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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el parésito intracelular protozoo flagelado
llamado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), se transmite a mamiferos de sangre caliente por
las heces del insecto vector del género Triatoma (chinche besucona). El parésito penetra
el tejido epitelial por accién autoinoculante del huésped durante el rascado, alcanza el
torrente sanguineo y se aloja en algunos tejidos, causando dafio en 6rganos como el
corazon, el esofago y el colon de forma progresiva por la induccion de respuestas
inflamatorias, lesiones celulares y fibrosis. La resistencia a la infeccion de T. cruzi en el
hospedero depende tanto de la respuesta inmune innata mediada por macréfagos, células
asesinas naturales (del inglés- Natural killers -NK) y linfocitos TCD8", asi como de la
respuesta inmune adaptativa mediada por los linfocitos TCD4" y linfocitos B. Las
citocinas pro-inflamatorias tales como la interleucina (IL)-12, el factor de necrosis
tumoral (TNF)-a y el interferon (IFN)-vy, pertenecientes a la respuesta inmune tipo Thi,
desempefian un papel critico en la inmunidad protectora contra T. cruzi. Mientras que
las citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 pertenecientes a la respuesta inmune tipo
Th2, son necesarias para evitar la hiperreactividad citotoxica de la respuesta Thl, que
puede dafiar no solo al parasito sino también a los 6rganos y tejidos del hospedero. Esto
sugiere que las respuestas de tipo Thl y Th2 deben tener un fino balance para controlar
la infeccidn de T. cruzi sin dafar al hospedero, sin embargo no es del todo clara esta
asociacion. Para entender mejor la participacion de las dos respuestas inmunes contra T.
cruzi, en este trabajo de tesis se utilizaron ratones BALB/c (genéticamente modificados)
en el gen que codifica para MIF o para STAT6 (moléculas que participan de manera
importante en el desarrollo de las respuestas Thl y Th2 respectivamente), ratones con
doble bloqueo en MIF(-/-) y STAT6(-/-), como controles se utilizaron ratones silvestres
(WT). Los diferentes grupos de ratones se infectaron con 5x10° parasitos de T. cruzi de
la cepa Querétaro via intraperitoneal. Se evalué la carga parasitaria, la sobrevida,
citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en suero cada semana hasta 56 dias
post-infeccién. Los ratones doble bloqueados MIF/STATG6-/- tuvieron la mayor carga
parasitaria en sangre, seguidos de los ratones STAT6-/-, después los ratones MIF-/- y

finalmente los ratones WT. La sobrevida no correlacioné en todos los casos con la
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parasitemia. La sobrevida de los STAT6-/- fue del 20%; para los MIF/STAT6-/- fue del
33%; para los MIF-/- fue del 88% y para los ratones silvestres fue del 100%. La muerte
de los ratones se correlacion6 con la presencia de citocinas en suero. Los ratones
STATG6-/- presentaron niveles disminuidos de IL-10 e IL-4. Los ratones MIF/STAT6-/-
tuvieron niveles disminuidos de TNF-a e IFN-y. Los ratones MIF-/- tuvieron niveles
incrementados de IL-4 e IL-10 y disminuidos de TNF-a.. Con estos resultados se puede
sugerir que la participacion de la respuesta tipo Thl asi como la respuesta tipo Th2 son
igualmente importantes, la primera podria eliminar al parésito de forma intracelular y la
segunda podria participar en el control de la citotoxicidad generada por la primera
respuesta, ademas podria participar en la restriccion del parasito cuando esta en la fase
extracelular. Por lo tanto sugerimos que las respuestas Thl inflamatoria y Th2,
participan coordinadamente para restringir la persistencia del parasito y la gravedad de

la enfermedad, respectivamente.
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INTRODUCCION

1.1. Respuesta inmune

La inmunidad de un individuo es uno de los procesos mas importantes para la
supervivencia de la especie por lo cual su estudio ha sido un hito de las investigaciones
cientificas en los ultimos afios, a pesar de eso actualmente aln existen muchos
mecanismos que no se han comprendido del todo, hay rutas en las cuales la forma de

responder del sistema inmune es poco clara.

Sin embargo la inmunologia ha podido descifrar muchos procesos que antes se
pensaban eran indescifrables, se han descubierto células, moléculas y mecanismos que
participan activamente en procesos inmunes muy especificos, por lo tanto, cada paso en
la busqueda de una nueva ruta de la respuesta inmune en el control eficiente de las
enfermedades infecciosas y autoinmunes es prioritaria en el avance de la ciencia
médica. Esto depende del mayor entendimiento de la actividad protectora de cada uno

de los efectores de la respuesta inmune.

Las células y moléculas que constituyen el sistema inmune del individuo dan proteccion
coordinada a éste, a través de un mecanismo de cooperacion. Dentro de este sistema
tenemos dos vertientes que confluyen al mismo propoésito de proteccién, la inmunidad
celular y la inmunidad humoral. La primera comprende el grupo de células de respuesta
inmune adaptativa mediada por linfocitos T (LT) y actia como mecanismo de ataque en
contra de los agentes invasores, tales como virus, bacterias y parasitos que atacan al
hospedero; la defensa primaria ante este tipo de agresiones depende de la inmunidad
celular, que actta en la destruccion de los microorganismos invasores produciendo
citocinas, los LT reconocen antigenos mediante una estructura de membrana Ilamada
TCR/CD3 [1].

La inmunidad humoral actda un poco mas selectivamente y es mediada por linfocitos B
(LB) que producen moléculas glucoproteinicas especificas llamadas anticuerpos que

reconocen al antigeno invasor neutralizandolo y marcandolo para su facil eliminacion;
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los LB reconocen antigenos mediante inmunoglobulinas de superficie que en conjunto

con otras moléculas forman el receptor del antigeno [2].

Dentro de la primera vertiente tenemos a los LT y a los macréfagos (Mo) éstos Ultimos
representan actualmente un grupo de células heterogéneas con multiples funciones [3].
El primer indicio de la heterogeneidad de los Mo aparecié con la caracterizacion de los
"Mo activados alternativamente” (MoaA). La exposicion de Mo a IL-4 o
glucocorticoides induce una poblacion de células que incrementan la expresién de
ciertos receptores fagociticos, pero que fallan para producir radicales de oxigeno [4], lo

cual conduce a una limitada muerte de los patégenos intracelulares.

Si bien a estos Mo se los denomind MoaA, este término no es del todo adecuado, ya que
esta denominacion estaria sefialando que es la Unica manera, adicional a la clasica, de
activar al Mo. Estudios recientes sugieren que éste no es el caso, ya que la exposicion de
Mo a sefiales de activacion clasicas, como el lipopolisacarido (LPS) o el interferon
gamma (IFN-y), en presencia de complejos inmunes induce la generacién de un tipo

celular fundamentalmente diferente al "Mo activado clasicamente” (MoaC) [5].

Estas células liberan grandes cantidades de IL-10 y de esta manera son inhibidores
potentes de la respuesta inflamatoria inducida por endotoxinas bacterianas [5]. Estos Mo
han sido denominados "Mo activados Tipo 2" (MoaT2) [6], debido a su habilidad para

inducir respuestas de células Th2 y produccion de citocinas.

Dentro de estas dos vertientes en la respuesta inmune podemos encontrar células
citotoxicas como las asesinas naturales (NK) que son unas de las principales células
productoras de citocinas: factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferon-gamma
(IFN-y), interleucina (IL)-3 y otros factores. Estas citocinas son proteinas solubles de
bajo peso molecular mediadoras de: crecimiento, diferenciacion, inflamacion y
reparacion celular, también son el medio de comunicacién intercelular cuando inicia la

invasion de patdgenos regulando la respuesta inmune especifica (Fig.1).
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Figura 1.- Macréfago activado por un microorganismo fagocitado y produccion de citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias, con la participacion de células NK, neutréfilos (PMN) y linfocitos T (CD8™ y CD4") [7].

También se pueden diferenciar subtipos de linfocitos TCD4" (LTCD4") activados por
un antigeno, cuyas respuestas se polarizan dependiendo de las rutas llamadas Thl y

Th2, éstos son identificados por las citocinas que secretan [8].

El mecanismo responsable de esta dicotomia Thl y Th2 en la respuesta inmune
especifica no se aclar6 hasta 1986, cuando Mosmann [9] y colaboradores dieron
evidencias de que la estimulacion in vitro de LTCD4" de ratones resultaba en el
desarrollo de un patrén restringido y estereotipado en la produccion de citocinas. Los
linfocitos de tipo 1 o0 Thl producian IFN-y, interleucina (IL)-2, TNF-a y factor inhibidor
de migracion de macrofagos (MIF) mientras que los linfocitos tipo 2 o Th2 producen
IL-4, IL-5, IL-6, IL9, IL-10 e IL-13.

A causa de estas peculiares vias, los linfocitos Thl y Th2 pueden correlacionarse como
células efectoras de reacciones caracteristicas por la prevalencia de respuestas mediadas

por células o respuestas mediadas por anticuerpos, respectivamente [9]. A la respuesta
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tipo Thl la podemos catalogar como pro-inflamatoria y a la respuesta de tipo Th2 como
anti-inflamatoria [10].

1.2. Mecanismo de polarizacién

Las células presentadoras de antigeno (CPA) y los Mo que fagocitan una particula o
microorganismo para degradarlo en pequefios péptidos, que después pasan al Complejo
Mayor de Histocompatibilidad de tipo Il (MHC-I1I) para presentarlos en la membrana y
ser reconocidos por los LTCD4", llamados cooperadores. Los LTCD4" favorecen la
activacion de los LB e inician la respuesta humoral; los LTCD4" reconocen el antigeno
gracias al MHC-II y producen IL-2 para estimular la proliferacion de los LB [11].

Después de la presentacion antigenica por parte del MHC-I1, los linfocitos Th proliferan
a traves del precursor ThO hacia células Thl o Th2 que difieren en el perfil restringido y
estereotipado de produccidn de citocinas. De hecho, las células Thl secretan IL-2, IFN-
v, TNF-a y proteinas inflamatorias de migracion (MIP y MIP-1) y el MIF, mientras que
las células Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 [12] (Fig.2).

Los linfocitos del subtipo Thl son responsables de la inmunidad mediada por células,
activan Mo, promueven las reacciones de hipersensibilidad retardada (DTH), activan a
los linfocitos T citotoxicos (LTc) y a las células NK. Los linfocitos del subtipo Th2
generan y mantienen la respuesta inmune humoral promoviendo la proliferacion de los
LB, promueven la produccion de anticuerpos de tipo 1gG e IgE, promueven células

cebadas (Mas) e inducen la proliferacion y diferenciacion de los eosinofilos [13].

Son diversos los factores que determinan la polarizacion de los LTCD4" hacia alguno
de los subtipos celulares, siendo el principal estimulo para tal diferenciacion las
citocinas [14]. Tanto para ratones como para humanos la presencia de IL-12 promueve
que los LTCD4" adquieran un perfil de secrecion de citocinas tipo Thl [15]. Los
efectores de la respuesta inmune tienen interaccibn a través de moléculas
coestimuladoras capaces de activar a las células para que produzcan mas citocinas, que
expanden la respuesta inmune. Asi, las moléculas coestimuladoras son un grupo de
mediadores producidos por células inmunes que actlan sobre receptores en las

membranas celulares [16].
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Figura 2.- Mecanismo general de polarizacion Th1/Th2 responsable de la activacién y produccion de citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias con la participacién de Mo, LT y LB [17].

1.3. Eliminacién Antigénica

Los linfocitos actuan por dos mecanismos para provocar la muerte de las células blanco.
El primero se observa a los pocos minutos después de establecido el contacto con un
LTc, la célula blanco se hincha y pierde moléculas pequefias. Las macromoléculas
logran atravesar la membrana celular después de que han ocurrido cambios secundarios
en la célula como consecuencia del trastorno en la regulacion osmotica y el ingreso de

agua al citoplasma [18].

En el segundo mecanismo, el "efecto letal" consiste, muy probablemente, en la sefial
mediada por la subunidad 8 de la linfotoxina, que actuando como ligando del antigeno
Illamado proteina de superficie de membrana citotoxica (Fas), induce el proceso de

apoptosis de la célula blanco. Cuando opera este mecanismo, la célula blanco muestra
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todas las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de la muerte celular programada
[19].

Por otro lado las células NK son susceptibles de activarse por diversas citocinas para
participar en la apoptosis sin tener que cumplir el requisito de haberse activado
previamente por un antigeno. Asi, la actividad litica de las células NK aumenta en

presencia de interferones, IL-2, IL-12, y TNF-a [20].

El IFN-y de células NK estimuladas por IL-12 de Mo que a su vez también pueden
secretar TNF-o como respuesta a la presencia de antigenos fosfolipidicos parasitarios
que son necesarios para iniciar la respuesta protectora, después de la infeccién por
parasitos se produce una estimulacion de las funciones efectoras de los Mo en presencia
de citocinas secretadas por LT como son IFN-y, IL-3 e IL-4 o vias no dependientes de
LT como las NK ya mencionadas [21].

1.4. Importancia de MIF

Uno de los factores importantes en la respuesta inmune del hospedero ante cualquier
antigeno es el factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF). MIF es una
linfocina o citocina con caracteristicas de glucoproteina acida producida por los LT y
algunas otras células inmunes, que bloquea el desplazamiento de los Mo reteniéndolos
en el sitio de la lesion, por lo cual esta molécula interrumpe la motilidad del fagocito
mononuclear para actuar sobre los microorganismos invasores en el sitio de la lesion y
efectlia su poder de reclutamiento para que otras células sean retenidas en los sitos de la

inflamacion [2].

MIF también participa en la respuesta inmune activando a los Mo para producir
antimicrobianos celulares como radicales de oxigeno (O,) y 6xido nitrico (NO), y activa
una variedad de moléculas efectoras de otras respuestas [22]. Se sabe que MIF es una
citocina presente en procesos pro-inflamatorios que participa en la defensa contra varios
patdgenos [23] y regula la respuesta inmune inflamatoria activando distintos tipos

celulares en la linea de defensa del individuo, como Mo y neutréfilos.
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Ultimamente se han descrito células dendriticas (CD) que son células blanco para MIF
asi como células productoras del mismo, que participan en el aumento de los procesos
inflamatorios [24]. Por lo tanto MIF también actla en distintas infecciones parasitarias
favoreciendo la produccion de citocinas pro-inflamatorias importantes, en algunos

casos, para contener la replicacion de los parasitos [25].

El receptor especifico para MIF se ha identificado como el CD74 [26], el cual es
mediador de la inflamacion; MIF ademas de promover la quimiotaxis favoreciendo la
acumulacion de las células de la respuesta inmune en el sitio de inflamacién, activa a los
Mo y favorece en otras células la produccion de moléculas antimicrobianas [22].
Ademas, induce la produccion de citocinas como TNF-a, IFN-y, IL-1 y de forma
indirecta a la IL-12 que son importantes en la resistencia contra microorganismos
patogenos como plasmodium, salmonella, leishmania y otros microorganismos de tipo

parasitario [27].

Por otro lado, MIF regula fisiolégicamente la accion de los glucocorticoides actuando
sobre el sistema inmune al incrementar la produccion de fosfolipasa-A2 y a la
proliferacion celular. Asi la participacion de MIF sobre la cascada de citocinas
relacionada con el control de la respuesta inflamatoria asociada a los glucocorticoides,
actla directamente en los procesos pro-inflamatorios y anti-inflamatorios de las

enfermedades como: choque séptico, artritis reumatoide y glomerulonefritis [28].
1.5. Importancia de STAT6

Otra molécula importante en la respuesta inmune es un receptor que se conoce como
factor transductor de sefiales y activador de la trascripcion (STAT)-6 este tiene
caracteristicas proteicas, es el receptor responsable de regular algunos aspectos celulares
de supervivencia, diferenciacion celular y factores de trascripcién que regulan la
inmunotolerancia. La fosforilacion en este receptor de citocinas permite la activacion de

la trascripcion de genes para producir IL-4 y IL-13 por los LT cooperadores [29].

El receptor proteinico STAT es un mediador por el cual las sefiales inmunes de las
citocinas pueden transducirse por la membrana al ndcleo del fagocito. Se conocen hasta

el momento siete tipos de STAT y se dividen en dos subgrupos, largos y cortos, los
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primeros tienen 850 aminoacidos (STAT-2 y 6) y los segundos tienen 750 aminoacidos
(STAT-1, 3,4 y5) [30], en lo particular nosotros investigamos a STAT6.

La capacidad de STAT6 para activar la trascripcion depende de la interaccion con
diversos factores de transcripcién y coactivadores; la primera de las proteinas
identificadas fue la proteina P100. En los linfocitos Th2, la IL-4 y la IL-13, activan la
sefial STATG6 expresandose en el musculo externo de las infecciones por nematodos y es
mediador de la hipercontractibilidad muscular. Esto determina el lugar de accion de
estas citocinas, pues se ha examinado IL-4 e IL-13 en la hipercontractibilidad de los
islotes del musculo con ratones silvestres (WT) y deficientes para STAT6(-/-). Esto se

puede observar en los ratones infectados con Trichinella spiralis [31].

La presencia de IL-4 promueve el desarrollo de células Th2. Esto sugiere que las
diferencias que se pueden manifestar en la expresion de citocinas sobre las células
pueden alterar el tipo de respuesta en el individuo, pues éstas alteran diferentes
funciones biologicas a traves de la interaccion con receptores especificos para cada una
de ellas, el evento mas temprano que podemos ver en los receptores de membrana es la
activacion de las cinasas Janus (JAK) las cuales fosforilan a STAT asociados con estos
receptores. Uno de los mas importantes sustratos asociados a los JAK's es el factor
citoplasmatico STAT, el cual es fosforilado por los JAK’s en un residuo de tirosina,

entonces se traslocan al nucleo donde inducen la expresion de diversos genes [32].

Se ha caracterizado el mecanismo de regulacién de STAT6 mediado por la activacion
trascripcional del dominio (TAD) con el que interactian las proteinas nucleares. La
RNA helicasa A (RHA) como un nuevo componente de STAT6 trascripcional; no
interactlia directamente con STAT6, pero la proteina P100 media el montaje de los
complejos ternarios de STAT6-RHA-P100, como también se sabe que interactan con
la modificacion de las proteinas de la cromatina, la RHA que contiene complejos de
proteinas puede facilitar la entrada de la IL-4 al aparato trascripcional para que responda

a promotores intracelulares [33].

En consecuencia STAT6 provoca la produccion de IL-4 resultando de la activacion de

JAK1 y JAKS3, lo que a su vez estos fosforilan a STAT6 donde la fosforilacion forma
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moléculas dimeras que se traslocan en el ndcleo y se unen a las secuencias de un
reconocimiento especifico de genes para producir IL-4 que es la citocina de la respuesta

inmune Th2 por excelencia [34].

Por lo tanto STAT6 es esencial para el desarrollo de la respuesta Th2, la via de
sefializacion STAT6 desempefia un papel fundamental en la promocion de la inmunidad
tipo Th2 [35].

Las moléculas STAT6 son esenciales para la induccion de respuestas que son mediadas
por IL-4 e IL-13 y como es de esperarse los ratones deficientes de esta molécula pierden
muchas funciones fisioldgicas asociadas con la IL-4, esta citocina tiene la habilidad para
inducir la diferenciacion de células TCD4" hacia la respuesta de tipo Th2, el fenotipo
mas tipico es la habilidad de los LB para producir IgE por lo que IL-4 induce la
trascripcion de esta inmunoglobulina a traves de STAT6 [36].

Un ejemplo de la importancia de STAT6 lo encontramos en desordenes de diarrea
alérgica inducida por ovoalbumina en el modelo murino, donde se utilizaron ratones
STATG6-/- con el fin de establecer los mecanismos inmunes involucrados en esta
patologia, se demostro la participacion de STAT6 en los ratones STAT6-/- los cuales
fueron protegidos contra este tipo de diarrea tras la administracion oral repetida de
ovoalbumina, por lo tanto no presentaron infiltracion de eosinéfilos en el intestino
delgado, cuando se les compard con el grupo control que presentd diarrea, mostraron
ausencia total de IgE y niveles bajos de IgG e IgA. Por lo tanto la diarrea inducida por
ovoalbumina es dependiente de una respuesta de tipo Th2 regulada por la via de STAT6
[37].

También se ha demostrado la participacién STAT®6 en la induccion de la expresion del
gen de arginasa | en Mo tratados con IL-4 e IL-13 [38] y se ha encontrado que STAT6
induce en el hospedero una respuesta de tipo Th2 en las infecciones de parasitos
helmintos, la cual contribuye a la expulsién de estos parasitos de la cavidad intestinal,
por lo que IL-4 e IL-13 se han considerado como las llaves maestras en la proteccion del

hospedero contra los neméatodos intestinales [39].
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1.6. Citocinas involucradas en Th1/Th2

La interaccion de las citocinas en la respuesta inmune Th1/Th2 responde a una cascada
citotoxica proveniente de la respuesta primaria y mediada por anticuerpos o por células
efectoras determinada por el antigeno. Por ejemplo IL-4 producida por linfocitos Th2,
células cebadas y linfocitos TCD4", esta citocina promueve la sintesis de IgE e 1gG,
pero inhibe la produccién IFN-y de la respuesta Thl. En consecuencia los linfocitos Th2
producen la IL-10, donde su funcién es inhibir la produccién de IFN-y en los linfocitos
Th1 y algunas funciones del macré6fago.

Por el contrario la IL-12 promueve la generacion de la respuesta Thl ademas estimula la
produccion del IFN-y y TNF-a, también activa a las células NK, la IL-12 es sustentada
por LB y Mo, el IFN-y producido por las células de la respuesta Thl, activa las células
NK 'y Mo e inhibe la respuesta tipo Th2, el TNF-o producido por Mo y células cebadas
el cual esta presente en procesos inflamatorios de la respuesta Thl es un fuerte inductor

de fiebre y choque séptico [40].
1.7. Enfermedad de Chagas

En abril del 2010 se cumplio el centenario del descubrimiento de la enfermedad de
Chagas conocida también como tripanosomiasis, realizado por el médico brasilefio
Carlos Chagas, por ser el unico investigador que ha descrito una nueva enfermedad
infecciosa en todos sus aspectos: el patdgeno que la causa, el vector que la transmite (un
triatomino hemato6fago), el ciclo vital del parasito, sus reservorios naturales y la
enfermedad en si misma. Sin embargo, la mayoria de los afectados todavia carecen de

acceso a su diagndstico y tratamiento.

La enfermedad de Chagas es una de las enfermedades tropicales que afectan a un
namero elevado de personas actualmente, debido a la distribucion global del vector
(Fig. 3) a zonas no endémicas, por lo cual se ha extendido a paises donde la prevalencia
era escasa 0 nula. Este padecimiento afecta aproximadamente a diez millones de
personas en América Latina y se estima que los habitantes de las zonas rurales son los

mas expuestos a contraer la enfermedad [41]. Debido a las migraciones y las
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transfusiones de sangre, la enfermedad se ha detectado en lugares del mundo donde no
existe el vector [42].

Figura 3.- Triatomino hematdfago vector de T. cruzi es un insecto perteneciente a la familia Reduviidae del orden
Hemiptera, con diversos nombres comunes en diferentes regiones: vinchuca (desde Ecuador hasta la Patagonia),
chipo (Venezuela), besucona (México) y barbeiro (Brasil) entre otros paises [43].

1.8. Patogenia

En la enfermedad adquirida se reconocen tres fases: La fase aguda, fase intermedia y la
fase cronica. En la enfermedad congénita se presenta la forma grave y fatal. Durante la
enfermedad esta afecta al corazon, al higado, al bazo, a los ganglios linfaticos, al
sistema nervioso central (SNC) y al tejido adiposo. Puede observarse hepatomegalia,
esplenomegalia, adenomegalia, meningoencefalitis y atriomegalia. La liberacién de
restos celulares acarrea una respuesta inflamatoria que termina por dafar distintas
células y el dafio suele circunscribirse al corazén y érganos huecos del tubo digestivo

[44] que desencadenan la muerte de la persona afectada.

El individuo infectado desarrolla la enfermedad de manera progresiva, que inicia con
una fase aguda que se caracteriza por una respuesta inflamatoria del tejido cutaneo y la
presencia del parésito en la sangre, la fase intermedia se caracteriza por ser asintomatica

y sin presencia del parasito en sangre, finalmente la fase crénica en la que se manifiesta
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un aumento del bazo y el corazén pero no hay presencia de parasito en sangre. En la
fase crdnica las personas pueden presentar afecciones en musculo cardiaco y en sistema
digestivo; la miocardiopatia dafia permanentemente el musculo cardiaco pues en esta
etapa, T. cruzi infecta y se multiplica en el citoplasma de células de diferentes tejidos,
aunque es en las células musculares cardiacas donde se lo encuentra con mayor

frecuencia [45].
1.9. Distribucion

Es endémica de Sudamérica, Centroamérica y México, donde la transmision es
principalmente por el vector triatomino. Segun la OMS estima que existen diez millones
de personas infectadas con el parésito Trypanosoma cruzi en el mundo y que cincuenta
mil nuevos casos se informan cada afio, sin mencionar que millones de personas en

condiciones de pobreza se encuentran en riesgo de contraer esta enfermedad [46].

Su epidemiologia tiene prevalencia en el continente Americano desde el sur de Estados
Unidos hasta el sur de Argentina [44], aunque en los Gltimos afios, la rapidez de los
viajes en avion y las migraciones han llevado a la exportacion de casos de la
enfermedad de Chagas fuera de América, a paises como Alemania, Australia, Canada,

Espafia, Francia, Italia y Japon [46].

Actualmente se han reportado casos de tripanosomiasis americana en otras partes del
mundo debido principalmente a las migraciones (Fig.4). Las personas estan siendo
contagiadas por transfusiones sanguineas pues los bancos de sangre no contemplaban
entre sus examenes rutinarios la deteccion de la enfermedad de Chagas, por lo tanto la
distribucién de la enfermedad se ha extendido y existen personas afectadas en diferentes
partes del planeta; uno de estos paises es Espafia, pues este pais cuenta con el mayor
namero de personas procedentes de América Latina después de Estados Unidos vy es el
pais europeo con mas casos confirmados de enfermedad de Chagas. La Fundacion
Mundo Sano estima que en Espafia existen aproximadamente cuarenta mil personas

infectadas de tripanosomiasis y doce mil mueren cada afio.
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Flujo de migraciones de América Latina hacia regiones no endémicas para la enfermedad de Chagas
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Figura 4.- Distribucién mundial de la enfermedad de Chagas y los flujos a nuevos sitios, debido a las migraciones de

zonas endémicas a otras que no lo son [42].
1.10. Ciclo biologico

La enfermedad de Chagas se trasmite a los seres humanos por un artrépodo triatomino o
“chinche besucona” que porta el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (agente
etiologico). El ciclo de vida de este parasito da inicio cuando el artrépodo infectado,
excreta material fecal sobre la piel del hospedero mientras lo pica en la zona de la cara o
boca para succionar su sangre, trasmitiéndole el parasito después de defecar en la
herida, el prurito causado por la lesidén cutanea de la picadura facilita el contacto de los
parasitos con la lesion contagiando con la fase infectiva (tripomastigote metaciclico),
por via hematdgena entra al epitelio internalizandose y diseminandose por los vasos
sanguineos, hasta las células del sistema inmune (macréfagos) donde se multiplica
intracelularmente como amastigote (sin flagelo), el parasito se libera al torrente
sanguineo por lisis de los Mo infectados; en el torrente sanguineo de los reservorios

mamiferos u hospederos lleva a cabo modificaciones morfoldgicas, originando dos
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formas intermedias (promastigote y epimastigote) para finalmente formar la fase de
tripomastigote sanguineo mediante la cual llega a diferentes tejidos (corazon, higado,
cerebro y musculo) después pierden el flagelo y se convierten en amastigotes pequefios
y ovalados y se multiplican por fision binaria y acaban por destruir las células del

hospedero [47] (Fig. 5).

En el triatomino En el hombre
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Figura 5.- Ciclo bioldgico de T. cruzi causante de la enfermedad de Chagas, en el que participan el vector triatomino

y el hospedero humano [41].

El parasito T. cruzi es un protozoario de la clase Zoomastigophora y de la familia
Trypanosomatidae el cual tiene un complejo ciclo biolégico y durante su evolucion
adopta tres aspectos morfolégicos: tripomastigote, amastigote y epimastigote. En el
ciclo biolégico participan como hospederos, mamiferos y como vectores, los insectos
triatominos. Esta zoonosis puede hallarse en diferentes tipos de chinches triatominas
que ocupan grietas y hendiduras de casas habitacién o en los techos de paja u otros

materiales de relleno similares de las viviendas rurales.
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El Gltimo estadio es retomado por el vector hematofago directamente del hospedero, a
través de su aparato bucal, cerrando el ciclo de infeccion, el individuo infectado
desarrolla la enfermedad progresiva dando inicio con una etapa aguda que se caracteriza
por una respuesta inflamatoria del tejido cutaneo y la presencia del parésito en la sangre
(Fig. 6), la fase intermedia caracterizada por ser asintomdtica y sin presencia del
parésito en sangre, finalmente la fase crdnica en la que se manifiesta un aumento del
bazo y el coraz6n pero no hay presencia de parasito en sangre pero si hay parasitos en
corazdn y otros 6rganos. EI 15% al 30% de las personas en la fase cronica presentan
afecciones en musculo cardiaco y en sistema digestivo [46].

Figura 6.- Micrografia electrénica de eritrocitos y T. cruzi en fase tripomastigote metaciclico en torrente sanguineo,
imagen tomada con un microscopio electronico de una muestra de sangre humana con tripanosomiasis [48].

1.11. Inmunologia de la enfermedad

La tripanosomiasis genera concentraciones elevadas de inmunoglobulinas IgM en
sangre, no se sabe si esto se debe a estimulos antigénicos nuevos o por cambios que el
parasito puede estar efectuando con influencia directa en las células del sistema
inmunitario. Dentro de los mecanismos de defensa que protegen a un individuo de
agentes infecciosos, se pueden encontrar dos formas conocidas de proteccién inmune: la

respuesta humoral y la celular, donde a pesar de que cada una es una rama separada de
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la otra ambas estan intimamente relacionadas ya que tienen una interaccion entre las

celulas efectoras con los anticuerpos (Ab) producidos y sus receptores de accion [49].

Los estudios de la respuesta inmunoldgica de la enfermedad de Chagas comienzan con
la bisqueda de Ab y la fijacion de complemento en 1913 por Machado y Guerreiro en
Brasil, Freitas y Almeida en 1949 usaron epimastigotes in vitro para obtener antigenos,
Maekelt en 1960 logro fragmentar los epimastigotes congelando y descongelandolos,
posteriormente otros investigadores variaron ligeramente esta técnica, la misma técnica
sirvio durante mucho tiempo para fines de laboratorio clinico en la identificacion de

anticuerpos contra la enfermedad [50].

La obtencion de Ab cambia drasticamente cuando Paulone y Segura en 1976 obtienen
fracciones subcelulares con ruptura de tripanosomas por presion y descompresion,
regulada en ambiente anaerobico, y el aislamiento por centrifugacion diferencial en
gradiente de sacarosa. Con esta tecnica lograron fracciones de nucleo, mitocondrias y
microsomas. Actualmente se han realizado estudios mas especializados con técnicas de
inmunodiagndstico de gran valor para evaluar la infeccién por T. cruzi a traves de la
deteccion de anticuerpos sericos (IgG e IgM), se debe recordar que es en la etapa
cronica en la cual los parasitos permanecen en los tejidos en estado latente, por lo que la
IgG permanecera positiva por el resto de la vida, motivo por el cual es muy importante
considerar el titulo de 1gG. La presencia de IgM, en cambio refleja una etapa aguda y

primoinfeccion de la parasitosis [51].

Para determinar la presencia de anticuerpos (IgG, IgM, IgA, IgE) en la enfermedad de
Chagas se pueden emplear una variedad de técnicas, entre ellas contrainmuno-
electroforesis (CIEF), ensayo de inmunoanalisis (ELISA) e inmunofluorescencia
indirecta (IFI). Cada una de estas técnicas puede emplear distintos tipos de antigenos del
parasito: somaticos (crudos o purificados), metabdlicos (secretor-excretor), de superficie
(parésito completo o secciones de éste). En clinica es de mucha utilidad el analisis de
una curva seroldgica, que se obtiene evaluando en dos momentos la concentracién de
inmunoglobulinas para determinar la evolucion de la respuesta inmune. Es de especial

importancia en infecciones cuando se desea identificar una fase aguda [51].
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Titto y Segura en 1983 estudiaron la respuesta a la linfoproliferacion y revelaron que en
pacientes chagasicos se registraban 79% de respuesta positiva, en voluntarios no
chagaésicos la respuesta fue de 17%. Los niveles de Ab contra T. cruzi se encontraron
elevados en todos los estadios de la infeccion, y se conserva la etapa cronica, la
distribucion de los isotipos permanece invariable a lo largo de la enfermedad con una
predominancia de la 1gG2 y en menor medida 1gG2b e 1gG1l. Se cree que la
permanencia de los LB estimulados por el parasito puede tener importantes
consecuencias cardiacas en la patologia de la enfermedad [52].

En la infeccion por T. cruzi no esta claramente definida la predominancia de alguno de
los dos perfiles de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias ya conocidas en otras
parasitemias, ya que durante la fase aguda de la infeccion al igual que en la fase cronica
es posible detectar citocinas de ambos tipos, con excepcion de que en humanos como en
animales de experimentacion infectados con T. cruzi estd disminuida la capacidad para
producir I1L-2 [53].

La respuesta inmune a T. cruzi depende de LTCD4", LTCD8" y células NK. Los
LTCDS8" confieren proteccion a ratones deficientes de LTCD4", mediante la produccion

de IFN-y con efecto citotoxico sobre los Mo infectados [21].

Existen algunos informes que indican que el IFN-y es un importante mediador de la
resistencia, mientras que la neutralizacion de la produccién endogena del IFN-y
incrementa la susceptibilidad en la fase aguda. Esto esta reforzado por estudios donde
se ha detectado que las cepas de ratones susceptibles a T. cruzi muestran una aparente
disminucion de citocinas de tipo Thl después de 45 dias y una temprana aparicion de
TNF-o [54].

También se ha demostrado que la administracion de IL-12 y el incremento de IFN-y
reducen la carga parasitaria y alargan el tiempo de sobrevida en los ratones infectados
[55]. Durante la fase aguda de la infeccién experimental con T. cruzi se produce
activacion policlonal de linfocitos conjuntamente con una intensa apoptosis de LB.
Diferentes mecanismos apoptoticos controlan la decision vida y muerte de LB durante

la fase aguda de esta infeccion. La sobrevida de LB activados, secretantes de 1gG
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especifica para antigenos parasitarios, se controla por LB via Fas-FasL tanto in vivo
como in vitro [56].

Los LB con menor grado de activacion, secretan IgM antiparasito y sufren de apoptosis
por muerte celular pasiva. Ademas, los ratones infectados presentan una marcada
hipoplasia medular que afecta principalmente a LB inmaduros. Esta hipoplasia no se
debe a una mayor migracion de LB inmaduros a la periferia ya que los ratones presentan
en bazo un porcentaje disminuido de los mismos. Los LB medulares de los ratones

presentan un alto porcentaje de células apoptéticas [56].

Por otra parte la galectina-1 (Gal-1) producida por los LB, es capaz de regular la
homeostasis inmunoldgica a través del reconocimiento de estructuras glicosiladas en la
superficie de LT y en macromoléculas complejas situadas en las membranas celulares o
en la matriz extracelular (MEC), capaces de conducir a los LT a la apoptosis y de
disminuir la produccion de IFN-y. En resumen, el parasito induce una respuesta que
conduce a un estado de inmunosupresion humoral y celular permitiéndole sobrevivir en
el hospedador [57].

En el hospedador infectado con T. cruzi, la respuesta inmune protectora involucra
principalmente la produccion de Ab especificos y la activacion de células fagociticas
por interferon-y (IFN-y). El efecto central del IFN-y in vivo es la activacion de la
sintetasa inducible de 6xido nitrico de los Mo (iNOS) y la generacion de 6xido nitrico
(NO) que participa en la destruccion intracelular de los paréasitos. En la infeccion aguda,
la induccién de la respuesta Thl es llevada a cabo por la IL-12, que estimula la
produccién de IFN-y en células NK. El control de la respuesta Thl, podria ser el
resultado de la menor activacion de Mo, por la disminucion de la carga parasitaria, y de
la produccion de IL-10 y del factor de transformacion del crecimiento 3 (TGF-p). La
respuesta protectora Thl también juega un papel en el dafio tisular y en las alteraciones
de la respuesta inmune que se observan durante la infeccion [58]. La existencia de
sefales intracelulares que regulan el balance iINOS/arginasa en Mo y que se implican en

el control y persistencia de T. cruzi en estas células permite controlar al parasito [59].
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Ademaés, Stempin y Cerban observaron en 2007 que el tratamiento con inhibidores anti-
TK (tirosina cinasas), anti-PKA (proteina cinasa A) y anti-p38MAPK (mitogeno
activador de proteinas cinasas) reducia la carga parasitaria de células adherentes de bazo
(CAB) provenientes de ratones infectados con T. cruzi; de esta manera estas sefiales son
también importantes in vivo para favorecer la replicacion de T. cruzi dentro de Mo. Las
sefiales intracelulares TK, PKA y p38MAPK involucradas en la induccién de arginasa
mediada por un antigeno parasitario demuestra la importancia de estas sefiales para

favorecer la proliferacion del T. cruzi [8].

El papel central del IFN-y en el control de la infeccion con T. cruzi es de gran
importancia en la fase temprana, antes de que se alcancen niveles altos de parasitemias.
En esta etapa se pone en evidencia tanto el incremento de susceptibilidad por la
administracion de anticuerpos anti-IFN-y, como el retardo en la produccion de IFN-y en
el bazo de los ratones BALB/c podria deberse a un nivel insuficiente de IL-12 y a la

ausencia de cofactores eventualmente necesarios para la respuesta inmune [58].

También se ha encontrado una relacion de la infeccion con T. cruzi con los niveles de
IL-10 pues las cepas de raton, BALB/c susceptibles a T. cruzi, mostraron una
parasitemia mayor cuando aumenté la produccion de IL-10, la tendencia de una mayor
susceptibilidad a T. cruzi se observo en ratones BALB/c infectados con virus de
hepatitis de raton (MHV™) que dio como resultado niveles sanguineos mas altos de la
parasitemia. En conjunto, estos datos indican que varias alteraciones de la respuesta
inmune se producen debido a la infeccion crénica por el MHV®. El mantenimiento in
vitro de las tasas de secrecion de IFN-y en presencia de una mayor concentracion de IL-
10 se ha observado que en la infeccion con T. cruzi los ratones se agravan con la
infeccion de MHV™ [60].

Ratones con los genes bloqueados para IL-10(-/-) e infectados con T. cruzi tienen bajas
parasitemias, pero el IFN-y y el éxido nitrico (NO) se incrementan en comparacion con
el bazo de ratones WT. Cuando se les suministra a los ratones IL-10-/- y WT IL-10
recombinante resulta significativo el aumento de la parasitemia. Las células de bazo de
ratones WT anti-1L-12 disminuyen la produccion de IFN-y y de NO, sugiriendo que la

sintesis IFN-y son mas dependientes de la estimulacion de la 1L-12 [61].
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La IL-10 se denomind, originalmente factor inhibitorio de la secrecion de citocinas.
Ademaés de inhibir citocinas y bloquear la activacién de Mo, puede inhibir la sintesis de
TNF-a e IL-12 de los Mo y la IL-2 y el IFN-y de los linfocitos [62].

Por el contrario, la IL-12 es esencial para la resistencia contra la infeccion de T. cruzi,
debido a que estimula la sintesis de IFN-y que a su vez activa a los macréfagos para que
tengan un efecto parasiticida. La investigacion de los ratones bloqueados para IL-12(-/-)
han confirmado el papel importante de la IL-12 y el IFN-y en el control de la
parasitemia de T. cruzi. Sin embargo, no se ha investigado sobre si se ha dado un
cambio hacia un tipo de respuesta Th2 en las citocinas producidas en estos ratones lo
que podria haber contribuido a la gravedad de la infeccion de T. cruzi causada por la
deficiencia de 1L-12, esta es esencial para la generacion de linfocitos contra el parasito y
se produce IFN-y, que a su vez activa a los mecanismos efectores parasiticidas, y
también participa en el reclutamiento de linfocitos a los sitios de infeccion. La baja
produccién de IFN-y en los ratones IL-12-/- al parecer se relaciona con la falta de IL-12,

por lo que esta no se puede sustituir por cualquier otra citocina [63].

Las citocinas IL-1, IL-3 y TNF-a ejercen un efecto inhibidor sobre la multiplicacion
parasitaria intracelular e inducen la liberacion progresiva de NO en cultivos de miocitos
cardiacos infectados con T. cruzi in vitro. Las celulas musculares cardiacas infectadas
por T. cruzi in vitro conservan la capacidad de producir NO cuando se estimulan con las
citocinas pro-inflamatorias IL-1 IL-3 y TNF-a, de manera similar a 10 que se observa en

otros sistemas cardiacos experimentales [64].

La liberacion local de citocinas puede inducir la expresion de INOS en miocitos
cardiacos durante el rechazo de injerto miocardico, infarto, miocarditis vy
miocardiopatias idiopaticas. No obstante que en la literatura existen evidencias de
actividad cNOS e INOS en los miocitos cardiacos, asi como del efecto funcional que el
NO ejerce sobre ellos, el papel de estas moléculas en la infeccion por T. cruzi ain no se
conoce plenamente. Las citocinas IL-1 y TNF-a, producidas localmente por las células
inflamatorias durante la infeccion por T. cruzi in vivo, ejercen un efecto modulador
sobre la multiplicacién del parasito dentro del citoplasma de los miocitos cardiacos in

vitro. La correlacién inversa entre la produccién de NO vy la carga parasitaria indica que
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estas citocinas ejercen su efecto modulador, en parte, a través de la produccion de NO
[65].

En los Mo, la actividad tripanocida se ejerce a través de la produccion de NO,
estimulada por el IFN-y. La importancia del NO en la resistencia natural contra T. cruzi
se demostrd por la exacerbacion de la infeccion murina luego del tratamiento con N-
nitro-L arginina-metil-éster (L-NAME), un inhibidor selectivo de la iNOS. EI NO es un
mediador esencial para una variedad de funciones cardiacas, aunque también se
involucra en la disfuncion del miocardio y se ha asociado con diferentes patologias. Los
miocitos cardiacos expresan la enzima sintasa del NO (NOS), en forma constitutiva
(cNOS) e inducida (iNOS) en respuesta al estimulo por diferentes citocinas. El aumento
de la expresion de la INOS en miocitos y en las células de los infiltrados inflamatorios
cardiacos durante la infeccion experimental por T. cruzi, en asociacion con las citocinas
IL-1, IL-3 y TNF-a, lo cual sugiere su participacion en la patogenia de la miocarditis
chagasica [65].

La inhibicién de arginasa condujo a una drastica reduccion de la replicacion del T. cruzi
dentro de Mo [59]. El antigeno de T. cruzi favorecié in vitro la activacion alternativa de
Mo con una reduccidn significativa de arginasa, este perfil de activacion alternativa se
asocio con una capacidad funcional de estas células que permite el crecimiento
intracelular del parasito. La induccion de MoaA podria ser un mecanismo de evasion a
la respuesta inmune innata usado por T. cruzi para favorecer su instalacion en el
hospedero [66].

Para determinar el papel de MIF enddgeno en la regulacion de la respuesta inmune de
hospedero contra la infeccién con T. cruzi se han utilizado ratones deficientes para el
gen de MIF(-/-) los ratones MIF-/- tuvieron altos niveles de parasitemia en sangre y
tejidos, desarrollaron dafio grave del corazon e inmunopatologia de musculo esquelético
y murieron por la infeccion por T. cruzi mas rapido que los ratones silvestres (MIF+/+)
[23].

La mayor susceptibilidad de ratones MIF-/- a T. cruzi se asocié con niveles reducidos de

citocinas pro-inflamatorias, tales como el TNF-a, IL-12, IL-18, el IFN-y y el IL-1p, en

23



Marco Rodrigo Veldzquez Gomez

sus sueros Yy la reduccion de la produccion de IL-12, IFN-y y IL-4 por las células del
bazo durante la fase temprana de la infeccion. Tomados en conjunto, los resultados
mostraron que el MIF desempefia un papel importante en el control de la infeccion
aguda de T. cruzi, el MIF enddgeno es necesario tanto para una 6ptima produccion de
citocinas pro-inflamatorias y como de NO durante las primeras fases de la infeccion por
T. cruzi. Los ratones MIF-/- produjeron significativamente menos activacion celular de
NK por IL-12 e IL-18, la falta de produccion de IFN-y a principios de la infeccion en
estos ratones puede explicarse por una inadecuada activacion de las células NK, que son
la fuente mas importante de IFN-y [23].

MIF es una citocina importante, que sirve como mediador durante las respuestas
inmunes inflamatorias. Estudios anteriores han demostrado que la ausencia de MIF
impide el desarrollo de la inmunidad innata protectora contra diversos parasitos
intracelulares, tales como Leishmania major, Leishmania mexicana y Toxoplasma
gondii [27].

Por otra parte, recientemente se ha descrito que ratones que carecen de la via de
sefializacidbn STATG6 desarrollan una respuesta de tipo Thl asociada con aumento de
macrofagos y citocinas pro-inflamatorias después de la infeccion de Taenia crassiceps,
que limita el crecimiento del parasito, sugiriendo que la activacion de la respuesta Thl

es necesaria para el desarrollo de la inmunidad protectora contra este paréasito [67].
1.12. Tratamiento para la enfermedad de Chagas

Es un poco decepcionante hablar de un posible tratamiento ante la enfermedad de
Chagas pues los Unicos agentes terapéuticos usados son el benznidazol y el nifurtimox
que han estado en uso por mas de 40 afios y son extremadamente tdxicos provocando
anorexia, cefalea, dermatitis, excitacién siquica, gastralgia, insomnio, mareos,
polineuropatia, deplecion medular y vomitos; ademas solo en algunos de los casos son
efectivos en la etapa aguda de la enfermedad, que por lo regular no se diagnostica
correctamente a tiempo y muchos casos se confunden con otras causas hasta que pasan
diez o veinte afios cuando ya es incurable. Algunas personas infectadas después de

muchos afios manifiestan graves dafios en el corazon (41%), el colon (3%) y el es6fago
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(11%), en este periodo de infeccion crénica es donde se toma conciencia que se padece
la enfermedad pues es evidente que el paciente manifiesta una alteracién organica
irreversible cuando se dilata el érgano afectado (megacolon, megaesofago) y el
agrandamiento del 6rgano indica que se esta atrofiando por una inflamacion crénica
[68].

Los dos farmacos suprimen la parasitemia y actian eficazmente durante las primeras
fases de la infeccion, pero una vez que el parasito migra a 6rganos es mas dificil actuar
terapéuticamente. En los casos avanzados puede ser necesario el tratamiento
sintomético solamente, ya que no es posible una cura pues la insuficiencia cardiaca

responde a la digoxina y a los diuréticos pero no elimina el paréasito [69].

También es necesario administrar medicamentos antidisritmicos, ocasionalmente en
situaciones de urgencia, pues estan contraindicados los bloqueadores de los B-
adrenorreceptores. El bloqueo auriculoventricular completo y el sindrome sinusal
responden a la implantacion de un marcapasos, mientras que el megaesdfago y el
megacolon pueden requerir tratamiento quirargico; esta ausencia de medicamentos
eficaces para el control de la infeccion ha promovido el desarrollo de nuevas
formulaciones. Dentro de estos estudios, destaca el uso de los inhibidores de las
proteasas de cisteina con efectos directos sobre la cruzipaina, esencial para el

crecimiento del parasito [70].
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OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion simultanea del Factor Inhibidor de la Migracion de
Macrofagos (MIF) y el traductor de sefial y activador de la transcripcion (STAT)-6 en la

respuesta inmune en un modelo murino de infeccion por Trypanosoma cruzi.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el curso de la infeccion mediante el monitoreo de las cargas parasitarias
en sangre de ratones silvestres, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT®6-/- infectados

via intraperitoneal con 5x10° parasitos de T. cruzi.

2. Determinar la sobrevida en ratones silvestres (WT), MIF-/-, STAT6-/- y
MIF/STAT6-/- infectados con T. cruzi.

3. Determinar la produccion de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en
el suero de ratones WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- infectados con T.

cruzi.

4. Establecer una correlacion entre la produccion de citocinas, la mortalidad y la

ausencia de MIF/STAT®6 en la infeccion por T. cruzi.
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HIPOTESIS

3. HIPOTESIS

En la infeccion por T. cruzi se requiere de la participacion simultanea de MIF/STAT6
para inducir una respuesta protectora dependiente de una respuesta mixta Thl-
innata/Th2.
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MATERIAL Y METODOS

4.1. Material Biol6gico
4.1.1. Animales

Se utilizaron ratones macho con fondo genético BALB/c (Fig. 7) de 6 a 7 semanas de
edad los cuales fueron obtenidos de Harlan Sprague Dawley Inc. USA reproducidos en
el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES-I), provistas de alimento
y agua ad libitum, el agua fue tratada con generacion de ozono, el alimento y el aserrin
fueron esterilizados; los ratones se colocaron en cajas con filtro para evitar alguna
contaminacion. Se utilizaron los ratones WT asi como los que carece de la expresion de
un gen en particular: el gen de MIF(-/-), el gen de STAT6(-/-) y los dobles deficientes
para los genes MIF/STATG6(-/-).

Figura 7.- Raton singénico de fondo genético BALB/c tanto WT como las variantes del gen bloqueado para MIF-/-,
STAT6-/- y MIF/STAT6-/- en cada grupo experimental.

4.1.2. Parasito

Se utilizaron tripomastigotes sanguineos del protozoario Trypanosoma cruzi cepa
Querétaro de infectividad media, donados por la Dra. Bertha Espinoza Gutiérrez del
Instituto de Investigaciones Biomédicas (11B), sede del tercer circuito exterior edificio
"B" 1% piso, laboratorio B-114, que pertenece al Subsistema de la Investigacion
Cientifica (SIC) y a la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), en Ciudad
Universitaria (CU) (Fig. 8).
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Figura 8.- Trypanosoma cruzi cultivado in vitro en medio BHI, amplificado 100X en microscopio 6ptico (UNICO

G308) preparado por citocentrifugacion (Hermle Z300 cytospin) con tincion de Wright-Giemsa (ver apéndice).
4.2. Reactivos

ABTS sustrato (2,2'-azino-di [3-etil-benzotiazolin sulfonato) (INC Biomedicals)
Acido acético glacial (CH;COOH) (JT Baker)

Acido bdrico (HsBO3) (JT Baker)

Acido citrico (CsHgO7) (Tecsiquim)

Acido clorhidrico (HCI) (JT Baker)

Acido fosforico (HsPO4) (JT Baker)

Acido fosfomolibdotungstico (3H,O0P,0513W035M005*10H,0 3H,0P,0514WO03-
4Mo003*10H,0) (Sigma-Aldrich Co.)

Agar infusion cerebro-corazon (BHI) (Bioxon)

Agar nutritivo (Sigma)

Albumina sérica bovina (BSA) (INC Biomedicals)

Alcohol isoamilico (CsH1;OH) (JT Baker)

Alcohol isopropilico (CH3CH(OH)CH3) (JT Baker)

Carbonato de sodio (Na,Cosz ) (JT Baker)

Cloroformo (CHCIs) (JT Baker)

Cloruro de magnesio (MgCl,) (Sigma)

Cloruro de potasio (KCI) (ICN Biomedicals Inc.)

Cloruro de sodio (NaCl) (JT Baker)

Colorante de Wright (Sigma)

Colorante Giemsa (Sigma)
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Dextrosa (CsH1206) (DB Becton Dickson)

Dodecilsulfato sodico (SDS) (JT Baker)

Etanol (CH3CH,OH) (JT Baker)

Etilendiamintetraacetato de sodio (EDTA) (JT Baker)
Fosfato disddico (Na;HPO,4) (JT Baker)

Fosfato monopotasico (KH2PO4) (JT Baker)

Glicerol (C3HgO3) (JT Baker)

Heparina (C12H19NO20S3) (MicroLab)

Hidrofosfato dis6dico (Na2HPO4* 2H,0) (JT Baker)
Hidroxido de sodio (NaOH) (Monterrey)

Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (HyClone)
Metanol (CH3;OH) (JT Baker)

Naftiletilendiamina dihidroclorhidrica (NED* 2HCI)

Oxido nitrico (NO) (JT Baker)

Penicilina-estreptomicina (Gibco)

Peroxido de Hidrogeno (H,0,) (JT Baker)
Streptoavidina/peroxidasa (INC Biomedicals)
Sulfanilamida (CsHsSO2N>) (JT Baker)

Sulfato de cobre (CuSO4* 5H,0) (JT Baker)

Tartrato de sodio y potasio (KNaC4H;O*4H,0) (JT Baker)
Tris base, tris(hidroximetil)aminometano (HOCH;)sCNH, (Sigma Chemicals)
Tween 20 (CsgH114026) (Promega co.)

4.3. Equipo

4.3.1. Peso

Se utiliz6 una balanza analitica de un plato con sensibilidad de 0,1 mg (Citizen CX220)
para medir el peso de los reactivos y una balanza granataria de un plato (Ohaus Triple

Beam 700/800) para medir el peso de los ratones.

4.3.2. Microscopia
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Se utilizd microscopio 6ptico (UNICO G308) con luz visible no polarizada con
adaptador para camara fotografica, enfocando con objetivo de 40X para cinética
parasitaria y 100X para el detalle del parasito y microscopio invertido 6ptico (UNICO
IVV900) con luz visible no polarizada con adaptador para cdmara fotogréfica, enfocado
con objetivo de 40X para la revision de las placas de cultivo.

4.3.3. Cinética

Se utilizd una cdmara Neubauer (Sigma) para el conteo los parasitos presentes en
sangre, en los cuatro cuadrantes secundarios de los bordes superiores e inferiores de la

camara donde se realiza el recuento de leucocitos.

4.3.4. Alicuota

Se utilizaron micropipetas autométicas de volumen variable (Eppendor) de 0.5 ul — 20
ul, 10 ul — 2100 pl y 100 pl — 1000 ul con puntas desechables de polipropileno para todos

los casos.
4.3.5. Incubacion

Se utilizo la incubadora profesional (Sanyo MCO17AC) con inyeccion de CO2 al 5% y

una temperatura controlada de 37°C, utilizada para los cultivos de esplenocitos.
4.3.6. Centrifugacion

Se utilizaron tres tipos de centrifugas la primera (Eppendor 5418) para la obtencion del
suero de la vena caudal de los ratones y para el PCR, la segunda (Hermle Z383K) para
obtener el sobrenadante del cultivo de los esplenocitos y la obtencion del antigeno total
de T. cruzi y la tercera (Hermle Z300 cytospin) para realizar la citocentrifugacion del

parasito.
4.3.7. Lector

Se utiliz6 el lector 6ptico de placas (Mertertech S960) de microtitulacion fondo en U de
96 pozos (matriz de 8 por 12) con un rango de volumen promedio comprendido entre 25

ul 'y 50 ul por pozo para la cuantificacion por absorbancia de las citocinas por el método
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de ELISA 'y la cuantificacién por absorbancia de NO por la reaccion de Griess. También
se utilizo el espectrofotometro (Biomate 3) para medir la concentracion proteinica por el

método de Lowry modificado del antigeno soluble de T. cruzi.
4.3.8. Termociclador

Se utiliz6 el termociclador (Bioer TC-XP) para realizar el método de PCR puntual en la
confirmacion de la carecia del gen de los ratones utilizados.

4.3.9. Cabina

Se utiliz6 la cabina de flujo laminar (Telstar BV100) para la preparacion del antigeno
total de T. cruzi y para la produccion de los cultivos de esplenocitos de raton. También
se utilizo la cabina cerrada (UVP) para trabajar las muestras con el método de PCR.

4.3.10. pH

Se utilizo el medidor de pH (Hanna instruments pH 211) con intervalo de 0 a 14 y 0.01
resoluciones, para medir los distintos valores de pH de las disoluciones utilizadas en

este trabajo experimental.
4.3.11. Fotografia

Se utilizé la camara fotografica digital (Canon PowerShot S40) de 4.0 mega pixeles

para las fotografias tomas en este trabajo experimental.
4.3.12. Esterilizacion

Se utilizo la autoclave vertical (Figursa AV2550) a 15 libras de presion de vapor de
agua durante 15 minutos para esterilizar los medios de cultivo y las soluciones que asi

hayan sido requeridas.
4.3.13. Calentamiento/Agitacion

Se utilizdé la placa de calentamiento y agitacion (Corning PC420) para preparar las

disoluciones requeridas durante el trabajo experimental.

32



Marco Rodrigo Veldzquez Gomez

4.4. Métodos
4.4.1. Confirmacion de la ausencia del gen por PCR

En todos los animales se confirmé de la ausencia del gen de MIF, STAT6 y
MIF/STAT6 por PCR puntual siguiendo el protocolo descrito por Lair [71]. Cuando los
ratones tuvieron entre 6 y 7 semanas de edad se utiliz6 material nuevo y limpio libre de
DNAsas-RNAsas para cortar 0.5 cm de la parte final de la cola de cada uno de los
ratones de cada grupo y esta porcion se colocd en tubos Eppendorf de 1.8 ml de
capacidad, marcados con el respectivo grupo, a los cuales se les coloc6 500 pl de
solucion de lisis (ver apéndice) [71] y 20 ul de protein K (in vitrogen 100 pg/ pl) se
incubd toda la noche a 55° C. Posteriormente, se centrifugd (Eppendor 5418) a 11000
rpm durante 10 minutos, se recupero el sobrenadante en tubos Eppendorf con 500 ul de
isopropanol (JT Baker) frio, invirtiéndolos hasta hacer evidente la precipitacion del
DNA, nuevamente se centrifugd a 11000 rpm durante 5 segundos para separar con
fenol/cloroformo (JT Baker) el DNA, se decantd el sobrenadante para proceder al
lavado del boton del DNA con etanol (JT Baker) frio al 75% para después centrifugar
(Eppendor 5418) a 11000 rpm durante 5 minutos desechando el sobrenadante y se
evapord el etanol del tubo a temperatura ambiente por 1 hora. Se resuspendi6 el boton
con 200 pl de H,O mQ. Se utilizaron los cebadores (primers) (Tab. 1) para la
amplificacion de los genes de MIF y STATS6, asi como del gen insertado de neomicina
(Neo), que se utiliza cominmente para la seleccion de los fagos que acarrean la

modificacion del gen para la generacion de los ratones KO.

TipO Direccion de secuencia del primer (5"-3°)* Pares de bases (pb) | Numero de ciclos
MIF (F) AGACCACGTGCTTAGCTGAG 172 40
(R)IGCATCGCTACCGGTGGATAA
STAT6 | (F) GGAGCCAATCCACTCCTTCC 200 35
(R)ICAGACTCCTCCTATGCTCCC
Neo (F) CTGAATGAACTGCAGCAGGACGA 172 40
(R)ATACTTTCTCGGCAGGAGCA

2 (F) forward primer, (R) reverse primer

Tabla 1.- Cebadores usados para la amplificacion del gen que codifica para MIF, STAT6 y Neo usados en el analisis
de PCR puntual para confirmar la ausencia del gen de MIF, STAT6 y MIF/STATS6.
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Para llevar a cabo la reaccion se utilizaron tubos libres de DNAsas-RNAsas de 0.2 ml
con un volumen final de 25 ul colocando los siguientes reactivos (Kit Red-Tagq DNA

polimerasa, Sigma) consecutivamente bajo el siguiente orden (Tab. 2):

Reactivo MIF STAT6 Concentracion por Rx
Amortiguador 2.5 ul 2.5 ul 1x
Mg Cl, 0.75 ul 0.75 pl 50 mM
dNTP’s 1.0 pl 1.0 pl 10 mM
F 1.0 pl 1.0 pl 15 pM
R 1.0 pl 1.0 pl 15 pM
Red-Taq 0.5 ul 0.5 ul 2.5 U/ul
Muestra 18 ul 18 ul 100 pg
H,0 (Sigma) 1.0 ul 1.0 ul cbp 25ul

Tabla 2.- Orden y concentracién de los reactivos para la reaccion de la polimerasa en la confirmacién de la ausencia
del gen MIF, STAT6 y MIF/STAT6 por PCR puntual en los ratones utilizados en los experimentos, usando
termociclador (Bioer TC-XP) a 60° C.

4.4.2. Infeccion

Los ratones de todos los grupos BALB/c: WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- se
infectaron via intraperitoneal (i.p.) con 5x10° tripomastigotes sanguineos de T. cruzi
usando como vehiculo solucion salina 0.9% (Pisa) o amortiguador de fosfatos (PBS)
(ver apéndice) y se evalud el desarrollo de la parasitemia con intervalos de una semana
hasta el dia 56.

4.4.3. Peso corporal

Los animales fueron pesados (Ohaus Triple Beam 700/800) antes de la infeccion y
posteriormente cada semana., registrando el peso por ratén de cada grupo BALB/c, con
el fin de determinar cualquier variacion durante el desarrollo de la enfermedad de

Chagas.
4.4.4. Cinética de parasitemia

El nimero de parésitos en sangre de todos los grupos de ratones se evalud con 5Sul de
sangre obtenida de la cola de cada ratdn infectado, donde se diluyé a 1:50 en solucién

salina 0.9% (Pisa) con heparina (MicroLab) y se tomaron de esta solucion 10 pl para
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llenar la camara Neubauer (Sigma), se contaron los parésitos en cuatro cuadrantes para
leucocitos, donde el namero de parésitos por ml de sangre se obtuvo desarrollando la

formula siguiente:

[(No. de parasitos) (Dilucion) /0.4ml] (1000)= No. de parésitos /ml de sangre

4.4.5. Obtencién de suero.

De todos los grupos experimentales se obtuvo sangre de la vena caudal, antes de la
infeccidn y posteriormente cada semana. Se mantuvo la sangre en hielo por 15 minutos
para la retraccion del coagulo y se centrifugo (Eppendorf Z383K) a 2500 rpm por 10

minutos para la separacion del suero.
4.4.6. Metodo de ELISA

Se determind la concentracion de citocinas por método de ELISA-Sandwich tanto para
los sueros obtenidos de los ratones BALB/c como para los sobrenadantes del cultivo de
esplenocitos. Las placas de 96 pozos (Nunc) se sensibilizaron con 50 ul del anticuerpo
de captura a una concentracion de 2 pg/ml de solucién de Na,HPO, (JT Baker) de
pegado (ver apéndice) en cada pozo, se incubaron toda la noche a 4°C, después de la
incubacion se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0.05% (ver apéndice), posteriormente se
blogque6 con PBS-BSA 1% (ver apéndice) en cada pozo con 100 ul y se incubo por 2
horas a temperatura ambiente, terminado ese tiempo se lavaron cinco veces las placas
con PBS-Tween 0.05%, posterior a ello se colocaron las interleucinas con recombinante
murino para realizar las curvas por duplicado en las dos primeras filas de pozos en la
placa de ELISA, con una concentracion inicial de 2000 pg/ml se hicieron diluciones

seriadas 1:2 y se dejé el ultimo pozo como blanco (22 pozos y 2 blancos).

En el mismo proceso en el resto de los pozos se colocaron las muestras tanto de sueros
como de sobrenadantes, en cada pozo se colocaron un minimo de 25 pl de muestra para
cubrir el fondo de dicho pozo, se incubaron toda la noche a 4°C, después de la
incubacion se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0.05% y se procedi6 a diluir el segundo
anticuerpo, anticuerpo-biotinilado con PBS-BSA 1% a una concentracion de 1 pg/ml y

se adicionaron 100 pl en cada pozo y se incub6 1 hora a 37°C, transcurrida la
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incubacion se lavaron 5 veces con PBS-Tween 0.05% Yy a cada pozo se le agregaron 100
pl de cromoforo estreptavidina/peroxidasa (INC Biomedicals) diluida 1:1500 en PBS-
BSA 1%, se incub6 a temperatura ambiente 30 minutos después se lavaron 5 veces con
PBS-Tween 0.05% vy se reveld con el sustrato perdxido de hidrogeno ABTS (INC
Biomedicals) (ver apéndice) con 100 ul en cada pozo durante 30 min (Fig. 10). Se
leyeron las placas en un lector para ELISA (Mertertech S960) a una absorbancia de 405

nm, todas las muestras se analizaron por duplicado.
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Figura 9.- Placa de ELISA-Sandwich de cuantificacion de citocinas que muestra la curva estandar por duplicado y la
concentracidon del andlisis de las muestras obtenidas de los ratones WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STATG6-/- durante la

infeccién.
4.4.7. Cuantificacion de oxido nitrico

Se prepararon dos disoluciones: A (Naftiletilendiamina dihidroclorhidrica 0.1%) y B
(Sulfanilamida 5% en H3PO,4 3%) (ver apéndice) las cuales se mezclaron media hora
antes del ensayo en igual volumen para obtener el reactivo de Griess [72], para
cuantificar NO por la concentracion de nitrito (NO;") presente en el sobrenadante de los
cultivos de esplenocitos, posteriormente en una placa de 96 pozos (Nunc) se colocé 100
pl de éxido nitrico (JT Baker) 0.01 M como curva de control y referencia se hicieron
diluciones seriadas 1:2 para extrapolar las concentraciones obtenidas de las muestras,
inmediatamente después se colocaron las muestras del sobrenadante celular afiadiendo
en cada pozo 100 pl y 70 pl del reactivo de Griess; se incubd a temperatura ambiente
durante 10 minutos y se midid la concentracién en un lector de ELISA (Mertertech

S960) a una absorbancia de 550 nm, todas las muestras se analizaron por duplicado.
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4.4.8. Preparacion del antigeno de T. cruzi

Para la obtencion del antigeno de T. cruzi se cultivo el parasito in vitro en medio BHI
(ver apéndice) a 28°C sin agitacion durante dos semanas, después se centrifugd a 2500
rpm para eliminar el medio de cultivo. Se lavaron dos veces con PBS (ver apéndice)
estéril. EI botdn de parésitos se resuspendid en 2 ml de PBS conteniendo inhibidores de
proteasas (Sigma). Los parasitos se sometieron a congelamiento inmediato vy
descongelamiento a 36°C por lo menos diez veces para romperlos, confirmando al
microscopio (UNICO G308) su destruccion. Estos se centrifugaron (Hermle Z383K) a
10000 rpm durante 30 minutos para separar el sobrenadante que se utiliz6 como
antigeno soluble. La concentracion proteinica se determino por el metodo de Lowry
modificado [73].

4.4.9. Cuantificacion de proteinas

La concentracion proteinica se determind por el método de Lowry modificado. La
reaccion previa de la proteina en medio alcalino con iones Cu2* en presencia de tartrato
para evitar la precipitacion, formo un complejo de coordinacion entre el cobre y el
nitrégeno peptidico. Despues se realizo la reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteau
(acido fosfomolibdotungstico) (Sigma-Aldrich Co.), que se redujo por medio de los
grupos fenol (en menor medida imidazol e indol) presentes en la proteina, se obtuvo un
complejo de color azul oscuro, se midié la absorbancia colorimétricamente con el
espectrofotometro (Biomate 3) a una longitud de onda de 680 nm y una exactitud de +
1.0 nm. El complejo coloreado problema o de la concentracion proteica desconocida de
la muestra estudiada estuvo acompafiada de una curva de calibracion que se hizo a partir

de una disolucién de albdmina sérica bovina (INC Biomedicals).

Se ajustd en la pantalla del espectrofotometro (Biomate 3) la opcion de curva estandar
para la medicion de proteinas por el método de Lowry, posteriormente se coloco la
solucién blanco (agua destilada) en la celda correspondiente del aparato para comprobar
que estaba en cero, inmediatamente después se colocaron los estandares, se realizo la
curva estandar y posteriormente se midieron cada una de las muestras problema para

obtener la concertacion.
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4.4.10. Cultivo celular

Se realizé el cultivo celular de esplenocitos de raton para determinar la produccion de
citocinas posterior a la infeccion. En una cabina de flujo laminar (Telstar BV100) se
extrajeron las células esplénicas por perfusion del bazo de los ratones con medio
DMEM (HyClone) estéril, las células se contaron en camara de Neubauer (Sigma) y se
ajustaron a 5X10° células por mililitro, se sembraron 100 ul en placas de 96 pozos
(Costar), 500 celulas/pozo. Las células se estimularon con 2 pg/ml de Ag de T. cruzi o
con 25 pg de Ag soluble de T. cruzi (Fig. 9). Las placas se incubaron a 37°C y 5% de
CO, durante 5 dias, después se realiz6 un centrifugado (Hermle Z383K) de 2500 rpm
durante 10 minutos para obtener el sobrenadante de cada cultivo, en condiciones
estériles los sobrenadantes se congelaron a -70°C (Revco ULT1386SA36) para su
posterior analisis por el método de ELISA-Sandwich.

Figura 10.- Placa de cultivo de esplenocitos re-estimulados con Ag total de T. cruzi incubada a 37° C con inyeccion
de CO, a una concentracion del 5% durante 5 dias.

4.4.11. Andlisis Estadistico

El disefio estadistico se basd en las comparaciones de las citocinas determinadas entre
los diferentes grupos considerados en este experimento, y se llevaron a cabo mediante la
prueba Log-Rank (Graph Pad Prism 5) para la sobrevida y “t” de student de dos colas
no pareada (Graph Pad Prism 5) para las citocinas y la parasitemia. Se utiliz6 un
coeficiente de confiabilidad del 95%, se consideraron significativas las comparaciones
con valores de P < 0.05 y se graficaron los resultados con el programa Graph Pad Prism
5 (GraphPad Software, Inc.).
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RESULTADOS

5.1. Parasitemia

Una vez infectados los ratones de los cuatros grupos con T. cruzi se siguio el desarrollo
de la infeccién a través de la determinacion de la carga parasitaria semanalmente y con

cada uno de los cuatro grupos experimentales hasta el dia 56 post-infeccion.

El nimero de parésitos encontrados en la infeccion con T. cruzi de los ratones BALBI/c,
tanto silvestres como MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- se puede observar en la
grafica (Fig. 11). A mayor concentracion de tripomastigotes presentes en la sangre al
dia 28 se encontro en los ratones MIF/STATG6-/- una cantidad de 5 a 8 millones de
parasitos/ml de sangre (p/ml), le siguieron los ratones STATG6-/- con aproximadamente
3 millones de p/ml, luego los MIF-/- con aproximadamente 2 millones de p/ml y por

ualtimo los ratones WT con aproximadamente 1 millén de p/ml.

Parasitemia
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Figura 11.- Namero de tripomastigotes sanguineos. Tripomastigotes por mililitro de sangre en los cuatro grupos de
ratones infectados con T. cruzi: WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- y monitoreados antes de la infeccion (dia 0)
y cada semana hasta el dia 56 post-infeccion. El grafico es representativo de los resultados observados en tres
experimentos, n=5 para cada experimento, *Diferencias con respecto al WT; # diferencias entre MIF/STAT6-/- vs
MIF-/- y STAT6-/- (P < 0.05 “t” de student, Graph Pad Prism 5).
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Los resultados obtenidos de esta determinacion mostraron que la carga parasitaria en el
torrente sanguineo fue incrementandose progresivamente conforme avanzaba la
infeccion, en todos los grupos encontramos que llegd a un pico méaximo en el dia 28

pero el nimero de parasitos vario segun el grupo analizado.
5.2. Determinacion de la sobrevida

Para poder comparar la susceptibilidad a T. cruzi en cada uno de los grupos, se
determind el porcentaje de ratones que sobrevivieron en los dias posteriores a la
infeccion, en la grafica (Fig. 12) se muestran los resultados de la sobrevida de los
ratones de dos experimentos: los ratones WT con el 100% de sobrevida, los ratones
MIF-/- tuvieron una sobrevida del 88.46%, los dobles KO MIF/STAT6-/- tuvieron una
sobrevida del 33.33%, mientras que los STAT6-/- solo del 19.96% al final del
experimento.
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Figura 12.- Porcentaje de sobrevida. Porcentaje de ratones WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- que sobrevivieron
a la infeccion via intraperitoneal con 5x10° tripomastigotes de T. cruzi, determinada en el dia 56 post-infeccién. La
grafica representa el promedio de cada grupo de dos experimentos, n=5 para cada experimento. *Diferencias con
respecto a WT (P < 0.05 Log- Rank, Graph Pad Prism 5).

Los datos anteriores demostraron la importancia de los dos tipos de respuestas Thl-pro-

inflamatoria y Th2 anti-inflamatoria para el control de la mortalidad de los ratones
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infectados con T. cruzi, ya que en los ratones deficientes para STAT6-/- (Th2) 6 en los
dobles deficientes MIF/STAT6-/- (Th2/Thl-pro-inflamatoria) se pudo observar que el

porcentaje de sobrevida disminuy6 significativamente.
5.3. Peso corporal

La variacion de peso porcentual de los ratones de cada grupo experimental se registro
conforme avanzé la infeccién de T. cruzi. La perdida de peso respecto al peso inicial de
los ratones (antes de la infeccion, dia 0) fue similar en todos los grupos experimentales.
Los cuatro grupos experimentales tuvieron un descenso en el peso posterior al dia 14
post-infeccidn. Pero también, todos los grupos experimentales registraron una ganancia
de peso después del dia 35 post-infeccion. Sin embargo, el grupo STAT6-/- fue el que
mayor peso perdio, seguido de los ratones STAT6/MIF-/- y después los MIF-/-. En la
semana 47, la pérdida de peso de estos tres grupos fue estadisticamente significativa con
respecto a los ratones WT infectados (Fig. 13), hasta el dia 56 post-infeccion se midio la

variacion del peso corporal.

Peso corporal
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Figura 13.- Peso corporal porcentual post-infeccidn. Cada punto representa la variacion de peso porcentual de cada
grupo de ratones WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- infectados via intraperitoneal con 5x10° tripomastigotes de
T. cruzi. El gréafico es representativo de los resultados observados en tres experimentos, n=5 para cada experimento.
*Diferencias con respecto a WT; # diferencias entre MIF/STAT6-/- vs MIF-/- (P < 0.05 “t” de student, Grad Pad
Prism 5).
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5.4. Citocinas pro-inflamatorias

En las siguientes graficas se presentan los datos de las concentraciones de las citocinas
pro-inflamatorias 1L-12, IFN-y y TNF-a obtenidas durante la evolucion de la
enfermedad de Chagas en el suero de los ratones BALB/c de cada uno de los cuatro

grupos experimentales.
5.4.1.1L-12

La interleucina 12 es la citocina pro-inflamatoria que estimula a algunas células del
sistema inmune para que secreten otras citocinas (IFN-y) y favorece la proliferacion de
los linfocitos T. En la grafica (Fig. 14) se puede apreciar que los ratones WT infectados
con T. cruzi presentaron niveles incrementados de IL-12 en suero, con dos picos claros
de éste incremento en el dia 28 y 49 post-infeccion. El grupo de los ratones MIF-/-
también present6 un incremento de IL-12 en suero pero en menor medida con respecto a
los WT. Mientras que en los ratones STAT6-/- y MIF/STAT6-/- la concentracion de
IL-12 en suero estuvo por debajo de los niveles de los WT y MIF-/- después del dia 14

post-infeccion.
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Figura 14.- Niveles de IL-12 en suero. Concentracion de II-12 expresada en picogramos por mililitro para cada uno
de los cuatro grupos de ratones WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- infectados via intraperitoneal con 5x10°
tripomastigotes de T. cruzi. Promedio de dos experimentos, n=5 para cada experimento. *Diferencias con respecto a
WT, # diferencias entre MIF-/- vs STAT6-/- y MIF/STAT6-/- (P < 0.05 “t” de student, Grad Pad Prism 5).
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5.4.2 IFN-y

En la grafica (Fig. 15) se muestra la concentracién de IFN-y en suero de los cuatro
grupos experimentales, WT, STAT6-/-, MIF/STAT6-/- y MIF-/-. Como se puede
apreciar en la gréfica los cuatro grupos experimentales incrementaron sus niveles de
IFN-y al inicio de la infeccion, hasta el dia 14 pos-infeccién. Sin embargo para el dia 28
la produccion de IFN-y disminuy6 significativamente en los ratones MIF-/-, en menor
medida disminuyd en los ratones WT y STAT6/MIF-/-, pero en los ratones STAT6-/- el
IFN-y siguié incrementandose hasta el dia 28 cuando todos los ratones de éste grupo

murieron.

Con estos resultados podriamos inferir que los niveles incrementados de IFN-y
observados en el grupo STAT6-/- podria haber contribuido a la mayor mortalidad

observada en este grupo.

[IFN-y] en suero

-0—-WT

—8— MIF-/-

—o— STATG -/-
—¥- MIF/STAT6-/-

INF-y (pg/ml)

0+ T T
0O 7 14 21 28 35 42 49 5

Dias post-infeccion

Figura 15.- Niveles de IFN-y en suero. Concentracion de IFN-y expresada en picogramos por mililitro para cada uno
de los cuatro grupos WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- infectados via intraperitoneal con 5x10° tripomastigotes
de T. cruzi. Promedio de dos experimentos, n=5 para cada experimento. *Diferencias con respecto a WT, #
diferencias entre MIF/STAT6-/- vs MIF-/- y STAT6-/- (P < 0.05 “t” de student, Gradh Pad Prism 5).
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5.4.3. TNF-a

La concentracion de TNF-a se incrementd significativamente en el grupo de ratones
STATG6-/- desde las primeras semanas post-infeccion hasta el dia 28 cuando sucumbié el
grupo. Esté comportamiento no nos sorprendid, pues la ruta pro-inflamatoria esta intacta
y en consecuencia la produccién de esta citocina se incrementd notablemente en

comparacion con los ratones WT y STAT6/MIF-/-.

El grupo de ratones MIF-/- presentd niveles incrementados de TNF-a en el inicio de la
infeccidn y alcanzo su pico maximo en el dia 28, seguida de una disminucién drastica
en el dia 35 que se mantuvo hasta el final del experimento (Fig.16). EI comportamiento
inicial observado fue inesperado dado que la inhibicién de MIF sugeria una inhibicion

de TNF-a, pues esta reportado que MIF favorece la produccion de TNF-a [27].
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Figura 16.-Niveles de TNF-a en suero. Concentracion de TNF-o expresada en picogramos por mililitro para cada uno
de los cuatro grupos WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- infectados via intraperitoneal con 5x10° tripomastigotes
de T. cruzi. Promedio de dos experimentos, n=5 para cada experimento. *Diferencias con respecto a WT, #
diferencias entre MIF/STAT6-/- vs MIF-/- y STAT6-/- (P < 0.05 “t” de student, Graph Pad Prism 5).

Los ratones WT y STAT6/MIF-/- tuvieron niveles de TNF-a por debajo de los otros
grupos dos grupos experimentales, STAT6-/- y MIF-/-. Aln cuando en los dias 14 y 28

se observé un incremento en WT y STAT6/MIF-/- respectivamente, TNF-a. disminuyo
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en los tiempos posteriores de la infeccion, incluso por debajo de los niveles iniciales,

aunque estas tendencias no fueron estadisticamente significativas.
5.5. Citocinas anti-inflamatorias

Se determinaron las concentraciones de las citocinas anti-inflamatorias IL-4 e 1L-10
que se analizaron durante la evolucion de la enfermedad en el suero de los ratones de

cada uno de los cuatro grupos.
5.5.1. IL-4

En la gréfica (Fig. 17) se puede observar la concentracion de IL-4 en intervalos de 7
dias en el transcurso de la infeccion. Los ratones WT infectados con T. cruzi
presentaron dos incrementos significativos de IL-4, uno en el dia 7 y otro en el dia 35.
Los STAT6-/- tuvieron un incremento significativo de IL-4 Gnicamente en el dia 35.
Mientras que los ratones MIF-/- y MIF/STAT®6-/- no observamos ningun incremento de

IL-4 durante el transcurso de la infeccion.
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—¥— MIF/STAT6-/-

IL-4 (pg/ml)

0O 7 14 21 28 35 42 49 5

Dias post-infeccion

Figura 17.- Niveles de IL-4 en suero. Concentracion de IL-4 expresada en picogramos por mililitro para cada uno de
los cuatro grupos WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- infectados via intraperitoneal con 5x10° tripomastigotes de
T. cruzi. Promedio de dos experimentos, n=5 para cada experimento. *Diferencias con respecto a WT (P < 0.05 t”
de student, Gradh pad Prism 5).
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5.5.2.1L-10

La concentracion de IL-10 en suero fue igualmente determinada durante el curso de la
infeccion en los mismos intervalos de tiempo que la IL-4. En la grafica (Fig. 18) se
puede observar que los niveles de IL-10, en los ratones MIF-/- y MIF/STAT6-/-,
disminuyeron desde el dia 7 post-infeccidn y alcanzaron sus niveles mas bajos en el dia

28 post- infeccion, para MIF-/- con diferencias significativas con respecto a WT.

Los ratones STAT6-/- y MIF-/- mantuvieron los niveles iniciales de IL-10 hasta el 14 y
28 post-infeccion (respectivamente), pero para los dias posteriores también se observo

una reduccion significativa de ésta citocina.

[IL-10] en suero

=0—WT

—8— MIF-/-

—o— STAT6-/-
—¥— MIF/STAT6-/-

IL-10 (pg/ml)

0 1 1 1 1 1 1 1 1
0O 7 14 21 28 35 42 49 5

Dias post-infeccion

Figura 18.- Niveles de IL-10 en suero. Concentracion de IL-10 expresada en picogramos por mililitro para cada uno
de los cuatro grupos de ratones WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/- infectados via intraperitoneal con 5x10°
tripomastigotes de T. cruzi. Promedio de dos experimentos, n=5 para cada experimento. *Diferencias con respecto a
WT, # diferencias entre MIF/STAT6-/- vs MIF-/- (P < 0.05 “t” de student, Gradh Pad Prism 5).

5.6. Correlacion de la concentracion de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias

Con la finalidad de resumir los datos mostrados en las figuras anteriores se disefiaron las
siguientes tablas comparativas de la concentracion de citocinas en suero con la carga

parasitaria o la sobrevida en los dias 28 y 56 post-infeccion de los grupos de ratones
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WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STATG6-/-: en la tabla 3 se observo el nimero de parésitos
y las concentraciones de citocinas en suero determinadas en el pico de la parasitemia; en
la tabla 4 se observo la sobrevida de los ratones con las concentraciones de citocinas en
suero en el dia 56 post-infeccion.

Tabla comparativa del nimero de parasitos y citocinas al dia 28 post-infeccién

Grupo No. de IL-12 IFN-y TNF-a IL-4 IL-10

Experimental parasitos (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
wWT 1x10° 1250 1000 240 400 1400
MIF-/- 2x10° 800 500 750 380 3000
STAT6-/- 3x10° 600 1400 ND 390 2000
MIF/STAT6-/- 5.8x10° 250 1000 300 380 2000

de cada uno de

experimentos.

Tabla 3.- Comparativo del nimero de parasitos y concentracién de citocinas observado en el dia 28 post-infeccion
los cuatro grupos de ratones: WT, MIF-/-, STAT6-/- y MIF/STAT6-/-. Representativa de dos

Tabla comparativa de porcentaje de sobrevida y citocinas al final del experimento

Grupo Sobrevida IL-12 IFN-y TNF-a IL-4 IL-10

Experimental (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
WT 100% 1100 700 50 300 1900
MIF-/- 88.4% 1000 600 50 300 1800
STAT6-/- 19.96% 500 ND ND 300 ND
MIF/STAT6-/- 33.3% 500 1200 50 300 1100

Tabla 4.- Comparativo del porcentaje de sobrevida y la concentracion de citocinas, observado al final del
experimento, posterior a la infeccion de T. cruzi de cada uno de los cuatro grupos de ratones BALB/c: WT, MIF-/-,
STAT6-/- y MIF/STAT6-/-. Representativa de dos experimentos.
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5.7. Produccién de citocinas de células de bazo ante una re-estimulacion in-vitro con

antigeno total de T. cruzi

Con la finalidad de observar el impacto, a nivel de la respuesta inmune celular, de la
deficiencia de MIF(-/-) y de STAT6/MIF(-/-), en el dia 63 post-infeccién de T. cruzi se
sacrificaron los ratones sobrevivientes para realizar cultivos de esplenocitos. Los
esplenocitos de los ratones WT, MIF-/- y MIF/STAT6-/- (no se incluy6 el grupo de
ratones STAT6-/- debido a que murieron antes) fueron ajustados a 5x10°/ml y re-
estimulado por 5 dias con antigeno total de T. cruzi (TcAg), el sobrenadante de los
esplenocitos sin estimulo se consider6 como la produccién espontinea (esp). La
concentracion de las citocinas I1L-12, TNF-a, INF-y, IL-4 e IL-10 se realiz0 por el
método de ELISA-Sandwich mientras que la determinacion de o0xido nitrico (NO) por la
reaccion colorimétrica de Greiss [72].

5.7.1. Citocinas pro-inflamatorias

Se determind la concentracion de IL-12, IFN-y y TNF-a. en el sobrenadante de los
cultivos de esplenocitos (Fig. 19A, 19B y 19C; respectivamente). Se observd una
produccién espontanea disminuida de IL-12 en el grupo de los ratones MIF-/-
comparada con la respuesta espontanea de los ratones WT y los MIF/STAT®6-/- (Fig.
19A), también se presentd una diferencia con respecto al re-estimulo de los tres grupos

y entre sus mismos grupos con la respuesta espontanea.

Hubo diferencias en la produccion de IFN-y y TNF-a entre las respuestas espontaneas
para WT y MIF/STAT6-/- (Fig. 19B, 19C). Con el re-estimulo del TcAg los
esplenocitos produjeron mas de las tres citocinas IL-12, IFN-y y TNF-o en comparacion
con la produccion espontanea. Los esplenocitos de los ratones MIF-/- presentaron
niveles disminuidos de IL-12 en comparacion con los ratones WT y los MIF/STAT6-/-
re-estimulados (Fig. 19A).
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Figura 19. Citocinas Pro-inflamatorias. Concentracion expresada en picogramos por mililitro de IL-12 (A), IFN-y (B)
y TNF-a (C) en el sobrenadante de los cultivos de esplenocitos estimulados con TcAg, a los 63 dias posteriores a la
infeccién con T. cruzi de los tres grupos de ratones WT, MIF-/- y MIF/STAT6-/-. El gréafico representativo de los
resultados observados en tres experimentos, n=5 para cada experimento. *Diferencias estadisticamente significativas
entre espontaneos vs Ag, #diferencias entre WT Ag vs MIF-/- Ag y MIF/STAT6-/- Ag, &diferencias entre WT
espontaneo vs MIF-/- espontaneo y MIF/STAT6-/- espontaneo (P < 0.05 “t” de student, Gradp Pad Prism 5).

5.7.2. Citocinas anti-inflamatorias

También a los 63 dias post-infeccion se determinaron las citocinas anti-inflamatorias
IL-4 e IL-10 en el sobrenadante del cultivo de esplénicos anteriormente descritos. Se
observé la produccion espontanea de IL-4 e IL-10 y el re-estimulo con TcAg entre los
tres grupos experimentales donde se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (“t” de student, Gradh Pad Prism 5) (Fig. 20A y 20B, respectivamente).

Hubo diferencias en la concentracion de IL-4 con el re-estimulo de TcAg en el
sobrenadante de los esplenocitos pues tuvieron un incremento significativamente mayor
de IL-4 en los ratones MIF-/- y los MIF/STAT6-/- con respecto a los ratones WT,
posiblemente como consecuencia de la baja produccion de la IL-12 descrita

anteriormente para el grupo MIF-/-.
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Figura 20.- Citocinas anti-inflamatorias. Concentracién expresada en picogramos por mililitro de IL-4 (A) e IL-10
(B) en sobrenadante de cultivo de linfocitos estimulados con antigeno de T. cruzi, a los 63 dias posteriores a la
infeccion con T. cruzi de los tres grupos de ratones WT, MIF-/- y MIF/STAT6-/-. El gréafico es representativo de los
resultados observados en tres experimentos, n=5 para cada experimento. *Diferencias estadisticamente significativas
entre espontaneos y Ag, #diferencias entre WT Ag vs MIF-/- Ag y MIF/ISTAT6-/- Ag, &diferencias entre WT
espontaneo vs MIF-/- espontaneo y MIF/STATG6-/- espontaneo (P < 0.05 “t” de student, Gradp Pad Prism 5).
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Se observo un incremento en la produccion de IL-4 en los esplenocitos espontaneos de
los ratones MIF/STAT6-/- respecto al sobrenadante de los esplenocitos espontaneos WT
y en la produccion de IL-10 no se observo diferencias significativas entre los tres
grupos, sélo que ambas citocinas IL-4 e IL-10 tuvieron una diferencia significativa entre
los grupos espontaneos con respecto a los Ag donde este ultimo se incrementd (Fig.
20Ay 20B).

5.8. Cuantificacion de 6xido nitrico

También se realiz6 de forma complementaria la cuantificacion de la concentracion de
Oxido nitrico (Fig. 21) determinado por el método de Griess en los sobrenadantes de los
cultivos de esplenocitos de los ratones WT, MIF-/- STAT6/MIF-/- infectados con T.
cruzi a los a los 63 dias post-infeccion (no se incluyo el grupo de ratones STAT6-/-
debido a que murieron antes), no estimulados (produccion espontanea) esplenocitos re-

estimulados con 25 pg/ml de TcAg.

Los niveles de 6xido nitrico (NO) se determinaron por la concentracion de nitrito
(NOy) presente en el sobrenadante de los cultivos de esplenocitos utilizando la reaccion
de Griess que detecta especificamente nitrito (NO;") y no nitrato (NO3) en el dia 63
post-infeccion con T. cruzi expresados en uM por mililitro donde se observd la
produccién espontanea y la produccion con el re-estimulo al final del experimento (Fig.
21).

La produccién de NO dnicamente se observd incrementada en los esplenocitos
provenientes del grupo MIF-/- re-estimulados con TcAg respecto a la produccion
espontanea de los esplenocitos de los ratones WT y STAT6/MIF-/- re-estimulado con
TcAg (Fig. 21). Pero en general los deméas grupos estudiados presentaron niveles bajos
de NO y no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de NO entre

los sobrenadantes de cultivos de esplenocitos restantes.
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Figura 21.- Niveles de 6xido nitrico. Concentracion de 6xido nitrico expresada en uM por mililitro en el sobrenadante
de cultivos de esplenacitos en el dia 63 post-infeccion con T. cruzi. Produccion espontanea y re-estimulados con 25
pg/ml antigeno total de T. cruzi. El gréafico es representativo de los resultados observados en tres experimentos, n=5
para cada experimento. *Diferencias estadisticamente significativas con respecto al WT espontanea, #diferencias
entre MIF-/- Ag vs MIF/STAT6-/- Ag (P <0.05 “t” de student, Gradp Pad Prism 5).
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DISCUSION

De los resultados obtenidos se realizd un analisis detallado de todos los datos para las

diferentes determinaciones con el fin de explicar su comportamiento.

Una vez infectados con T. cruzi los ratones de los cuatros grupos, se analizé la pérdida
de peso y el desarrollo de la parasitemia (Fig. 11 y 13) a través de la determinacion del
namero de paréasitos en sangre cada semana hasta los 56 dias post-infeccion, cuando los
parasitos dejan el sistema circulatorio para invadir otros 6rganos.

En todos los grupos experimentales se observé una pérdida de peso similar y el nimero
de parasitos en el torrente sanguineo fue incrementandose progresivamente conforme
avanzaba la infeccion, en cualquiera de los casos la carga de parésitos llego a un pico
maximo en el dia 28 (Fig. 11). Sin embargo, el nimero de parasitos en circulacion fue

diferente para cada grupo de ratones.

En el dia 28 p.i. los ratones WT tuvieron alrededor de 1x10° parésitos/ml, la sobrevida
del 100% fue congruente con la carga parasitaria reducida, probablemente debido a que
su sistema inmunologico intacto respondio adecuadamente a la invasion y proliferacion
del parésito. Mientras que la concentracion de parasitos observada en el grupo de
ratones MIF-/- fue alrededor de 2x10° parésitos/ml. Este incremento del doble en el

numero de parasitos redujo la sobrevida al 88% (Fig. 12).

Tal parece que cuando MIF se encuentra ausente el ratén tiene cierta incompetencia
para controlar la replicacion del paréasito. Esto fue congruente con las caracteristicas
inmunes que se atribuyen al MIF, ya que MIF promueve un perfil inflamatorio-Thl de
la respuesta inmune innata que se ha asociado con la restriccion de la multiplicacion del

parasito [23].

En ausencia de MIF los ratones infectados con T. cruzi en el dia 28 p.i. tuvieron en
suero menores niveles de las citocinas pro-inflamatorias-Thl, IL-12 (800 pg/ml) e IFN-
v (500 pg/ml), mientras que los niveles de la citocina anti-inflamatoria IL-10 se
incremento significativamente 3000 (pg/ml) en comparacion con los ratones WT
infectados (IL-12 1250 pg/ml; IFN-y 1000 pg/ml; 1L-10 1400 pg/ml). Este perfil de
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citocinas inflamatorias disminuidas podria explicar porque los ratones deficientes para
MIF tuvieron mas parasitos en comparacion con los WT (Tab. 3). Es de llamar la
atencion que los niveles de IL-4 no se modificaron en ausencia de MIF (Fig. 17), esto
fue congruente con el trabajo de Reyes y colaboradores [23] quienes no detectaron
diferencias significativas en los niveles séricos de IL-4 e IL-10 en ratones WT vy el
ratones MIF-/- infectados con T. cruzi y en la mayoria de los puntos examinados en el

curso de la infeccion por T. cruzi [23].

Los ratones STAT6-/- tuvieron mas parasitos en sangre (alrededor de 3x10°) que los
ratones WT y MIF-/- (1x10° y 2x10°, respectivamente) (Fig. 11). Este resultado fue
inesperado, dado que la deficiencia de la molécula de sefializacion STAT6 limita una
adecuada produccion de 1L-4, una de las principales citocinas anti-inflamatorias y como
consecuencia deberia exacerbarse la respuesta pro-inflamatoria-Thl que se ha asociado

al control del crecimiento parasitario [35].

Trabajos previos utilizando ratones BALB/c STAT6-/- infectados con T. cruzi, cepa
Brasil describieron mayor sobrevida de los ratones STAT6-/- asociada a la ausencia de
STAT6 [74], sin embargo en este trabajo no pudimos reproducir la sobrevida (Fig. 13),
posiblemente debido a que se utilizd una cepa del parésito de T. cruzi (cepa mexicana,
Querétaro) diferente a la utilizada por Tarleton [74]. Sin embargo, aunque no
reproducimos la sobrevida de los ratones, si observamos el perfil pro-inflamatorio-Thl

exacerbado como era de esperarse (Tab. 4).

Los ratones STATG6-/- infectados con T. cruzi en el dia 28 p.i. desarrollaron niveles mas
elevados de IFN-y (1400 pg/ml) y TNF-a. en comparacion con los ratones WT y MIF-/-
(WT IFN-y 1000 pg/ml, TNF-a 240 pg/ml; MIF-/- IFN-y 500 pg/ml y TNF-a
750 pg/ml) (Tab. 3). Los ratones STAT6-/- tuvieron una respuesta Thl exacerbada en
los dias agudos de la enfermedad en comparacién al resto de los grupos, pues no hubo
una respuesta Th2 que regulara las citocinas pro-inflamatorias (IL-4 Tab. 3). Esta
respuesta Thl puede elevar la temperatura corporal (ratones erizados) e inclusive
producir anemia que desencadena en la muerte [40], esto podria explicar la mayor

mortalidad observada en este grupo (Fig. 12).
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Los ratones doblemente deficientes MIF/STAT6-/- tenian las dos rutas disminuidas, la
respuesta innata pro-inflamatoria-Thl y la de 1L-4-Th2, respectivamente. Los ratones
Los ratones MIF/STATG6-/- infectados con T. cruzi en el dia 28 p.i. tuvieron niveles muy
bajos en suero tanto para las citocinas pro-inflamatorias 1L-12 (250 pg/ml) y TNF-a
(100 pg/ml) como para las citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 en comparacion con
los ratones WT y MIF-/- y STAT6-/-.

Por lo anterior se sugiere que la proteccion se encontraba disminuida y este parasito
tuvo la libertad de proliferar e invadir nuevas células sin ningun obstaculo competente.
Esto lo comprobamos al observar que la carga de parésitos se elevé a mas de 6x10°
parasitos/ml superando en mucho el nimero observado en los ratones WT, MIF-/- y
STAT6-/- (Fig. 11).

Los ratones bloqueados MIF/STATG6-/- murieron pues no fue competente su sistema
inmune debido a que los mecanismos de defensa como IFN-y y TNF-a estuvieron
desactivados al igual que IL-4 (Tab. 4), por lo que el parasito encontrd todas las

condiciones favorables para proliferar y atacar a su huésped.

Fue curioso observar que los ratones MIF/STATG6-/- tuvieron un comportamiento
semejante en la concentracion de IFN-y y TNF-a con respecto a los ratones WT (Fig.
15 y 16), por lo que la elevacién brusca de estas citocinas no ocurrid para justificar la
muerte de los ratones doblemente KO MIF/STAT6-/-, en los ratones STAT6-/- al no
existir el promotor de la citocina IL-4 no existid un regulador para disminuir la
produccién de IFN-y y este siguié con tendencia al incremento durante la infeccion
(Tab. 4). IFN-y induce la activacion de los Mo que podrian contribuir a la eliminacion

de T. cruzi intracelular [75].

Los resultados también nos permiten sugerir que los ratones mas susceptibles a la
enfermedad son aquellos a los cuales se les han limitado las dos rutas Th1/Th2 llamados
MIF/STATG6-/- y los STATG6-/- fueron los segundos susceptibles a la enfermedad, por lo
que podemos decir que estos se ven mas afectados por las citocinas pro-inflamatorias

que a la misma invasion del parasito y los terceros en susceptibilidad fueron los MIF-/-
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pues estos presentaron menor concentracion de parésitos y alto porcentaje de sobrevida
(Fig. 11y 12).

Con respecto al peso corporal a partir del dia 14 cuando avanzé la infeccion, los ratones
perdieron peso, como tedricamente se esperaba [76], a partir del dia 35 comenzaron a
recuperar peso aunque no regresaron a los niveles iniciales (Fig. 13), los ratones
STATG6-/- tuvieron una recuperacion de su peso menor al resto de los ratones
posiblemente a la alta concentracion de TNF-o (Fig. 16) ya que esta citocina acentua la
pérdida de masa corporal severa llamada “caquexia” por falta de apetito en los ratones
afectados por TNF-a [77], independientemente de la infeccion que también provoca

pérdida de peso.

Por otro lado, la determinacion de citocinas en los esplenocitos re-estimulados con
antigeno de T. cruzi a los 63 dias posteriores a la infeccion, no contribuyé mucho para
dilucidar la participacion de las moléculas estudiadas. Sin embargo podemos sugerir
que la produccion disminuida de 1L-12 (Fig. 19A) de los esplenocitos MIF-/- re-
estimulados y espontaneos se puede atribuir a la ausencia de MIF ya que esta molécula
es un inductor de 1L-12 [27].

La poca diferencia observada para las otras citocinas pro-inflamatorias entre los grupos
con el re-estimulo puede atribuirse a que los cultivos de esplenocitos vienen de tiempos
de infeccidn tardios (63 dias p.i.) y como ya ha sido reportado previamente por Reyes y
colaboradores [23] en estos tiempos se pierden las diferencias significativas, al parecer
porque la resistencia a la infeccién radica en la respuesta inmune temprana mas que en
la tardia (Fig. 19).

Lo mismo ocurre al determinar la concentracion de 6xido nitrico en los cultivos de
esplenocitos, pues este fue liberado previamente en la etapa temprana de la actividad
anti-parasitaria y después el NO tienen una liberacion lenta al ser re-estimulados con Ag
de T. cruzi [64] en los tiempos tardios en los que se midi6 por lo tanto la Unica
diferencia que se observa es con respecto a MIF-/- Ag contra WT espontéanea y los
MIF/STAT®6-/- (Fig. 21) por lo que puede deberse al incremento de la IL-12 [61].
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En la infeccion con T. cruzi la respuesta mixta Thl y Th2 es importante para la
proteccion contra el parasito, ya que se pudo observar que los ratones mas susceptibles a
la infeccion del parasito fueron los doblemente bloqueados MIF/STAT6-/- los cuales
tuvieron deficientes las dos rutas inmunoldgicas tanto la Thl como la Th2, la respuesta
mixta en la tripanosomiasis es extremadamente importante en comparacion con otras
parasitemias, la enfermedad de Chagas se contrarresta por rutas inmunoldgicas
complementarias que funcionan de manera mixta ante una infeccion de T. cruzi, ya que
el ciclo del parésito en el hospedero tiene dos etapas, la primera que se considera
intracelular una vez que se ha internalizado en el macréfago para proliferar (Fig. 22) y
la segunda cuando el macréfago libera los nuevos parasitos al torrente sanguineo para
que estos a su vez busquen nuevos macréfagos que invadir o un insecto vector

triatomino sea infectado [47].
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Figura 22.- Macrdfago activado alternativamente por T. cruzi, capacidad de un antigeno parasitario de inducir la
activacion alternativa y mecanismo que reconoce al parasito intracelular [8]
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Las citocinas pro-inflamatorias 1L-12, IFN-y, TNF-a son tan importantes como las anti-
inflamatorias IL-4 e IL-10 en la defensa contra el parasito durante la evolucién de la
enfermedad. T. cruzi activa la via Thl tanto como la Th2 a lo largo las diferentes etapas
de la infeccion inducen activacion y diferenciacion de los linfocitos ThO hacia los
linajes Thl y Th2 requiere de la invasion de este parésito en los macréfagos producen
IL-12 induciendo la polarizacion de las células ThO hacia el linaje Thl pero si este
parésito sale del macréfago estimula la produccién de I1L-4 como los Mo colaboran con
las TCD4", los LTh seran polarizados hacia un tipo Th2, el equilibrio en la produccion
de citocinas pro-inflamatorias con respecto a las anti-inflamatorias es una prioridad en

esta infeccion [8].

Mientras el macréfago produce IL-12 para activar a los linfocitos que a su vez pueden
producir MIF para reclutar més células Thl secretoras de INF-y en respuesta a la
invasion intracelular en el macrofago, el IFN-y activa las células NK para identificar a
estos macrofagos infectados e iniciar la apoptosis [63], otro efecto de la ruta Thl es que
el INF-y promueve al MHC-I1, TNF-a y al 6xido nitrico que son formas para combatir a
T. cruzi [58] aunque este sistema Thl es muy eficiente contra el parasito en su etapa

intracelular como amastigote.

El parasito tiene la habilidad de transformar su estadio y pasar a tripomastigote al ser
liberados a la circulacion, entonces en continuidad con este mecanismo el sistema
inmune activa la secuencia Th2 para hacer frente a la forma parasitaria extracelular en
presencia de la IL4 los Th2 se estimulan para fosforilar STAT6 [36] y producir IL-4
(Fig. 17) junto con IL-10 (Fig. 18) que son antagdnicos de INF-y para apagar la
respuesta citotoxica [78] (Fig. 15).

El bloquear selectivamente cada una de las dos vias pro-inflamatorias y anti—
infamatorias a través de MIF-/- y STATG6-/- respectivamente nos permitié observar con
detalle la funcién de cada una de ellas durante la infeccién con T. cruzi por lo tanto se
puede atribuir que la infeccion de T. cruzi en la enfermedad de Chagas activa las dos

vias inmunoldgicas Thl y Th2 en forma secuencial; aunque se activan las dos rutas
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éstas no lo hacen al mismo tiempo sino que lo hacen de forma consecutiva pues primero

se activa la Thl y después la Th2 por lo tanto la proteccion contra este parésito es mixta.

Las moléculas MIF y STAT6 son igualmente importantes en la respuesta contra T. cruzi
debido a esto las dos rutas inmunoldgicas Thl y Th2 son esencialmente importantes en
la evolucién de la enfermedad, pues el trabajo de Reyes y colaboradores [23] ya habia
hecho notar una predominante afectacion en la susceptibilidad del hospedero cuando se
restringia la ruta Thl al bloquear la molécula MIF en ratones infectados con T. cruzi,
pues MIF juega un papel importante en la defensa del hospedero contra T. cruzi en la
etapa aguda de la enfermedad favoreciendo la produccién de las citocinas pro-

inflamatorias TNF-a e IFN-y durante la primera fase de la infeccion.

Sin embargo al ampliar nuestro trabajo con la misma infeccidn hasta una etapa cronica e
incluyendo la ruta Th2 al bloquear STAT6 se logro evidenciar que no sélo la Thl es
importante contra este parasito sino que Th2 tiene un rol igualmente activo en la
respuesta contra el agente invasor en la segunda fase de la infeccidn segin nuestro

modelo.

MIF y STAT6 no actuan simultdneamente en la infeccion por T. cruzi pues las citocinas
producidas por células Thl y Th2 son mutuamente inhibitorias para las funciones
efectoras de una forma reciproca en las infecciones [17], esta regulacion cruzada
ocasiona el predominio de una u otra respuesta, pero en el caso de la enfermedad de
Chagas se pudo observar una interaccion practicamente consecutiva de las dos rutas
inmunoldgicas para lograr un equilibrio dinamico contra el parasito, sin afectar en su

momento una a la otra, ambas tienen su momento y efecto dentro del hospedero.

Los esplenocitos de los ratones MIF-/- presentaron niveles disminuidos de IL-12 en
comparacion con los ratones WT y los MIF/STAT6-/- re-estimulados (Fig. 19A). Las
citocinas pro-inflamatorias tales como la IL-12, TNF-a y IFN-y pertenecientes a la ruta
Thl, desempefiaron un papel critico en la inmunidad protectora contra T. cruzi, ya que
los ratones modificados genéticamente que carecieron de cualquiera de estas citocinas

no lograron controlar la parasitemia y rapidamente sucumbieron a la infeccion [58],
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La IL-12 intervino en la infeccion de T. cruzi induciendo la produccién de IFN-y por las
celulas NK [21], que se requiere para la induccion de los macrofagos para activar el
mecanismo implacable del NO (Fig. 21), asi como la posterior secuencia de la respuesta
Thi.

Por otro lado, el mecanismo regulador de las citocinas anti-inflamatorias IL-4 e 1L-10
pertenecientes a la ruta Th2 permite controlar la proliferacion de T. cruzi y en particular
la IL-10 también es necesaria para evitar la hiperreactividad citotdxica de la Thl que
puede dafiar no sélo al parasito sino también a los érganos y tejidos del hospedero [79],
se puede decir con nuestros resultados que las respuestas de tipo Thl y Th2 tienden a
estar asociadas inmunologicamente con la proteccion del T. cruzi durante la infeccion
de la enfermedad, tanto en ratones susceptibles y como en aquellos resistentes a esta

infeccion.

También se ha observado una importancia de la respuesta Th2 poco despues de que Thl
fue activada [10], esto es relevante pues una actividad combinada de las dos respuestas
permite una mayor eficiencia al combatir a un parésito que se sabe tiene un
comportamiento dual pues en su afan por colonizar al hospedero pasa de una invasion
intracelular en los Mo a una distribucién extracelular después de utilizar esta célula para

sus propdsitos de proliferacion.

Por lo tanto la respuesta inmunitaria contra un el parasito intracelular T. cruzi requiere
de la participacion minimo de cuatro células, la primera en este caso es un macrofago
que procese y presente el Ag del parasito, segundo un mediador de la inmunidad celular
un linfocito de la ruta Thl que permita activar celularmente a las otras células y destruir
al parasito de forma intracelular, mientras este se encuentre todavia dentro del Mo,
tercero un cooperador de la ruta Th2 que se encargue de activar la respuesta humoral a
través de los LB, de regular la respuesta Thl para que ésta no dafie a las células propias
del hospedero y cuarto una célula productora de Ab, como los LB para que a su vez
produzca anticuerpos contra el parasito [17]; aungue también hay células
complementarias como las NK, Mas y PMN que permiten regular y reforzar el

mecanismo de la inmunidad tanto celular como humoral [40].
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Para finalizar podemos decir que gracias a nuestro estudio pudimos conocer el papel
fundamental que tienen las dos respuestas inmunoldgicas Thl/Th2 en la proteccidn
contra el parésito T. cruzi, ya que la respuesta total es una suma integral de la respuesta
celular continuada con la respuesta humoral y que una sin la otra provoca una
deficiencia en la proteccion del hospedero durante el curso de la infeccion, pues la
mancuerna que realizan las dos rutas inmunoldgicas es un mecanismo sincronizado en
la induccién, mantenimiento y regulacion de la proteccién del organismo contra el
parésito, logrando actuar en equilibrio hasta frenar a éste en su proceso de invasion.
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CONCLUSIONES

Podemos sugerir que la infeccién de T. cruzi en la enfermedad de Chagas activa las dos

vias inmunes, inflamatoria-Thl y Th2. Al bloquear selectivamente cada una de las dos

vias a través de MIF-/- y STATG6-/- respectivamente esto nos permitié observar la

funcién de cada una de ellas:

1)

En la infeccidn con T. cruzi la respuesta mixta Thl y Th2 es importante para la
proteccion contra el parasito, ya que se pudo observar que los ratones mas
susceptibles a la infeccion del parasito fueron los doblemente bloqueados
MIF/STAT6-/- los cuales tuvieron deficientes las dos rutas inmunolégicas tanto
la del tipo Th1 como la Th2.

2) Al bloquear una de las dos respuestas inmunes, inflamatoria-Thl o Th2 (con

3)

MIF-/- o STAT6-/-, respectivamente), por separado se tuvo una susceptibilidad
disminuida pero no al grado de los doblemente bloqueados MIF/STATG6-/-,
confirmando que la respuesta mixta es importante para el control de la
parasitemia.

El equilibrio en la produccién de citocinas pro-inflamatorias con respecto a las
anti-inflamatorias es una prioridad en esta infeccion. Si la produccion de
citocinas inflamatoria-Thl (TNF-a e IFN-y) es exacerbada o esta ausente la
respuesta Th2 (IL-4, 1L-10) habra restriccion del parésito y la muerte del
hospedero por citotoxicidad. Si la produccion de la respuesta Th2 es exacerbada
0 esta ausente la respuesta Thl, habra replicacion y establecimiento del parasito
con la consecuente patologia en dérganos como colon y corazén con mal

prondstico para el hospedero.
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Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)
Para 1 litro pH 7.4:

8 g (137 mM) NaCl (JT Baker)

0.2 g (2.7 mM) KCI (ICN Biomedicals Inc.)
1.44 g (10 mM) NaHPO, (JT Baker)

0.2 g (2mM) KH,PO4 (JT Baker)

Ajustar pH a 7.4 con HCI (JT Baker)

Solucién de EDTA

Para 100 mla 0.1 M pH 7.5:
18.61g de EDTA (JT Baker)
Disolver en 70 ml agua destilada

Ajustar el pH con NaOH (Monterrey)

-Hasta llegar a pH de 6 0 7, y aqui ajustar hasta pH 7.5 con solucién de NaOH 10 M

Aforar a 100 ml.

Solucién de lisis

Para 1 litro pH 8.5:

200 mM NaCl (JT Baker)

5mM EDTA (JT Baker)

0.2% SDS (JT Baker)

100 mM Tris HCI (ICN Biomedicals Inc.)

Solucion Tris borato EDTA (TBE) 10x
Para 500 ml pH 8.0:

890 mM Tris base (Sigma Chemicals)
890 mM Acido bérico (JT Baker)

20 mM EDTA (JT Baker)
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Solucién de pegado
Para 1 litro:
100mM de Na;HPO, (JT Baker)

Solucion PBS-Tween 20 de lavado
Para 1 litro pH 7.4:

11de PBS

0.5 ml de Tween 20 (Promega co.)

Solucion PBS-BSA de bloqueo al 1%
Para 100 ml pH 7.4:

100 ml de PBS

1% de BSA (INC Biomedicals)

Sustrato ABTS para revelado

Para 500 ml pH 4.35:

150 mg de ABTS (INC Biomedicals)
9.6 g Acido citrico (Tecsiquim)
Ajustar el pH con NaOH (Monterrey)

Soluciones para determinacion de proteinas (Lowry modificado)
Para 250 ml, pH 7.4:

Solucion A:

Sulfato de cobre CuSO,4 1% (JT Baker)

Tartrato de sodio y potasio 2% (JT Baker)

Solucion B:

Carbonato de sodio Na,Cos; 2% (JT Baker)

Hidroxido de sodio NaOH 0.1 N (Monterrey)

Mezclar ambas soluciones 30 minutos antes de realizar la prueba.

Solucidn estandar de albimina sérica bovina (BSA) 1 mg/ml.

65



Marco Rodrigo Veldzquez Gomez

Reactivo de Folin-Ciocalteau (&cido fosfomolibdotungstico) este reactivo viene
preparado comercialmente y se debe mantener en refrigeracion. Para su uso el reactivo

se diluye inmediatamente antes, en la relacion de 1:2 de agua destilada.

Medio de cultivo BHI para Trypanosoma cruzi
Para 200 ml, estéril, pH 7.4:

7.4 g de agar infusion cerebro-corazén (Bioxon)
4.6 g de agar nutritivo (Sigma)

2 g de dextrosa (DB Becton Dickson)

45 ml de solucion NaCl 0.9% (JT Baker)

1.7 ml de penicilina-estreptomicina (Gibco)

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos.

Tincidén de Wright-Giemsa
Para preparar 100 mL colorante de Wright, pH 6.8-7.2:
0.3 g colorante de Wright (Sigma)

97.0 ml metanol (JT Baker)
3.0 ml glicerol (JT Baker)

Guardar en frasco oscuro
Solucion amortiguadora tampon para 1 litro de agua destilada:

3.76 g de hidrofosfato disodico (Na2HPO4* 2H20) (JT Baker)
2.10 g de fosfato de potasio dihidrogenado (KH2PO4) (JT Baker)

Para preparar 100 ml Colorante de Giemsa:
1 g de colorante de Giemsa (Sigma)

66 mL de metanol (JT Baker)

66 mL de glicerol. (JT Baker)

Madurar a temperatura ambiente de 14 dias en frasco color &mbar

Soluciones para determinacién de NO (Reaccién de Greiss)
Para 250 ml:

Solucién A:
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65 mg de Naftiletilendiamina dihidroclorhidrica 0.1% (NED* 2HCI) (JT Baker)
Solucion B:

430 mg Sulfanilamida 1% (C¢HsSO2N,) en Acido fosforico 5% (HsPOj4) (JT Baker)
Guardar a 4°C y protegidas de la luz.

Mezclar 30 minutos antes de realizar la reaccion colorimétrica.

Colocar 100 pl de 6xido nitrico de concentracion inicial 0.01M para hacer una curva
estandar por duplicado como control y referencia, en cada pozo de la placa con
diluciones seriadas 1:2 dejando el ultimo pozo como blanco (22 pozos y 2 blancos).
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Alma mater

Hace mas de cuatrocientos cincuenta afios nacioé una bella dama, de edad longeva, pero
de espiritu joven y progresista, que ha acompafiado a su pueblo durante su historia,
fungiendo como la conciencia y la razén de esta bella nacion.

Siendo de antepasados espafioles esta gran dama naci6 en México y se siente muy
orgullosa de su origen, dondequiera que se manifieste representa a su pais con orgullo,
usando su flamante vestidura de color azul con ribetes dorados que brillan con el sol y

en su pecho muestra el escudo que la identifica como universitaria.

Se dice que su espiritu esta forjado por la raza que la vio nacer, conteniendo en su
corazon la mezcla de dos culturas que al fusionarse le dieron lo mejor de ambos
mundos. En su seno se han acufiado grandes personajes que ahora son parte importante
de la sociedad.

Su capacidad cultural y humana le dio total autonomia permitiéndole desarrollarse en
todos los aspectos universales, inclusive sirviendo como formadora y protectora del
conocimiento, funge como guardiana de la cultura de su pueblo.

Mujer multidisciplinaria patrimonio de la humanidad tu belleza es una perfecta
combinacion de la cultura europea y americana, eres honrada por la sangre mestiza que
corre por tus campus. jOh! gran mujer sabia y culta que con honor ostentas tu linaje,
sigue tu camino, aunque es arduo, tu sabras recorrerlo para alcanzar la cima.

Porque has logrado trascender de forma extraordinaria por tu excelencia en todo aquello
que te propones hacer, te apreciamos por todos los premios que has ganado tanto
nacionales como internacionales.

Eres la perfecta promotora de la ciencia y la tecnologia has logrado innovar en todos los
aspectos mas vanguardistas de estas disciplinas, tu voz en castellano se ha escuchado en
muchos lugares; aunque dominas muchos idiomas y dialectos e inclusive aquellos que
se creian olvidados tu los retomas y los haces tuyos para ensefiarselos a tus hijos y
mantenerlos vivos.

A pesar de ser una mujer de edad avanzada sigues ejercitdndote dia con dia practicando
gran variedad de disciplinas deportivas, participando en distintas justas en las cuales has

ganado innumerables trofeos y medallas junto con tus hijos que te representan; han
aprendido de ti el deportivismo y la tenacidad para enfrentarse a sus oponentes.

Gracias UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO porque td eres mi
madre intelectual y nunca te olvidare.

Marco Rodrigo Velazquez Gdmez

76



