MEDUNARB

oy

Articulos

Originales

Reactividad cruzada entre
Trypanosoma rangeli y Trypanosoma
cruzi, y su posible papel protector en
una infeccion chagdasica en ratones

Maria Eugenia
Cardenas Angelone*
Cornelis J. Marinkelle**

Extracelularmente se cbserva laimagen de un tripomastigote. En el recuadro
superior se encuentra el Rhodnius prolixus, vector del Trypanosoma Cruzi. (To-
mado de ia revista Bienestar, Organizacion Sanitas Intemacional, Mayo-Junio de 1997)

* Bacteridloga M.Sc.

**Md. Ph D.

Centro de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Tropical. Departa-
mento de Ciencias Biolégicas, Univarsidad de Los Andes, Santafé de Bogota, D.
C. Colembia, 1996.

Comrespandencia Dra. M. E. Cardenas:

Universidad Autdnoma de Bucaramanga

Facultad de Medicina. A.A: 1642

Vol. 1 Numero 1-Marzo de 1988

Resumen

obre la base de la gran similaridad antigénica en-

tre T. rangeli y T. cruzi, que ha sido reporiada por

diversos invesligadores, el presente estudio

muestra un fenomeno de proteccion en rato-
nes de experimentacion OF-1 frente a una infeccion
chagdsica, con previa inmunizacion de los animales
con dos estadios de desarrollo de T. rangeli
(tripomastigotes metaciclicos y/o epimastigotes ), por di-
ferentes rulas corporales. El seguimiento de los ani-
males se realiz6 mediante rala de mortalidad, obser-
vacién de comportamiento y aspecto fisico, curva de
parasitemia, ltitulacion de anticuerpos IgG por medio
de inmunoflucrescencia Indirecta y deteccion de frac-
ciones antigénicas relevantes reconocidas por medio
de Inmunoblot. Los resultados comparativos arrojados
por el estudio, permiten observar que: hubo una mejor
proteccion frente a la enfermedad, en aquellos anima-
les inmunizados solo con epimastigotes de T. rangeli,
utilizando rutas corporales combinadas de inoculacion;
que la inmunizacion con metatripomastigotes de T.rangeli
parece aumeniar el curso de la infeccion con T. cruzi; y
gue existen por lo menos tres polipéptidos de importancia
gue ademds de ser responsables de la reactividad cru-
zada entre las dos especies, tambien pueden tener algun
papel en el fenémeno de proteccion.
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INTRODUCCION

En varios palses de América Latina se han reportado in-
fecciones conjuntas entre T. cruziy T. rangeli, donde el
primero causa la enfermedad de Chagas, y el segundo
no es patégenc para el hombre. La enfermedad es pre-
dominantemente rural con repercusién urbana, afecta al
menos a 20 millones de personas en Latinoamérica y ha
tomado auge la transmision via transfusiones sanguineas.
La infeccion ocurre mediante penetracion de
tripomastigotes infectivos presentes en las heces del
vector a través de abrasiones en la piel 9 mucosas. Las
fases de incubacién, aguda y de latencia suelen pasar
desapercibidas, y la fase cronica se manifiesta generan-
do con frecuencia incapacidad laboral al paciente debido
a la cardiopatia chagasica. Ha sido sugerido que algunas
caracteristicas de la enfermedad pueden poseer un ele-
mento inmunopatologico debido a presencia de
autoanticuerpos contra el miocardio.

Aprovechando la similitud antigénica reportada entre las
dos especies de tripanosomas?? (hasta de un 60%) que
muestra reactividad cruzada, y dado que comparten zo-
nas de distribuciéon geografica, asi como reservorios y
vectores, se pretende conseguir una posible inmuniza-
cidn con el inocuo para vertebrados T. rangeli, sin que
ésta acarree problemas secundarios de autcinmunidad.

MATERIALES Y METODOS
CULTIVOS DE TRIFANOSOMAS

*Epimastigotes de T. rangeli cepa P-19y T. cruzi cepa
Catatumbo fueron obtenidos masivamente en medioc RE-
I modificado?, cosechados en fase exponencial. Estos
fueron utilizados para preparar antigeno formalizade para
Inmunofluorescencia Indirecta {IFI), para inmunizacion de
los ratones seglin esquema (Tabla 1) y para obtener ex-
tracto proteico para la realizacion del Western-blot, previa
cuantificacién de proteinas totales por el método de Lowry”.

*Los tripomastigotes de T. rangeli, se obtuvieron de glan-
dula salival de Rhodnius prolixus mediante infeccién
intrafemoral de ninfas de 5¢. estadic?, y se utilizaron para
la inmunizacién de los ratones seglin esquema, y para
obtener extracto proteico para realizar Western-blot.

*Los tripomastigotes de T. eruzf fueron mantenidos me-
diante inoculaciones intraperitcneales quincenales de
ratones CFW de 40 dias de edad, vy se utilizaron para retar
los ratones del experimento, previamente inmunizados
con T. rangeli,

INDUCCION DE INMUNIDAD E INFECCION CONT. cruzi,

*Grupos de ratones hembras OF-1, de 23 dias de edad,
fueron inmunizados por diferentes rutas corporales, con
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metatripomastigotes y/o epimastigotes de T. rangeli (10°
formas totales en un volumen maximo de 0,1 ml de PBS),
de acuerdo a la Tabla 1. Por la ruta subcuténea, se
inmunizarcn con y sin adyuvante de Freund. En el primer
estimulo con adyuvante completo y en los siguientes al-
ternando la utilizacién del adyuvante incompleto. Los es-
timulos se realizaron durante seis ocasiones con interva-
los de ocho dias. Ocho dias después del ditimo estimulo,
fueron retados intraperitonealmente los ratones con 105
tripomastigotes sanguineos de T. cruzi, y éste fue consi-
derado el dia cero.

SEGUIMIENTO DE LOS RATONES Y SU RESPUESTA
INMUNE

A partir del dia 52 post-reto, se les inicid a los ratones una
curva de parasitemia de T. cruzi/ml sangre vs. tiempo de
infeccién, mediante recuento de tripomastigotes en ca-
mara de Neubauer, Al mismo tiempo se anotaren datos
relacicnados con presencia de enfermedad, comporta-
miento y crecimiento, asi como tiempo de sobrevivencia
(para tasa de mortalidad = TM). Se extrajo suero a los
ratones, para la realizacidon de IFl e Inmunoblot en el
periodo pre-reio y en los dias 14, 31, 48 y 72 post-reto.
Para la técnica de inmunoblot, se enfrentaron mezclas de
sueros de los ratones de los diferentes grupos de inocula-
ciéon (ver Tabla 1), extraidos tanto en el periodo pre-reto
{(mezcla 1), como en el periodo post-reto (mezcla Il), con
membranas de nitrocelulosa, que contenian 5 carriles con
las siguientes proteinas: carril 1: antigeno de glandula
salival de R. prolixus Iinfectada con metatripomastigotes
de T. rangeli; carril 2. glandula salival sana come control;
carril 3: antigeno de epimastigotes de T. rangeli; carril 4:
medio RE-I como control; y carril 5: antigeno de
epimastigotes de T. eruzi. En términos generales fueron
utilizados como criterios de proteccion, tiempo de
sobrevivencia y curva de parasitemia.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos de supervivencia y curva de parasitemia, fue-
ron sometidos a la prueba t de Student, considerandolos
estadisticamente significantes a un nivel de P< 0,05. Los
calculos estadisticos se aplicaron para la comparacién
de hipétesis nulas y altemnas planteadas entre los dife-
rentes grupos de inoculacién, por ejemplo:

“La TM de los ratones inmunizados con epimastigotes
de T. rangeii es igual (hipotesis nula) 6 es menor (hipdte-
sis alterna) que la TM de los ratones no inumunizados”.

“La parasitemia de los ratones inmunizados con
epimastigotes de T. rangeli es igual {hipétesis nula) ¢ es
menor (hipdtesis alterna) que la parasitemia de los rato-
nes no inmunizados”
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Tabla 1. Resumen de la clasificacion de los ratones utilizados en el estudio.

Se observa la claslficacion de los ratones empleados en el experimento, de acuerdo a la ruta y el antigeno empleado en la
inmunizacién. Igualmente se observa la manera come fueron mezclados los sueros para la realizacién del inmunoblot: la
seccion | corresponde al perfodo pre-reto y la seccion |l al periodo post-reto con el patégeno. ID=intradérmica; SC=subcutinea;
IP=intra-peritoneal.

RATONES No. GRUPOS ANTIGENO RECIBIDO ENLA RUTA DE INOCULACION MEZCLA DE SUEROS
DEINOCULACION INMUNIZACION (De T. rangeli} PARAINMUNIZAR PARABLOT
1-4 1 Epimastigotes Intradérmica A-ly A-ll
5-8 2 Epimastigotes Intraperitoneal A-ly A-ll
9-13 3 Epimastigotes Subcutanea con adyuvante A-ly A-ll
15-18 4 Epimastigotes mas Tripomastigotes Intradérmica B-ly B-ll
19-22 5 Epimastigotes méas Tripomastigotes Intraperitoneal B-ly B-ll
23-27 6 Epimastigotes mas Tripomastigotes Subcutanea con adyuvante B-lyB-ll
14 7 Epimastigotes Subcutanea sin adyuvante C-lyC-ll
28 7 Epimastigotes méas Tripomastigotes Subcutanea sin adyuvante C-ly C-ll
29-32y37 8 No fueron inmunizados, solo retados o D-ly D-ll
con_L cru. cepa Catatumbo como control
33-34 9 Epimastigotes Combinadas (ID-SC-IP) E-lyE-ll
35-36 10 Epimastigotes mas Tripomastigotes Combinadas {ID-SC-IP) F-1y F-ll
38 1 Epimastigotes (control No retado) Combinadas G-ly G-l
39 1 Epimastigctes mas Tripomastigotes Combinadas H-1y H-lI
(Control no retado)
40 CONTROL

De acuerdo con los valores calculados y teéricos del va-
lor de Z, se infirid en la curva normal, y se eligié la hipote-
sis aceptable, que para ambos casos arriba manciona-
dos fue la hipotesis alterna.

RESULTADOS
COMPORTAMIENTQ Y SUPERVIVENCIA

En todos los ensayos llevados a cabo, la supervivencia y
estado fisico de los ratones, puntualizados hasta el dia
130 post-infeccidn, fue mayor y mejor respectivamente,
en términos generales para los ratones inmunizados con
epimastigotes de T. rangeli solamente (Fig. 1 y Tabla 2).
Los grupos que tuvieren mejor sobravida fueron el No. 1y
el No. 9, quienes ademas de tener 0% de TM tuvieron el
mejor estado fisico aparente de buena salud. Seguidos
por el grupo No. 8, que recibid en la inmunizacién tam-
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bién metatripomastigotes de T. rangeli , quienes mostra-
ron también 0% de TM, pero con mal estado fisico de
salud; caracterizado por mala nutricion y "pelo erizado™.

PARASITEMIAS

En términos generales, todos los ratones del experimen-
to, que fueron retados con T. cruzi, desarrcllaron
parasitemia durante la fase aguda de la infeccion.
Sinembargo los inmunizados previaments, retardaron el
inicic de dicha parasitemia unos difas en comparacion
con losg controles, y por otro lado, dichas parasitemias
fueron mas bajas {reduccién hasta de 2 log. para el grupo
No. 8). Fig. 2. A su vez, entre |os ratones inmunizados
con epimastigotes solamente, y ademas con
tripomastigotes, los primeros desarrollaron niveles mas
bajos de parasitemia. Hacia el dfa 21, que fue el pico
maximo alcanzado por los controles no inmunizados, se
observa una parasitemia mucho mas baja en los ratones
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Tabla 2. Aspecto Fisico y fecha de muerte de los ratones de experimentacion.

ASPECTO FISICO ¥ FECHA DE MUERTE DE LOS
RATONES DE EXPERIMENTACION.
No. DEL Dias Post-Infeccldn con 7. cruzi cepa Catatumbeo.
RATON
DIA 156. DIA $00. DIA 450, DIA 130¢. DIADE MUERTE
1 N N N
2 N N N N
3 N N N N
4 N N N N
5 N N N N
] N N N N
7 N Felo Erizado Mal nutr.-Paraliz. ‘45
8 N N N
9 N N N 1138
10 N N N N
11 N N N N
12 N N N N
13 N N N N
14 Pelo Erizado Pelo Erizado Mal nutr.-Parallz, 90
16 Pelo Erizado-Hinchade 23
16 Pelo Eriz.-HInchado. 28
17 Pelo Erizade Hinchado Hinchado 121
18 N Hinchade Hinchade Hinchadao
19 N Distendido Distendido Distendido
20 N 3
21 N N N N
22 N N N N
23 Pele Erizado-Mal nulrid. Peilo Erlz.-Mal nutr. Pelo Eriz.Mal nut. Pelo Eriz.-Mal nut.
24 Pelo Erlzado-Mal nutrid, Pelo Eriz.-Mal nutr, Pelo Eriz.Mal nut, Peglo Eriz.-Mal nut,
26 Pelo Erizado-Mal nutrid. Pelo Eriz.-Mal nutr. Pelo Eriz.Mal nut. Paio Eriz.-Mal nut.
26 Pelo Erizado-Mal nutrid. Pelo Eriz,-Mal nutr. Pelo Eriz.M al nut. Palo Eriz.-Mal nut.
27 Pealo Erizado-Mal nutrid. Pelo Eriz.-Mal nutr. Pelo Erlz.Mal nut. Pelo Eriz.-Mal not.
28 Palo Erizado-Mal nutrid. Palo Eriz.-Mal nutr. Paraliz.-Morib. 124
29 Pelo Erizade-Paralizadoe 26
30 Hinch.-Pealo Eriz.-lerit. -1
31 Pelo Erizado Mat nutr.-Paraliz. 60
32 Peio Erizado-Paralizado 29
a3 N N N N
a4 N N N N
as N Hinchado Hinchado Hinchado
36 N Pelo Erlz.-Hinch. 46
37 N Pelo Erizado 129
a8 N N N N
39 N N N N
40 CONTROL SAND CONTROL §ANQ CONTROL SAND CONTROL SANDQ
OBSERVACIONES:
N = Normal (Com paratlvemente con el Ratdn No, 40 que es el control Sano
Mal nutrido=Mal nutr.= Grado severo de desnutricidén con axceso en la pérdida de peso
Paralizado - Parallz. = No responde a eslimulos
Hinchade - Hingh. = Dislendido = Aumento en el tamafo¢ del abdomen
Irritable - Irrit. = Sensible a la palpacién corporal
Pelo Erizado - Pelo Eriz. = Escasa ¢ Moderada pardida de pelo, con pérdida de su simetrla
Meribundo - Moerib. = Estado terminal del animal
*La Fecha de muerte estd dada en el dla post-infeccién con T. cruzi en que muere el animal
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inmunizados con epimastigotes solamente {grupos de
inoculacion No. 1, 2, 3 y 9) que fueron les que coincidie-
ron en todos los demas aspectos analizados, con tener el
mejor curso de la infeccion. Las parasitemias de los ani-
males gue sobrevivieron a la fase aguda de la infeccion
disminuyd hacia el dia 38, cuando algunos empezaron a
negativizarse por examinacion microscépica.,

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Fueron considerados positivos los titulos 1:16. Esta técni-
ca permitié evaluar los titulos tanto anti-T. rangeli, como
anti-T. cruzi, desarrollados por ios animales, a medida
que avanzo la infeccién, y por lo mismo, durante el perio-
do pre-reto, permitio observar la reactividad cruzada de-
mostrada entre las dos especies. Los grupos de inocula-
cion No. 1 y 4 (inmunizados intradérmicamente)} no mos-
traron produccién de anticuerpos en este periodo, y los
grupos No.2, 3, fueron los que mostraron reactividad cru-
zada {suero anti-T. rangeli, reconociendo antigeno de T.
cruziformalizado). En el periodo post-reto, los titulos mas
altos de ambos tipos de anticuerpos, fueron alcanzados
por el grupo No. 1. El mayor titulo alcanzado en promedio
para todos los grupos, de ambos tipos de anticuerpos fue
hacia el dia 31, y a partir de entonces empezaron a
disminuir (Tabla 3).

INMUNOBLOT

De acuerdo con el esquema de realizacioén descrito en la
Tabla 1, los resultados arrojados por el ensaye fueron las
siguientes bandas (bd.) de reaccién: Fig. 3.

Tabla 3. Titulos de anticuerpos por IFl

MEDUNARB
Periodo Pre-reto:
CARRIL 1:
10-13 bd. entre 19-128 kDa comunes al carril 2, excepto
por:

*45 kDa (solo en carril 1, reconocida por la mezcla C-I).
*35, 163 y 186 kDa (s6lo en carril 2 por C-1).

*31 y 54 kDa {sdlo en carril 2 por F-I), y

*25 kDa (sdélo en carril 2 por B-l}.

CARRIL 3:

A-l, B-1, C-l, G-l y H-I reconocieron las siguientes bd.:

25, 37, 46, 51, 61, 71 y 77 kDa (prominencia de tres Ulti-
mas)

F-1, ademas de las anteriores: 100, 112 y 146 kDa.

CARRIL 5:
A-l: 73 kDa (tenue).
(reac. cruzada) C-l, E- y G-I: 26, 40 y 73 kDa (tenues).

Periodo Post-reto:
CARRIL 1y 2: Variacidn solamente cuantitativa en
comparacion con pre-reto.

CARRIL 3:

G-Il reconocit 3 bd. de alto PM: 128, 135 y 150 kDa.
D-ll {reac. cruzada sentido contrario): 20, 60 y 76 kDa.
Tenues.

CARRIL 5:
8 bd. de reaccion entre 22-80 kDa.

Muestra titulos de Ac tanto contra antigeno de T. rangeli, como contra T. cruzi, antes del reto y a medida que avanza el
tiempo luego del reto. Se muestran los titulos de los grupos que tuvieron mejor comportamiento (No. 1, 2, 3 y 9) y del

grupo control no inmunizado (No. 8) -: Negativo.

Grupo de Tipo Pre-reto 1 4D 31D 48D 72D
inoculacién Ag.
Ag. Tr 1/64 1/64 1/512 1/128 1/16
1 Ag. Te — 116 1/512 11128 1/ 32
Ag. Tr 1/32 1/128 1/256 11/128 1/8
2 Ag. Tc 116 1/32 1/64 1/64 1/32
Ag. Tr 1/128 1/128 1/128 1/64 1/32
3 Ag. Te 116 1/32 1/64 1/32 1116
Ag. Tr — 1/4 116 1/32 —
8 Ag. Tc — 116 1/128 1/256 1/128
Ag. Tr 1/128 1/32 11/128 1/64 1/4
9 Ag. Tc — 1/16 1/32 1/128 1/64
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Figura 1. Rata de muerte acumulada de los ratones de experimentacion. Ver el texto. Los grupos No. 1, 6,9 y 11
tuvieron 0% de mortalidad. Los grupos No. 2 y 5 mostraron la misma mortalidad durante el estudio
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Figura 2. Curvas promedio de los diferentes grupos de inoculacion. Muestra las parasitemias entre los diferentes
grupos de inoculacion ya expuestos, en forma comparativa, se chserva que la mayor parasitemia definitivamente
ocurrid entre los no inmunizados, siendo la excepcion el grupo nimero cuatro. Todas las curvas promedio siguieron
un esquema parecido con inicios, subidas y declives hacia los mismos dias en términos generales. El grupo con
minimo nivel de parasitemias fue el grupo nueve,
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DISCUSION

Estudios comparativos entre el patégenc T. cruzi y ei no
patégeno T. rangeli, han revelado similaridades a nivel
antigénico, bioquimico y genético®. La reaccion cruzada
entre los dos parasitos, detectada por IFI, esta de acuerdo
con los reportes publicados de gue las dos especies com-
parten hasta un 50% de sus epitopes inmunogénicos®.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo estan de
acuerdo son los anteriores hallazgos, ya que a partir de
epimastigotes, mas que de metatripomastigotes de T.
rangeli, fue posible inducir en ratones de experimenta-
¢ién una cierta respuesta inmune humoral, detectable con
antigenos de T. cruzi, para producir una resistencia par-
cial a la infeccion con la cepa Catatumbo de T. cruzi, me-
dida tanto por nivel de parasitemia, como por rata de muer-
te.

A pesar de que todos los animales desarrollaron
parasitemia, l0s inmunizados con epimastigotes de T
rangeli, solaments, por cualquier via corporal, y mas atin
cuando se utilizaron rutas corporales combinadas, fueron
los que mostraron niveles mas bajos de parasitemia y
también tasas de mortalidad mas bajas. Asi mismo, fue-
ron ellos quienes en el periodo pre-reto demostraron aun-
que baja, una cierta reactividad cruzada con antigenos
de superficie de T. cruzi, detectada mediante |a técnica
de IFI, la cual se constituyd en un 38%, lo que esta de
acuerdo con estudios previos®. De la misma manera, pue-
de decirse que este esguema de inoculacion es buen
método para la obtencidn de buencs titulos de sueros
control positivo anti-T. rangeli.

Otro hecho observado en el presente estudio, es que los
metatripomastigotes de T. rangeli, inoculados previamente
al reto con T. cruzi, no solo fueron mucho menos
inmunogénicos que los epimastigotes, como ha sido re-
portado® , sino que al parecer empeoraron el curso de la
infeccion en los ratones empleados, considerando el he-

Antigeno Antigeno My
T rangeli N KDa

, 7

-
-1

—_—=1
i i =
Figura 3. Inmunoblot con sueroextraido en el periodo pre-reto de los ratones

No. 33 y 34 (inmunizados con epimastigotes de T rangeli, utilizando rutas
corporales combinadas para lainoculacion)
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cho curioso de que en la naturaleza las formas infectantes
del T. rangeli, son precisamente los tripomastigotes
metaciclicos provenientes de glandula salival del vector.
Lo que haria pensar en la posibilidad de realizar estudios
epidemioclégicos encaminados a la comparacién en la
severidad de cuadros clinicos enire poblaciones huma-
nas afectadas por infecciones lnicas con T. eruzi, o afec-
tadas por infecciones mixtas con T. rangeli.

De acuerdo con los resultados del presente estudio, se
observa que la inmunizacidn con T rangeli, utilizando
adyuvante de Freund por via subcutanea no mostré varia-
cidn en cuanto a parasitemia, ni tasa de mortalidad, ni
titulos de anticuerpos, comparandoles con los animales
inmunizados por la misma ruta sin utilizar el adyuvante,
similar a un reporte previo'.

Se pudo observar con los presentes resultados que la
teoria de algunos autores, sobre la necesidad de que
ambos tipos de respuesta, tanto humoral como celular
sean indispensables para la defensa del huésped, es
bastante valedera, pues justamente en |os ratones
inmunizados por rutas corporales combinadas demostra-
ron la mejor resistencia a la enfermedad.

Los animales inmunizados so6lo con epimastigotes de T.
rangeli, lograron scbrevivir a la fase aguda de la enfer-
medad, desarrollando un aparente estado de equilibrio
entre el huésped y el parasito, posiblemente gracias a la
presencia de anticuerpos protectores. Sisetiene encuenta
el hecho de que el nivel de parasitemia en la fase aguda,
no esta directamente relacionado con la gravedad de la
enfermedad, podria considerarse la posibilidad de estu-
dios posteriores que no necesariamente estén encami-
nados a bloquear la infeccion inicial, pero si a prevenir las
manifestaciones clinicas posteriores de la enfermedad.

La reactividad cruzada entre las dos especies de
tripanosomas, también fue detectada mediante analisis
de inmunoblot. Suercs anti-T. rangeli, de los ratones
inmunizados solo con epimastigotes en el periodo pre-
reto, reconocieron con antigenc hetérologe de T. cruzi,
un polipéptido de 71-73 kDa, presente también y de ma-
nera prominente en el carril del antigeno homologo. Si
bien para T. rangefi, no ha sido descrita aun ninguna pro-
teina conocida con dicho peso, para T. cruzi, ha sido
demostrada la existencia de una glicoproteina GP-72, la
cual junto con otros cuatro antigenos de 32, 44, 54 y &1
kDa, ha side reportada por algunos autores?, como los
cinco antigenos mas prominentes compartidos por las dos
especies de tripanosomas, en el estadio de epimastigote.
Iguaimente, los sueros de estos mismos ratones recono-
cieron de manera menos intensa otras dos bandas de Mr
26 y 40 kDa frente al antigeno de T. cruzi, que podrian
también ser epitopes comunes de proteinas de reaccion
cruzada; las cuales, ademas, podrian tener algun papel
relevante en el fenémeno de proteccion frente a la infec-
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cion con T. cruzi, que fue observada, ya que fueron reco-
nocidas solamente por los ratones inmunizados con
epimastigotes, quienes mostraren mayor resistencia a la
enfermedad (Fig. 3) .

En cuante a las bandas reconocidas en los carriles 1y 2
(glandula salival infectada y glandula control sana, res-
pectivamente), es importante anotar que en su mayoria
astuvieron presentes en ambos carriles, y ésto es ldgico,
ya que a pesar de los lavados realizados a los
metatripomastigotes, pudo quedar algan residuo de glan-
dula salival, o incluso el paréasito pudo incorporar sustan-
cias del medio, de tal modo que al ser inoculados al ratén,
despertaran algun tipo de respuesta inmune. La baja
antigenicidad de los tripomastigotes de T. rangell, ya ha
sido previamente reportada®, y también el hecho que nue-
vamente se observd en este estudio, de que los epitopes
antigénicos del parasito parecen estar restringidos al
estadio de epimastigote. Solamente hubo una banda de
Mr 45 kDa, presente solo en el carril de glandula infecta-
da y no en el carril control, que podria adjudicarse al
estadio de tripomastigote, pero que adn no ha sido estu-
diada. Por el contrarto las otras seis bandas presentes en
el carril control y no en el carril 1, puedan ser un hecho
que se deba a una pérdida de expresion normal de pro-
teinas, debido a la infeccion parasitaria, pues como es
sabido, el T. rangeli, a diferencia del T. cruzi, es patogeno
para el vector, y precisamente uno de los érganos que
més e afecta son las glandulas salivales.

Finalmente la reaccion cruzada en sentido contrario, es
decir suero anti-T. cruzi, reconociendo antigeno de T.
rangeli, se detecté en ¢l periodo post-reto con el suero de
los ratones control no inrnunizados; los cuales reconocie-
ron tres bandas tenues de Mr aprox. de 20, 60 y 74 kDa,
con prominencia de la Gltima (posiblemente la misma de
73 kDa mencionada antes).

Con todo lo anterior en mente se abre la posibilidad de
buscar nuevos enfoques a la prevencion de la enferme-
dad de Chagas, sin la utilizacién de antigencs propios de
T. cruzi, evitando correr el riesgo de despertar una
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patogénesis autoinmune, tecria que ha sido postulada
por muchos autores.

SUMMARY

Based on the great antigenic similarity between T, rangeli and T.
cruzi , that has been reported by severa! researchers, the present
study shows a phenomenon of protection in lab mice - OF 1
against a chagas disease infection with previous immunization ot
the animals by means of the different developmental stages of T.
rangeli {metacyclical tripomastigotes and/or epimastigote ) in
several routs of entry. The follow-up of the animals was carried
out through mortality rate, observation of changes of bshavior
and physical appereance, parasitemic curve, antibody title of
IgG by indirect immunofluorescence, and detection of antigenic
relevant fractions recognized by the immunoblot.

The comparative results of the study show that: there was a
batter protection against the disease in those animals immunized
only with epimastigotes of T. rangeli using combined corperal
routes of inoculation, also; that immunization with
metatripomastigotes of T. rangeli seems to increase the infaction
course with T. cruzi; and that, at least three polypeptides of
importance exist that, besides being responsible of the crossed
reactivity between the two species, they can also have a role in
the protection phenomenon.
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