region variable del minicirculo del ADN del cinetoplasto), tiene una mayor
sensibilidad analitica, ya que presenta un mayor numero de moléculas blanco, es decir
un mayor numero de moléculas de ADN a las cuales se pueden anillar los cebadores
en el genoma de T. cruzi al comparar con la cPCR basada en TcH2AF-R (Histona
H2A vy el elemento SIRE de T. cruzi) (11,31). Aunque en el presente trabajo no se
determind la sensibilidad analitica de ambas cPCR y teniendo en cuenta que con la
cPCR basada en los iniciadores TcH2AF-R se detecté un mayor porcentaje de tejidos
infectados comparado con el porcentaje de tejidos en los que se detecto la presencia
del parésito con la cPCR basada en los iniciadores S35-S36, estos hallazgos sugieren
que, bajo las condiciones experimentales evaluadas, la cPCR (TcH2AF-R) presento
una mayor sensibilidad analitica. No obstante, es importante mencionar que una de
las principales limitaciones de este trabajo, es que no se realizaron diluciones de las
muestras de ADN de cada uno de los tejidos, como se realiz6 en el estudio de Barrera
y colaboradores (11), puesto que es un modelo animal controlado en el que no solo
se pretende evaluar la presencia del parasito, si ho que se cuantificara la carga
parasitaria y necesariamente la concentracion de las muestras de ADN, deben estar
homogenizadas para realizar comparaciones. Ademas, aunque se detectd la
presencia del parasito en el tejido en los ratones sometidos a eutanasia al dia 260
post-infeccion, un bajo numero de ratones fueron positivos por ambas cPCR,
posiblemente esto se deba a la baja capacidad de deteccion o sensibilidad analitica
gue se encontr6 en el presente trabajo. Asi, se espera que al realizar el analisis de la
parasitemia en sangre y tejido por gPCR, se aumente la capacidad de deteccion de la

presencia del parasito en estas muestras.
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10. CONCLUSION

En el modelo murido de infeccion aguda y cronica por T. cruzi establecido en el
Laboratorio de Parasitologia Molecular de la Pontificia Universidad Javeriana, se logro
detectar el parasito en muestras de corazén, colon, higado, musculo esquelético y
sangre, siendo detectado en un mayor porcentaje de ratones con infeccién aguda, que

ratones con infeccién crénica.
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12. Anexos

Anexo 1. Resultados de las cPCR basada en los iniciadores S35-36 y TcCH2AF-R en

muestras de sangre de ratones con infeccion aguda y cronica por T. cruzi.

10 dpi 30 dpi 100 dpi 260 dpi
Tejido TcH2AF- TcH2AF- TcH2AF- TcH2AF-
S35-S36 S35-S36 S35-S36 S35-S36
R R R R
Sangre 4/5 5/5 5/5 2/5 0/5 2/5 0/3 0/3
Total 80 % 100 % 100 % 20 % 0% 40 % 0% 0%

Anexo 2. Resultados de las cPCR basada en los iniciadores S35-36 y TcCH2AF-R en
muestras de corazon, colon, higado y masculo esquelético de ratones con infeccion
aguda y cronica por T. cruzi.

10 dpi 30 dpi 100 dpi 260 dpi
Tejidos S35- | TcH2AF-| S35- |TcH2AF-| S35- |TcH2AF-| S35- | TcH2AF-
S36 R S36 R S36 R S36 R
Corazon 5/5 5/5 0/5 3/5 0/5 0/5 0/3 2/5

Total 100 % | 100 % 0% 60 % 0% 0% 0% 40 %

Colon 5/5 5/5 0/5 4/5 0/5 1/5 0/5 1/5

Total 100 % | 100 % 0% 80 % 0% 20 % 0% 20 %

Higado 1/5 1/5 0/5 1/5 0/5 0/5 1/5 1/5
Total 20 % 20 % 0% 20 % 0% 0% 20 % 20 %
Musculo
. 0/5 4/5 0/5 2/5 0/5 0/5 0/5 1/5
esquelético
Total 0% 80 % 0% 40 % 0% 0% 0% 20 %
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