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persona alguna, antes bien se vea en ella el anhelo de buscar la verdad y la
justicia”.



Resumen

El Trypanosoma cruzi, protozoo flagelado causante de la enfermedad de Chagas,
es transmitido por insectos vectores de la subfamilia Triatominae. Segun estudios
realizados se estima que alrededor de 15 millones de latinoamericanos desde el
sur oeste de Argentina hasta el sur de los Estados Unidos se encuentran
infectados y cerca de 28 millones estan en alto riesgo de adquirir la infeccién,
presentandose 12.500 muertes anuales y 41.200 nuevos casos en los 21 paises
afectados (OMS, 2007)

Actualmente, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tiene un gran valor en
el diagnostico de las enfermedades infecciosas ya que posee una alta sensibilidad
y especificidad permitiendo un oportuno diagnostico de la enfermedad en

cualquiera de sus etapas (Gomes et al. 1999).

Por otra parte, el analisis de los &cidos nucleicos se ha convertido en una
herramienta importante en el diagndstico e investigacion en patologia molecular.
El material cominmente analizado en los laboratorios de esta disciplina es el tejido
incluido en parafina (Armas et al. 2006). Método que presenta gran facilidad en
cuanto a su procesamiento, almacenamiento y transporte. Asi mismo los tejidos
embebidos en parafina son de gran valor en el diagndstico histopatoldgico al

preservar la arquitectura y proteinas propias del tejido (Zafra et al. 2004).

Por lo anterior, en este trabajo se evalu6 la aplicabilidad de las pruebas de PCR
basadas en los iniciadores TcH2AF/R que amplifican un fragmento de 230 pb de la
region 3'no codificante de la unidad H2A y S35/S36 los cuales amplifican los
minicirculos del cinetoplasto (ADNK) del parésito, para la deteccion de T. cruzi en

tejidos incluidos en parafina.



Para ello, se emplearon 5 ratones del linaje ICR de 23 dias de edad, de los cuales
4 fueron inoculados por via intraperitoneal con la cepa T. cruzi |
MHOM/CO/2001/D.A y 1 sin inocular, fue usado como control negativo. A todos
los animales se les hizo seguimiento de parasitemias cada 2 dias por el método
de microhematocrito, coloracién de Giemsa y observacion directa al microscopio.
Cumplido los 30 dias post-infeccién, los ratones fueron disectados, extrayendose
diferentes 6rganos como higado, cerebro, intestino grueso, bazo, mdusculo
esquelético para analisis histopatologico y el corazon para PCR y analisis
histopatologico. Este ultimo fue fragmentado en las fracciones apical, derecha e
izquierda para realizar la extraccion de ADN por medio de los métodos de lisis
alcalina y triple fenol-cloroformo-alcohol isoamilico; encontrandose excelente
resultados con ambas pruebas de PCR (TcH2AF/R y S35/S36) luego de la
extraccion del ADN por el método de triple fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.
Parte de los tejidos fueron incluidos en parafina, y tras ensayar distintos métodos
de desparafinacion, se selecciono el método de Xileno/Etanol, con el cual se logro
la desparafinacion total de los tejidos. Para la extraccion del ADN de estos tejidos
desparafinados, se emple6 el método de Salting Out, obteniéndose buenos

resultados.

Para evidenciar la presencia del parasito en tejido fresco e incluido en parafina, se
utilizo la prueba de PCR con los iniciadores TcH2AF/R y S35/S36. En el caso de
los tejidos frescos hubo amplificacidon con ambas pruebas de PCR; mientras que
en los tejidos desparafinados solo fue posible detectar la presencia del parasito
mediante la prueba de PCR S35/S36; llegando asi a la conclusién que la prueba
de PCR S35/S36 puede ser aplicada para la deteccion del parasito en sangre,

tejido fresco y tejido parafinado.
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1. INTRODUCCION

El Trypanosoma cruzi, protozoo flagelado causante de la enfermedad de Chagas,
es transmitido por insectos vectores de la subfamilia Triatominae. Segun estudios
realizados se estima que alrededor de 15 millones de latinoamericanos desde el
sur oeste de Argentina hasta el sur de los Estados Unidos se encuentran
infectados y cerca de 28 millones estan en alto riesgo de adquirir la infeccién,
presentandose 12.500 muertes anuales y 41.200 nuevos casos en los 21 paises
afectados (OMS, 2007).

En Colombia se ha estimado que un 5% de la poblacion puede estar infectada y
un 23% se encuentra en zonas de alto riesgo. Los departamentos como Arauca
con un 21,1%, Casanare 10%, Santander 6,3%, Norte de Santander 5,2%, Boyaca
3,7%, Cundinamarca 1,9% y Meta con 1,7%, se destacan como las principales

zonas endémicas del pais (Moncayo, 2003).

Por otro lado, la enfermedad de Chagas se caracteriza por presentar tres fases

clinicas como son: fase aguda, indeterminada y cronica.

La fase aguda dura de 6 a 8 semanas en ausencia o presencia de sintomas tales
como: Signo de Romana, fiebre, adenomegalia, hepatoesplenomegalia, algunas
veces vomito y diarrea, con presencia de parasitémia evidente (Coura, 2007).
Durante esta etapa debido a la elevada parasitémia se emplean técnicas
convencionales parasitoldgicas directas que ayudan en el diagnostico de la
enfermedad, dentro de ellas se encuentran el método de microhematocrito y el

método de concentracion o Strout, entre otros (Moncayo, 2003).
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Posterior a la fase aguda, el paciente permanece con niveles minimos de
parasitemia, en un estado asintomatico que pasa desapercibido en la mayoria de
los casos (OMS, 2002).

Cerca del 30% de los pacientes infectados con el parasito, presentan compromiso
cardiaco y /o digestivo en la posterior fase cronica de la enfermedad. En esta fase
se exigen técnicas altamente sensibles y especificas ya que el nimero de formas
tripomastigotes presentes en sangre disminuyen por que hay una migracion
bastante importante hacia los tejidos. Es por esta razon que los métodos
convencionales de diagndstico son menos Utiles ya que requieren de mayor
cantidad de parasitos circulantes en sangre y de mayor tiempo para llegar al

diagnadstico (Texeira et al. 2006).

Adicionalmente, las técnicas seroldgicas como ELISA, inmunofluorescencia directa
e indirecta, no permiten diferenciar una reinfeccion; al igual pueden presentar una
baja especificidad debido a la reactividad cruzada antigénica con Leishmania y

otros tripanosomas (Andrade, 1999).

Recientemente, analisis moleculares tales como: La reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), tienen un gran valor en el diagnéstico de las enfermedades
infecciosas ya que posee una alta sensibilidad y especificidad permitiendo un
oportuno diagndstico de la enfermedad en cualquiera de sus etapas (Gomes et al.
1999).

Por otra parte, el andlisis de los &cidos nucleicos se ha convertido en una
herramienta importante en el diagnostico e investigacion en patologia molecular.
El material cominmente analizado en los laboratorios de esta disciplina es el tejido
embebido en parafina (Armas et al. 2006). Método que presenta gran facilidad en

cuanto a su procesamiento, almacenamiento y transporte. Asi mismo los tejidos
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embebidos en parafina son de gran valor en el diagndéstico histopatoldgico al

preservar la arquitectura y proteinas propias del tejido (Zafra et al. 2004).

Cabe resaltar la importancia que tiene la calidad y cantidad del ADN en el
momento de la desparafinacion y extraccion para conseguir una Optima
amplificacién de las moléculas blanco, por medio de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Por lo anterior, en este trabajo se propone evaluar la aplicabilidad de las pruebas
de PCR basadas en los iniciadores TcH2AF/R que amplifican un fragmento de 230
pb en la region 3'no codificante de la unidad H2A (Pavia et al. 2003) y S35/S36
los cuédles amplifican los minicirculos del cinetoplasto (ADNKk) del parasito (Pavia
et al. 2007), para la deteccion de Trypanosoma cruzi en tejidos embebidos en

parafina.
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2. JUSTIFICACION

La tripanosomiasis americana es una zoonosis de animales silvestres en América
Latina. El hombre al intervenir en los ambientes selvaticos ha entrado a participar

en el ciclo de transmision del parasito.

Las principales condiciones para el establecimiento de la enfermedad de Chagas
en las zonas de riesgo son la presencia del insecto vector, los animales silvestres
que sirven de reservorios, la circulacion del parasito y las condiciones
socioecondmicas de la region: tipo de vivienda, hacinamiento y presencia de
animales domésticos que facilitan la transmision activa (Hoyos et al. 2007).

Por otro lado, en la cardiopatia chagéasica el transplante de corazén es una de las
opciones de tratamiento debido a que el dafio originado en el tejido es irreversible.
Sin embargo esta posibilidad tiene alto riesgo de reactivacion de la enfermedad
ya que los pacientes son sometidos a inmunosupresion para dicho procedimiento.
Dicha reactivacion ha sido reportada para el 22% al 75% de los pacientes con

transplante de corazon (Coura, 2007).

En los casos de reactivacion, el parasito puede ser detectado en los tejidos
afectados, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual es
una herramienta valiosa para detectar la presencia del parasito antes de que se
presente la sintomatologia de la enfermedad y asi poder iniciar el tratamiento de

forma temprana (Bestetti et al. 2004).

Por otro lado, estudios epidemiologicos basados en muestras de archivo, es otro
campo en el cual la PCR a partir de muestras de tejidos tiene gran aplicabilidad.
Las muestras usualmente son conservadas y embebidas en parafina; de manera

gue para su uso es importante estandarizar las condiciones de desparafinacion y
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extraccion del ADN, como también estudiar el uso de los adecuados iniciadores

para la PCR.

En este trabajo se pretende evaluar el uso de los iniciadores S35/S36 y TcCH2AF/R
para la deteccidon del parasito en muestras de tejidos embebidos en parafina
procedentes de ratones infectados con T. cruzi | MHOM/CO/2001/DA y en

muestras de archivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar los iniciadores TcH2AF/R y S35/S36 para amplificar el ADN de
Trypanosoma cruzi presente en muestras de tejidos de ratones infectados

incluidas en parafina.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar el método mas eficiente de desparafinacion de los tejidos.

e Determinar el método mas eficiente de extraccion de ADN a partir de muestras
de tejido incluidas en parafina de ratones infectados experimentalmente con la
cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A.

e Evaluar la infeccion por la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A en ratones
mediante el andlisis de la parasitemia por microhematocrito, PCR y la
presencia del parasito en tejidos frescos e incluidos en parafina por analisis
histopalogicos y PCR.

e Comparar los analisis histopatologicos y la técnica de PCR con los iniciadores

TcH2AF/R y S35/S36 para detectar T. cruzi en muestras de archivo.
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4. MARCO TEORICO

La enfermedad de Chagas es una patologia que tiene gran impacto a nivel de
salud publica en America. Es causada por el protozoo Trypanosoma cruzi
afectando cerca de 15 millones de personas en el continente (Macedo et al.
2004). Esta enfermedad fue descrita por primera vez por Carlos Chagas en el afio
de 1909, quien ademas describi6 el ciclo de vida del parasito e identificd algunos
insectos vectores (OMS, 2002).

4.1 Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzi, pertenece al Phylum: Euglenozoa, al orden: Kinetoplastida,
a la familia: Trypanosomatidae, al género: Trypanosoma, al subgénero:

Shizotrypanum, y a la especie: cruzi.

T. cruzi presenta varios estadios de evolucion de acuerdo a los siguientes
parametros: a la forma de las células (esférica, piriforme, alargada); a la posicién
relativa del nucleo y el cinetoplasto (anterior, lateral o posterior); y a la manera de

salida del flagelo (central o lateral) (Rodriguez et al. 2004).

Dentro del marco anterior el T. cruzi cuenta con 3 estadios morfolégicos (Figura 1)
importantes tales como: La forma epimastigote, la cual mide entre 20-40 pm, tiene
una forma elongada en la que el flagelo se origina proximo y por delante del
nacleo, emerge por un costado del cuerpo arrastrando la membrana
citoplasmética en un corto trayecto dando la imagen de una membrana ondulante
corta y se libera por el extremo anterior. Este estadio se desarrolla en el vector y
en cultivos axénicos y constituye una de las formas proliferativas de T. cruzi. Es
también la forma de mas fécil cultivo “in vitro” (Rodriguez et al. 2004). La forma
amastigote la cual mide entre 2 - 4 um se caracteriza por ser esférica u ovalada,
carece de flagelo libre y es un estadio de localizacion intracelular y replicativo en

el mamifero (Rodriguez et al. 2004); y el tripomastigote el cual mide 20 x 25 pum
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tiene forma elongada con el cinetoplasto situado por detras del nucleo, el flagelo
nace en su proximidad y emerge por un costado del cuerpo, se libera por el
extremo anterior creando la imagen de una membrana ondulante de importante
extension, este estadio esta presente en la circulacion del mamifero
(tripomastigote circulante) y en la ampolla rectal del vector (tripomastigote
metaciclico), en cultivo de células y en el espacio intracelular del hospedador

vertebrado y carece de capacidad replicativa (Rodriguez et al. 2004).

00 Lm m

A B C

Figura 1: Estadios morfologicos de T. cruzi. A) Tripomastigote B) Epimastigote C) Amastigote

(Tomado de www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html).

4.1.1 Ciclo de vida de T. cruzi

T. cruzi se presenta en varios estadios durante su crecimiento y desarrollo (Figura
2). La infeccion es transmitida por el insecto vector a diferentes especies de
animales salvajes y domésticos. Estos son hemipteros de la familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae, de aproximadamente 6 cm de largo, que se alimentan
pricipalmente de sangre. Los insectos se infectan al picar a un animal infectado,
ingiriendo asi al parasito (en su estadio de tripomastigote sanguineo).
Consecutivamente dentro del insecto, en su tracto digestivo, el parasito sufre una
serie de transformaciones antes de ser expulsado en las heces. En el estbmago

del insecto, los trypanosomas se redondean formando esferomastigotes,
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aproximadamente en la mitad del intestino se transforman en epimastigotes que
se replican mediante fisién binaria y finalmente, aproximadamente 2 semanas
después, llegan al recto, donde se convierten en tripomastigotes metaciclicos. La
infeccion del mamifero se inicia cuando un insecto infectado defeca mientras se
alimenta, liberando tripanosomas metaciclicos en sus heces. Los tripanosomas,
incapaces de atravesar la piel intacta, entran en el organismo a través de

excoriaciones de la piel (sitio de la mordedura), o a través de las mucosas,
invadiendo inmediatamente las células hospederas (Cevallos y Hernandez,

2003).

Dentro de las células, los tripomastigotes pierden su flagelo y se redondean para
formar amastigotes, los cuales se multiplican intracelularmente por fisién binaria.
Cuando los amastigotes casi llenan la célula, se transforman en tripomastigotes,
los cuales son liberados a los espacios intersticiales y al torrente sanguineo,
rompiendo la célula. Los tripomastigotes tiene la habilidad de invadir otras células,
donde se transforman de nuevo en amastigotes, repitiéndose indefinidamente el
ciclo de infeccion. El ciclo de vida se cierra cuando un triatomino no infectado se
alimenta de un hospedero con tripanosomas en su torrente sanguineo (OMS,
2002; 2007).

cormola monjuntina.

Los tipomastigotes
metaciclicos s

f arastigotes
céldas  de  los 2
P i i de s clulas,

A =Estadio nfectiuo
=Estadio de Diagn f=tico

Figura 2: Ciclo vital del Trypanosoma cruzi. (Tomado de OMS, 2002)
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4.1.2 Ciclos de transmision de T. cruzi

La principal via de transmision de T. cruzi entre sus hospedadores es la
transmision vectorial (a través del vector) en la cual se pueden distinguir tres

ciclos: el ciclo silvestre, el ciclo doméstico y el ciclo peridoméstico.

4.1.2.1 Ciclo silvestre: El ciclo silvestre o ciclo primitivo de T. cruzi, es de
naturaleza eminentemente zoonética, donde el protozoario circula entre vectores y
reservorios silvestres a lo largo de la mayor parte del continente americano desde
hace millones de afos. Los ecotopos (ecosistemas) primitivos de T. cruzi son muy
diversos, encontrandose en los desiertos norteamericanos, altiplanos andinos,
florestas amazonicas y atlantica. La tripanosomiasis silvestre prefiere ambientes
ecologicamente cerrados o semiabiertos, variando en las proporciones de
hospederos a vectores dependiendo de una serie de factores como el clima,

altitud, humedad, y caracteristicas fauno floristicas (Rodriguez et al. 2004).

4.1.2.2 Ciclo doméstico. En el ciclo doméstico el hombre sobresale como
principal reservorio de la infeccion, llevando al parasito hacia las zonas urbanas y
hacia nuevas regiones y paises no endémicos. Por otro lado la enfermedad de
Chagas corresponde a una situacion mucho mas reciente en el contexto histérico,
definido por factores antroponoéticos y haciendo del hombre uno de los dltimos
reservorios naturales de T. cruzi (Rodriguez et al. 2004).

4.1.2.3 Ciclo peridoméstico: En este ciclo intervienen mamiferos (roedores
domésticos, marsupiales, gatos, perros) que libremente entran y salen de las
residencias y los triatominos silvestres que son atraidos por la luz de las casas y
por el alimento. Este ciclo sirve de union entre los ciclos silvestre y domeéstico.
Algunos autores lo incluyen en el ciclo doméstico (Rodriguez et al. 2004).
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4.1.3 Habitat y las asociaciones de T. cruzi | (Z1) y T. cruzi Il (Z2)

Los actuales grupos de T. cruzi | (ZI) y T. cruzi Il (ZIl) originalmente se
describieron sobre la base de analisis isoenzimaticos como fenotipos principales.
En las ultimas dos décadas se han incluido una serie de métodos moleculares
como amplificacién del ADN, determinacion del ADN ribosomal, secuencia del gen
mini-exén y analisis de microsatélites que han confirmado la integridad de las
dos principales subdivisiones dentro de T. cruzi, correspondiente a T. cruzi |y T.
cruzi Il (Gaunt y Milles, 2000).

Un gran nimero de T. cruzi aislados de la Cuenca amazoénica se han identificado
como T. cruzi | (ZI) o ZIl (Gaunt y Milles, 2000). En tanto T. cruzi Il (ZIl)
predomina en el ciclo de transmision doméstica en los paises del Cono Sur de
América tales como: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay,
mientras que T. cruzi | (ZI) predomina en los ciclos de transmisidbn doméstica al

norte de la cuenca del Amazonas (Tablal) (Gaunt y Milles, 2000).

Tnatomme Silvatic Ecotope Associated Trypanosomes Associated Hosts
Rhodnius species Arboreal: palms Trypanasoma cruzi 1 [Z1] Marsupial (Didelphis)
T rangeli Marsupial (Didelphis)
Panstrongylus Arboreal: not palms Teruzi 1[Z1] Didelphis
Panstrongylus Termesinal: burrows T eruzi [23] Edentate Dasypus

Marsupial Monodzlphis
Trintoma Temestnal: rocks T cruzi 2 [22] [Edentates”)?

Rodents (Cavia)

Primates (Leonfocebus)

TABLA 1. Habitat del triatomino, hospedero y grupo de T.cruzi (Tomado de Gaunt y Miles 2000)
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4.2 Enfermedad de Chagas

La sintomatologia y patologia de la Enfermedad de Chagas depende de la fase de

la enfermedad en la que se encuentre el paciente.

En la fase aguda, hay diferentes lesiones que se caracterizan por presentar
reacciones inflamatorias localizadas, con el predominio de células mononucleares
y de vez en cuando con la formacion de granulomas localizados principalmente en
musculo y tejido cardiaco. En ciertos casos, puede haber hiperplasia linfo reticular
en los ganglios linfaticos, higado y bazo; y la presencia de macréfagos los cuales
suelen ser invadidos por los parasitos causando miocarditis difusa con edema
insterticial e hipertrofia de las fibras del miocardio y finalmente la dilatacion de

cavidades cardiacas(Figuras 3ay 3b) (Coura, 2007).

En la fase indeterminada de la enfermedad de Chagas hay un periodo clinico
silencioso y prolongado que sigue la fase de infeccion aguda primaria. Los
individuos presentan evidencias seroldgicas y parasitologicas de la infeccion, pero
siguen siendo asintomaticos y no exhiben signos que puedan afectar el
funcionamiento del corazén ni del tracto digestivo (Andrade, 1999). La fase
cronica indeterminada (asintomatico) no tiene practicamente ninguna implicacion
anatomopatoldgica, a excepcion de focos inflamatorios aislados en el miocardio y
de una reduccion limitada en el numero de células cardiacas y del plexus

mientérico produciendo evidentes manifestaciones clinicas (Coura, 2007).

La infeccion entonces procede a una fase cronica, con parasitemia escasa ya que
las formas parasitarias han migrado hacia los 6rganos blanco y una ausencia de
sintomas a la enfermedad severa con implicaciébn cardiovascular y/o

gastrointestinal (Macedo et al. 2004).
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En la fase cronica de la enfermedad, puede haber fibrosis del miocardio extensa,
con destruccion del sistema de conduccién, y una equivalente reduccién en el
namero de células cardiacas. Vale el precisar que, en estos casos, los focos
aislados de la reaccion inflamatoria aguda estdn de vez en cuando presentes
(Coura, 2007). Es comun encontrar la hipertrofia de fibras del miocardio, la
dilatacion de las cavidades con la presencia de trombos, fibrosis, y de la
reduccidon de los apices ventriculares, particularmente en el ventriculo izquierdo.
(Coura, 2007) (Figuras 3c y3d).

Figura 3:A):Tripomastigotes que circulan en sangre durante fase aguda de enfermedad de
Chagas; B): pseudoquistes de amastigotes en fibras del miocardio en la fase aguda; C): fibrosis del
sistema que conduce del miocardio en la fase crénica de enfermedad de Chagas; D): hipertrofia
delmiocardio y dilatacion de las cavidades del corazén con la presencia de trombos en la

enfermedad cardiaca cronica de Chagas. (Coura, 2007)
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4.2.1 Modos de transmision

La enfermedad de Chagas puede ser transmitida por diversos mecanismos. Sin
embargo, la transmision del vector es la mas importante, generalmente por
encima del 80% de la transmision de T cruzi en humanos (Dias y Schofield.
1999).

4.2.1.1 Vectorial: Es la via mas frecuente (85% de los casos). Los insectos se
contaminan al chupar sangre de mamiferos o humanos infectados, luego en el
aparato digestivo, el parasito sufre una serie de transformaciones, las cuales las
podemos describir en tres fases: esferomastigotes (o formas redondeadas) que se
desarrollan en el estbmago, epimastigotes (en el intestino) y tripomastigotes meta
ciclicos la cual es la forma infectante por el vector (este ciclo dura
aproximadamente 20 dias). Al volver a picar, e ingerir una buena cantidad de
sangre, el triatoma defeca sobre la superficie de la piel, el hombre se contamina al
frotarse la zona de la picadura facilitando la entrada del parésito al organismo.
Otras vias de entrada la constituyen las conjuntivas, mucosas, u heridas de la piel
(Chiarpenello, 2004).

4.2.1.2 Parenteral: La transmision se realiza a través de transfusiones y puede
representar el 9% del total de casos de sangre contaminada (presente entre un
3% y un 53% de las muestras tomadas en bancos de sangre segun las zonas y los
paises), por otro lado los accidentes en laboratorios tambien se encuentran
clasificados en este método de transmision al igual que las personas que

manipulan residuos bioldgicos (Chiarpenello, 2004).
4.2.1.3 Congénita: Esta via representa el 6% del total de los casos. Constituye la

tercera via mas importante de transmision de la enfermedad de Chagas. Este tipo

de transmision pude depender de factores ligados al parasito y al hospedador.
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Ocurre cuando T.cruzi, al igual como atraviesa las mucosas asi mismo pude

penetrar el epitelio trofoblastico (Rodriguez et al. 2004).

4.2.1.4 Transplante de 6rganos:

Cuarta en importancia, esta transmision ocurre por la recepcion de Organos
infectados con el parasito. Asi mismo, los pacientes chagasicos que son
transplantados, también pueden sufrir reactivacion de la enfermedad post-
transplante (OMS, 2002, Storino et al. 2002, Benvenuti et al. 2005).

4.2.1.5 Transmisién oral: Se produce al consumir alimentos contaminados con
las formas infectantes del parasito proveniente de las heces del vector, lo que
constituye un factor importante en la transmision digestiva de la enfermedad. Esta
infeccion se produce dada la capacidad del parasito de penetrar a través de la
mucosa gastrica, sin hacer ningun efecto sobre este los acidos gastricos
(Camandaroba et al. 2002).

4.2.2 Diagnéstico

4.2.2.1 Hallazgos clinicos: La enfermedad de Chagas presenta una fase inicial o
aguda con la parasitemia evidente. En la mayoria de los casos no hay sintomas,
pero en los casos sintomaticos se pueden identificar signos o sintomas como: El
signo de Romafa principalmente en nifios, fiebre, adenopatia, edema,
hepatoesplenomegalia, miocarditis, y meningoencefalitis en casos severos. Sigue
por una fase indeterminada cronica la cual se presenta como: asintomatica, con
resultado normal en el electrocardiograma y radiografia de eséfago, y colon
(Coura, 2007).

En la fase cronica, la enfermedad de Chagas se puede presentar como forma
indeterminada, en la cual el 40% de los individuos infectados siguen siendo
totalmente asintomaticos. Aunque en algunos de ellos presentan serologia

positiva para la infeccion con T. cruzi, al igual muchos de estos pacientes,
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pueden tener resultados de xenodigndstico y de PCR positivo por varios afios
(Coura, 2007).

Por otra parte, dentro de los sintomas que se presentan en la cardiopatia cronica
de Chagas estan: arritmia, insuficiencia cardiaca, obstrucciones auricular-

ventriculares y tromboembolismo (Coura, 2007).

4.2.2.2 Hallazgos de laboratorio

En la fase aguda de la enfermedad de Chagas, el diagnostico de la infeccion se
puede basar en métodos parasitolégicos, como por ejemplo el método de Strout o
el método de microhematocrito las cuales son técnicas, que concentran
tripomastigotes del parasito , teniendo entonces una sensibilidad de mas del 90%
(Profeta, 1999).

En las fases intermedia y crénica se utilizan pruebas serologicas para detectar
anticuerpos contra T.cruzi y no la presencia del parasito. Estas pruebas tienen alta
sensibilidad pero carecen especificidad debido a reactividad cruzada antigénica
con parasitos como Leishmania sp y T. rangeli. Las pruebas parasitoldgicas tales
como hemocultivo o xenodiagndstico han demostrado ser altamente especificas,
pero la sensibilidad de estas técnicas es baja por la reducida parasitemia en estas
fases. Recientemente, los analisis moleculares tales como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), que amplifican ciertas secuencias repetidas del ADN del
cinetoplasto (kADN) del tripanosoma se han propuesto como una buena
herramienta alternativa para la deteccion de T. cruzi en sangre humana (Gémez
et al. 1999; Meira et al. 2004).
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4.2.2.2.1 Técnicas parasitologicas

4.2.2.2.2 Métodos directos: El microhematocrito presenta una sensibilidad y una
especificidad similar al xenodiagnéstico. Por otro lado el método de concentracion
de Strout tiene una sensibilidad del 95%, una vez retraido el coagulo, se centrifuga

para ver al microscopio el sedimento y por consiguiente las formas parasitarias.

4.2.2.2.3 Métodos indirectos: Dentro de los métodos indirectos se incluye el
xenodiagnostico, el cual presenta una sensibilidad cercana al 100% en la fase
aguda, la cual cae 1 a 40% en la fase crénica. Su especificidad es del 100%, por
consiguiente si se tiene un resultado positivo, certifica el diagnostico. Este método
consiste en la demostracion de T. cruzi en el hospedador intermediario,
previamente alimentado con sangre de un individuo infectado. Este método
permite amplificar el nUmero de parasitos que se encuentran presentes en la
sangre debido a la facil multiplicacién del parasito dentro del vector. Para realizarlo
se usan ninfas de triatominos no infectados y con el fin de constatar la presencia
del protozoario dentro del vector, se analiza el contenido intestinal de los

triatominos alimentados con la sangre del paciente (Rodriguez et al. 2004).

En cuanto al hemocultivo se indica realizarlo a los 8, 15 y 30 dias despues de la
exposicion. Este consiste en colocar muestras de sangre del paciente en tubos
con medio de cultivo apropiados. Las muestras son revisadas a los 20, 30 y 45
dias, buscando formas epimastigotes (Rodriguez et al. 2004). El hemocultivo, se
considera como una técnica estandar en la diagnostico, debido a que en muchas
ocasiones las pruebas seroldgicas son inconclusas principalmente en pacientes

inmunosuprimidos (Bulcao et al. 2003).

4.2.2.2.4 Métodos moléculares - Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR): La PCR es un método in vitro de sintesis de ADN con el que un segmento
particular de este es especificamente amplificado al ser delimitado por un par de

cebadores o iniciadores que lo flanquean. Su copiado se logra de manera
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exponencial a traves de diferentes periodos y temperaturas de incubacion en
presencia de una enzima ADN polimerasa termostable. Asi se obtienen millones
de copias de la secuencia deseada del ADN. Adicionalmente, se puede decir que
la técnica de PCR es una herramienta muy util en biologia molécular siendo
ampliamente especifica, rapida, sensible y versatil para detectar cantidades muy

pequefias del ADN deseado (Rodriguez y Barrera, 2004).

La PCR funciona por lo general en 30 ciclos repetitivos conformado cada uno de
tres pasos: El primero consiste en la ruptura de los puentes de hidrogeno del ADN
para desnaturalizarlo, incubandose a una temperatura de 95° por un minuto. En el
segundo paso ocurre la hibridacion de las cadenas desnaturalizadas del ADN
blanco con los denominados cebadores o iniciadores, esto ocurre en una
temperatura la cual permite un correcto apareamiento de las bases nitrogenadas
de ambas clases de ADN, aqui es importante tener en cuenta el punto de fusion
para cada iniciador aunque generalmente oscila entre 50° y 60°. El tercer paso se
efectua a 72° en el cual la polimerasa extiende la longitud de los cebadores,
afadiendo los diferentes nucleotidos libres y de acuerdo a este proceso se va
dando un orden de los nucleotidos de la cadena que van a actuar como molde
(Rodriguez et al. 2004).

De acuerdo a lo anterior, los ensayos moleculares basados en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) se han propuesto como una alternativa para la
deteccion de T.cruzi especialmente en pacientes en fase cronica. Adicionalmente,
varios iniciadores complementarios para la regién conservada de los minicirculos
de cinetoplasto y genes nucleares se han usado a fin de detectar este parasito
(Pizarro et al. 2007). (Tabla 2)
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Tabla 2. Pruebas de PCR para la detecciéon de Trypanosoma cruzi

Blanco ADN

Region no codificante
unidad 1,2 kb gen que
codifica histona H2A
ADNk (region variable
minicirculo)

ADNk (region variable
minicirculo)

ADNk (regiéon constante
minicirculo)
ADNk (region constante
minicirculo)

ADNk (region variable
minicirculo)

Repeticion nuclear de
195 pb

Repeticion nuclear de

195 pb

Mini-exon espacio
intergénico

Mini-exon espacio
intergénico

Gen mini-exon

Cebadores

TcH2AF
TcH2AR

Ccv1
cv2

S35
S36

S33A
S34A
S34A
S67

121
122

TCZ1
TCZ2

DIAZ1
DIAZ2
TC1
TC
TC2
TC
GE12

Secuencia5 -3’

5-GAGAGTGATCGTGGGAGAGC-3’
5’- AGTGGCAGATTTGG GGTC-3’

5’- GAT TGG GGT TGG AGT ACT ACT AT-3’
5’-TTG AAC GGC CCT CCG AAA AC-3’

5'- AAA TAA TGT ACG GG(T/G) GAG ATG CAT GA-
3,

5'-GGG TTC GAT TGG GGT TGG TGT-3’

5'-TCA TGC ATC TC(C/A) CCC GTA CAT TAT TT-3’
5'-TAT ATT ACA CCA ACC CCA ATC GAA CC-3°

5 .TAT ATT ACA CCA ACC CCA ATC GAA CC-3’
5.TGG TTT TGG GAG GGG (C/G) (G/C) (T/G) TCA A
(AIC) T TT-3’

5'-AAA TAA TGT ACG GG(T/G) GAG ATG GA--3’
5.GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA ATA TA-3’

5’-CGA GCT CTT GCC CAC ACG GGT GCT-3’
5’-CCT CCA AGC AGC GGA TAG TTC AGG-3’

5’-GCG AAA CAG ATATTG ACA GAG-3’
5’-TGT TCA CAC ACT GGA CAC CAA-3’
5’-GTG TCC GCC ACC TCC TTC GGG CC-3’
5’-CCC CCC TCC CAG GCC ACACTG-¥
5-CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G-3’
5’-CCC CCC TCC CAG GCC ACA CTG-¥’
5’-GGG AAG CTT CTG TAG TAT ATT GGT A-3’
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Tamano
amplificaciéon

(pb)
230

270

330

83

122

330

188

195
300
350

582

Referencia

Pavia et al. 2003;
2007

Veas et al. 1991
Breniere et al.
1995
Vallejo, 1998,
1999
Vago et al. 2000
Sturm et al. 1989

Sturm et al. 1989

Wincker et al.
1994
Castro et al. 2002
Schijman et
al. 2004
Moser et al. 1989
Kirchhoff et al.
1996
Gomes et al. 1999
Diaz et al. 1992

Souto et al. 1996
Souto et al. 1996

Murthy et al. 1992



Repeticion nuclear de
1025 pb
ARNr 24 Sa

Gen de la proteina
flagelar
Dominio variable de la
subunidad grande del
ARNr

GE13
o1
02
D71
D72
BP1
BP2
D72
D75
RG3

5-GGG AAT TCA ATA TAG TAC AGA AAC TG-3
5-TGG CTT GGA GGA GTT ATT GT-3’

5-AGG AGT GAC GGT TGA TCA GT-3'

5-AAG GTG CGT CGA CAG-3’

5-TGT GG TTT TCA GAA TGG CCG AAC AGT-3’
5-ATG GGT GCT TGT GGG TCG AAG-3’

5-TCA AGC CTT CTC CGG CAC GTT-3'

5-TTT TCA GAA TGG CCG AAC AGT-3’

5-GCA GAT CTT GGT TGG CGT AG-3’

5-GGC CAA AGG GTA AGG CTC-3’
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110
125
692
250
265 (T. cruzil)
250 ( T. cruzill)

Souto et al. 1996
Souto et al. 1996
Silber et al. 1997

Souto et al. 1999



4.2.3 Tejidos incluidos en parafina

Los tejidos incluidos en parafina son una fuente extraordinaria para los estudios
moleculares del ADN debido a la disponibilidad de los tejidos de archivo y la
relacion que tienen con los casos clinicos de los departamentos de patologia.
Ademés de la biopsia 'y de los tejidos quirtrgicos incluidos en parafina, los tejidos
post mortem son un recurso importante, especialmente para las enfermedades
raras, al igual para los estudios neuropatologicos e histopatolégicos (Bonin et al.
2003).

Los tejidos fijados y embebidos en parafina también constituyen un importante
material de archivo para la realizacion de estudios clinicos retrospectivos vy,
ademas, representan un recurso invaluable para estudiar la patogenia molecular
de las enfermedades y la expresion génica diferencial (Garcia et al. 2006).
También, son una fuente importante de material para diagnostico e investigacion.
Sin embargo, la amplificacion del ADN desde este tipo de tejidos, mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es afectada por el tipo de fijador y los

tiempos de fijacion empleados (Garcia et al. 2006).
4.2.3.1 Tipos de fijadores: Existen dos clases de fijadores tales como: los

precipitantes y los entrecruzantes, los cuales proporcionan diferentes reacciones a

los tejidos embebidos en parafina (Florez et al 2004).
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Los fijadores precipitantes como: el etanol, el metanol y la acetona preservan las

biomoléculas pero la morfologia no se conserva (Florez et al. 2004).

En cuanto a los fijadores entrecruzantes tales como: el formaldehido,
glutaraldehido y paraformaldehido preservan la morfologia, pero la preservacion y

la recuperacion de las biomoléculas no es buena (Florez et al. 2004).

Se ha demostrado que el formaldehido produce entrecruzamiento («cross-
linkange») entre acidos nucleicos y proteinas, ademas hidroliza los puentes
fosfodiester del ADN y modifica covalentemente el ARN por adicion de grupos
mono metilos, generando problemas en la obtencion de material genético de
buena calidad necesario para la aplicacion de variadas técnicas moleculares
(Garcia et al. 2006). Ademas, numerosos autores han demostrado que la fijacion
con formalina disminuye el rendimiento de la amplificacién por PCR, en mayor o

menor grado dependiendo del tiempo y temperatura de fijacién principalmente.

Segun estudios realizados se recomienda seleccionar métodos que garanticen la
estabilidad morfolégica del espécimen por un largo periodo de tiempo como
emplear fijadores precipitantes como el alcohol o congelar los tejidos a -20°C sin
utilizar ningn medio de preservacion, ya que el ADN sufre menos fragmentacion
permitiendo de esta manera su amplificacion. Ademas se sugiere realizar el
proceso de digestion, lavando los tejidos con PBS para eliminar los fijadores y si
es posible centrifugar para retirar los restos celulares, ya que las proteinas pueden
inhibir la PCR (Florez et al. 2004).

4.2.3.2 Técnicas para la desparafinacion de tejidos embebidos en parafina:
Para tratar las muestras embebidas en parafina usualmente se siguen los
siguientes pasos: desparafinacion de tejidos, digestion del tejido y posteriormente

se pasa a la extraccion y purificacion del ADN.
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En la actualidad existen varios métodos de desparafinacion, dentro de ellos el
método mas sencillo y utilizado es el método de xileno/ etanol el cual fue descrito
en 1985; y consite en remover el embebido de parafina y deshidratar el tejido para
obtener el ADN (Coombs et al. 1999). Otro método alternativo es la fusion de la
parafina en un horno de microondas, buscando conseguir separar la parafina del
tejido para ser digerido por medio de una solucién de digestion y proteinasa K,
para posteriormente extraer el ADN y finalmente obtener la amplificacion
(Coombs et al. 1999).

4.2.3.3 Técnicas para la extraccion del ADN en tejido incluido en parafina: En
la dltima década se han publicado varios métodos para la extraccién y obtencion
de ADN a partir de tejido embebido en parafina. Algunos protocolos por ejempilo,
utilizan diferentes tiempos de incubacién para el tratamiento proteolitico con
enzimas proteoliticas, otros emplean solventes organicos adicionales como fenol y
cloroformo antes de la precipitacibn con etanol. Al igual, existen distintas
metodologias alternativas, que utilizan la lisis celular por calentamiento en agua
destilada para procesar el tejido. Por otra parte, en la literatura internacional se
reportan protocolos que emplean la sonicacion de la muestra y la incubacion de la

misma en una solucién con varios detergentes (Armas et al. 2006).
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales
5.1.1 Ratones

Se utilizaron 5 ratones de 23 dias de nacidos, machos de la especie ICR
mantenidos en el bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS) de acuerdo a lo
establecido por el Laboratorio de Parasitologia y a la normatividad de la resolucion
N°. 008430 de 4 de Octubre de 1993 del Ministerio de la Proteccion Social de la

Republica de Colombia.

5.1.2 Parasitos

Se utiliz6 la cepa T. cruzi I (MHOM/CO/2001/DA), proporcionada por el
Laboratorio de Parasitologia del Instituto Nacional de Salud. La obtencién en masa
de los paréasitos se realizé en medio LIT suplementado con 2% de suero fetal
bovino (SFB) y 100 mg/ml de gentamicina, luego de su pase ciclico por ratones e

insectos.
5.1.3 Muestras de tejidos de ratones infectados de archivo
Se utilizaron muestras de tejidos de ratones infectados con las cepas de T. cruzi Y

(MHOM/BR/00/Y), y D.A (MHOM/CO/2001/D.A) proporcionados por el Laboratorio

de Parasitologia Molecular de la Pontificia Universidad Javeriana Bogota.
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5.2 Métodos

5.2.1 Infeccidén de ratones

Se infectardn a nivel intraperitoneal 4 ratones ICR de 23 dias de edad con la cepa
de T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A, en un volumen de 300 pl conteniendo 3'180.000
formas parasitarias. Un ratdn de iguales caracteristicas sin ninguna intervencion

fue usado como control sano. (Anexo 1).

5.2.1.2 Seguimiento de la infeccion y diseccion de los ratones: Se
determinaron las parasitemias a partir de los 8 dias post -infeccién dos veces por
semana por medio del método de microhematocrito (Anexo 2); adicionalmente se
tomaron muestras de sangre de la parte distal de la cola de los ratones para
realizar coloracion de Giemsa (Anexo 3) y observacion directa al microscopio.
Consecutivamente se procedid a la diseccion de los animales (Anexo 4) y
extraccion de 6rganos tales como: corazén, higado, cerebro, intestino grueso,
bazo y musculo esquelético, a los 30 dias post-infeccion. El corazén se fragmenté
en tres fracciones: Apical, Derecha e lzquierda para la extraccion de ADN, y los
cortes de los diferentes 6rganos se enviaron al servicio de patologia del Instituto
Nacional de Salud (INS) para andlisis histopatolégico e inclusion en parafina.
(Anexo 5)

5.2.1.3 Desparafinacion de los tejidos incluidos en parafina: Para desparafinar
los tejidos se ensay6 el método de Microondas de acuerdo a lo descrito en el
Anexo 6 y como método alterno el de Xileno/Etanol. (Anexo7). La lisis del tejido

posteriormente se realiz6 durante 1 a 2 dias segun lo indicado en el Anexo 8.

5.2.1.4 Extraccion de ADN a partir del tejido incluido en parafina: Se
ensayaron diversos meétodos tales como: Salting out (Anexo 9) y Triple Fenol-
Cloroformo Alcohol isoamilico (Anexo 10). De estos, se escogio¢ el mas adecuado
luego de la realizacion de PCR con muestras positivas utilizando ambos grupos

del parasito.
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5.2.1.5 Extraccion de ADN a partir de tejidos frescos: Se utiliz6 el método de

Lisis Alcalina (Anexo 11) y Triple Fenol- Cloroformo (Anexo 10).

5.2.2 Analisis de PCR

5.2.2.1 TcH2AF/R: Para la reaccion de PCR TcH2AF/R se utilizaron los
oligonucleotidos TcH2AF(5-AGT GGC AGA CTT TGG GGT C-3) y TcH2AR (5-
GAG AGT GAT GGG AGA GC-3) los cuales anillan en el elemento SIRE insertado
en la region no codificante de la unidad de 1,2 kb del gen de la histona H2A de
T. cruzi. (Gil et al. 2007). Estos iniciadoresTcH2AF/R permiten la amplificacion de
una banda de 230 pb. (Pavia et al. 2007). La PCR se realiz6 de acuerdo a lo
descrito en el Anexo 12 en un termociclador MJ Research PT-100, programado de
la siguiente manera: Desnaturalizacion 95 °C por 5 minutos, 15 ciclos de
desnaturalizaciéon a 95 °C por treinta segundos, anillaje y extension a 72 °C
centigrados por 1 minuto y 20 ciclos a 63 C por treinta segundos y extension a
72 °C por 1 minuto. Los productos de amplificacion fueron analizados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio. (Anexo
13). Para esta PCR se utilizd un control positivo, el cual es una muestra de ADN
del parasito, un control blanco (agua en lugar de ADN) y como control negativo se
emple6 ADN de ratones no infectados. Ademas se montaron controles de
extraccion del ADN vy de inhibicién de la reaccion.

5.2.2.2 S35/S36: Por otro lado se empleardn los iniciadores S35/S36, los cuales
amplifican los minicirculos del ADN del cinetoplasto (ADNk) del parasito
amplificando una banda de 330 pb. (Pavia et al. 2007). La PCR se realizo de
acuerdo a lo descrito en el Anexo 14 en un termociclador MJ Research PT-100,
programado de la siguiente manera: Desnaturalizacion 95 °C por 5 minutos, 30
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, anillaje y extension a 60 °C por
1 minuto y 20 ciclos a 63 °C por treinta segundos y extensioén a 72 °C por 30

segundos. Para esta PCR se utiliz6 un control positivo, el cual es una muestra de
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ADN del parasito, un control blanco (agua en lugar de ADN) y como control
negativo se emple6 ADN de ratones no infectados. Ademas se montaron

controles de extraccion del ADN y de inhibicion de la reaccion.
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6. Diagrama de flujo

Trypanosoma cruzi | (D.A)

Inoculacion de 4 ratones. Se uso un raton (no inoculado) como
control sano

l

Parasitemia 2 veces por semana recoleccion de la muestras de sangre por el
método de microhematocrito

Diseccion a los 30 dias post infeccion, estudio histopatologico e
inclusion en parafina.

v

Desparafinacion del tejido, extraccion de ADN y amplificacion por PCR
TcH2AF/R y S35/S36

Andlisis de resultados
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7. RESULTADOS

7.1 Método de desparafinacion

Inicialmente se llevé a cabo el método de microondas para la desparafinacion de
los tejidos incluidos en parafina. Tras varios ensayos, no se obtuvo una total
desparafinacion de los tejidos, por lo tanto, se tom6 como opcion alterna el método
de Xileno /Etanol, con el cual se observaron buenos resultados y se pudo realizar

la extraccion del ADN, seguido de los ensayos de PCR.

7.2 Método de extraccion de ADN a partir de tejidos embebidos en parafina

Luego de realizar varios ensayos con los métodos de Triple fenol-cloroformo
alcohol isoamilico y Salting Out, con los cuales se pudo obtener ADN a partir de
tejidos embebidos en parafina, se escogié el de Salting Out debido a su facil

realizacion, bajo costo y su atoxicidad.

7.3 Estudio de la infeccion de ratones infectados con la cepa T. cruzil
MHOM/CO/2001/D.A

7.3.1 Determinacion de parasitemias

En este grupo de ratones la deteccion del parasito mediante la prueba de
microhematocrito fue positiva desde la primera muestra tomada a los 8 dias post-
infeccion con un 50% de muestras positivas correspondientes a 2 de los 4 ratones
infectados (Figura 4), permaneciendo a partir del dia 13 post-infeccion un 100%
de las muestras positivas. (Tabla 3). El pico de parasitemia se observé entre los
19 y 26 dias post-infeccion con valores que oscilaron entre 0,06 y 295,6
parasitos/ul. (Figura 5). Por su parte, el ratdbn usado como control negativo no

presentd infeccion.
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Es importante destacar que en este grupo de ratones, 1 de los 4 ratones
inoculados (25%) murié antes de los 30 dias a causa de la infeccion, y otro fue
disectado antes de este tiempo por estar enfermo, mostrando niveles de
parasitemia maximos de 24,62 y 226,8 parasitos/pl, respectivamente. Es
conveniente sefalar que por reglas internas del Instituto Nacional de Salud los
animales muertos son retirados de las jaulas e incinerados, por tal motivo al raton
muerto a causa de la infeccion no se le realiz6 estudio histopatoldgico ni pruebas

de PCR debido a que los tejidos se encontraban en descomposicion.

Figura 4. Formas tripomastigotes en frotis de sangre periférica de ratones infectados con la cepa

T. cruzi | D.A tefidas con la coloracion de Giemsa.

SEGUIMIENTO DE PARASITEMIAS RATONES
INFECTADOS CON CEPA T.cruzi|l D.A
350

= 300 -

@ 250

o

= 200

) 150 - —+—RATON 1
é 100 —=— RATON 2
< 50 / RATON 3
o P — RATON 4

0 8 13 15 19 21 26
DIAS

Figura 5. Seguimiento de las parasitemias de los ratones infectados con la cepa T. cruzi |
MHOM/CO/2001/D.A. que fuerdn sacrificados a los 30 dias post- infeccién. Ademas se incluye el
raton disectado antes de los 30 dias y el ratobn que muri6 a causa de la infeccion.
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TABLA 3. SEGUIMIENTO DE PARASITEMIAS MEDIANTE MICROHEMATOCRITO DE LOS RATONES

INFECTADOS CON LA CEPAT. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A

DIAS POSTINFECCION CEPA D.A

ZOo0->» 2

13

15

19

21

26

30

31

DISECCION ANTES 30 DIAS

IDISECCION 30 DIAS

2 + + + + +
3 + + + + + [DISECCION 30 DIAS
4 + + + [MUERTE POR INFECCION

ICN - - - - - DISECCION 30 DIAS

Presencia de formas parasitarias (+)

No presencia de formas parasitarias (- )
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Para finalizar, en la tabla 4 se denota el comportamiento de la cepa
MHOM/CO/2001/D.A, indicando el porcentaje de mortalidad, infectividad y pico

maximo de parasitemia post-infeccion.

TABLA 4. COMPORTAMIENTO DE LA CEPA T. cruzi | MHOM/CO/2001/D. A
EN LOS RATONES INFECTADOS

COMPORTAMIENTO DE LA CEPA CEPAD. A
DE LA INFECCION DE LOS
RATONES
% MORTALIDAD 25
% INFECTIVIDAD 100
PICO DE PARASITEMIA 19-26
VALOR MAXIMO DE PARASITOS/ul 295,6

7.3.2 Deteccion del parasito por PCR en sangre

7.3.2.1 PCR TcH2AF/R: Las muestras de sangre de los ratones a los 30 dias
post-infeccion fueron analizadas por PCR, encontrandose la banda de
amplificacion esperada de 230 pb en todas las muestras para un 100% de
ratones positivos, tras extraccion de ADN mediante el estuche comercial GFX
Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham). El raton no infectado no

mostro banda de amplificacion. (Figura 6)
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200 230 pb

Figura 6. Resultados PCR TcH2AF/R en muestras de sangre de ratones infectados con
cepa T.cruzil MHOM/CO/2001/D. A. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1,5%
coloreado con bromuro de etidio conteniendo 20 pl del producto de amplificacién a partir del
ADN extraido por el estuche GFX Genomic Blood DNA Purification estuche comercial utilizado
ADN sin diluir (Dir), diluido (Dil) 1/5 y diluido (Dil) 1/10 de los ratones 1, 2 y 3 infectados con
la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D. A, y un ratdn control negativo, CR: control de reaccién, en
donde se utiliz6 como templado agua destilada, CP: control positivo y PPM: patron de peso
molecular. Ademas se us6é como marcador HyperLadder Il con sus respectivos tamafios
sefialados a la izquierda.

7.3.2.2 PCR S35/S36: Las muestras de sangre de los ratones 30 dias post-
infeccion fueron analizadas, encontrandose la banda de amplificacién esperada
de 330 pb en todas las muestras, para un 100% de ratones positivos, tras
extraccion de ADN mediante el estuche comercial GFX Genomic Blood DNA
Purification (Amersham). El raton no infectado no mostr6 bandas de
amplificacion. (Figura 7)
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Figura 7. Resultados de la PCR S35/S36 en muestras de sangre de ratones infectados
con la cepa T.cruzi| MHOM/CO/2001/D. A. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al
1,5% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 20 pl del producto de amplificacion a partir
del ADN extraido por el estuche GFX Genomic Blood DNA Purification estuche comercial
utilizado utilizado ADN sin diluir (Dir), diluido (Dil) 1/5 y diluido (Dil) 1/10 de los ratones 1, 2y
3 infectados con la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A, y un ratén control negativo, CR: control
de reaccion, en donde se utiliz6 como templado agua destilada, CP: control positivo y PPM:
patrén de peso molecular. Ademas se usé como marcador HyperLadder Il con sus respectivos

tamafios sefialados a la izquierda.

7.3.2.3 Comparacién de las parasitemias mediante microhematocrito y
PCR.
Con ambas pruebas fue posible detectar la presencia del parasito a los 30 dias

post-infeccion.

7.3.3 Deteccion de los parasitos en tejidos frescos

7.3.3.1 PCR TcH2AF/R: El ADN de los tejidos frescos 30 dias post-infeccién
fue obtenido mediante el método de Lisis Alcalina segun lo descrito por Barrera
et al. 2008 (Anexo 11).
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Los resultados obtenidos muestran que con la utilizacion de estos iniciadores
solo fue posible detectar el parasito en todas las fracciones de 1 de los 4
ratones infectados (R1) y en la fraccion derecha del raton 3, observandose la
amplificacion del fragmento de 230 pb esperado.

Dados estos resultados, se realiz6 una prueba de inhibicién para detectar en
las muestras la presencia de sustancias inhibitorias de la reaccién de PCR,
encontrdndose que las muestras de los ratones R2 y R3 no amplificaron. Por
lo tanto, se procedid a tratar estas muestras con Fenol- Cloroformo y Alcohol
Isoamilico (24:1), seguido de precipitacion del ADN con etanol absoluto. De
esta manera, se obtuvo la banda de amplificacion esperada en los ensayos de
inhibicion posteriormente realizados (Figura 8). Con este resultado se procedio
a realizar la PCR, encontrando la banda de 230 pb en estas muestras (R2 y
R3). Las muestras del raton no infectado no presentaron banda de

amplificacion.

R2 R3
Apical Derecha
pb PPM Dil 1/10 Dil 1/10 CR CP

1000

300
230 pb

Figura 8. Control de Inhibicion de la PCR TcH2AF-R en tejido cardiaco de ratones
infectados con la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A. Electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1,5% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 20 pl del producto de
amplificacion a partir del ADN extraido por el método de extraccidn lisis alcalina. De los ratones
2 y 3 infectados con la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A. CR: Control de reaccion, en donde
se utilizé6 como templado agua destilada, CP: Control positivo, PPM: Patrén de peso molecular
y se utilizé como marcador HyperLadder Il con sus respectivos tamafios sefialados a la

izquierda.
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7.3.3.2 PCR S35/S36: Después de extraer el ADN mediante Lisis Alcalina
segun lo descrito por Barrera et al. 2008, fue posible detectar la presencia del
parasito solamente en el raton R1. Luego de tratar las muestras de los ratones
R2 y R3 con Fenol — Cloroformo-Alcohol Isoamilico (24:1), se encontrd la
presencia del parasito en las muestras de estos ratones. Las muestras del

ratén no infectado no mostraron bandas de amplificacion.

7.3.4 Deteccidn del parasito en tejidos embebidos en parafina

El ADN de los tejidos embebidos en parafina de 30 dias post- infeccion fue
extraido mediante el método de Salting Out descrito en el Anexo 9 para su

posterior analisis mediante las pruebas de PCR.

7.3.4.1 PCR TcH2AF/R

Después de extraer el ADN no fue posible detectar la presencia del parasito en
ninguna de las muestras embebidas en parafina de los ratones en estudio.
Vale la pena mencionar que a estas muestras se les realiz6 prueba de

Inhibicién donde no se encontraron inhibidores de la prueba de PCR.
7.3.4.2 PCR S35/S36

Con esta prueba de PCR a diferencia de la prueba de TcH2AF/R, fue posible
detectar la presencia del parésito en todas las muestras de tejidos embebidos
en parafina (Figura 9). La muestra del raton no infectado no presenta banda de

amplificacion.
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Figura 9. Resultados de la PCR S35/S36 en tejidos cardiaco embebido en parafina de
ratones infectados con la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D. A. Electroforesis horizontal en
gel de agarosa al 1,5% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 20 pl del producto de
amplificacion a partir del ADN extraido por medio del método Salting Out Modificado vy
utilizando diluciones del ADN de las fracciones Apical e Izquierda de tejido cardiaco de los
ratones R1, R2, R3, control positivo cepa D.A y control negativo del tejido fraccion apical,
CR : control de reaccion, en donde se utiliz6 como templado agua destilada, CP: control
positivo y PPM patron de peso molecular. Ademas se usé como marcador HyperLadder Il con

sus respectivos tamafios sefialados a la izquierda.

7.3.5 Analisis histopatolégico de tejido cardiaco y otros 6rganos

Se le realizé andlisis histopatoldgico a tres fracciones del corazén 30 dias post-
infeccidbn correspondientes a la fraccidbn apical, derecha e izquierda,
encontrandose miocarditis y miositis en diversos estadios (severa y leve),
ademas de presencia de amastigotes e infiltrado linfomonocitario (Figura 10).
Por otro lado, también se analizaron 6rganos como: higado, intestino grueso y
cerebro, encontrdndose hiperplasia en el bazo de todos los ratones infectados
(Tabla 5).

7.3.6 Comparacion de todas las técnicas para detectar la presencia de

T. cruzi

Como se observa en la tabla 6, mientras la histopatologia fue positiva en todas
las fracciones del corazén (Apical, Derecha e lzquierda) de los 3 ratones
infectados, que sobrevivieron al experimento, los resultados de la prueba de

PCR variaron dependiendo del método de extraccion de ADN utilizado.
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TABLA 5. HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS DE RATONES INFECTADOS CON LA CEPA DE T.cruzi |

MHOM/CO/2001/D.A A LOS 30 DIAS POST-INFECCION

RATON

TEJIDOS

HALLAZGO HISTOPATOLOGICO

CORAZON

HIGADO
INTESTINO GRUESO

MIOCARDITIS AGUDA SEVERA CON PRESENCIA DE NUMEROSOS
AMASTIGOTES DE TRIPANOSOMA INTRACELULARES

SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
PARASITO VERMIFORME ENDOLUMINAL*

BAZO HIPERPLASIA ESPLENICA REACTIVA
CEREBRO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
2
CORAZON MIOCARDITIS Y MIOSITIS AGUDA SEVERA, LINFOMONOCITARIA CON
NUMEROSOS AMASTIGOTES DE TRIPANOSOMA INTRACELULARES
HIGADO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
INTESTINO GRUESO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
BAZO HIPERPLASIA ESPLENICA
CEREBRO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
3
CORAZON MIOCARDITIS AGUDA SEVERA , LINFOMONOCITARIA CON
NUMEROSOS AMASTIGOTES DE TRIPANOSOMA INTRACELULARES
HIGADO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
INTESTINO GRUESO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
BAZO HIPERPLASIA ESPLENICA
CEREBRO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
5
CORAZON SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
HIGADO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
INTESTINO GRUESO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
BAZO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS
CEREBRO SIN CAMBIOS HISTOLOGICOS

* Parasito adquirido
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TABLA 6. Comparacion de todas las técnicas para detectar la presencia de T. cruzi en tejido cardiaco.

‘ PCR HISTOPATOLOGIA
RATON FRACCION ‘ TEJIDOS FRESCOS ’ TEJIDOS EMBEBIDOS EN
PARAFINA
‘ LISIS ALCALINA * | FENOL CLOROFORMO * | SALTING OUT *
’ TCcH2AF/R ’ S35/S36 | TcH2AF/R S35/S36 | TcH2AF/R ’ S35/S36 |
R1 | Apical ‘ Positivo ‘ Positivo ND | Negativo ‘ Positivo | Positivo
| Derecha ‘ Positivo ‘ Positivo | Negativo ‘ Positivo | Positivo
| Izquierda ‘ Positivo ‘ Positivo | Negativo ‘ Positivo | Positivo
R2 | Apical | Negativo | Negativo | Positivo | Positivo | Negativo | Positivo | Positivo
| Derecha | Negativo | Negativo | Positivo | Positivo | Negativo | Positivo | Positivo
| Izquierda | Negativo | Negativo | Positivo | Positivo | Negativo | Positivo | Positivo
R3 | Apical ‘ Negativo ‘ Negativo | ND | Negativo ‘ Negativo | Positivo
| Derecha ‘ Positivo ‘ Negativo | Positivo | Positivo | Negativo ‘ Positivo | Positivo
| Izquierda ‘ Negativo ‘ Negativo | Negativo | Positivo | Negativo ‘ Positivo | Positivo
CN | Apical ‘ Negativo ‘ Negativo ND | Negativo ‘ Negativo | Negativo
| Derecha ‘ Negativo ‘ Negativo | Negativo ‘ Negativo | Negativo
| Izquierda ’ Negativo ’ Negativo | Negativo ’ Negativo | Negativo

ND: Datos No disponibles

*. Método de extraccion del ADN
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Positivo: Presencia del parasito

Negativo: Ausencia del parasito




Figura10. Hallazgo histopatologico de tejido cardiaco de ratones infectados con la cepa T. cruzi
I MHOM/CO/2001/D.A .con presencia de formas amantigotas intracelulares tefiidas con

coloracion eosina hematoxolina en 100X

Es asi como en tejidos frescos, solo se observd la amplificacion con ambos
juegos de iniciadores, tras la limpieza de la muestra con Fenol Cloroformo-
Alcohol Isoamilico 24:1. En tejidos embebidos en parafina, tras la extraccion de
ADN con Salting Out solo se observd amplificacion con los iniciadores S35/S36
(Tabla 6).

7.4 Analisis de las muestras de archivo

El ADN de las muestras de archivo fue extraido mediante el método de Salting
Out descrito en el Anexo 9, para su posterior analisis mediante las pruebas de
PCR (Tabla7y 8).

7.4.1 Muestras de archivo de ratones infectados con cepa T. cruzi |
MHOM/CO/2001/D. A 30 dias post-infecciéon

7.4.1.1 PCR TcH2AF/R

Después de extraer el ADN no fue posible detectar la presencia del parasito en
ninguna de las muestras de archivo de los ratones en estudio, utilizando estos
iniciadores. Es importante anotar que las pruebas de inhibicion de estas
muestras no evidenciaron la presencia de sustancias inhibitorias de la prueba
de PCR.

7.4.1.2 PCR S35/S36

Utilizando estos iniciadores, fue posible detectar la presencia del parasito en
todas las muestras de archivo a diferencia de la prueba TcH2AF/R, donde no
se observd la amplificacion del fragmento esperado de 330 pb (Figura 11)
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Figura 11. Resultados de la PCR S35/S36 en tejidos de archivo de ratones infectados con
la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D. A, a los 30 dias post-infecciéon. Electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1,5% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 20 pl del
producto de amplificacion a partir del ADN extraido por medio del método Salting Out
Modificado y utilizando dilucién (1/5) del ADN de las fracciones Apical (Api), Derecha (Der) e
Izquierda (izq) de los ratones R1 y R2 infectados con la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D. A,
control negativo del tejido fraccién apical y Derecha, CE: Control de extraccién CR: control de
la reaccion, en donde se utilizé6 como templado agua destilada, CP: control positivo, , en donde
se utiliz6 como muestra agua destilada y PPM patrén de peso molecular. Ademas se us6é como

marcador HyperLadder Il con sus respectivos tamafios sefialados a la izquierda.

7.4.2 Muestras de archivo de ratones infectados con cepa T. cruzi |
MHOM/CO/2001/D. A 60 dias post-infecciéon

7.4.2.1 PCR TcH2AF/R

Después de extraer el ADN no fue posible detectar la presencia del paréasito en
ninguna de las muestras de archivo de los ratones en estudio, utilizando estos
iniciadores. Es importante anotar que las pruebas de inhibicion de estas
muestras no evidenciaron la presencia de sustancias inhibitorias de la prueba
de PCR.

7.4.2.2 PCR S35/S36
Utilizando estos iniciadores, fue posible detectar la presencia del parasito en
todas las muestras de archivo (Figura 12). Las muestras del ratén no infectado

no mostraron bandas de amplificacion.
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Figura 12. Resultados de la PCR S$35/S36 en tejidos de archivo de ratones infectados con
la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D. A, a los 60 dias post-infeccidon. Electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1,5% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 20 pl del
producto de amplificacién a partir del ADN extraido por medio del método Salting Out
Modificado y utilizando ADN sin diluir ((Dir), diluido (Dil) 1/5 y diluido (Dil) 1/10 de las
fracciones Apical (Api), Derecha (Der) e lzquierda (izq) de los ratones R4, R5 y R6 infectados
con la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A , control negativo del tejido fraccion Derecha e
Izquierda, CPTP: control positivo tejido parafinado, CR: control de la reaccion, en donde se
utilizé como templado agua destilada , CP: control positivo, y PPM patrén de peso molecular.
Ademas se us6 como marcador HyperLadder Il con sus respectivos tamafios sefialados a la

izquierda.

7.4.3 Muestras de archivo de ratones infectados con cepa T. cruzi |
MHOM/CO/2001/D.A 100 dias post-infecciéon

7.4.3.1 PCR TcH2AF/R

Después de extraer el ADN no fue posible detectar la presencia del parasito en
ninguna de las muestras de archivo de los ratones en estudio, utilizando estos

iniciadores.

7.4.3.2 PCR S35/S36
Empleando estos iniciadores, fue posible detectar la presencia del parasito en
todas las muestras de archivo (Figura 13). Las muestras del ratén no infectado

no mostraron bandas de amplificacion.

59

330 pb



CN CN R6 R6 R6 R7 R7 R7
Der lzq Api Der Izq Api Der Izq CPTP

pb

1000

300

Figura 13. Resultados de la PCR S35/S36 en tejidos de archivo de ratones infectados con
la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D. A, a los 100 dias post-infeccion. Electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1,5% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 20 pl del
producto de amplificacion a partir del ADN extraido por medio del método Salting Out
Modificado y utilizando ADN sin diluir ((Dir), diluido (Dil) 1/5 y diluido (Dil) 1/10 de las
fracciones Apical (Api), Derecha (Der) e lzquierda (izq) de los ratones R6,y R7 infectados con
la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A, control negativo del tejido fraccion Derecha e Izquierda,
CPTP: control positivo tejido parafinado CR: control de la reaccién, en donde se utilizé como
templado agua destilada CP: control positivo y PPM patrén de peso molecular. Ademas se usé

como marcador HyperLadder Il con sus respectivos tamafios sefalados a la izquierda.

7.4.4 Muestras de archivo de ratones infectados con cepa T. cruzi |
MHOM/CO/2001/D. A 150 dias post-infeccion

7.4.4.1 PCR TcH2AF/R
Después de extraer el ADN no fue posible detectar la presencia del parasito en
ninguna de las muestras de archivo de los ratones en estudio, utilizando estos

iniciadores.

7.4.4.2 PCR S35/S36

Utilizando esta PCR, fue posible detectar la presencia del parasito en todas las
muestras de archivo. El raton no infectado no presento bandas de amplificacion
(Figura 14)
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Figura 14. Resultados de la PCR S35/S36 en tejidos de archivo de ratones infectados con
la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D. A, a los 150 dias post-infeccion. Electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1,5% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 20 pl del
producto de amplificacion a partir del ADN extraido por medio del método Salting Out
Modificado y utilizando ADN sin diluir ((Dir), diluido (Dil) 1/5 y diluido (Dil) 1/10 de las
fracciones Apical (Api), Derecha (Der) e Izquierda (izq) de los ratones R7,R8 y R13 infectados
con la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A, control negativo del tejido fraccion Apical, Derecha
e lzquierda, CPTP: control positivo tejido parafinado CR: control de la reaccién, en donde se
utilizé como templado agua destilada, CP: control positivo y PPM patréon de peso molecular.
Ademas se usé como marcador HyperLadder Il con sus respectivos tamafios sefialados a la

izquierda.

7.4.5. Muestras de archivo de ratones infectados con Cepa T. cruzi Il
MHOM/BR/00/Y 30 dias post-infeccidon

7.4.5.1 PCR TcH2AF/R

Después de extraer el ADN no fue posible detectar la presencia del parasito en
ninguna de las muestras de archivo de los ratones en estudio, utilizando estos

iniciadores.

7.4.5.2 PCR S35/S36

Con esta PCR, fue posible detectar la presencia del parasito en todas las
muestras de archivo. El raton no infectado no presento bandas de amplificacion
(Figura 15).
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Figura 15. Resultados de la PCR S35/S36 en tejidos de archivo de ratones infectados
con la cepa T. cruzi Il MHOM/BR/00/Y a los 30 dias post-infeccion. Electroforesis horizontal

en gel de agarosa al 1,5% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 20 pl del producto de

amplificacion a partir del ADN extraido por medio del método Salting Out Modificado vy
utilizando ADN sin diluir ((Dir), diluido (Dil) 1/5 y diluido (Dil) 1/10 de las fracciones Apical (Api),
Derecha (Der) e Izquierda (Izg) de los ratones R4, y R5, control negativo del tejido fraccion
Derecha e lIzquierda, CPTP: control positivo tejido parafinado CR: control de la reaccion, en
donde se utiliz6 como templado agua destilada, CP: control positivo y PPM patréon de peso

molecular. Ademas se us6 como marcador HyperLadder Il con sus respectivos tamafios
seflalados a la izquierda.
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Tabla 7. Resultados de las PCR TcH2AF/R y S35/S36 y estudio
histopatolégico en tejido de archivo de ratones infectados con la cepa T.
cruzi | MHOM/CO/2001/D.A

DISECCION | RATON FRACCION | TcH2AF/R ‘ $35/S36 ‘ ESTUDIO
, HISTOPATOLOGICO |
1 || Apical | Negativo | Positivo | Positivo |
|| Derecha | Negativo || Positivo | Positivo |
30 DIAS || Izquierda | Negativo || Positivo | Positivo |
2 || Apical | Negativo || Positivo | Positivo |
| Derecha | Negativo || Positivo | Positivo |
|| Izquierda | Negativo | Positivo | Positivo |
CN | Apical | Negativo || Negativo | Negativo |
| Derecha | Negativo || Negativo | Negativo |
|| Izquierda | Negativo || Negativo | Negativo |
4 || Apical | Negativo || Positivo | Positivo |
|| Derecha | Negativo | Positivo | Positivo |
|| I1zquierda | Negativo || Positivo | Positivo |
5 | Apical | Negativo || Positivo | Positivo |
60 DIAS || Derecha | Negativo | Positivo | Positivo |
|| I1zquierda | Negativo || Positivo | Positivo |
6 | Apical | Negativo || Positivo | Positivo |
|| Derecha | Negativo || Positivo | Positivo |
|| Izquierda | Negativo || Positivo | Positivo |
CN || Apical | Negativo || Negativo | Negativo |
|| Derecha | Negativo || Negativo | Negativo |
|| I1zquierda | Negativo || Negativo | Negativo |
6 || Apical | Negativo | Positivo | Positivo |
|| Derecha | Negativo || Positivo | Positivo |
100 DIAS || I1zquierda | Negativo || Positivo | Positivo |
7 || Apical | Negativo | Negativo | Positivo |
|| Derecha | Negativo || Positivo | Positivo |
|| Izquierda | Negativo || Positivo | Positivo |
CN | Apical | Negativo || Negativo | Negativo |
| Derecha | Negativo || Negativo | Negativo |
|| Izquierda | Negativo || Negativo | Negativo |

_ Diferencia entre la prueba de PCR y el estudio histopatolégico
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Continuacion Tabla 7.

DISECCION RATON FRACCION TcH2AF/R S$35/S36 ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO

| 7 | Apical | Negativo || Positivo | Positivo

| | Derecha | Negativo || Negativo || Positivo

| | Izquierda || Negativo || Positivo | Positivo

| 8 | Apical | Negativo || Positivo | Positivo

| | Derecha | Negativo || Negativo || Positivo

150 | | Izquierda || Negativo || Positivo | Positivo
| 13 | Apical | Negativo || Positivo | Positivo

| | Derecha | Negativo || Positivo | Positivo

| | Izquierda || Negativo || Positivo | Positivo

| CN | Apical | Negativo || Negativo || Negativo

| | Derecha | Negativo || Negativo || Negativo

| | Izquierda || Negativo || Negativo || Negativo

_ Diferencia entre la prueba de PCR y el estudio histopatolégico
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Tabla 8. Resultados de las PCR TcH2AF/R y S35/S36 y estudio
histopatolégico en tejido de archivo de ratones infectados con la cepa T.
cruzi Il MHOM/BR/00/Y 30 dias post-infeccion

RATON ESTUDIO
FRACCION TcH2AF/R S$35/S36 HISTOPATOLOGICO
4 Apical Negativo Positivo Positivo
Derecha Negativo Positivo Positivo
Izquierda Negativo Positivo Positivo
5 Apical Negativo Negativo Positivo
Derecha Negativo Positivo Positivo
Izquierda Negativo Positivo Positivo
CN Apical Negativo Negativo Negativo
Derecha Negativo Negativo Negativo
Izquierda Negativo Negativo Negativo

_ Diferencia entre la prueba de PCR y el estudio histopatolégico
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7.5 Comparacién del analisis histopatolégico y la prueba de PCR con los
iniciadores TcH2AF/R Y S35/S36 para detectar T. cruzi en muestras de

archivo

Se comparé el analisis histopatolégico y la prueba de PCR con los iniciadores
TcH2AF/R y S35/S36 para detectar T. cruzi en muestras de archivo de ratones
infectados con T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A a los 30, 60, 100 y 150 dias post-
infeccion y T. cruzi I MHOM/BR/00/Y a los 30 dias post-infeccion (Figuras 15y
16).

Se observé que en los tejidos de archivo provenientes de ratones infectados
con la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A, la PCR S35/S36 mostré un 90% de
positividad con relacion al estudio histopatolégico; el cual fue analizado
previamente a la inclusion en parafina, en cambio con la TcH2AF/R no se

observo la presencia del parasito.
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Figura 16. Comparacion de los resultados de las PCR TcH2AF/R y S35/S36 y estudio
histopatolégico en tejidos de archivo de ratones infectados con la cepa T. cruzi |
MHOM/CO/2001/D.A.
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En las muestras de archivo de ratones infectados con la cepa T. cruzi Il
MHOM/BR/00/Y se detect6 el parasito solamente por la prueba de PCR
S35/S36 , teniendo en cuenta el estudio histopatolégico realizado a las muestra

previamente a la inclusién en parafina.
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Figura 17. Comparacion de los resultados de las PCR TcH2AF/R y S35/S36 y estudio
histopatolégico en tejidos de archivo de ratones infectados con la cepa T. cruzi Il
MHOM/BR/00/Y
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8. DISCUSION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana afecta a millones de
personas en Centro y Sudamérica. Aunque la mayoria de los pacientes
sobreviven a la etapa aguda de la enfermedad, en la etapa cronica desarrollan
complicaciones secundarias severas, debido principalmente a cardiopatia y

megasindromes (Zuiiga et al.2007).

Las técnicas serolégicas como ELISA, inmunofluorescencia directa e indirecta,
no permiten diferenciar una reinfeccion y pueden presentar una baja
especificidad debido a la reactividad cruzada con otros tipos de parasitos como
Leishmania o diversos tripanosomas, es por esto que actualmente, la reaccion
en la cadena de polimerasa (PCR) es una excelente herramienta diagnostica
en cuanto a enfermedades infecciosas se trata ya que posee una alta
sensibilidad y especificidad permitiendo un oportuno diagnéstico de la

enfermedad en cualquiera de sus etapas.

Por otro lado, estudios basados en muestras incluidas en parafina, es otro
campo en el cual la PCR a partir de muestras de tejidos tiene gran
aplicabilidad, es por esta razén que el propdsito de este trabajo fue evaluar la
aplicacién de las pruebas de PCR basados en los iniciadores TcH2AF/R
(Pavia et al. 2003) y S35/S36 (Pavia et al. 2007) para la deteccion de T. cruzi
en tejido embebido en parafina, con el fin de emplearse como herramientas
diagnésticas para la enfermedad de Chagas, especialmente en el seguimiento
de pacientes post-transplantados y analisis retrospectivos con muestras de

archivo.

Teniendo en cuenta la dificultad que trae consigo trabajar muestras de tejido
humano se tomé como primera aproximacion el modelo murino el cual permite
desarrollar y estudiar las fases agudas y cronicas de la enfermedad, ademas

ofreciendo una gran ventaja por su facil manipulacion y mantenimiento.

Siendo de la mayor importancia para este estudio, el uso de los métodos

adecuados de desparafinacion de los tejidos; se ensayaron los métodos de
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microondas y xileno/etanol, los cuales habian mostrado resultados exitosos en
trabajos previos (Zafra et al. 2004 y Florez et al. 2004). Sin embargo, en este
estudio se logré la desparafinacion completa de los tejidos solamente con el
método de xileno/etanol. Resultado que puede ser debido a que el uso solo de

calor no es suficiente para retirar la totalidad de la parafina de los tejidos.

Posterior al proceso de desparafinacion se procedi6 a la estandarizaciéon de la
técnica para realizar la extraccion de ADN, tanto de tejidos frescos como
desparafinados y de archivo, paso esencial para la recuperacién de material de

calidad que permita la amplificacién del ADN.

Es asi como en primer lugar para tejidos frescos se ensay6 el método de lisis
alcalina, el cual habia sido previamente utilizado con buenos resultados
(Barrera et al. 2008).

Sin embargo, al realizar ambas pruebas de PCR en las muestras de ratones
infectados con la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A a los 30 dias post-
infeccion, se observo que tan solo 1 de 3 ratones infectados presentaron la
banda de amplificacion esperada con ambos iniciadores. Resultado explicado
por la presencia de sustancias inhibidoras de la reacciéon de PCR en las
muestras. De tal forma que luego de tratar las muestras con fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico para extraer sustancias contaminantes como proteinas,
éstas fueron amplificadas obteniéndose los fragmentos de 230 y 330 pb

esperados con las pruebas de PCR TcH2AF/R y S35/S36, respectivamente.

Para el caso de las muestras de tejidos desparafinados y de archivo, teniendo
en cuenta los pobres resultados obtenidos con el método de lisis alcalina y las
desventajas del método de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, en cuanto a su
toxicidad, elevado costo e infraestructura necesaria para manipular dichas
sustancias de forma adecuada, se optd por ensayar el método Salting Out,
obteniéndose buenos resultados, al menos para el caso de la PCR S35/S36,
con la cual se obtuvo el fragmento de amplificacion esperado en las muestras

de los ratones infectados.
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Por ultimo a este respecto, es oportuno mencionar la importancia de la lisis de
los tejidos con proteasas que permitan la liberacion del ADN de los complejos
proteicos, paso impredecible previo a la extraccion del ADN (Garcia et al.
2006).

En cuanto a la evaluacion de la infeccion de los ratones inoculados con la cepa
T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A; se observé que esta cepa de acuerdo a lo
previamente reportado por Barrera et al. 2008 posee un marcado tropismo por
corazon, observandose miocarditis aguda severa en los 3 ratones infectados
que sobrevivieron al estudio, con presencia de numerosas formas amastigotes
del parasito. Se presentd mortalidad en 1 de los ratones infectados, para un
porcentaje de 25%, muy similar a la previamente reportado (Barrera et al.
2008). Llamativamente este raton (R4) fue superado en los niveles maximos de
parasitemia por los otros dos ratones que sobrevivieron, indicando que: (I) la
carga parasitaria en sangre no es indicativo del grado de parasitemia de los
tejidos o (1) el ratdbn R4 por sus condiciones intrinsecas individuales presento

mas susceptibilidad a la enfermedad.

En el anterior sentido, es de importancia resaltar que a los 30 dias post-
infeccion se encontr6 una muy buena correlacion entre los resultados de
parasitemia por los métodos de microhematocrito y PCR en sangre. Hallazgo
qgue puede obedecer a la elevada parasitemia que desarrollaron en general los

animales.

En relacion a los resultados de PCR en tejidos frescos de los anteriores
ratones, se observd como luego de eliminar sustancias inhibitorias de la PCR,
fue posible detectar el parasito con ambas PCR. Resultado que se correlaciona
con los hallazgos histopatolégicos en las cuales también, se observo la

presencia del parasito en el corazon de los tres animales infectados.

Sin embargo, mediante el analisis de las muestras desparafinadas de este

grupo de ratones y de todas las muestras de archivo ensayadas, solo fue
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posible detectar la presencia del parasito mediante la prueba de PCR S35/S36,
resultados que pueden explicarse por: (I) La presencia de un mayor nimero de
moléculas blanco para los iniciadores S35/S36 que para los iniciadores
TcH2AF/R (Pavia et al. 2007), lo cual aumenta la sensibilidad de la prueba de
PCR S35/S36, (II) los blancos moleculares, elemento SIRE de la prueba
TcH2AF/R puede ser mas susceptible a la desintegracién durante el proceso
de fijacidn de los tejidos. Se sabe que tanto el tipo de fijador como los tiempos
de fijacién, afectan de forma importante la integridad de los &cidos nucleicos,
siendo el etanol al 70% una de las mejores opciones por cuanto a diferencia del
formaldehido, no produce entrecruzamiento de acidos nucleicos y proteinas; no
hidroliza puentes de fosfodiester del ADN y no modifica covalentemente el ARN
por adiciobn de grupos mono metilos en las bases (Feldman. 1973, Douglas y
Rogers 1998, Masuda et al. 1999) y (lI) el método de Salting Out puede no ser

Optimo cuando hay poca cantidad de ADN en la muestra.

Por otra parte, al analizar la concordancia de los resultados de la prueba de
PCR entre las muestras de archivo y las muestras procedentes de tejidos
frescos previamente reportados por Barrera et al. (2008); en las cuales se pudo
detectar la presencia del parasito por ambas PCR, vale la pena resaltar para el
caso de las muestras de los ratones infectados con la cepa T. cruzi |
MHOM/CO/2001/D.A que el andlisis de los tejidos frescos demostro presencia
del parasito por ambas pruebas de PCR en todas las muestras. Hallazgo que
sugiere que en lo referente a las muestras de archivo, muy seguramente los
procesos de fijacion del tejido, desparafinacion o extraccion estan
disminuyendo el poder de deteccion de esta PCR TcH2AF/R, debido ya sea a
la presencia de sustancias inhibitorias de esta PCR en particular, o a la

fragmentacion de las moléculas de ADN.

Para el caso de las muestras de los ratones infectados con la cepa T.cruzi Il
MHOM/BR/00/Y, al igual que este estudio, en los trabajos de Barrera et al.
(2008) solo fue posible detectar la presencia del parésito con la prueba de PCR
S35/S36. Resultado que sugiere que ademas de la presencia de sustancias
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inhibidoras de esta PCR en la muestra, y posible disminucion del ADN, en este

caso muy posiblemente habia menor nimero de parasitos en los tejidos.

Finalmente, la PCR S35/S36 puede ser usada como herramienta
complementaria a la histopatologia en el hallazgo de T. cruzi en muestras de
tejido parafinado para fines como el seguimiento de la reactivacion de la
enfermedad de Chagas en pacientes transplantados o en el diagnostico e

investigacion en patologia molecular.
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9. CONCLUSIONES

e El método de xileno/etanol para desparafinar a los tejidos, seguido de lisis
proteica y extraccion de ADN por la técnica de Salting Out, permitié la
amplificacion de los fragmentos esperados con la prueba de PCR S35/S36 en

las muestras de tejido cardiaco de los ratones infectados con el parasito.

e La evolucién de la infeccién por la cepa T. cruzi | MHOM/CO/2001/D.A en
los ratones se comportd de acuerdo a lo esperado, mostrando un marcado

tropismo hacia corazon.

e La prueba de PCR S35/S36 puede ser aplicada para la deteccion del

parasito tanto a partir de sangre como de tejido fresco y tejido parafinado.
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10. RECOMENDACIONES

Dados los resultados obtenidos en este trabajo, se recomienda:

1. Evaluar otro método de extracciébn como triple fenol: cloroformo alcohol
isoamilico para la extraccion de ADN del parasito de tejidos desparafinados y

posterior amplificacion con los iniciadores TcH2AF/R.

2. Estudiar la posible interferencia del tipo de fijador y el tiempo de fijacién de

los tejidos en el desempefio de la pruebaTcH2AF/R.

3. Evaluar el desemperfio de la prueba de PCR S35/S36 en muestras de tejido

humano para la deteccion del parasito.
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ANEXO 1
INFECCION DE LOS RATONES CON Trypanosoma cruzi
1) Se debe inmovilizar el raton, esta inmovilizacion se debe hacer cogiendo el

raton por la zona caudal a la altura de las orejas, como en una llave: se
aconseja manipular el raton encima de la jaula, con el fin de que este se fije
por sus propios medios a la jaula y sea mas sencilla la inmovilizacion; se debe
tener especial cuidado también de inmovilizar la cola, ya que el animal al
moverla puede mover también las extremidades inferiores y obstaculizar asi la
inoculacion.

2) Antes de realizar la inoculacidén de los parasitos se aconseja sacar el aire
gue pueda contener el inéculo en la jeringa , ya que si se deja en esta se corre
el riesgo de matar al ratdn por inoculacién con aire lo que podria interrumpir el
experimento que se este realizando.

3) La inoculacion debe ser interperitoneal (IP), con la precaucion de no punzar
el estomago, pero tampoco el hueso de la pata.

4) La jeringa no debe penetrar muy profundamente el animal y se debe tener
especial cuidado en el momento de ingresar la jeringa, esta debe estar bien
inclinada con respecto al ratébn y no vertical, ya que si la jeringa se maneja de
esta manera, se podria correr el riesgo de que esta, traspase el animal vy el
inoculo ingrese en la mano de la persona que esta manipulando al raton.

5) Una vez realizado el procedimiento, se descarta la aguja con el capuchdn
en un recipiente y la jeringa en el guardian, segun el protocolo de manipulacién

de jeringas del bioterio del INS.

Protocolo, suministrado por la Dra Marleny Montilla m. (Biéloga Msc )perteneciente al

grupo de investigacion de parasitologia del Instituto Nacional de Salud
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ANEXO 2

MICROHEMATOCRITO

1. Tomar muestra de sangre en capilares con anticoagulante heparina

2. Centrifugar por dos minutos en microcentrifuga a 3000 rpm

3. Tomar el capilar y cortarlo en la parte intermedia entre la fase que contiene
los glébulos rojos y los globulos blancos.

4. Descartar la parte de los glébulos rojos

5. Vaciar el capilar y montar en camara de Neubauer para realizar el recuento

de parasitos.
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ANEXO 3
COLORACION DE GIEMSA:

Tomar una pequefia gota de sangre de la cola del ratén,

Colocar en una lamina portaobjetos

1
2
3. Proceder arealizar el extendido
4. Colorear.

5

Dejar secar
Coloracién
Fijar las laminas con Metanol entre 20 minutos y dejar hasta que seque,
posteriormente se la adicionaba el colorante Giemsa a las laminas, dejar que

actué por 45 minutos, pasado este tiempo se procede a lavar con agua

corriente
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ANEXO 4

DISECCION ANIMALES

Los ratones fueron sacrificados mediante dislocacion cervical. Una vez
muerto, el raton fue fijado a una superficie. Se realizé una abertura del
abdomen con el fin de retirar: higado, bazo, intestino grueso, corazoén, y

musculo esquelético

Este procedimiento se llevé acabo en una camara de flujo laminar en el bioterio

del Instituto Nacional de Salud bajo la supervision de personal experto.
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ANEXO 5

CORTE DE TEJIDO CARDIACO

1. El corazon fue dividido en tres fracciones: Apical, Izquierda y Derecha

Izquierda

Apical

Derecha

2. Cada fraccion fue dividida en dos partes, una se remiti6 a patologia
conservada en formol taponado al 10%; la otra se utilizé para la extraccion de
ADN.
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ANEXO 6

METODO DE DESPARAFINACION EN MICROONDAS

Se afiadio 200 ul de Tween 20 al 5.0% a la seccion del tejido y se agitd
Calentar en microondas de 600 W durante 2 minutos

Centrifugar a 6.000 g durante 15 minutos

Enfriar en Hielo por 2 minutos

Remover el disco de parafina

Transferir el tejido a otro tubo

Realizar dos lavados con PBS.

© N o O B~ WD BE

Finalmente se procedié a extraer el tejido por medio del método mas

eficiente para dicho procedimiento.
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ANEXO 7

DESPARAFINACION DEL TEJIDO CON XILENO /ETANOL

1.

Agregar 1000 pl de xilol a cada seccion

2. Agitar fuertemente

3. Poner a temperatura ambiente por 1 hora
4. Centrifugar a 12000 g por 3 minutos

5.
6
7
8
9

Retirar el sobrenadante

. Nuevamente agregar 1000 pl de xilol a cada seccion, nuevamente
. Agitar fuertemente
. Dejar a temperatura ambiente por 1 hora

. Centrifugar a 12000 g por 3 minutos

10. Retirar el sobrenadante

11.Realizar un lavado con Etanol

12.Centrifugar a 12000 g por 3 minutos

13.Colocar a secar a temperatura ambiente

14.Lavar con PBS 2 veces
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ANEXO 8

LISIS DE LOS TEJIDOS DESPARAFINADOS

1. A los tejidos macerados se les adicion6 114 o 228 pl de solucién de
digestién (tris-HCL 100 mM, EDTA 40 Mm pH 8.0, SDS 5%, proteinasa
K 20 mh/ml), a 60° durante 1 a 2 dias.

2. Centrifugar a 2.000g por 1 minuto para remover exceso de proteinas

3. El sobrenadante se transfirid6 a un tubo nuevo.

4. Se procedi6 a realizar la extraccion de ADN.
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ANEXO 9

EXTRACION ADN EN TEJIDO PARAFINADO SALTING OUT

© © N o 00 s DN

[EEN
o

11.
12.

Se homogenizo el tejido desparafinado y lisado en 150 o 300 ul de
acetato de sodio 5M

Centrifugar por 5 minutos a 5000 g

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio

Afnadir 400 u 800 ul de Isopropanol

Incubar a -70° C por una hora

Centrifugar por 10 minutos a 4 grados a 5000 g

Descartar el sobrenadante

Lavar con etanol al 70%

Centrifugar por 10 minutos a 4 grados a 5000 g

.Remover el etanol al 70% y dejé secar aproximadamente por una hora

a 37°C
Resuspender en 30-50 pl de agua destilada.

Proceder a realizar la amplificacion del ADN por PCR.
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ANEXO 10

EXTRACION ADN EN TEJIDO PARAFINADO TRIPLE FENOL
CLOROFORMO

. Se colocd Fenol - cloroformo de acuerdo al volumen final de la muestra
. Centrifugar por 5 minutos a 12 r.p.m
. Realizar 2 alicotas de fenol cloroformo

1

2

3

4. Sacar el sobrenadante

5. Transferir a un tubo nuevo

6. Tomar el sobrenadante y se adiciono cloroformo

7. Centrifugar por 5 minutos a 12000 r.p.m

8. Sacar el sobrenadante a u nuevo tubo y se adicionar 10% de Acetato de
Saodio 3M PH 6.0y fenol

9. Mover el tubo para ver formacién de la malla de ADN.

10. Centrifugar por 30 minutos a 10000 r.p.m

11.Refrigerar a -20° C por un dia.

12. Al dia siguiente se centrifug6 por 30 minutos a 10000 r.p.m

13. Se adicion6 etanol al 70%

14.Centrifugar por 15 minutos a 10000 r.p.m

15.Observar la presencia del botén para ser resuspendido en agua

destilada.
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ANEXO 11

EXTRACCION ADN LISIS ALCALINA

Se macero el tejido muy bien, posteriormente se colocé el macerado en viales
plasticos nuevos y estériles, se mezclo con 300 ul de NAOH 50 mM, llevando a
ebullicién por 10 minutos. Al término de este tiempo, se procedi6 adicionar 50
pl de TRIS-HCL 10 Mm

Finalmente, se centrifugd a 3000 r.p.m por 1 minuto, extrayéndose el

sobrenadante para llevar acabo la reaccion de amplificacion.

Las muestras no procesadas son mantenidas en refrigeracion a 4° C hasta su

procesamiento.
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ANEXO12

Iniciadores TcH2A F/R

Reactivo Concentracion  Volumen (ul)
inicial

Amortiguador PCR 10X 2,5
dNTP 1mM 5,0
Cebador S35 5 pmol /ul 4,0
Cebador S36 5 pmol /ul 4,0
Cloruro de 25mm 1,5
magnesio

Taq polimerasa 5 unidades//pl 0,25
ADN - 5,0
Agua - 2,75
Volumen final - 25

Concentracion
final
1x
200 uM
20 pmoles
20 pmoles

1,5mM

1,25 unidades//ul
50-200 ng

1. Realizar PCR utilizando la pre-mezcla incluida en al tabla anterior.

2. Descongelar por completo los reactivos en hielo y mezclar antes de su

uso.

3. Adicionar 20 ul (MIX es decir, la mezcla de los reactivos mencionados en

la tabla, el cual se realizard de acuerdo a al cantidad de muestras a

procesar) en cada tubo de PCR vy llevar cerrado al laboratorio para

adicionar el ADN.

4. Posteriormente colocar en el termociclador, correr el programa adecuado

segun el tamafo del fragmento a amplificar.

5. Retirar los tubos del termiciclador y mantener a 4° C en nevera hasta su

posterior analisis.
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ANEXO 13

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

1. Pesar 1,5 g de azarosas para un volumen de 100 ul (98 ml de agua
destilada y 2 ml de buffer TAE 50 X) y calentar durante 1 minuto en
horno microondas.

2. Antes de gelificar, agregar 3 ul de bromuro de etidio por cada 100 ml de
gel.

3. Servir en el soporte del gel colocando los peines adecuados. Una vez
gelificada la agarosa, colocar en la cdmara de corrido con el
amortiguador TAE 1X.

4. Sembrar las muestras usando amortiguador de carga 1X usando 3 pl por
cada 20 pl de muestra.

5. Conectar electrodos y dejar correr a 110 voltios y 80 mAmp por 45

minutos.
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Iniciadores S35/S36

ANEXO 14

Reactivo Concentracion | Volumen (ul) Concentracion
inicial final
Amortiguador PCR 10X 2,0 0.8%
Dntps 1 mM 5,0 200 uM
Cebador S35 5 pmol /ul 5,0 25 pmol
Cebador S36 5 pmol /ul 5,0 25 pmol
Cloruro de 25mm 2,8 3,5 mM
Magnesio
Taq polimerasa 5 unidades/ul 0,1 0,5 unidades
ADN 50 ng 5,0 125 ng
Agua - 0,1 0,1
Volumen Final - 25

1. Realizar PCR utilizando la pre-mezcla incluida en al tabla anterior.

. Descongelar por completo los reactivos en hielo y mezclar antes de su
uso.

. Adicionar 20 ul (MIX, es decir, la mezcla de los reactivos mencionados
en la tabla, el cual se realizara de acuerdo a al cantidad de muestras a
procesar) en cada tubo de PCR vy llevar cerrado al laboratorio para
adicionar el ADN

. Posteriormente colocar en el termociclador, correr el programa
adecuado segun el tamafio del fragmento a amplificar.

. Retirar los tubos del termiciclador y mantener a 4° C en nevera hasta

su posterior analisis.
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1len20

len 40 Negativa
Derecha Directa Negativa
len5 Positiva
1lenl0 Negativa Positiva
1len20 Negativa
len 40
Izquierda Directa Positiva
len5 Positiva
1lenl0 Negativa Positiva
1len20 Negativa
len 40
R5 Apical y otros Directa Negativa
len5 Negativa
1lenl0 Negativa
1len20
len 40 Negativa
Derecha Directa Positiva
len5 Positiva
1lenl0 Negativa Positiva
1len20 Negativa
len 40
1lenl0
Izquierda Directa Negativa
len5 Positiva
1lenl0 Negativa Positiva
1len20 Negativa
len 40
CN Derecha Directa Negativa Negativa
len5 Negativa Negativa
1lenl0
1len20
1en40
Izquierda Directa Negativa Negativa
len5 Negativa Negativa
1lenl0
1len20
1en40
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