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Resumen

La especie Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas, esta compuesta
por diversas subpoblaciones que exhiben un alto grado de polimorfismo cuando son analizadas
por métodos bioquimicos y moleculares, presentando distintas caracteristicas bioldgicas y
comportamiento frente a la accion de farmacos. Estas subpoblaciones, han sido agrupadas en
seis unidades discretas de tipificacion (UDT) o linajes denominados Tcl - VI. La variabilidad
geneética del parasito en un mismo huésped podria presentar un tropismo diferencial a los
distintos érganos del mismo. En el presente trabajo se determinaron los linajes presentes en tres
aislamientos de T. cruzi (dos obtenidos de individuos con infeccién con T. cruzi congénito,
Casibla y Lucky; y uno a partir de un Triatoma infestans de Santiago del Estero, SGO-Z12).
Como asi también se evaluo, el efecto de la combinacion de farmacos (benznidazol [Bz] y
clomipramina [Clo]) in vitro e in vivo sobre los linajes de T.cruzi pertenecientes a los 3
aislamientos. Se realizaron diferentes métodos de tipificacion previamente descriptos, utilizando
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), PCR en tiempo real y enzimas de restriccion. Para
determinar el efecto combinado de las drogas in vitro se incubaron tripomastigotes de T. cruzi
pertenecientes a los 3 aislamientos, administrando las drogas en forma individual y asociadas.
Para el estudio in vivo se infectaron 108 ratones separados en tres grupos con cada aislamiento
y se los dividio en distintos esquemas de tratamiento que incluyeron la combinacién de Bz+Clo.
La eficacia de la farmacoterapia se evalud a través de la sobrevida de los ratones hasta los 35
dias post infeccion, cuantificacion de parasitos en sangre y tipificacion de los linajes presentes
en sangre, musculo cardiaco y esquelético. Se determind que los tres aislamientos naturales de
T. cruzi estan compuestos por una mezcla de linajes Tcll y TcVI. La distribucion de los linajes
en los tejidos infectados no fue homogénea, encontrandose variaciones entre los animales
analizados. La combinacién de Bz+Clo in vitro, presentd un efecto sinérgico sobre los tres
aislamientos de T. cruzi. El tratamiento in vivo con Bz+Clo disminuy0 la carga parasitaria en
relacion al grupo infectado no tratado (p<0,05), presentando menos efectos adversos
(alteraciones histoldgicas en higado y rifién) que aquellos tratados con Bz. Con respecto al efecto
del tratamiento sobre la distribucion de los linajes de T. cruzi, se observo diferente sensibilidad
de los mismos, ya que algunos no fueron detectados. En base a los resultados obtenidos, se
reafirma la complejidad en el abordaje del tratamiento de la enfermedad de Chagas. Nuestros
resultados demuestran que para valorar la efectividad de la terapéutica se deberia tener en cuenta
la variabilidad que posee el T. cruzi y sus diferentes susceptibilidades frente al tratamiento. Por
otro lado, la combinacion de farmacos con diferentes mecanismos de accién y accion sinérgica,
podria provocar menos efectos adversos en el huésped al disminuir las dosis y a su vez aumentar

su efectividad.



Abstract

Chagas disease is an infection caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi. T.
cruzi strains are formed by complex multiclonal populations that differ in their genetic and
biological characteristics (virulence, growth rate, pathogenicity, tissue tropism, and sensitivity
to antitrypanocidal drugs, among others) and in their behavior in the vertebrate host. Based on
different molecular markers, T. cruzi is currently grouped into six genetic lineages or Discrete
Typing Units (DTUs): Tcl to TcVI. Natural infections are usually constituted by multiple clones
with differential tropism to host tissues, which can vary throughout the infection. In the present
study we determined the genetic lineages present in three T. cruzi natural isolates (two obtained
from congenitally infected patients, Casibla y Lucky, and one from a Triatoma infestans from
Santiago del Estero, Argentina, SGO-Z12) and their distribution in blood, cardiac and skeletal
muscles from infected mice. Furthermore, we evaluated the effect of a drug combination
(benznidazol [Bz] and clomipramine [Clo]) in vitro and in vivo upon parasitic load and tissue
distribution. Molecular characterization of DTUs was performed using polymerase chain
reaction (PCR), real-time PCR and restriction enzymes. To determine the in vitro combined
effect of drugs, trypomastigotes of T. cruzi from the three isolates were incubated with the drugs
individually or associated. For the in vivo study, 108 mice were divided into three groups infected
with each isolate and assigned to the different treatment schedules, which included the
combination of Bz+Clo. The effectiveness of chemotherapy was evaluated through survival by
day 35 post infection, parasitic load and determination of the DTUs present in blood and cardiac
and skeletal muscles. We determined that the natural isolates used in the present work consisted
of a mixture of lineages: Tcll and TcVI. The distribution of isolates in infected tissues was not
homogeneous, with variations between the animals under study. The combination of Bz+Clo in
vitro, showed a synergistic effect upon the three isolates of T. cruzi. In vivo treatment with
Bz+Clo decreased the parasitic load in relation to the infected untreated group (p<0.05); these
animals showed fewer adverse effects (histological alterations in liver and kidney) than those
treated with Bz. Regarding the effect of the treatment upon the distribution of the different T.
cruzi lineages, different sensitivity was observed, as some lineages were not detected after the
treatments while others remained. Based on the results, complexity is reaffirmed in the approach
to Chagas disease treatment. To assess therapy effectiveness, T. cruzi variability and the different
susceptibilities to treatment should be taken into account. Given this, the combination of drugs
with different mechanisms of action may increase their effectiveness and, in turn, cause less

adverse effects in the host, since they are used at lower doses.
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1. Introduccién

La enfermedad de Chagas, también llamada tripanosomiasis americana, s una
enfermedad potencialmente mortal causada por el parasito protozoo Trypanosoma cruzi.
Se encuentra en zonas endémicas de 21 paises de América Latina, donde se transmite a
los seres humanos principalmente por las heces de insectos triatomineos. Se calcula que
en el mundo hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas, la mayoria de ellas en
Ameérica Latina, donde la enfermedad de Chagas. La enfermedad lleva el nombre de
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, médico brasilefio que la descubrié en 1909 (OMS,
2016).

1.1 Agente etioldgico: Trypanosoma cruzi

Clasificacion taxonomica (Gallego Berenguer, 1998)

Phylum Sarcomastigophora

Subphylum Mastigophora

Clase Zoomastigophorea

Orden Kinetoplastida

Suborden Trypanosomatina

Familia Tripanosomatidae

Género Trypanosoma

Subgénero Schyzotrypanum

Especie Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909).

Los Kinetoplastida son organismos con 1 o 2 flagelos que se originan de una abertura
conocida como bolsa flagelar. Normalmente contienen una estructura prominente y
paraflagelar conocida como kinetoplasto, que corresponde a una condensacion de ADN
localizado en el interior de una Unica mitocondria que esta ramificada por todo el cuerpo del
parasito. Este orden incluye a los patdgenos: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei y
Leishmania.

Dentro de la familia Trypanosomatidae, el género Trypanosoma se caracteriza por

utilizar dos huéspedes, uno vertebrado y otro invertebrado, para completar su ciclo de vida;
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es uno de los géneros mas importantes de la familia por incluir una serie de especies que
ocasionan enfermedades en humanos, como T. cruzi, agente causal de la enfermedad de
Chagas y T. brucei gambiensi y T. brucei rhodesiense, causantes de la enfermedad del suefio
(Gallego Berenguer, 1998).

El género Trypanosoma presenta particularidades tales como: organelas
caracteristicas (glicosomas, acidocalcisomas y reservosomas), genomas: nuclear y
mitocondrial formado por maxicirculos y minicirculos. Sus genes salvo excepciones, no
presentan intrones, no realizan cis-splicing, sino trans-splicing, no presentan promotores
tipicos, la transcripcion es policistronica y no tienen sefiales de poliadenilacion universales;
ademas son todos parasitos y presentan diferentes estadios de desarrollo durante su ciclo de
vida (Kramer, 2012).

Estadios morfoldgicos
El T. cruzi es un parasito unicelular que alterna su vida entre dos hospedadores

multicelulares, uno invertebrado y otro vertebrado. En funcién de la forma general de las

células (piriforme, alargada o esférica), la posicion relativa entre el ndcleo y el kinetoplasto

(anterior, lateral o posterior), la manera de salida del flagelo (central o lateral). Se definen 3

estadios para los tripanosomatidos (Figura 1) (Guzméan-Marin y col., 1999; Teixeira y col.,

2011):

» Epimastigote: el kinetoplasto se encuentra localizado en la parte media del organismo
justo por delante del ndcleo. El flagelo emerge de la parte media del parésito arrastrando
la membrana citoplasmatica en un corto trayecto, dando la imagen de una membrana
ondulante corta que se libera por el extremo anterior. Este estadio se desarrolla en el
vector y en cultivos axénicos y constituye una de las formas proliferativas del T. cruzi.

» Tripomastigote: forma elongada con el kinetoplasto situado por detras del nucleo; el
flagelo nace en su proximidad y emerge por un costado del cuerpo, se libera por el
extremo anterior creando la imagen de una membrana ondulante de importante extension.
Este estadio est4 presente en la circulacion del mamifero (tripomastigote circulante), en
la ampolla rectal del vector (tripomastigote metaciclico) y en cultivo de células. La forma
tripomastigota carece de capacidad replicativa.

« Amastigote: forma esférica u ovalada que carece de flagelo libre y por lo tanto de
movimiento; estadio de localizacion intracelular y replicativo por division binaria simple

en el mamifero y en cultivo de células de mamifero.
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Flagelo

Flagelo

Nucleo

Kinetoplasto Kinetoplasto

Epimastigote Tripomastigote Amastigote

Figura 1: Principales tipos morfol6gicos de T. cruzi (Teixeiray col., 2011).

Ciclo de vida del T. cruzi

La infeccion es transmitida por triatominos a mas de 100 diferentes especies de
mamiferos salvajes y domésticos. El parasito, bajo la forma de tripomastigote metaciclico
infectante, es depositado por el vector sobre la piel 0 mucosas del ser humano u otros
mamiferos junto con la materia fecal.

El tripomastigote infectante atraviesa la piel por pequefias lesiones cutaneas
penetrando en las células subyacentes. Dentro de ellas pierde el flagelo y adopta la forma de
amastigote. Estos se duplican y dan lugar a tripomastigotes que se liberan a los espacios
intercelulares alcanzando el torrente sanguineo, para luego penetrar en otras células donde
comienzan de nuevo el ciclo (Figura 2).

Los vectores triatominos son hemipteros de la familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, de aproximadamente 6 cm de largo, que se alimentan de sangre durante la
noche. Se infectan al picar a un animal infectado, ingiriendo asi al parasito (en su estadio de
tripomastigote). En la luz del intestino medio del insecto, el parasito adopta la forma de
epimastigote. En la porcion anterior del intestino posterior se adhiere al epitelio y se
multiplica para luego caer a la luz intestinal adoptando la forma de epimastigotes libres; y
alli evolucionan a tripomastigotes metaciclicos infectantes que se localizan en la ampolla
rectal (Atias y Negheme, 1991).
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Figura 2: Ciclo de vida de T. cruzi (tomado y modificado de: Centers for Disease Control and
Prevention [http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html]).

Origen del T. cruzi y clasificacion actual

Evidencias moleculares recientes indican que T. cruzi ha evolucionado de un
tripanosoma encontrado en murciélagos; este supuesto es conocido como la hipotesis de
Dispersion por Murciélagos ("Bat Seeding™ hypothesis; Hamilton y col., 2012). Esta idea es
apoyada por el hecho de que el pariente mas cercano genéticamente a T.cruzi es
T. marinkellei, encontrado en murciélagos de Sudamérica (Cavazzanay col., 2010; Hamilton
y col., 2004; Hamilton y col., 2007). Ambos divergieron hace aproximadamente 6,5 - 8,5
millones de afios atrds (Machado y Ayala, 2001; Lewis y col., 2011) y podrian ser
considerados como subespecies (T. c. cruzi y T. c. marinkellei) (Baker y col., 1978).

Los tripanosomas T. erneyi y T. livingstonei recientemente descriptos, que se
encontraron en murcielagos en Mozambique (Lima y col., 2012; 2013), y T. dionisii,
encontrado en murciélagos del viejo y nuevo mundo, también son parientes cercanos de T.
cruzi. Por otra parte, T. cruzi se ha detectado en murciélagos de América del Sur con un
genotipo especifico, TcBat. Recientemente se ha reportado un caso de un nifio infectado con
TcBat en Colombia y se ha detectado ADN de TcBat en momias en Chile (Marcili y col.,
2009; Guhl y col., 2014; Ramirez y col., 2014). Basandose en estos hechos, es posible
suponer que el ancestro comun de los miembros del clado T. cruzi es un tripanosoma de

murciélago.
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Probablemente los murciélagos infectados con tripanosomas han colonizado
América del Sur hace 7 - 10 millones de afios a través de América del Norte (Stadelmann y
col., 2007). Luego de la colonizacion, varios linajes de tripanosomas de murciélago
infectaron a mamiferos terrestres, proceso probablemente facilitado por invertebrados
vectores que se alimentaban de ambos (murciélagos y mamiferos terrestres) que convivian
en los mismos ecotopos arbdreos. Uno de éstos intercambios dio lugar a T. cruzi en el
Plioceno (Steverding, 2014).

La diversificacion del T. cruzi en los actuales linajes o unidades discretas de
tipificacion (UDTs) Tcl - TcVI y TcBat comenzé recientemente hace 1-3 millones de afios
atrés (Flores-Lo6pez y Machado, 2011).

Existe una postura de consenso respecto a que T. cruzi conforma un patrén
paradigmatico de evolucion clonal con baja tasa de recombinacién génica (Tibayrenc y
Ayala, 2002). EI modelo propuesto no implica la ausencia absoluta de recombinacién
genética, sino una frecuencia muy baja, que no altera significativamente la propagacion
uniparental del parasito. Esto presupone que los clones son estables en el tiempo y espacio,
permitiendo estudiarlos como marcadores epidemiolégicos.

En el afio 2009, una reunion de expertos realizada en Buzios, Brasil, acordd un
consenso para la clasificacion de la cepas de T. cruzi en seis unidades discretas de
tipificacion, teniendo en cuenta los estudios filogenéticos mas recientes (Zingales y col.,
2009, 2012). Estas unidades se definen como un conjunto de cepas que se encuentran
genéticamente mas relacionadas entre si que con cualquier otra cepa, y que son identificadas
por medio de marcadores genéticos, moleculares o inmunol6gicos comunes (Tibayrenc,
1998). Recientemente, un grupo de aislamientos del parasito encontrados en murciélagos,
exhibi6é una combinacion de genotipos distinta a las existentes en las 6 UDTSs. Estos analisis
indicarian que el grupo TcBat nombrado anteriormente, conformaria un grupo evolutivo
distinto y que seria mas cercano genéticamente a Tcl que al resto de las UDTs (Pinto y col.,
2012; Franco y col., 2015).

Se ha planteado la hip6tesis de que la historia evolutiva de T. cruzi estaria relacionada
con la de sus hospedadores vertebrados (Briones y col., 1999). La fauna de mamiferos de
America del Sur en el periodo Cretaceo estaba formada principalmente por marsupiales y
placentarios ancestrales del orden Xenarthra (armadillos, 0sos hormigueros y perezosos).
Algunos miembros de estos dos grandes grupos de mamiferos habrian sido los reservorios
naturales del parasito en ese entonces. Los distintos ecotopos en los cuales se encontraban

estos dos grupos de hospedadores habrian posibilitado la evolucion por propagacion clonal
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de dos grupos de parasitos, que dieron origen a las UDTs ancestrales Tcl y Tcll. Se ha
sugerido que Tcl evolucion6é en asociacion a los mamiferos marsupiales del género
Didelphis (comadrejas); y Tcll, en relacion a los mamiferos terrestres, como los armadillos
(Yeo y col., 2005; Marcili y col., 2009).

La evidencia de recombinacion de T. cruzi en el modelo experimental (Gaunt y col.,
2003) daria soporte a la existencia de los supuestos hibridos y a la herencia uniparental del
genoma mitocondrial. Se han propuesto dos modelos principales que, considerando
diferentes marcadores moleculares, sugieren origenes y evolucion alternativos de las UDTs.
Estos modelos (Figura 3) se conocen como modelo de “Dos eventos de hibridacion”
(Westenberger y col., 2005, 2006) y modelo de “Tres ancestros” (de Freitas y col., 2006).

El modelo de los “Dos eventos de hibridacion” propone la existencia de un antiguo
evento de recombinacidn genética entre Tcl y Tcll que habria dado origen a los actuales
Tclll'y TclV, luego de un extenso periodo de propagacion clonal y pérdida de heterocigosis.
Este modelo propone, ademas, que otro evento de recombinacion genética posterior entre
Tcll y Tclll habria originado a las UDTs TcV y TcVI. En este escenario, solamente Tcl y
Tcll serian considerados como grupos homogéneos y las UDTSs restantes, Tclll, TclV, TcV
y TcVI, corresponderian a grupos hibridos. El modelo alternativo de los “Tres ancestros”
sugiere un origen evolutivo independiente de Tclll y TclV, cuyas secuencias mitocondriales
son similares entre si pero diferentes a las de Tcl y Tcll. También considera dos eventos de
hibridacion, aunque mas recientes, entre Tcll y Tclll, que origind a los dos Unicos grupos
hibridos TcV y TcVI. Los hibridos heterocigotas TcV y TcVI habrian heredado el genoma
mitocondrial de su parental Tclll.

La principal discrepancia entre ambos modelos reside en el origen de TcV y TcVI:
por medio de un unico evento de hibridacion con incorporacion de secuencias nucleares de
Tcl a través de Tclll (Westenberger y col., 2005, 2006) o, por medio de dos eventos de
hibridacidn, excluyendo a Tcl (de Freitas y col., 2006).

Un reciente estudio postuld a TcBat como un linaje monofilético y como una UDT
independiente, no apoyando la hipétesis de TcBat como el antepasado de todas las UDTS, si
no como grupo hermano de Tcl. Aparentemente los murciélagos estarian implicados en la
diversificacion de todas las UDT, debido a evidencias de la presencia de Tcll, Tclll y TclV
en murcielagos (Limay col., 2015).
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A. Dos eventos de hibridacion B. Tres ancestros
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Figura 3. Modelos evolutivos y el origen de las UDTs de T. cruzi. Comparacion de los modelos
“Dos eventos de hibridacion” (A) y “Tres ancestros” (B) en el rol del intercambio genético durante
la evolucion clonal de T. cruzi. Los rectangulos indican las distintas UDTs. La fusién de dos células
y el intercambio genético se indica mediante évalos, con contribucion parental indicada por las
flechas rojas (Zingales y col., 2012).

El avance en las investigaciones posiblemente conduzca a replantear los modelos

evolutivos y el origen de las UDTs.

Distribucion de las UDTs

Tcl constituye la UDT maés abundante y con méas amplia distribucion en el continente
americano y es el genotipo principal en los ciclos silvestres de transmision. Se encuentra
fuertemente asociado al ecotopo arbéreo, siendo sus principales reservorios los marsupiales
del género Didelphis (Yeo y col.,, 2005); es transmitido por numerosas especies de
triatominos silvestres y domésticos. Es el principal agente etiol6gico de la enfermedad de
Chagas en los paises del norte de Sudamérica, América Central y México, aunque también
ha sido hallado en muestras clinicas de pacientes cardiopatas de Argentina (Burgos y col.,
2010).

Tcll, TcV y TcVI presentan una amplia restriccion al ciclo domestico de
transmision. Geograficamente se localizan al sur de la cuenca del Amazonas y constituyen
la principal causa de enfermedad de Chagas en los paises de esa region. Tcll predomina en
la region Este y central de Brasil, y se encuentra implicado en casos de megasindromes
digestivos y cardiopatia (Lages-Silva y col., 2006). Su principal vector es Panstrongylus
megistus (Sturm y Campbell, 2010). TcV es la causa principal de enfermedad de Chagas en

la zona del Gran Chaco, que abarca regiones del norte de Argentina, Paraguay, Bolivia, Chile
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y sur de Brasil, siendo su principal vector Triatoma infestans (del Puerto y col., 2010). De
la misma forma, TcVI también se encuentra asociado al ciclo doméstico y peridoméstico en
el cono sur de América Latina. Se lo ha encontrado asociado a la infeccion de perros y gatos
en el noroeste de Argentina (Cardinal y col., 2008; Enriquez y col., 2012).

Tclll presenta una amplia distribucion geogréfica a lo largo de América del Sur,
desde el oeste de Venezuela hasta el Gran Chaco argentino. Por lo general, no se encuentra
asociado al ciclo doméstico de transmision y a la infeccidn en humanos. Se encuentra
fuertemente asociado al ecotopo terrestre y al hospedador Dasypus novemcinctus, aunque
otros mamiferos terrestres, como armadillos y roedores, actian también como reservorios
(Yeo y col., 2005; Marcili y col., 2009). Asimismo, se lo ha encontrado asociado a la
infeccion en perros en el Gran Chaco argentino (Cardinal y col., 2008, Enriquez y col.,
2012).

TclV es endémico de América del Norte, Amazonia y norte de Sudamérica. Se ha
detectado en mapaches y primates en EE.UU y en un triatomino Rhodnius brethesi de la
region Amazonica, indicando un posible ecotopo arbdreo (Yeo y col., 2005; Roellig y col.,
2008; Marcili y col., 2009). Es relativamente més frecuente que Tclll en la infeccion en
humanos, constituyendo la segunda causa de enfermedad de Chagas en Venezuela, después
de Tcl (Carrasco y col., 2012). Asimismo, ha sido aislado en brotes de transmisién oral en
la Amazonia brasilera y en Colombia (Monteiro y col., 2012; Ramirez y col., 2013). Se han
encontrado evidencias de que TclV podria estar dividido en dos linajes distintos, uno de
América del Sur y otro de América del Norte (Lewis y col., 2009; Marcili y col., 2009).

TcBat se ha encontrado asociado a la infeccién en murciélagos de los géneros Myotis
y Noctilio, en Brasil, Panama y Colombia (Marcili y col., 2009; Pinto y col., 2012) y
recientemente ha sido reportado un caso de un nifio infectado en Colombia (Ramirez y col.,
2014).

En varias zonas geogréficas de América del Sur, la ocurrencia de infecciones
naturales mixtas por diferentes linajes 0 UDTs de T. cruzi han sido ampliamente reportadas
en seres humanos (del Puerto y col., 2010; Burgos y col., 2010; Garciay col., 2014). Estudios
in vitro e in vivo en modelos de infeccion con T. cruzi mostraron una alta variabilidad
bioldgica entre los diferentes genotipos del parésito (Dos Reis y col., 2012; Ragone y col.,
2012, 2015). Sin embargo, aun no se han encontrado asociaciones entre los linajes de T.

cruzi y las manifestaciones clinicas de la enfermedad (del Puerto y col., 2010).
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1.2 Deteccion y tipificacion de T. cruzi mediante métodos de amplificacion

génica

Gran cantidad de meétodos han sido utilizados para caracterizar la estructura
poblacional de T. cruzi con el objetivo de dilucidar la relacion entre los subgrupos de
parésitos y los aspectos eco-epidemioldgicos y clinicos de la infeccion (Macedo y Pena,
1998; Miles y col., 2009). Uno de los métodos més utilizados actualmente para este

propdsito, es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Reaccidn en cadena de la polimerasa
Esta técnica se basa en el principio de amplificacion exponencial de la secuencia de
ADN especifica a la que se dirige la reaccién, lo cual le confiere una elevada sensibilidad y

especificidad analitica (Bartlett y Stirling, 2003). Se detallan diferentes variantes de la PCR:

- PCR convencional. Se utiliza un par de oligonucleodtidos para amplificar una parte
pequefia del genoma blanco. La deteccidn del producto de reaccién se realiza normalmente
en geles de agarosa (Bartlett y Stirling, 2003). Es factible mejorar la sensibilidad y
especificidad analiticas mediante la aplicacion de la PCR anidada, o utilizando el método de
Southern blot seguido de la hibridacion de sondas especificas.

- PCR multiplex. Se utilizan multiples pares de oligonucle6tidos dirigidos a diferentes
blancos moleculares en un Unico ensayo. Se pueden detectar y diferenciar de forma
simultanea varios agentes infecciosos o secuencias gendmicas en un Unico tubo de reaccién
(Markoulatos y col., 2002).

- PCR anidada. Se realizan dos ciclos de amplificacion, con pares de oligonucle6tidos
diferentes. Los productos de la primera tanda de amplificacion se utilizan como molde inicial
para la segunda tanda, utilizando uno (semi-anidada o HN, del inglés “hemi-nested”) o dos
oligonucleotidos diferentes a los utilizados en el primer ciclo. En general, los ensayos de
PCR anidada proporcionan una sensibilidad y especificidad analiticas superiores en
comparacion a las pruebas de PCR convencional (Noyes y col., 1999).

- gPCR o0 PCR en tiempo real (también llamada PCR cuantitativa). Utiliza agentes
intercalantes fluorescentes o sondas, que permiten el seguimiento continuo de la reaccién
durante el proceso de amplificacion. Para ello, se utiliza un termociclador con sensores de

fluorescencia, lo que permite medir la tasa de generacion de uno o mas productos especificos
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(Mackay, 2004). Dicha medicion se realiza luego de cada ciclo de amplificacion, y es por
ello que se le denomina PCR en tiempo real. Bajo condiciones ideales, estos productos se
acumulan de manera exponencial (sus cantidades se duplican en cada ciclo de temperaturas).
El nimero de ciclos de PCR en el que la acumulacion de producto supera un umbral fijo se
denomina “ciclo umbral” (Ct) (Higuchi y col., 1993). En las técnicas de qPCR se pueden
emplear fluorocromos no especificos o sondas moleculares dependientes de la secuencia. En
las técnicas basadas en fluorocromos inespecificos, como el SYBR Green, un agente
intercalante permite detectar la generacion de ADN de doble cadena (Zipper y col., 2004).
Estas técnicas poseen la ventaja de requerir s6lo un par de oligonucleétidos para efectuar la
amplificacion. Sin embargo, solo es posible amplificar y cuantificar un Gnico producto en
cada reaccion. Las técnicas basadas en sondas especificas utilizan al menos un
oligonucle6tido marcado, lo cual incrementa la especificidad del ensayo. Una de las
tecnologias mas ampliamente utilizadas es la de las sondas TagMan®, donde la
amplificacion de productos de PCR se mide mediante un sistema en el cual la sonda que
hibrida especificamente con el producto de PCR, se encuentra marcada con dos
fluorocromos. La emision de fluorescencia se encuentra cuantitativamente asociada a la
cantidad de amplicén producido (Heid y col., 1996). Una gran ventaja sobre los colorantes
inespecificos es que distintas sondas, marcadas con fluor6foros que emiten a diferentes
longitudes de onda, se pueden combinar para detectar varios productos en una misma

reaccion.

PCR para la deteccién de T. cruzi

Mediante la técnica de PCR se amplifican secuencias especificas del ADN del
parésito presente en la muestra. T. cruzi presenta un genoma de 100-200 x108 pares de bases
(pb), variable segun los diferentes aislamientos y UDTSs, y compartimentalizado entre el
nacleo y el kinetoplasto. Por sus cualidades de abundancia, longitud y estabilidad de
secuencia, diversas regiones nucleares y del kinetoplasto han sido utilizadas como blanco de
amplificacion en diferentes PCRs. La secuencia especifica de T. cruzi con mayor nimero de
repeticiones en el genoma nuclear es la secuencia de ADN satélite, una secuencia
conservada, organizada en serie, con unas 104 a 105 copias por genoma; no obstante, su
contenido varia de 5 a 10 veces entre las UDTs Tcl/TclV y las UDTs Tcll/lII/V/VI (Duffy
y col., 2009). Por otro lado, el ADN del kinetoplasto (ADNKk) estd compuesto por redes de
maxicirculos y minicirculos concatenados, que representan entre un 10 y 20 % del ADN

total del parésito. T. cruzi presenta un nimero variable de minicirculos por célula, entre 5.000
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y 10.000, segun el aislamiento. Ambas secuencias repetitivas son utilizadas como blancos
de amplificacion para la deteccion por PCR de la infeccion por T. cruzi (Avila y col., 1991;
Britto y col., 1995; Vago y col., 1996).

A través de los afios, se han utilizado numerosos enfoques para caracterizar la
diversidad bioquimica y genética de T. cruzi. Entre los primeros marcadores moleculares
polimérficos estudiados se encontraron los genes de ADN ribosomal (ADNTr) y la region
intergénica del miniexon o “spliced-leader” (SL-IR), que permitieron dividir a T. cruzi en 2
grupos principales (Souto y col., 1996; Nunes y col., 1997; Fernandes y col., 1998), que se
definieron como T. cruzi | y Il mediante un consenso internacional (Anénimo, 1999).
Posteriormente, la creacion de un algoritmo de PCR basado en las secuencias del SL-IR y
de los genes de ADNr 24Sa y 18S permitio la clasificacion de T. cruzi en los seis linajes
(Brisse y col., 2001). Actualmente existen diferentes esquemas de PCR desarrollados para
la tipificacion de T. cruzi (Lewis y col., 2009; D’Avila y col., 2009; Ramirez y col., 2010;
Hamilton y col., 2011; Cosentino y Aguero, 2012; Curay col., 2015).

1.3 Transmision

Existen diferentes vias de transmision de la infeccion por T. cruzi. Sus incidencias y
prevalencias varian segun las regiones geograficas, la endemicidad de la infeccion y los
diferentes controles que se aplican sobre cada una de ellas. Las acciones del hombre sobre
el ambiente, su condicion de vida y vivienda, y fendmenos de migracion hacia los centros
urbanos, han originado una gran heterogeneidad en la epidemiologia de la infeccion (OMS,
2007).

Transmision vectorial

La principal via de transmision es la vectorial. Esta se produce cuando paréasitos
presentes en las heces del insecto penetran por la herida que causa la picadura, por lesiones
en la piel o por las mucosas de 0jos, boca o nariz. Los insectos capaces de infectarse y por
lo tanto capaces de transmitir la enfermedad pertenecen a la subfamilia Triatominae,
compuesta por mas 130 especies, casi todas confinadas en las Américas. La mayoria de las
especies americanas pertenecientes a esta subfamilia han sido reportadas infectadas con
T. cruzi. Su habitat natural incluye palmeras, huecos en los arboles, grietas en las piedras,

pequefias cuevas Yy otros refugios de animales donde puede encontrar alimento.
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T. infestans, el principal vector domiciliario, ha sido eliminado en Uruguay, Chile,
Brasil, y en varias regiones de Argentina y Paraguay (Dias, 2006). Sin embargo, han
aparecido otras especies (de la subfamilia Triatominae) de vectores peridomesticos y

domésticos, e incluso poblaciones con resistencia a insecticidas (Cecere y col., 2006).

Transmision transfusional

La seguridad en las transfusiones de sangre es adecuada en la mayor parte de los
paises de Ameérica Latina, a excepcion de Bolivia y México, con una cobertura del 99 % en
el tamizado de sangre (Schmunis y Cruz, 2005). Sin embargo, la infeccion transfusional se
ha convertido en una seria complicacion en los paises no endémicos, debido a la migracion
de individuos infectados provenientes de regiones endémicas (Gascon y col., 2010;
Benjamin y col., 2012). En todos los casos, la poblacion de riesgo esta constituida,
principalmente, por los individuos poli-transfundidos (pacientes hemofilicos y sometidos a
dilisis).

Transmision connatal

Epidemioldgicamente, la transmision connatal o vertical se define cuando un neonato
ha nacido de madre infectada y i) se detectan parasitos al momento del nacimiento o ii) se
detectan parasitos o anticuerpos especificos de origen no materno luego del nacimiento, y
iii) la transmisidn previa por via vectorial o transfusional pueden ser descartadas (Carlier y
col., 2011). Con una incidencia variable segun la region geografica, entre el 0,1 y 18 %
(Carlier y Truyens, 2010), ha sido considerada como la tercer via de transmision en orden
de importancia, luego de la transmision vectorial y transfusional. Pero, debido a la
disminucion de la vectorial y transfusional, la transmision connatal adquiere mayor

importancia en la persistencia de la infeccion.

Transmision oral

La transmision oral de T. cruzi es producida por el consumo de alimentos
contaminados con triatominos o sus heces, o por la ingestion de carne cruda de hospedadores
mamiferos infectados (Dias y col., 2002). Se considera que esta via es causante de la
enfermedad de Chagas cuando se demuestra mas de un caso agudo de enfermedad febril
vinculada a un alimento sospechoso, en ausencia de otra causa aparente. En la literatura se
han informado numerosos brotes de Chagas agudo que han sido atribuidos a la transmision

oral, muchos de ellos en la region Amazonica, debido al consumo de bebidas o alimentos
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contaminados con heces de triatominos infectados (Dias y col., 2008; Hernandez y col.,
2009; Alarcén de Noya y col., 2010, Bastos y col., 2010; Ramirez y col., 2013).

Trasplante de 6rganos

La transmision por trasplante de érganos provenientes de personas infectadas con T.
cruzi también ha sido reportada (Barcan y col., 2005). Estos casos, al igual que los trasplantes
a personas ya infectadas por T. cruzi, presentan una problematica particular debido a la
inmunosupresion post-trasplante del receptor y deben ser monitorizados. En los casos en que
se detectan parésitos en sangre, chagomas en la piel o nidos de amastigotes en muestras de
biopsias, es recomendable que el paciente sea medicado con farmacos antiparasitarios (Diez
y col., 2007).

Otras vias de transmision

Ademés de las mencionadas anteriormente, se han descrito otras vias de menor
importancia epidemioldgica como la transmision accidental, en hospitales y laboratorios
(OMS, 2002).

1.4 La enfermedad de Chagas

En la mayoria de los casos, la infeccion puede iniciarse imperceptiblemente para el
paciente, aunque en algunos casos es posible detectar el sitio de entrada del parasito con
lesiones en la piel provocadas por la picadura del triatomino. Los parasitos depositados en
la herida de la piel o en las mucosas estimulan una reaccién inflamatoria local con una
respuesta linforeticular. Los tripomastigotes dentro de los macréfagos son llevados al
higado, bazo, ganglios linfaticos y mdsculos esquelético y cardiaco, donde forman
pseudoquistes de amastigotes. Con la ruptura de estos pseudoquistes en el miocardio y en
los plexos mientéricos, comienza la miocarditis aguda mediada por células T CD4+y T
CD8+ e interleuquinas. Esta reaccion inflamatoria lleva a la destruccion muscular y nerviosa,
que se mantiene por la presencia del T. cruzi (Coura, 2007).

El curso de la infeccidn estaria determinado por la cantidad de parasitos con que se
infectd el paciente, el linaje o UDT de T. cruzi infectante, las posibles reinfecciones, el
histotropismo de la cepa, y la respuesta inmune temprana y tardia del paciente (Teixeira y
col, 2006). La infeccidn en el ser humano ha sido dividida en dos etapas sucesivas: aguda y
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cronica. La etapa cronica a su vez, puede presentarse en diferentes formas: sin patologia y
con patologia demostrada (cardiaca y/o digestiva) de acuerdo a los érganos comprometidos

en cada caso (Teixeira y col, 2006; Coura, 2007).

Etapas de la infeccion

Etapa aguda: Los signos clinicos pueden incluir signo de Romafia (edema
periorbital biparpedal), conjuntivitis, fiebre, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia,
nauseas, vomitos, diarrea, anorexia y sarpullidos (Tanowitz y col, 1992; Madoery, 1993).

Las lesiones histopatoldgicas de esta etapa se caracterizan por la presencia de
reacciones inflamatorias localizadas, con predominio de células mononucleares en el lugar
de ruptura de los nidos de amastigote, ocasionalmente con la formacion de granulomas
localizados principalmente en el tejido cardiaco y muscular. En algunos casos, puede haber
una miocarditis aguda difusa, con edema intersticial, hipertrofia de las fibras miocérdicas y
dilatacion de las cavidades cardiacas. La destruccion de las neuronas cardiacas y de los
plexos mientéricos, con reduccién en el numero de neuronas, comienza en esta etapa y
continua en la etapa cronica de la enfermedad (Andrade, 2005).

En el musculo esquelético y cardiaco los amastigotes forman nidos (un pseudoquiste
sin pared limitante) y como respuesta a su presencia se encuentran asociados infiltrados
inflamatorios. Estos infiltrados también invaden los ganglios parasimpéticos cardiacos,
donde las células gliales o las células de Schwann pueden estar altamente parasitadas. La
unién de células mononucleares inflamatorias a las neuronas lleva a la lisis y a la pérdida de
estas células en la etapa aguda (Teixeira y col, 2006). Un pequefio porcentaje de individuos
muere en la etapa aguda por complicaciones asociadas a miocarditis aguda o
meningoencefalitis (Tanowitz y col, 1992; Madoery, 1993; Coura, 2003). Por lo general, en
esta fase de la enfermedad no se observan bradiarritmias (disfuncién sinusal, ni bloqueo
auriculo-ventricular); si bien son mas frecuentes en la fase cronica avanzada, puede
presentarse disfuncion sinusal o bloqueo auriculo-ventricular como sintoma principal o
inicial (Bestetti y col, 2004).

La fase aguda tiene una duracion de 3 a 4 meses, donde la mayoria de los pacientes
pueden continuar sin presentar sintomas por el resto de sus vidas (Coura, 2003). Sin
embargo, aproximadamente un 27-30 % de los pacientes infectados desarrollan sintomas
cardiacos que pueden llevar a la muerte subita, dafios digestivos (6 %) y compromiso del

sistema nervioso periférico (3 %) (Manoel-Caetano y Silva, 2007).
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Etapa crénica sin patologia demostrada: se caracteriza por una baja parasitemia y
por la presencia de anticuerpos IgG anti-antigenos de T. cruzi. Aproximadamente, un 70 %
de los pacientes permanece asintomatico durante toda su vida, con examenes radiograficos
y electrocardiograficos normales. El resto de los pacientes puede, en un lapso de 10 a 30
afios, evolucionar a la forma cronica con manifestaciones clinicas.

Etapa cronica con patologia demostrada: las principales manifestaciones son la
cardiopatia y los megasindromes digestivos, que pueden ocurrir separadamente o coexistir
en un mismo paciente. Las bajas parasitemias persisten, acompafiadas de titulos elevados de
anticuerpos. Este periodo se caracteriza por su evolucion lenta y por el predominio de dafio
tisular. Las manifestaciones digestivas involucran a un tercio de los pacientes y consisten en
la dilatacion de visceras (principalmente colon y es6fago) debido a disfunciones neuronales
ocasionadas por el parasito. Por otro lado, en dos tercios de los enfermos, la progresiva
miocarditis lleva al desarrollo de la cardiopatia chagasica crdnica. Los sintomas mas
frecuentes son palpitaciones y disnea de esfuerzo (Prata, 2001).

Modelo Murino de enfermedad de Chagas

El uso experimental del modelo ratén propicia la oportunidad de estudiar y entender
las alteraciones provocadas por el parasito de forma sistematica. La primer infeccion
experimental con T. cruzi fue realizada por Oswaldo Cruz, de acuerdo con la descripcion del
propio Chagas en 1909. Cruz y Chagas inocularon experimentalmente con T. cruzi varias
especies animales, como perros, cobayos y monos, tratando de estudiar la evolucion de la
infeccion en diferentes vertebrados (Chagas, 1909).

El modelo experimental con ratones para la enfermedad de Chagas fue descripto por
Laguens y colaboradores (1980), quiénes demostraron que reproduce las fases de la
enfermedad humana desde el punto de vista patologico, inmunolégico Yy
electrocardiografico. Ademas, su pequefio porte, facilidad de obtencion y mantenimiento
hace que sea el animal preferido para un gran nimero de experimentos. EI modelo murino
de la cardiopatia chagésica cronica reproduce el cuadro de miocarditis cronica con lesiones
fibroticas e inflamatorias, cardiomegalia, dilatacion y trombosis de las cavidades cardiacas.
También, posibilita el estudio de nuevos blancos terapéuticos para la enfermedad de Chagas
(Romanha y col., 2010). Se conoce que distintas cepas de ratones difieren en la
susceptibilidad o resistencia a la infeccion con T. cruzi existiendo, al parecer, un complejo
control génico de los niveles de parasitemia y de la supervivencia de los animales infectados.

Esta variedad de factores, dependientes tanto del parasito como del hospedador, estan
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involucrados en determinar finalmente la resistencia o susceptibilidad a tratamientos

antiparasitarios (Wrightsman y col., 1982; Vergara y col., 2002).

1.5 Tratamiento Quimioterapéutico

A fines de 1969 dos drogas nitroheterociclicas estuvieron disponibles para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas: un nitrofurano, nifurtimox [3-metil-4
(nitrofurfurilideneamino) tetrahidro - 4H - 1,4 — tiozina - 1,1 - diéxido] y un nitroimidazol,
benznidazol [N- benzil- 2- nitro- 1-imidazol acetamida]. Actualmente estas drogas son las
autorizadas por la OMS para el tratamiento de esta enfermedad (OMS, 2016).

Nifurtimox y benznidazol actdan alterando el ADN, y por consiguiente la sintesis
proteica del parasito, y aumentan la degradacion de macromoléculas (Goijman y Stoppani,
1985; Gonzales y Cazzulo, 1989). El ciclo redox de ambas drogas genera especies reactivas
del oxigeno, lo que contribuye a su efecto tripanocida pero también a sus acciones toxicas
en el paciente (Segura y col, 1994). Estas drogas tienen efectos adversos indeseables y su
efectividad varia segun la cepa. En el caso de benznidazol los efectos adversos aumentan
con la edad del huésped y los mas notorios son: dermatitis con erupciones cutaneas, edema
generalizado, fiebre, linfoadenopatia y dolor muscular. Ademas se ha observado dafio
bioquimico y/o histologico en higado, testiculos, glandulas adrenales, ovarios y placenta de
ratas (Bernacchi y col., 1986; de Castro y col., 1992; Castro y col., 2006).

Algunos trabajos reportan que el 27 % de las cepas de T. cruzi aisladas de diferentes
origenes bioldgicos y geogréaficos, poseen resistencia natural al benznidazol y al nifurtimox,
con porcentajes de curacion menores a 50 % en ratones, a pesar de nunca haber estado en
contacto con estos medicamentos (Filardi y Brener, 1987; Villarreal y col., 2005; Wilkinson
y col., 2008; Mejia-Jaramillo y col., 2011). Ademas, se reportd que es posible inducir
resistencia, tanto in vitro como in vivo, por presiones continuas con estos medicamentos, lo
cual genera poblaciones resistentes a concentraciones de benznidazol de hasta 220 uM;
asimismo, se han identificado algunos genes involucrados en el surgimiento del fenotipo de
resistencia a este medicamento (Andrade y col., 2008, Campos y col., 2009; Nogueira y col.,
2009).
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Benznidazol
El derivado sintético N- benzil- 2- nitro- 1-imidazol acetamida es conocido como

benznidazol (Figura 4).
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Figura 4: Estructura quimica de benznidazol

Tras ingresar en la célula mediante difusion pasiva, es quimicamente reducido por
proteinas del metabolismo anaerobio (proteinas de transporte de electrones de bajo potencial
redox). El benznidazol reducido produce pérdida de la estructura helicoidal del ADN, rotura
de la cadena y muerte celular, generando compuestos que son toxicos para la célula
(Samuelson, 1999; Buschini y col., 2009). Este compuesto antiparasitario es un agente
productor de radicales libres, metabolitos que estarian involucrados en los efectos adversos
(Roldan, 1988).

Benznidazol tiene accion tripanocida en la etapa aguda de la enfermedad y en
pacientes menores de 14 afios (Morello, 1988). Sin embargo, se ha demostrado que tiene
poco o ningun efecto en la fase cronica de la enfermedad, con tasas de curacion que van
desde 0 % a 19,1 % (Braga y col., 2000; Cancado, 2002). Esta variacién de la eficacia del
tratamiento podria deberse a la presencia de cepas de T. cruzi resistentes (Caldas y col.,
2008). No obstante, la probabilidad de cura parasitologica aumenta con la prontitud con que
se haga el diagndstico y el tratamiento. En ensayos clinicos realizados en la fase aguda de la
infeccion con benznidazol, se observéd un 40 % a 76 % de cura parasitologica (Bahia-Oliveira
y col., 2000; Cancado, 2002). En Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia y EI Salvador se
realizd un estudio multicéntrico que incluyd 2.854 pacientes con miocardiopatia chagasica
establecida, que recibieron benznidazol o placebo durante un maximo de 80 dias. Con este
estudio se demostro que la terapia tripanocida con benznidazol en pacientes con
miocardiopatia chagasica redujo significativamente la deteccion de parasitos en suero, pero
no redujo de manera significativa los episodios clinicos cardiacos a los 5 afios de seguimiento
(Morillo y col., 2015).

21



Introduccion

Blancos Terapéuticos

En los Gltimos afios, los avances en el area de la gendémica y la protedmica han
permitido la identificacion y caracterizacion de nuevas rutas metabolicas presentes en el
parasito. En particular, se ha puesto énfasis en aquellas enzimas que muestran diferencias
importantes con respecto a las enzimas presentes en mamiferos, 0 mejor ain que estan
ausentes en estos Ultimos, a fin de utilizarlas como blanco terapéutico para el disefio racional

de nuevos farmacos.

e Biosintesis de esteroles de membrana

Se ha observado que T. cruzi es extremadamente susceptible a los inhibidores de la
biosintesis de ergosterol debido al requerimiento, en todos los estadios de su ciclo vital, de
esteroles especificos imprescindibles para la proliferacion y viabilidad celular (Urbina,
2010). Entre los inhibidores de esta ruta que han mostrado ser efectivos en modelos murinos
de enfermedad de Chagas, tanto en la etapa aguda como cronica, estan los derivados de
triazol, D0870 y posaconazol. Estos farmacos se utilizan actualmente en el mercado como
antifangicos (Urbina y Docampo, 2003). En el afio 2012, se comenzo con la implementacion
de un estudio randomizado multicéntrico, de fase Il, que exploro la eficacia del posaconazol
comparado contra benznidazol, en pacientes en la llamada fase crénica asintomatica de la
enfermedad de Chagas. Sin embargo, resultados preliminares de este estudio han reportado

la baja eficacia del posaconazol comparado con benznidazol.

e Enzimas glicoliticas

Una caracteristica importante del metabolismo de T. cruzi es que la forma amastigota
utiliza glucosa como la principal fuente de ATP. Es por esto que las enzimas involucradas
en la glicolisis son consideradas blancos interesantes para el desarrollo de inhibidores
selectivos que afecten su funcion metabdlica. Entre estas enzimas, la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa y la triosafosfato isomerasa han resultado blancos terapéuticos
atractivos para el desarrollo de farmacos ya que se ha visto que ademas de ser enzimas claves
para la supervivencia del parasito presentan diferencias estructurales importantes con las

correspondientes enzimas humanas (Souza y col., 1998; Figueroa-Cortés y col., 2008).
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e Acidocalcisomas

Los acidocalcisomas son organelos acidicos ricos en calcio y fosfatos que se han
conservado durante la evolucion desde procariotas hasta eucariotas. Estos organelos estan
involucrados en el almacenamiento de cationes y polifosfatos, en el metabolismo de
pirofosfato y polifosfatos, homeostasis de calcio, mantenimiento del pH intracelular y
osmoregulacién (Docampo y col., 2005). En los parésitos, los acidocalcisomas poseen
enzimas que estan ausentes o difieren de las anélogas presentes en mamiferos, por lo que
han sido consideradas posibles blancos terapéuticos para el desarrollo de farmacos

(Docampo y Moreno, 2008).

e Trans-sialidasa

La trans-sialidasa de T. cruzi es una glicoproteina expresada en la superficie de la
forma tripomastigota sanguinea del paréasito y liberada al medio, constituyendo uno de los
pocos ejemplos de glicosiltransferasas de superficie en eucariotas. Los tripanosomas no son
capaces de sintetizar acido sialico y usan esta enzima para transferirlo desde
sialoglicoconjugados presentes en la sangre y otros tejidos del hospedero hacia residuos de
galactosa terminales presentes en mucinas que cubren la superficie del parasito. Las mucinas
sialidadas estan involucradas en aspectos clave de la interaccion parasito-célula hospedera,
tales como adhesion e invasion celular, asi como en la evasion del sistema inmune (Buscaglia
y col., 2006). Actualmente se estan realizando estudios preclinicos de vacunas, con la
formulaciéon basada en la proteina trans-sialidasa glicosilada inactiva mas adyuvantes
eficaces y seguros. Estos estudios han demostrado que durante la infeccién aguda
experimental, se ha encontrado una disminucion de la parasitemia y mayor sobrevida en los

animales vacunados (Bontempi y col., 2015).

e Cistein Proteasas

Para los parasitos del orden Kinetoplastida, las cistein proteasas son importantes
factores de virulencia; mediante métodos quimicos y moleculares se ha comprobado que
resultan esenciales para la supervivencia de estos organismos (Mottram y col., 1998;
Cazzulo, 1999). Las proteasas parasitarias participan en distintos procesos relacionados con
la patogénesis de la enfermedad, incluyendo invasién, migracion, nutricion y evasion del
sistema inmune (Lecaille y col., 2002 McKerrow y col., 2006). Dentro de estas enzimas,
cruzipaina (CP), la principal cistein proteasa presente en T. cruzi, ha sido una de las mas

estudiadas como posible blanco molecular (Ponce y col., 2013).
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e Tripanotiona reductasa

Los paréasitos protozoos presentan amplias diferencias en sus defensas antioxidantes
cuando se comparan con sus hospederos mamiferos. El sistema de defensa redox en
mamiferos se basa en la glutation oxidasa (GSSG) y glutatién reductasa (GR), pero es
reemplazado en los tripanosomatidos por un sistema basado en la accion combinada de la
tripanotiona reductasa (TR), tripanotiona, triparredoxina y triparredoxina peroxidasa, que
facilitan el flujo de equivalentes de reduccion desde la dihidrotripanotiona hasta el
hidroperdxido que es vital para mantener una concentracion baja de H>O> (Turrens, 2004).

Durante su ciclo de vida, T. cruzi invade las células de sus hospederos donde el
parasito estad expuesto a especies reactivas del oxigeno (O2"e, HOe), producidas por sus
propios procesos de respiracion celular y por los mecanismos de defensa del huésped. Si las
especies reactivas del oxigeno no son reducidas, pueden resultar perjudiciales para el
parasito, llevando incluso a su muerte (Muller y col., 2003; Turrens, 2004).

La tripanotiona [N1,N8-bis-(glutationil)espermidina; T(SH)2] fue inicialmente
aislada en 1985 por Fairlamb. Es una molécula formada por la conjugacion de dos moléculas
de glutatién con una molécula de espermidina. Es un tiol de bajo peso molecular y actla
como cofactor redox en numerosos procesos bioldgicos. La forma oxidada de la tripanotiona,
T(S)2 [forma disulfuro] es reducida por la TR a T(SH). [forma dihidro sulfuro] (figura 5).
La TR posee un rol importante en el mantenimiento de una alta relacion intracelular de
T(SH)2/TS:2 (Krauth-Siegel y col., 1987; 2003).
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Figura 5: La tripanotiona [T(SH.)] es sintetizada por la conjugacién de dos moléculas de glutation
y una de espermidina. Una vez oxidada, la tripanotiona disulfuro es reducida por la accién de la
enzima tripanotiona reductasa, a expensas de NADPH (Maller y col., 2003).

El sistema tripanotiona tiene importantes funciones: protege a los parasitos de dafios
oxidativos, es esencial para el mantenimiento de la homoestasis intracelular de los tioles,

contribuye a la estructura de proteinas dependientes de grupos disulfuro, compleja metales
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pesados, ejerciendo una accion antitdxica, contribuye al mantenimiento del nivel fisioldgico
de las poliaminas, entrega los equivalentes reducidos para la sintesis de ADN, entre otras

funciones (Figura 6).

T(SH), - reacciones dependientes

T(SH), + Dehidroascorbato > TS, + Ascorbato

T(SH), + Metal/droga » Conjugados de Tiol
Tpx/RiboR

T(SH), + NDP > TS,+ dNDP

Tpx/peroxidasas
T(SH), + ROOH TS, + ROH + H,0

Sistema glyoxalasa
T(SH), + 2-cetoaldehidos » TS, + 2-hidracidos

Figura 6: La dupla T(SH). / tripanotiona reductasa proporciona los equivalentes para la reduccién
de la dehidroascorbato y la desintoxicacion de drogas metéalicas, asi como 2-cetoaldehidos tales como
metilglioxal. Mediada por la proteina di tiol tryparedoxin (Tpx), T(SH)2 es un donante eficiente de
equivalentes reductores para la sintesis de difosfatos desoxirribonucleétidos (ANDP) catalizados por
la ribonucleétido reductasa (RiboR), y la destoxificacion de hidroperdxidos (ROOH) a alcohol
(ROH) por diferentes tipos de peroxidasas. En azul se indican las enzimas (Muller y col., 2003).

La conocida sensibilidad de los tripanosomatidos hacia las especies reactivas del
oxigeno y la ausencia de esta via en el huésped mamifero, convierten a la TR en una
prometedora enzima para el desarrollo de farmacos especificos contra el parasito
(Ravaschino y col., 2006; O'Sullivan y col., 2015).

Desde su identificacion y validacion como blanco terapéutico, un gran nimero de
inhibidores de TR han sido descritos. EI grupo de inhibidores mas ampliamente estudiado
han sido las poliaminas, compuestos analogos al sustrato natural, que inhiben a la TR
reversiblemente. Dentro de este grupo, el inhibidor mas potente encontrado hasta el
momento es el derivado N1,N1,N4,N8,N12-penta(3-fenilpropil) espermina (Krauth-Siegel
y col., 2005). Si bien los compuestos de esta serie presentan una excelente actividad
tripanocida in vitro, no se ha observado una clara correlacion entre la inhibicién enzimatica
y la actividad antiparasitaria.

Actualmente varias drogas anti-tripanosomatidos modifican los niveles de T(SH)2,
aungue no sea ésta la accion terapéutica principal de estas drogas (Maya y col., 2007;
Baiocco y col., 2009). Por ejemplo para el tratamiento de la tripanosomiasis africana: D,L-
a- difluoromethylornithine (DFMO) inhibe la sintesis de putrescina, un componente de
T(SH)2, el 6xido de melarsen con dimercaprol y como asi también los derivados del

antimonio impactan en varios sitios dentro de los parasitos incluyendo la inhibicion de la TR
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y la formacion de T(SH). (Diaz y col., 2014). Varios factores indican que la enzima TR es
un blanco terapéutico indiscutible (Flohé, 2012; Colotti y col., 2013). Investigaciones en
Leishmania y Trypanosoma han demostrado la importancia de la TR. Parasitos que han sido
modificados genéticamente para producir una disminucion en los niveles de la TR, resultaron
ser muy sensibles al estrés oxidativo siendo incapaces de infectar células (Tovar y col., 1998;
Krieger y col., 2000).

1.6 Farmacos triciclicos

Los antidepresivos triciclicos son utilizados en tratamientos psiquiatricos y reciben
el nombre por su estructura quimica, que contiene una cadena de tres anillos (Figura 7)
(Karameh Karameh y Khani, 2015). Estan indicados para el tratamiento de la depresion,
fobias, sindromes obsesivos, entre otras patologias. En pacientes con depresién se encontrd
que éstos farmacos tienen efectos pleiotropicos, como la inhibicion de la reaceptacion de
serotonina y noradrenalina, asi como el antagonismo de algunos receptores acoplados a la
proteina G (Gillman, 2007). Se ha descripto que algunos de ellos, como clomipramina, tienen
accion ansiolitica y sedante y se utilizan para dolores cronicos (Rebolledo Marchesini y col.,
2004). En modelos experimentales de depresion se demostré que estos farmacos tienen
efectos inmunoreguladores negativos, suprimiendo de forma significativa la secrecion de
Interleuquina-2 e IFNy por linfocitos T y de Interleuquina-1 por macrofagos (Maes, 2001;
Diamond y col., 2006). Los antidepresivos triciclicos se unen extensamente tanto a proteinas
plasmaticas, como a proteinas de los tejidos y se distribuyen en el liquido cefalorraquideo,
el cerebro, atraviesan la placenta y se distribuyen a la leche materna.

En 1984 Hammond y colaboradores, llevaron a cabo un “screening” de 500 drogas
diferentes para determinar su posible efecto tripanocida. Informaron que 71 de estos
compuestos fueron activos contra el parasito. Algunos de estos eran farmacos triciclicos
como fenotiazinas y antidepresivos relacionados (Hammond y col., 1984).

Los farmacos triciclicos, fenotiazinas y antidepresivos relacionados, ademas de ser
usados en tratamientos psiquiatricos se utilizan como antihistaminicos, sedativos y
analgésicos (Bryson y Wilde, 1996). También se ha encontrado que presentan actividad
antitumoral actuando como reguladores de la autofagia (Bongiorno-Borbone y col., 2015).

En nuestro laboratorio se ha estudiado la actividad bioldgica de algunos farmacos

triciclicos, demostrando que clomipramina, trifluorperazina, prometazina y tioridazina
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ejercen efecto tripanocida sobre tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi de la cepa
Tulahuen (Barioglio y col., 1987; Lacuara y col., 1991; Fernandez y col., 1997; Paglini-
Olivay col., 1998; Lo Presti y col., 2015).
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Figura 7: Antidepresivos triciclicos. Clomipramina en azul, objeto de estudio.

Clomipramina: Inhibidor de la Tripanotiona reductasa

La clomipramina, es un farmaco del grupo de los antidepresivos triciclicos. Es el
inhibidor mas potente de la TR de T. cruzi con un valor de constante de disociacién (Ki) de
6,5 UM (Benson y col., 1992; O'Sullivan y col., 2015). Clomipramina posee un grupo etileno
en la posicién 10 y un cloro en la posicién 2, como puede observarse en la figura 8 (Barioglio

y col., 1987).
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Figura 8: Estructura quimica de clomipramina
En estudios realizados en nuestro laboratorio en ratones infectados y tratados con

clomipramina, se encontr6 que esta droga produjo la muerte de tripomastigotes y disminuy6
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los sintomas de la miocardiopatia (Rivarola y col., 2005; Bazan y col., 2008; Gobbi y col.,
2010; Fauro y col., 2013). La actividad del sistema activado triciclico/peroxidasa a través de
tres peroxidasas diferentes fue estudiado por Gutierrez-Correa y colaboradores (2001). Sus
resultados apoyan la hipotesis segun la cual los radicales cationicos producidos por
peroxidacion de los farmacos triciclicos inhiben a la TR. La figura 9 muestra la interaccion

de la clomipramina con la TR:

CLOMIPRAMINA + HO, ——OXO2R o CLOMIPRAMINA™ + KO

TS,
NADPH +H*- TryX(SH);
\ — Hzo 2
J| 'pR I." Triparrc_doxina
\ Peroxidasa
NADP* ~/ xS N 2H,0
T(SH), VXS),

Figura 9: Interaccion de clomipramina con TR. Modificado de Rivarola (2002).

Aparentemente clomipramina impacta en varios procesos en T. cruzi y se ha
demostrado que tiene actividad anti-calmodulina, ademas de inhibir la TR (Barioglio y col.,
1987).

Clomipramina se metaboliza principalmente por via hepatica mediante la accién de
los citocromos P450, 2C19, 3A4 y 1A2. Otros farmacos que utilizan las mismas rutas de
metabolizacion pueden provocar incrementos o reducciones de sus niveles plasmaticos.
Ademas, posee tendencia a interaccionar con otros farmacos cuando se administran
conjuntamente. Esta accion puede ser de tipo sinérgico (cuando el efecto aumenta) o

antagonista (cuando el efecto disminuye).
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1.7 Combinacion de farmacos para el tratamiento antiparasitario

La combinacién de farmacos es una préactica comun en otras infecciones; algunas de
ellas prolongadas, tales como el tratamiento antirretroviral (ARV) para VIH, la combinacién
de artesumato con amiodaquina o mefloquina para paludismo, nifurtimox con eflornitina
para la Trypanosomiasis africana y stibogluconato de sodio con paromomicina para
Leishmaniasis, son algunos ejemplos. La busqueda de combinaciones para potenciar el
efecto tripanocida puede llevarse a cabo combinando una de las dos drogas aprobadas
(benznidazol o nifurtimox) con otro compuesto registrado para otra indicacion pero con
accion tripanocida o con compuestos nuevos en instancia de desarrollo.

Diferentes combinaciones para potenciar o0 generar sinergismo han sido propuestas
utilizando drogas con mecanismos de accion diferenciados, tales como ketoconazol y
benznidazol o ketoconazol y nifurtimox (Faundez y col., 2008; de Almeida y col., 2009).
Estas potenciales asociaciones permitirian que dos drogas obtengan al menos el mismo
efecto tripanocida, con la eventual ventaja de poder disminuir las dosis actualmente
recomendadas (Sosa-Estani y col., 2004). Un ejemplo de esta situacion es la asociacion del
benznidazol con analogos heterociclicos evaluados en estudios experimentales, donde se
observo que el tratamiento oral de ratones infectados con T. cruzi con DB289 y benznidazol
combinado tuvo mejor efecto en la sobrevida y en la reduccion de la parasitemia cuando se
comparaba con el efecto alcanzado con los tratamientos por separado (Batista y col., 2011).
Actualmente diversos estudios realizan el cribado de farmacos utilizando métodos in silico,
es decir simulacion computacional a través de bases de datos. Un estudio utilizé la biblioteca
de los farmacos aprobados por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por
sus siglas en inglés) tomando aquellos farmacos que poseen actividad tripanocida y
combinaciones sinérgicas. De 1969 compuestos analizados se encontraron veinticuatro
compuestos activos contra el crecimiento de T. cruzi, entre ellos clomipramina y ocho pares
de drogas tenian activad sinérgica (Planer y col., 2014).

Teniendo en cuenta la alta variabilidad biolégica entre los diferentes genotipos de T.
cruzi y su posible susceptibilidad diferencial a los farmacos de uso habitual, la utilizacién
simultanea de drogas con diferente mecanismo de accion potenciaria el efecto tripanocida,
permitiendo disminuir las dosis y de esa manera limitar los efectos adversos de los

tratamientos.
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2. Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la variabilidad intraespecifica de diferentes aislamientos naturales de Trypanosoma
cruzi en relacién a su susceptibilidad a la combinacién de benznidazol (Bz) y clomipramina
(Clo).

Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar la actividad in vitro de Bz y Clo sobre tripomastigotes correspondientes a tres
aislamientos de T. cruzi (SGO-Z12, Lucky y Casibla).

1.1 Determinar el efecto combinado de las drogas (antagonico, aditivo o sinérgico)
sobre tripomastigotes de cultivo correspondientes a la cepa Y y a los tres aislamientos.

1.2 Evaluar la citotoxicidad de la combinacion de Bz y Clo sobre células de
mamiferos.
2. Determinar el efecto de la combinacion de Bz y Clo en ratones infectados con los tres
aislamientos de T. cruzi, en la etapa aguda de la infeccion.

2.1 Establecer las concentraciones de cada principio activo a ser utilizado para el
estudio combinado de las mismas, sobre ratones infectados con la cepa Y.

2.2 Evaluar alteraciones histolégicas en higado, rifion e intestino para determinar
posibles efectos toxicos de los farmacos en el modelo murino.
3. Evaluar el efecto de las concentraciones de clomipramina utilizadas en el presente estudio
sobre conductas relacionadas con la ansiedad en ratones no infectados e infectados con T.
cruzi.
4. Tipificar los aislamientos de T. cruzi que fueron utilizados en el presente estudio.

4.1 Tipificar los paréasitos presentes en sangre, musculo cardiaco y mausculo
esquelético de ratones infectados, utilizando diferentes marcadores moleculares.

4.2 Determinar el efecto de la combinacion de las drogas sobre la distribucion de

parasitos de las diferentes UDTSs en los distintos tejidos de los ratones infectados.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Andlisis de drogas in vitro

Cultivo de células de mamiferos: las células LLCMKG: (células epiteliales de rifion de mono
Rhesus) fueron mantenidas en medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado con 2mM de L-glutamina, 10 % de suero fetal bobino (SFB) y 100 U/ml
Penicilinay 100 ug/ml de Estreptomicina, buferado con bicarbonato de sodio. Las células se
incubaron a 37°C en una atmosfera de 5 % de COx.

Aislamiento y siembra de los parasitos: Se extrajo sangre de ratones infectados con los
tres aislamientos de T. cruzi (dos obtenidos de individuos con infeccion con T. cruzi congénito,
Casibla y Lucky; y uno a partir de un Triatoma infestans de Santiago del Estero, SGO-Z12) a
los 15-21 dias (tiempo correspondiente al pico de parasitemia), mediante puncion cardiaca.
Para obtener los parésitos libres de células sanguineas, se lavé con DMEM. Se centrifug6 a
400 rpm por 20 min y se tomo el sobrenadante donde se encontraron los parasitos; se
realizaron diluciones segun fue necesario, para obtener una concentracion final de

107 parasitos/ml.

Infeccidn celular: Se infectaron cultivos de células LLCMK: en monocapa con un 60 % de
confluencia con tripomastigotes aislados de sangre de raton infectado, como se explico
anteriormente. Se incubd a 37 °C. A las 72 h, una vez iniciada la liberacion de formas
tripomastigotes al medio de cultivo, fueron recolectados y la concentracion de

tripomastigotes vivos se determind en cdmara de Neubauer.

Farmacos: clomipramina (Clo) Anafranil® Novartis; y benznidazol (Bz), Abarax® Elea,
Argentina; fueron previamente purificados:

e Obtencién de Bz: Se molieron comprimidos (Abarax®) y dispersaron en etanol
(agitacion/calor 30min). Se filtro y el Bz se recristalizo por cambio de temperatura-
solvente.

e Obtencidon de Clo: Se obtuvo por neutralizacion de la solucion acuosa de la sal con

NaOH. Se purifico por particion con 1,2 dicloroetano y posterior evaporacion lenta.
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Los farmacos purificados se disolvieron en dimethyl sulfoxido (DMSQO), manteniendo una
concentracion final de DMSO que no excediod el 1 % v/v. Las soluciones de trabajo fueron
preparadas en medio de cultivo DMEM antes de cada ensayo.

Las purificaciones de los farmacos fueron realizadas en la Unidad de Investigacion y
Desarrollo en Tecnologia Farmacéutica (UNITEFA), Departamento de Farmacia, Facultad

de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba.

Estudio Citotoxico: Para evaluar la citotoxicidad de las drogas, se aplicé el ensayo de MTT
(bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio) (Denizot y Lang, 1986). Este
ensayo colorimétrico se basa en la capacidad de las mitocondrias viables para convertir el
MTT, una sal de tetrazolio soluble en agua, en formazan de color purpura e insoluble. Se
incubaron 2,5 x 10° células/ml en placas de 96 pocillos con concentraciones de Bz de 1.000,
500, 250, 125, 62,5y 0 pg/ml y Clo: 1.000, 500, 250, 125, 62,5, 31, 25y 0 pg/ml a 37 °C en
una atmdsfera de CO> al 5 %. Después de 96 h de incubacidn, las células se lavaron con PBS
(Buffer de fosfato pH 7.4; 137 mM de NaCl; 2.7 mM de KCI; 10 mM de NaHPO; 2mM de
KH2PO; pH ajustado con HCI), y se afiadieron 50 puL de MTT (2 mg/ml) a cada pocillo. Los
cristales de formazan se solubilizaron en DMSO vy la absorbancia se ley6 a 570 nm en un
lector de microplacas (Bio Tek - Power Wave XS). La concentracion que reduce el 50% del
valor de la absorbancia observada en el control representa la concentracién citotoxica para

50% de las células (CCsp). Este estudio se realizo por triplicado.

Evaluacion de la activad de Bz y Clo sobre tripomastigotes: Se midi6 la potencia y
eficacia de cada una de las drogas sobre la cepa Y y los aislamientos SGO-Z12, Lucky y
Casibla de T. cruzi. La potencia se define como la capacidad de un compuesto para reducir
la infeccion a una concentracion que generalmente coincide con la concentracién efectiva
media (ECso). La eficacia se define como la actividad méxima (es decir, reduccion de la
infeccion) para el compuesto en estudio, independientemente de la concentracion del
compuesto. La figura 10 representa de la relacion entre ambos conceptos. Para evaluar la
potencia y la eficacia de las drogas se utilizaron placas de 96 pocillos, se incubaron 1x10°
tripomastigotes/ml y se utilizaron concentraciones de Bz: 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4 y 6 pg/mL
y de Clo: 0,243; 0,487; 0,975; 1,95; 3,9; 7,8; 15,6 y 31; 25 pug/mL. Fueron incubados por
24h a 37 °C. Se utiliz6 el método de Brener (1962) para distinguir la viabilidad de los

tripomastigotes. Para este método se tomé una alicuota de 5uL de cada muestra del pocillo
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y se colocd en un portaobjeto e inmediatamente se contaron los parasitos con microscopio
Optico (50 campos).

Droga A
100 f----- -

l Eficacia

/ Droga B
50

tencj

% de Inhibicion de crecimiento

Log (Concentracién de la droga)

Figura 10: Potencia y eficacia de droga A y B para estudios in vitro.

Anélisis combinado de Bz y Clo sobre tripomastigotes: Para evaluar el efecto de Clo
asociado con Bz se utilizaron placas de 96 pocillos, se incubaron 1x108 tripomastigotes/ml
y se utilizaron y combinaron concentraciones de Bz: 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4 y 6 ug/mL y
de Clo: 0,243; 0,487; 0,975; 1,95; 3,9; 7,8; 15,6 y 31; 25 pg/mL. Los parasitos fueron
incubados con las drogas por 24 h a 37 °C. Se utiliz6 el método de Brener (1962),
previamente descripto, que permitié distinguir la viabilidad de los tripomastigotes.

Para determinar el mecanismo del efecto combinado de ambos farmacos se realizo el célculo
del indice de Combinaciéon (Cl, Combination Index) con el algoritmo de Chou-Talalay
(Chou y Talalay, 1984; Chou, 2006):

Cl= (CA,x/ IC x,A) + (C B,x/ IC x,B)

Donde los denominadores (ICxa) ¥ (ICxg ) son las dosis de cada farmaco expuesto de manera
Unicay que produce una inhibicion en el crecimiento de x %; los numeradores (Cax) Y (Cgx),
las dosis de esos mismos compuestos administrados en combinaciéon y que producen la
misma inhibicién del crecimiento (x %), es decir, que son isoefectivos. Existen tres posibles
resultados con este algoritmo: Cl<1, donde el efecto de la combinacién es sinérgico; CI=1,
que implica un comportamiento aditivo; y CI>1, lo que se traduce en un efecto antagénico.
De acuerdo al rango de Cl, el efecto se puede definir como: muy fuerte antagonismo (CI: 10),
fuerte antagonismo (ClI: 3,3-10), antagonismo (CI: 1,45-3,3), moderadamente antagonico
(ClI: 1,20-1,45), levemente antagdnico (CI: 1,10-1,20), aproximadamente aditivo (Cl: 0,90-

1,10), levemente sinérgico (Cl: 0,85-0,90), moderadamente sinérgico (0,7-0,85), sinergismo
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(CI: 0,3-0,7), fuerte sinergismo (ClI: 0,1-0,3) y muy fuerte sinergismo (CI<0,1) (Chou,
2006).

También se representaron las combinaciones de los farmacos a través Isobologramas
(Loewe, 1953, Chou y Talalay, 1984; Chou, 2006): representaciones graficas en un eje de
coordenadas de dosis que producen un efecto determinado de cada uno de los farmacos
empleados individualmente y de su combinacién (Figura 11). En cada uno de los ejes se
representa la dosis isoefectiva de cada farmaco a estudiar y estos puntos se unen mediante
una linea o isobola (también llamada linea de aditividad). Seguidamente, se representa el
valor de las dosis de ambos farmacos en la combinacion que presentan el mismo efecto que
por separado. Si este punto se encuentra por debajo de la linea de aditividad, la combinacion
es sinérgica; si esta por encima, existe antagonismo Yy si esta sobre la linea el efecto es
aditivo.

Los estudios se realizaron por triplicado y con cada uno de los asilamientos ya que éstos
pueden presentar susceptibilidad diferencial a los farmacos.

Droga B ICs5,
Linea de aditividad

ANTAGONISMO

SINERGISMO

Droga A ICs,

Figura 11: Grafico de Isobolograma. Modelo tedrico para la combinacion de las drogas A+B.

3.2 Andlisis tripanocida in vivo

Infeccion y tratamiento: ratones Albino suizos adultos (machos y hembras exocriados, peso
promedio 30 £ 1g) fueron inoculados intraperitonealmente con 50 tripomastigotes de cada
aislamiento. Los farmacos que se utilizaron fueron clomipramina y benznidazol.

Previamente al disefio del esquema de tratamiento, se realiz6 un estudio con diferentes
concentraciones de farmacos para seleccionar las concentraciones minimas que presentan

efecto tripanocida y que fueron luego utilizadas para el tratamiento combinado: Bz+Clo.
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Para ello se inocularon intraperitonealmente ratones Albino suizos adultos (machos y

hembras) con 50 tripomastigotes de la cepa Y de T. cruzi y se utilizé el siguiente disefio:

NI-NT:  no infectado y no tratado (n=6).

INT: infectado no tratado, grupo control (n=6).
Bz 100 mg/kg/dia ™
Bz 50 mg/kg/dia

Bz 25 mg/kg/dia

Bz 12,5 mg/kg/dia

Bz 6,25 mg/kg/dia > Los farmacos se administraron diariamente
Clo 10 mg/kg/dia por 30 dias via oral (n=6).

Clo 5 mg/kg/dia

Clo 2,5 mg/kg/dia

Clo 1,25 mg/kg/dia: _}

La efectividad del tratamiento se estudié mediante:

Sobrevida: fue monitoreada diariamente.

Parasitemia: los parasitos se contaron en camara de Neubauer, en muestras de sangre de 5
uL obtenida de la cola de los ratones cada 7 dias.

Parasitemia utilizando qPCR: De los 6 ratones infectados y tratados de cada grupo se
eligieron 3 animales al azar y se analizaron las muestras de sangre extraidas en la etapa aguda
de la infeccion (35 dias post infeccion—d.p.i.) (Bustamante y col., 2003; Lo Presti y col.,

2014). Esta técnica se describe en detalle en la seccién 3.4.

A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron las concentraciones minimas de Bz y
Clo efectivas (que redujeron la infeccion), para ser utilizadas en el tratamiento combinado.
El efecto de las drogas sobre la infeccidn experimental se estudié agrupando los ratones del

siguiente modo:

NI-NT: ratones no infectados y no tratados, tomados como control (n=6). Se les administrd
agua via oral para que todos los animales se encuentren bajo las mismas condiciones
experimentales.

INT: ratones infectados con cada uno de los aislamientos y no tratados (n=6).
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Ratones no infectados y tratados con:

Bz100: se trato a los ratones con Bz 100 mg/kg/dia (Caldas y col, 2008) (n=6).

Bz6,25: se tratd a los ratones con Bz 6,25 mg/kg/dia (n=6).

Clo5: se trato a los ratones con Clo5 mg/kg/dia (Rivarola y col, 2001) (n=6).

Clol1,25: se tratd a los ratones con Clo 1,25 mg/kg/dia (n=6).

Bz6,25+Clo1,25: se trato a los ratones con 6,25 mg/kg/dia de Bz y 1,25 mg/kg/dia de Clo
(n=6).

Ratones infectados con cada uno de los tres aislamientos de T. cruzi y tratados con:
Bz100: se tratd a los ratones con Bz 100 mg/kg/dia (Caldas y col, 2008) (n=6).

Bz6,25: se tratd a los ratones con Bz 6,25 mg/kg/dia (n=6).

Clo5: se trato a los ratones con Clo 5 mg/kg/dia (Rivarola y col, 2001) (n=6).

Clo1,25: se trato a los ratones con Clo 1,25 mg/kg/dia (n=6).

Bz6,25+Clo1,25: se tratd a los ratones con 6,25 mg/kg/dia de Bz y 1,25 mg/kg/dia de Clo
(n=6).

En todos los grupos los farmacos se administraron diariamente por 30 dias via oral. En los
grupos infectados, el tratamiento comenz6 entre los 4 y 5 dias post infeccion, luego de la

deteccion de parésitos en sangre, como se muestra en el diagrama a continuacion.

% %
R
\ DCIe,CFtIOIl de Sacrificio y obtencién
5 parasttos en Tratamiento durante 30 dias de tejidos
_3 sangre | >
< I -
Dias | — 1 j i ] —

1 4 5 7 14 21 28 35 36

Infeccion de

ratones (n=108) Control de la parasitemia y sobrevida

La efectividad del tratamiento se estudié mediante:

Sobrevida: monitoreada diariamente.

Parasitemia: los parasitos se contaron en camara de Neubawer, en muestras de sangre de 5
pL obtenidas de la cola de los ratones cada 7 dias.

Parasitemia utilizando qPCR: De los 6 ratones infectados y tratados de cada grupo se

eligieron 3 animales al azar y se analizaron las muestras de sangre, musculo cardiaco
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(ventriculo izquierdo) y masculo esquelético (miembro posterior derecho), extraidas a los
35 d.p.i. Esta técnica se describe en detalle en la seccion 3.4.

Estudios histologicos: Finalizado el tratamiento, se extrajeron muestras de higado, rifion e
intestino a 3 animales de cada grupo infectado con los 3 aislamientos y con la cepa Y, con
el fin de evaluar las alteraciones estructurales debido a los posibles efectos toxicos de las
drogas. Los tejidos se fijaron en formol bufferado al 10 % (pH 7,0) y se incluyeron en
parafina. Los cortes de 5 um de espesor fueron coloreados con hematoxilina-eosina (n=270
muestras). Para cada seccion de tejido se analizaron al microscopio aproximadamente 10
campos utilizando los aumentos totales (aumento del obejetivo x aumento del ocular): 100x,
200x, 400x, 600x, y se examinaron tres diferentes secciones del tejido por cada ratén. Las
muestras se clasificaron de la siguiente manera: (-) sin alteraciones, (+): leves infiltrados
inflamatorios (> 1 foco inflamatorio), (++) moderada infiltracion inflamatoria (> 2 focos
inflamatorios) y (+++) extensa inflamacion y necrosis.

También se extrajeron muestras de musculo cardiaco (&pice) y musculo esquelético
(miembro posterior derecho) (n=180 muestras) que se procesaron Yy tifieron como se
menciona anteriormente. Se analizaron tres secciones diferentes del tejido por cada raton y
se determind el numero de infiltrados inflamatorios utilizando fotografias correspondientes
al aumento 40x. El porcentaje de area de tejido cubierta de infiltrados inflamatorios se
cuantifico utilizando el programa ImageJ.

Todos los ratones fueron sacrificados mediante anestesia con ketamina CIH (Ketalar®, Parke
Davis, Warner Lambert Co, EE.UU.) (10 mg/ Kg) y las muestras de sangre fueron obtenidas
por puncién cardiaca de acuerdo con las normas establecidas por el Reglamento para el
cuidado y uso de animales de experimentacion en dependencia de la Facultad de Ciencias
Médicas y Facultad de Odontologia. Comité Institucional para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio, Universidad Nacional de Cérdoba.

3.3 Estudio de conducta

La infeccién por T. cruzi produce cambios evidentes en el comportamiento en ratones. Un
trabajo realizado en ratones de la cepa Suizos Webster mostré cambios clinicos y de
comportamiento a partir de la segunda semana de la infeccién como por ejemplo: posturas

encorvadas, los ojos cerrados, descamacion de la piel, aumento de la piloereccién,
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postracion, aislamiento social, disminucion significativa en el peso corporal y disminucion
significativa de la actividad locomotora (Campos y col., 2016).

Clomipramina presenta efectos sedativos o ansioliticos y es utilizada para dolores cronicos
(Rebolledo Marchesini y col., 2004). Estudios realizados en nuestro laboratorio mostraron
que esta droga (a una concentracion de 5 mg/kg/dia) no ocasiona cambios clinicos, como ser
alteraciones cardiacas e histopatologicas en ratones Albino Suizos no infectados e infectados
con T. cruzi con la cepa Tulahuen (Rivarola y col., 2005, Strauss y col., 2013). Sin embargo,
no se ha comprobado aun su efecto sobre la conducta de ansiedad en ratones infectados con

T. cruzi.

Laberinto elevado en cruz (plus maze): se realizo la prueba del laberinto elevado en cruz
que es un modelo valido para evaluar ansiedad (File y col., 1998; Rahman y col., 2015). Esta
prueba fue validada primero en ratas y luego en ratones (Montgomery 1955; Lister 1987).
El mismo se fundamenta en la aversion natural que presentan los animales por los espacios
abiertos y a la altura, en este caso cuando son colocados en el laberinto elevado en cruz. En
condiciones normales, los animales tienden a evitar los brazos abiertos (BA) y a permanecer
mas tiempo en los brazos cerrados (BC). EI nimero de entradas, tiempo de permanencia,
porcentaje de entradas o porcentaje de tiempo en los brazos abiertos son indicativos de
indices de ansiedad.

El aparato que se utilizo consistié en una version modificada del descripto por Montgomery
(1955). EI mismo const6 de dos BA de 30 cm de largo por 5 cm de ancho y dos BC de 30
cm de largo por 5 cm de ancho por 15 cm de alto extendidos a partir de la plataforma central
(PC) de 5 cm por 5 cm, ubicado sobre un soporte a 40 cm del suelo. El piso, la PC y las
paredes de los BC fueron de madera de color negro. Para evitar que el animal se caiga, los

BA estaban dotados de una baranda de acrilico transparente de 1 cm de alto (figura 12).
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..........

Figura 12: Diagrama del laberinto elevado en cruz.

Para el estudio de conducta se utilizo el siguiente disefio:

NI + Vehiculo: no infectado y tratado INT + Vehiculo: infectado y tratado
con agua (n=10) con agua (n=20)

NI + Clo 5 mg/kg/dia: (n=10) INT + Clo 5 mg/kg/dia: (n=15)

NI + Clo 1,25 mg/kg/dia: (n=10) INT + Clo 1,25 mg/kg/dia: (n=15)

Tratamiento e infeccion: en todos los grupos se utilizaron ratones Albino suizos adultos
exocriados (peso promedio 30 + 1g). Se utilizaron Unicamente machos debido a que las
hembras presentan variaciones en la conducta de ansiedad asociadas al ciclo reproductivo
que depende del estado funcional del eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario (Carlini y col., 2008).
Los grupos infectados fueron inoculados intraperitonealmente con 50 tripomastigotes de la
cepa Y de T. cruzi. Las diferentes concentraciones de Clo y el vehiculo se administraron via
oral durante 30 dias consecutivos. La prueba fue realizada 24 h después de la finalizacion
del tratamiento durante cinco minutos, para ello el ratdén se colocé en el centro del aparato
con direccion hacia un brazo cerrado. Antes de cada prueba, los animales fueron habituados
durante 1 h y el aparato fue lavado con una solucién de etanol al 70 % y luego secado. En
todos los casos el test se realizd entre las 8:00 y las 10:00 h.

Se cuantificaron los siguiente pardmetros: n° de entradas en los brazos abiertos, n° de
entradas en los brazos cerrados y tiempo de permanencia en los en los brazos abiertos, en
brazos cerrados y en el cuadrado central. Los resultados se expresaron como: (I) porcentaje
del N° de entradas a brazos abiertos, (Il) porcentaje de tiempo de permanencia en brazos

abiertos y (I11) nimero total de entradas.
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3.4 Deteccion de T. cruzi y tipificacion molecular del linaje

Parésitos para la infeccion experimental: se utilizaron tripomastigotes
de T. cruzi pertenecientes a 3 aislamientos diferentes: el aislamiento SGO-Z12 obtenido de
un insecto vector de Santiago del Estero, zona endémica de nuestro pais (Bustamante y col.,
2003; Lo Presti y col., 2009) y caracterizado isoenzimaticamente como perteneciente al
zimodema 12 de Montamat y colaboradores (1996) y dos aislamientos de T. cruzi obtenidos
de individuos con infeccion congénita: Lucky (Triquell y col., 2009) y Casibla (Lo Presti y
col., 2014). Estos aislamientos han sido mantenidos en el laboratorio por infecciones
sucesivas cada 15 dias en ratones Albino suizos.
Infeccion de ratones: 18 ratones Albino suizos adultos, machos y hembras exocriados,
fueron inoculados intraperitonealmente con tripomastigotes de cada uno de los aislamientos
de la siguiente manera:

e Grupo 1: ratones (n=6) infectados con 50 tripomastigotes del aislamiento SGO-Z12.

e Grupo 2: ratones (n=6) infectados con 50 tripomastigotes del aislamiento Lucky.

e Grupo 3: ratones (n=6) infectados con 50 tripomastigotes del aislamiento Casibla.

La sobrevida de cada uno de los grupos fue monitoreada diariamente a lo largo de la
infeccion experimental. De los 6 ratones infectados de cada grupo se eligieron 3 animales al
azar (Mejia y Triana, 2005), para ser sacrificados en la etapa aguda. Se recolecto la sangre
de estos animales y se les extrajo corazén (ventriculo izquierdo) y muestras de musculo

esquelético (miembro posterior derecho).

Extraccién de ADN: la extraccion de ADN de las muestras de sangre y tejido de animales
infectados se realiz6 de acuerdo a lo descripto por Avila y colaboradores (1991) y Levitan y
Grosberg (1993), respectivamente. Las muestras de sangre de cada raton se mezclaron con
igual volumen de guanidina 6 M/EDTA 0,2 M. Para la extraccién de tejido se tom6 30 mg
de muestra. EI ADN se extrajo por técnicas convencionales con fenol:cloroformo:
alcoholisoamilico (Lachaud y col, 2001) y luego se precipitdé con etanol. Finalmente la
solucion se resuspendio en agua estéril libre de nucleasas. Se conservo a -20° C hasta su
uso (Wincker y col., 1994) para la amplificacion del contenido de ADN del parasito por la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

40



Materiales y Métodos

Tipificacion del linaje de T. cruzi infectante en cada muestra mediante PCR: la
presencia de T. cruzi en cada muestra se determind mediante la amplificacion de un
fragmento de 188 pb correspondiente al ADN nuclear del parésito utilizando dos
oligonucleodtidos especificos: TCZ-1 (5’-CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3’) y
TCZ-2 (5-CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’) (Virreira y col, 2003).

La tipificacion molecular de T. cruzi en las muestras de sangre y de tejido de cada ratén en
la etapa aguda (35 d.p.i.) se determind mediante la amplificacion por PCR de tres fragmentos
diferentes que permiten, en conjunto, determinar el linaje de T. cruzi presente en cada tejido
(Brisse y col., 2001; Steindel y col., 2008; Velazquez y col., 2008; Ramirez y col., 2010)
(figura 13):

e el espaciador intergénico de los genes del miniexdn, utilizando un pool de
oligonuclettidos: TC1 (5’-GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC-3%), TC2 (5’-
CCTGCAGGCACACGTGTGTGTG-3") y TC (5’-CCCCCCTCCCAGGCCACA
CTG-3"); (Souto y col., 1996, Mejia-Jaramillo y col., 2009).

e ¢l gen de la subunidad 24Sa del ARN ribosdmico, utilizando los oligonucleétidos
D71 (5’-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3") y D72 (5>-TTTTCAGAATGGCCG
AACAGT-3") (Souto y col., 1996).

e el gende la subunidad 18S del ARN ribosémico, utilizando los oligonucle6tidos V1
(5’-CAAGCGGCTGGGTGGTTATTCCA-3’) y V2 (5-TTGAGGGAAGGC AT
GACACATGT-3’) (Clark y Pung, 1994).

‘1%323 @ 300 Ph Amplificacién ﬂg 11::+
f @ e f de 24S0 ARNr

Muestra de
Trypanosoma cruzi NA 125
T ob

4 ‘U 4
110 hp Amplificacion Amplificacién &b
de 24Sa ARNr de 185 ARNr

~125
pb

v v

Figura 13: Algoritmo utilizado para la clasificacion el linaje de T. cruzi utilizando tres marcadores
moleculares (adaptado de Ramirez y col., 2010). NA: no amplifica; pb: pares de bases.
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41



Materiales y Métodos

Con el fin de confirmar el linaje T. cruzi presente en cada tejido, se utilizé un segundo
set de marcadores moleculares descripto por Cosentino y Agiiero (2012): la amplificacion
seguida de la digestion del amplicon TcSC5D con una mezcla de enzimas Sph 1y Hpa I, se
traduce en un Unico patron para todos las UDTSs, excepto para las UDT TcV y TcVI, que no
pueden ser diferenciadas; para poder diferenciarlas se realizé la amplificacion del amplicon
TcMK seguida por la digestion con la enzima Xho 1. En la figura 14 se puede observar una
representacion esquematica de los fragmentos de restriccion esperados para cada UDT. El
fragmento de 832 pb del gen TcSC5D fue amplificado utilizando oligonucleétidos TcSC5D-
fwd (5"-GGACGTGGCGTTTGA TTTAT-3") y TcSC5D-rev (5°-TCCCATCTTCTTCG
TTGACT-3") y un fragmento de 537 pb del gen TcMK se amplific6 utilizando Tc-Mev-
kinase26-fwd (5"-TTTTTGCATG TCATTTTGG-3"), Tc-Mev-kinase662-rev (5-AGC
GGTCTTGTAATGAGCAC-3"). Las enzimas de restriccion (Hpa I, Sph I y Xho | -New
England Biolabs, Inc.) se utilizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante (37 °C
durante 1 h); en todos los casos la reaccion finalizé con una solucion de stop (50% de
glicerol, 50 mM EDTA pH 8,0, y 0,05% azul de bromofenol) después del tiempo de
incubacion.

Epimastigotes correspondientes a las cepas Y (Tcll) y Tulahuen (TcV) se utilizaron

como patrones comparativos de la tipificacion.

>
=~

TcSC5D gene + Hpal +Sphll

Tcl Tcll Tclll TclV TcV TcVI

1000 em— TcMK gene + Xhol
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L a— TcV Tc VI
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Figura 14: Esquema utilizado para la clasificacion el linaje de T. cruzi utilizando dos marcadores
moleculares (Cosentino y Agliero, 2012): A) fragmentos de restriccion esperados después de la
digestion del amplicon TcSC5D con una mezcla de Sph 1y Hpa I; B) fragmentos de restriccion

esperados después de la digestion del amplicon TcMK con Xhol para diferenciar muestras Tc V' y

Tc VI.
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La presencia de inhibidores en las muestras de ADN se descartd mediante la amplificacion

de un gen constitutivo del huésped (B-actina) de 289 pb, utilizando los oligonucle6tidos
correspondientes: p-act-fwd (5’-CGGAACCGCTCATTGCC-3%) y p-act-rev (5’-AAC
CAC ACTGTGCCCATCTA-3’). Los componentes de cada una de las reacciones y las
condiciones de amplificacion para cada PCR se describen en las tablas 1 y 2 respectivamente.

En todos los casos, los productos de PCR se separaron mediante geles de agarosa al 2,5%

teflido con bromuro de etidio y se observaron bajo luz UV.

Tabla 1. Componentes de cada una de las reacciones para la amplificacion de los diferentes
marcadores moleculares.

Marcador Tris-Cl ADN Volumen
KCl Cl,Mg dNTPs Taq Oligonucl.

molecular (pH 8,4) (muestra) final
TCZ 10 mM 50 mM 1,5mM 200 uM 05U 25 pmols ~2,5ng 25 L
Mini-exon 10 mM 50 mM 1,75 mM 200 uM 1U (HS) 25 pmols ~5ng 50 uL
24Sa ARNr 10 mM 50 mM 2mM 200 uM 1U 20 pmols ~4ng 50 pL
18S ARNr 10 mM 50 mM 2 mM 200 uMm 1 U (HS) 20 pmols ~4ng 50 uL
TcSC5D 10 mM 50 mM 1.6 mM 200 uM 15U 10 pmols ~5ng 25 pL
TcMK 10 mM 50 mM 1.6 mM 200 uM 2U 10 pmols ~5ng 25 pL
B-actina 10 mM 50 mM 1,5mM 200 uMm 05U 10 pmols ~2,5ng 25 uL

HS: Taq Polimerasa Hot start.

Tabla 2. Condiciones de reaccién para la amplificacion de cada uno de los marcadores moleculares

Cada ciclo consistio de:

Marcador Desnaturalizacion Numero de Extension

molecular inicial ciclos Desnaturalizacion ~ Hibridacion Extension final
TCZ 4 min; 95°C 40 30s; 95°C 30's; 60°C 30s72°C 5 min; 722C
Mini-exon 2 min; 942C 30 30's; 94eC 30s; 55¢C 30ss; 72°C 7 min; 72°C
24Sa ARNr 1 min; 94°C 30 30s; 94°C 30's; 60°C 30s; 72°C 7 min; 722C
18S ARNr 2 min; 94°C 30 30s; 94°C 30s; 50°C 30s; 72°C 7 min; 722C
TcSC5D 4,5 min; 942C 35 30's; 94eC 30s; 58¢C 30ss; 72°C 5 min; 722C
TcMk 4,5 min; 942C 35 30's; 94°C 30's; 582C 30s; 72°C 5 min; 722C
B-actina 4 min; 95°C 30 30s; 95°C 30's; 60°C 30s; 72°C 5 min; 722C

En todos los casos, las amplificaciones se llevaron a cabo en un Termociclador para ADN (lvema T-18).
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Determinacién de la presencia del T. cruzi en sangre, musculo esquelético y cardiaco
de animales infectados y tratados, por qPCR: La reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real (QPCR) se realizo utilizando muestras de ratones de cada grupo infectado y
tratado (con el esquema de tratamiento que se muestra posteriormente) extraidos a los 35
d.p.i. correspondiente a la etapa aguda de la infeccion. La deteccion de T. cruzi en cada
muestra se realiz6 por amplificacion de un fragmento nuclear de 188 pb del ADN del parasito
usando dos oligonucledtidos especificos: TCZ-1 y TCZ-2, la calidad de las muestras se
verific6 mediante la amplificacion del gen del huésped (B-actina). La gPCR se realizo
utilizando el kit KAPA SYBR Fast qPCR Master Mix (2X) (Kapa Biosystems) con 10 ng de
ADN genomico total (JDNA). Las muestras se amplificaron en termocilclador Q Rotor-
Gene (Quiagen); se utilizaron los componentes que se muestran en la tabla 3 y las

condiciones que se encuentran en la tabla 4.

Tabla 3. Componentes de la reaccion para la amplificacion del fragmento TCZ mediante qPCR.

Componentes 20 pL rxn Concentracion Final
Kapa Sybr Fast gPCR Master Mix (2X) 10 ppL 1X
TCZ-1 0,4 pL 200 nM
TCZ-1 0,4 pL 200 nM
ADN 2 uL* ~10ng
Agua para PCR 7,2 uL -

* Muestras de ADN diluidas con una concentracion final de 5ng/uL. rxn: volmen final de la reaccién

Tabla 4. Condiciones de reaccion para la amplificacién del fragmento TCZ mediante gPCR.

Paso Temperatura Duracién Ciclos
Activacion de la enzima / .

95 eC 3 min Hold
Desnaturalizaciéon del ADN
Desnaturalizacién 95¢C 15 seg
Hibridacién 55¢C 30 seg 40 ciclos
Extension 72°C 30 seg

Las reacciones se realizaron por triplicado y se incluy6 un control negativo en cada
amplificacion.
Previamente a la amplificacion de las muestras se realizdé una curva de calibracion con
concentraciones conocidas de epimastigotes de la cepa Y de T. cruzi. Se partié de una
muestra de 107 parésitos/mL, se extrajo el ADN como se mencion6 anteriormente y se

amplifico por PCR el fragmento de interés (TCZ). Luego se realizaron nueve diluciones en

44



Materiales y Métodos

serie del ADN, con agua ultrapura, (1:10) hasta obtener una concentracion de
0,1 parasitos/mL y se amplifico, por triplicado, el fragmento TCZ a través gPCR.

La curva de calibracion se graficd interpolando los valores de Ct (Cycle threshold o ciclo
umbral, equivalente al nimero de ciclos necesarios para que cada curva alcance un umbral
en la sefial de fluorescencia) de las muestras con el logaritmo del factor de dilucion del
namero de copias del ADN de las muestras.

Para evaluar la cantidad del ADN de interés en cada una de las muestras, se tomo en cuenta
la eficiencia de la amplificacion. El Ct se asigna sélo durante la fase geométrica de la
amplificacion donde ésta es 100 % eficiente.

La eficiencia se calculé con la siguiente formula:

E=10"%k -1

Donde K es la pendiente de la recta.

La eficiencia se consider¢ satisfactoria cuando no fue inferior a 90 % y no por encima de
110 % (Wong y Medrano, 2005). De esta manera la recta obtenida permitié calcular las

concentraciones desconocidas de las muestras.

Deteccion de los linajes Tcll y TcVI en las muestras de sangre, musculo esquelético y
cardiaco de animales infectados y tratados: una vez conocidos los linajes (UDTS) que
conforman los tres aislamientos en estudio y detectada la presencia de T. cruzi en cada una
de las muestras, se optd por la utilizacion del fragmento A-10 adaptado por Burgos y
colaboradores (2007). El polimorfismo del fragmento A-10 fue originalmente descripto por
Brisse y colaboradores (Brisse y col., 2000) en un trabajo donde identifican fragmentos
amplificados diferencialmente en las distintas UDT por la técnica de RAPD, que utiliza
pequefios oligonucledtidos con secuencias al azar. ElI fragmento A-10 es una secuencia
repetitiva de bajo niumero de copias, polimoérfica, no codificante que utiliza una sola reaccion
de gPCR y la observacion de las temperaturas de melting, para la identificacion de los linajes
Tcll y TcVI. La temperatura de melting (Tm), de disociacion o de separacion de las hebras,
es una medida de la estabilidad de los hibridos (complejo templado-oligonucleétido),
definida como la temperatura a la cual 50 % de los hibridos se encuentran formados y 50 %
permanecen disociados. Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del fragmento
Al10 de T. cruzi (Brisse y col., 2000) fueron: Prl (5’-CCGCTAAGCAGTTCTGTCCATA-
3") y Pr3 (5-TGCTTTATTACCCCATGCCACAG-3’) que generan fragmentos de 580 pb
(identificando a Tcll) y/o 525 pb (identificando a TcVI). Tcll presenta un pico en la curva
de temperatura de melting a 80,2 £ 0,2°C y TcVI a 82 £ 0,2 °C (figura 15). Cabe destacar
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que estas temperaturas pueden variar levemente de acuerdo a los reactivos y equipos
utilizados, y las mismas son adecuadas para tipificar siempre que se mantenga una diferencia
de 2°C entre ellas. Los productos de la gPCR fueron se observaron mediante geles de agarosa
al 3 % tefiidos con bromuro de etidio y se observaron bajo luz UV. En las tablas 5y 6 se

encuentran los componentes y las condiciones para la amplificacion del fragmento Pr.

Tabla 5. Componentes de reaccion para la amplificacion del fragmento A10 mediante qPCR.

Componentes 20 pL rxn Concentracidn Final
Kapa Sybr Fast gPCR Master Mix (2X) 10 uL 1X
Pr1 0,3 uL 0,5 uM
Pr3 0,3 puL 0,5 uM
ADN 5uL ~10ng
Agua para PCR 4,4 uL -

rxn: volmen final de la reacciéon

Tabla 6. Condiciones de reaccion para la amplificacién del fragmento A10 mediante qPCR.

Paso Temperatura Duracién Ciclos
Activacién de la enzima / )
95 2C 10 min Hold
Desnaturalizacion del ADN
Desnaturalizacién 95¢C 30 seg
Hibridacién / ] 40 ciclos
60 °C 2 min
Extencion
95 eC 15 seg
702eC 1 min
Temperatura de Melting
90 ¢C 30 seg
60 °C 15 seg

Fluorescencia

Figura 15: Se observa el patron de bandas obtenidas a partir de la amplificacion del fragmento
A10 en un gel de agarosa y las temperaturas de melting (Burgos y col., 2007).
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Tipificacion del aislamiento Casibla utilizando el algoritmo de qPCR con sondas
TagMan: Esta determinacion se realiz6 en conjunto con el grupo del Dr. Alejandro G.
Schijman del Laboratorio del Laboratorio de Biologia Molecular de la Enfermedad de
Chagas, correspondiente al Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia
Molecular “Dr. Héctor N. Torres” de la ciudad autbnoma de Buenos Aires.

El diagrama utilizado para la identificacion de las UDTs mediante gPCR utilizando sondas
TagMan (MTQ-PCR) se muestra en la figura 16. Las concentraciones de oligonucleétidos y
las secuencias se detallan en la Tabla 7. Las sondas TagMan fueron adquiridas en
Technologies, Inc. (EE.UU.). Las amplificaciones de los loci nucleares de la region
intergénica del miniexén (SL-IR) y de los genes de la citocromo oxidasa I, y del ADNr 18S
(18S-COIl MTQ-PCR) se llevaron a cabo utilizando 1X QIAGEN Multiplex PCR Kit
(QIAGEN, EE.UU.). Para la amplificacion del gen de la subunidad 24Sa del ARN
ribosomico (24Sa-Ill / IV MTQ-PCR) se utilizd6 1X FastStart Sonda universal Master
(Roche, Alemania). Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo con 2 pL de ADN (5ng/
pL) en un volumen final de 20 pL. Las condiciones de reaccion para la amplificacion de SL-
IR y 18S-COIl MTq-PCR fueron inicialmente 15 min. a 95 °C seguido de 40 ciclos de 95 °C
durante 30 seg. y 60 °C durante 1 min. Las condiciones de reaccion para la amplificacion de
24Sa-111/1V fueron inicialmente 10 min a 95 °C seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 30
seg. y 57 °C durante 1 min. (Curay col., 2015). Para realizar las amplificaciones se utiliz6
el equipo Applied Biosystems (ABI 7500, EE.UU.)

La PCR SL-IR MTq diferencia las UDTs del grupo Tcll/V/VI (que presentan sefial de
fluorescencia en el canal de HEX), con las UDTs Tclll y TclV (que evidencian sefal
fluorescente en los canales de Quasar 670, CAL Fluor Red 610, o en ambos) y con la UDT
Tcl (que presentan sefial de fluorescencia en el canal de FAM).

La tipificacién de las UDTs pertenecientes al grupo Tcll/V/VI se realizd mediante la

deteccion de secuencias polimorficas de los genes de ADNr 18S y de la COIl.

47



Materiales y Métodos

Reaccion de PCR

Senial de fluorescencia

SL-IR MTq FAM HEX _—_l.
CAL Fluor red 610
} ' !
18S-COIl MTq ol HEX FAM
Cy5
y v
PCR 24So-III/TV FAM HEX
MTq
[ Ta | Ter || Tev || Tevi || Tam || Tav |

Figura 16: Algoritmo de gPCR multiplex con sondas TagMan para la identificacion de UDTs de T.

cruzi (Curay col., 2015)

Tabla 7. Secuencias y concentraciones de oligonucle6tidos y sondas utilizadas en el ensayo de
PCR multiplex real-time (Curay col., 2015).

PCR Oligoucleotido Secuencia (5'- 3') Concentracion Final (uM)
SL-IR MTq UTCC-Fw CAGTTTCTGTACTATATTGGTACG 0,5
Tcl-Rv CGATCAGCGCCACAGAAAGT 0,5
Tcll/V/VI-Rv GGAAAACACAGGAAGAAGC 0,5
Tclll-Rv CATTTTTATGAGGGGTTGTTCG 0,5
TclV-Rv CATTTTTATTAGGGGTTGTACG 0,5
Tcl (sonda) FAM-CTC+CTTC+AT+GTT+TGT+GTCG-BHQ1 0,1
Tcll/V/VI (sonda) HEX-TATA+CC+CATATA+TATA+TA+GC-BHQ1 0,05
Tclll (sonda) Quasar670-AATCGCG+TGTATGCACCGT-BHQ3 0,05
TclV (sonda) CAL Fluor Red610-GCCCCCGACGCCGTCCGTG-BHQ2 0,1
18S-COll MTq 18S-Fw ATGGGATAACAAAGGAGCAGCCTC 0,2
18S-Rv CTTCATTCCTGGATGCCGTGAGTT 0,2
COll-Fw ACACCTACCYGGTTCTCTACCT 0,2
COlI-Rv CTYGARAGTGATTAYTTGGTGGGWG 0,2
18S-Tcll/VI (sonda) FAM-CAGACTTCGGTCTTACCCTTCGCATCTCACA-BHQ1 0,05
185-TcV (sonda) HEX-TCTT+GCC+T+C+CGCATATTTTCACA-BHQ1 0,05
COlI-Tcll (sonda) Cy5-AATGGATTACATCTACGGCTGACACCCA-BHQ3 0,1
24Sa-11l/IV MTq D71 AAGGTGCGTCGACAGTGTGG 0,4
D76 GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT 0,4
Tclll (sonda) FAM-CTTTTCC+C+C+TCTCTTTTATTA+GG-BHQ1 0,2
TclV (sonda) HEX-+T+G+CTCTCTTTCCTTCTCTT+TACG-BHQ1 0,2

Analisis de los resultados: Cada PCR (de los diferentes marcadores moleculares) se realizo

por triplicado, considerandose negativa luego de tres resultados negativos repetidos; un

resultado positivo se consider6 suficiente para considerar a la muestra como positiva para

ese marcador molecular.
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3.5 Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue verificada mediante la prueba de Shapiro-Wilks y la
homogeneidad de las varianzas mediante la prueba de Levene.

Para el andlisis de parasitemia (recuento en camara de Neubauer) se realizé analisis
multivariado (MANOVA) y test de Hotelling a posteriori; los valores correspondientes a
cada dia se compararon mediante analisis de la varianza (ANOVA) y test LSD de Fisher a
posteriori. Los valores de qPCR, el area cubierta por infiltrados inflamatorios, la cantidad de
nidos de amastigotes y los resultados del test de laberinto elevado en cruz se analizaron
mediante ANOVA vy test LSD de Fisher a posteriori. Para el analisis de sobrevida, se utilizé
el test de sobrevida de Kaplan Meier. En todos los casos, se consideraron diferencias
significativas cuando el valor de p fue menor a 0,05.

Para comprobar si el tratamiento combinado de Bz+Clo potencia el efecto encontrado
en las monodrogas, se realiz6 un analisis multivariado de componentes principales (ACP),
que permite mejorar la interpretabilidad de los datos, analizando todas las variables al mismo
tiempo y conocer cuales variables son las més influyentes en el estudio. Debido a que una
de las condiciones para el anlisis es que el nimero de variables a analizar debe ser menor o
igual al nimero de tratamientos, se seleccionaron las siguientes variables para el ACP: 1. n°
de parasitos en sangre (qPCR), 2. Porcentajes de infiltrados inflamatorios en ME, 3. n°® de
nidos de amastigotes en ME, 4. Alteraciones en higado, 5. Alteraciones en rifion y 6.
Sobrevida. Se realiz6 una transformacion logaritmica de la variable n° de parésitos/mL para
normalizar la base de datos. Las alteraciones en higado y rifién se consideraron como 1 (sin
alteraciones), 2 (inflamacion de leve intensidad) y 3 (moderada infiltracion inflamatoria). Se

trabajé con los datos estandarizados.
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4. Resultados

4.1 Analisis de drogas in vitro
Citotoxicidad

Se realiz6 un ensayo de citotoxicidad para evaluar los efectos de Bz y Clo en
combinacion y posteriormente seleccionar las concentraciones a utilizar en los analisis in
vitro con tripomastigotes.

Luego de 96 h de incubacion de las células LLCMK: con las drogas Bz y Clo, se
observo que la combinacidn produce una respuesta por encima de la linea de aditividad (linea
azul), indicando antagonismo (figura 17). La concentracién citotéxica media (CCso) de Clo
fue de 74,78 £ 6,51 pug/ml; mientras que para Bz fue de 465 + 18,03 pg/ml. Se puede observar
graficamente que la combinacion, a determinadas concentraciones (representadas por los
puntos verdes en la figura 17), produjo menor cantidad de muerte celular que las
monodrogas.

Los isobologramas (figura 17 y 19) se construyeron utilizando los valores de la CCso
de las drogas que producen la muerte del 50 % de las células después de administrados los
farmacos. Los ejes interceptan las CCsp para cada droga. La recta que conecta estos puntos
de interseccion es la linea de aditividad y representa el lugar geométrico de todos los pares
de dosis (Loewe, 1953, Chou y Talalay, 1984; Chou, 2006)

540 -
450 §
360
270 -

180 -

Benznidazol pg/mL

90 -

0 15 30 45 60 75 90
Clomipramina pg/mL

Figura 17: Isobolograma que representa el efecto combinado de Bz + Clo sobre células LLCMK;
construido con las CCso de cada una de las drogas.
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Analisis de la actividad de las drogas

Actividad de Bz y Clo sobre tripomastigotes: en la figura 18 se observa que Bz fue

mas potente y eficaz que Clo sobre los 3 aislamientos de T. cruzi. El efecto de Bz sobre la

cepa Y mostrd ser menos potente y presento una eficacia del 95 %, en comparacion al efecto

de Bz sobre los aislamientos. Cuando se incubaron tripomastigotes de la cepa Y tanto con

Bz como con Clo los valores de la concentracion efectiva media (ECso) fueron los mas altos

en comparacién con los obtenidos con los aislamientos (tabla 8). El aislamiento Casibla

mostro ser el mas sensible a Bz, siguiéndole SGO-Z12 y Lucky. Clomipramina presentd una

actividad similar sobre los tres aislamientos.
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Figura 18: Actividad de Bz y Clo sobre tripomastigotes de A. cepa Y de T.cruzi y sobre los
aislamientos B. SGO-Z12, C. Lucky y D. Casibla de T. cruzi. Eje X muestra el log de las
concentraciones de las drogas (ug/ml) y el eje Y muestra los porcentajes de mortalidad de los

tripomastigotes.
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Analisis de combinacion de drogas

Se evaluo el efecto combinado de las drogas sobre tripomastigotes de la cepa Y y
sobre los aislamientos SGO-Z12, Lucky y Casibla. Los efectos de los pares de dosis han
revelado una curva (linea roja) que se encuentra por debajo de la linea de aditividad (linea
azul) en los cuatro ensayos realizados, se observo, en diferentes grados, un efecto sinérgico.

Los valores de ECso para cada droga se muestran en la tabla 8.
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Figura 19: Isobologramas representando el efecto combinado de Bz + Clo sobre A. cepa Y de T.
cruzi y sobre los aislamientos B. SGO-Z12, C. Lucky y D. Casibla de T. cruzi.

Tabla 8. Concentracion efectiva media (ECso) de benznidazol y clomipramina e indice de
combinacion sobre células LLCMK; y cepas de T. cruzi.

Cepas/aislamientos ECso Clo ECso Bz indice de combinacién
P (ug/ml) (ug/ml) (C1) Bz+Clo
LLCMK; 74,78 £ 6,51 465 + 18,03 1,25 (levemente antagonico)
Y 3,28+0,7 1,46 £0,3 0,60 (sinergismo)
SGO-712 1,35+0,54 0,46+0,2 0,81(moderadamente sinérgico)
Lucky 2,07+0,40 0,62+0,08 0,58 (sinergismo)
Casibla 1,45+0,41 0,32+0,1 0,96 (= aditivo)
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El el indice de Combinacion (CI, Combination Index) de las drogas sobre las células
LLCMK: fue de 1,25 indicando un efecto levemente antagonico, es decir, la combinacién
causa dafio celular levemente menor que la monoterapia. La combinacion de Bz+Clo
presento efecto sinérgico sobre el aislamiento Lucky y la cepa Y, levemente sinérgico sobre

el aislamiento SGO-Z12 y aproximadamente aditivo sobre Casibla (tabla 8).

4.2 Analisis tripanocida in vivo

Ratones infectados con la cepa Y de T. cruzi

Parasitemia (recuento en cadmara de Neubauer y gPCR)

La figura 20 representa la evolucion de los niveles de parasitos circulantes en sangre
de ratones infectados con la cepa Y de T. cruzi hasta los 35 dias post infeccion (d.p.i.). La
figura 20A muestra los niveles de parasitos de los grupos tratados con diferentes
concentraciones de Bz (100, 50, 25, 12,5, 6,25 mg/kg/dia). El tratamiento comenz6 a los 4
d.p.i. No se encontraron diferencias significativas, en los niveles de parasitemia, entre las
diferentes concentraciones de Bz utilizadas (test de Hotelling: p>0,05). El grupo tratado con
Bz6,25 presentd mayores niveles de parésitos que el resto de los tratamientos. Todos los
grupos tratados con Bz presentaron diferencias significativas con el grupo INT (test de
Hotelling: p<0,05). Se observd un pico de parasitemia a los 21 dias en el grupo INT. La
figura 20B muestra los niveles de parasitos en sangre de ratones infectados y tratados con
diferentes concentraciones de Clo (10, 5, 2,5, 1,25 mg/kg/dia). Los grupos tratados con 10 y
2,5 mg/kg/dia presentaron altos niveles de parasitema produciendo la muerte de la totalidad
de los ratones a los 25 d.p.i. aproximadamente. Los grupos tratos con 5 y 1,25 mg/kg/dia
sobrevivieron hasta los 35 d.p.i. y no presentaron diferencias significativas con el grupo INT
(test de Hotelling: p>0,05).

De acuerdo a los resultados obtenidos se seleccionaron, para el ensayo combinado de
drogas, las concentraciones de Bz de 6,25 mg/kg/dia y de Clo de 1,25 mg/kg/dia
(Bz6,25+Cl01,25). La figura 20C muestra los niveles de parasitos en sangre de ratones
tratados con la combinacion de drogas. Se muestran también las curvas de los grupos tratados
con Clol1,25 y Bz6,25. El tratamiento combinado presentd una disminucién significativa de
la parasitemia a los dias 21 y 28 post infeccion (p.i.) (test de Fisher: p<0,05) con respecto a
los grupos Clo1,25 y Bz6,25.
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Finalizado el tratamiento, a los 35 d.p.i. se extrajeron muestras de sangre de 3 ratones
de cada grupo de tratamiento y se realizo la cuantificacion de los parasitos a través de gPCR.
Previamente a la cuantificacion de los paréasitos a través gPCR se realizd una curva de
calibracion (figura 21A) para interpolar los valores de Ciclo umbral (Ct) de las muestras y
obtener su concentracion. La curva se grafico teniendo en cuenta los valores de Ct obtenidos
a partir de muestras que contienen 10" — 1 epimastigotes / mL (en 10 ng de ADN) contra el
logzo de las diluciones. La recta esta descrita por la siguiente ecuacion: y = -3,1327x+24,17.

Todos los ratones infectados con la cepa Y de T. cruzi y tratados con diferentes
concentraciones de Bz y Clo exhibieron productos de amplificacion, sin embargo su carga
parasitaria fue significativamente menor que en el grupo INT (test de Fisher: p <0,05) (figura
21B). El grupo tratado con Bz100 presentd la menor carga parasitaria.

En contraste con los resultados de parasitemia por recuento en cdmara de Neubauer,
se encontraron diferencias significativas en los grupos Clo5 y Clo1,25 en comparacién con
el grupo INT. EI tratamiento con Bz6,25+Clo1,25 produjo una reduccién significativa en el
numero de parasitos en comparacion con el grupo Bz6,25, Clo5 y Clo1,25 (test de Fisher:
p<0,05).

Sobrevida

La figura 22 muestra la sobrevida de los grupos infectados con la cepa Y y tratados
con diferentes concentraciones de Bz y Clo, hasta los 35 d.pi. EI 100 % de los ratones del
grupo no infectado (NI) y los grupos tratados con las concentraciones de 100, 50, 25 y 12
mg/kg/dia de Bz sobrevivieron hasta los 35 d.p.i. El 83,3 % de los ratones tratados con
Bz6,25 sobrevivieron hasta los 35 d.p.i.

El 50 % de los ratones del grupo INT sobrevivio hasta los 35 d.p.i. Mientras que los
grupos tratados con Clo5 y Clo1,25 presentaron una sobrevida del 33,3 % y los ratones de
los grupos tratados con Clo10 y Clo2,5 murieron antes de finalizar la etapa aguda de la

infeccion. El grupo tratado con Bz6,25+Clo1,25 presentd una sobrevida del 100 %.
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Figura 20 A-C: Evolucion de los niveles de parésitos circulantes en sangre de ratones infectados con la cepa Y de T. cruzi. A. Ratones tratados con diferentes
concentraciones de Bz B. Ratones tratados con diferentes concentraciones de Clo y C. Curvas de parasitemia de ratones tratados con: 6,25 mg/kg/dia de Bz, 1,25
mg/kg/dia de Clo y con la combinacién de 6,25 mg/kg/dia de Bz y 1,25 mg/kg/dia de Clo. t diferencias significativas (test de Fisher: p<0,05) Barra: error estandar.
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Los grupos tratados con Bz (todas las concentraciones) y Bz6,25+Clol,25
presentaron diferencias significativas con el grupo INT (test de sobrevida de Kaplan Meier,
p<0,05), mientras que la sobrevida de los grupos tratados con Clo5 y Clo1,25 no presentaron
diferencias significativas con el grupo INT. Los grupos Clo10 y Clo2,5 presentaron

diferencias significativas con el grupo INT.
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Figura 22: Sobrevida de ratones infectados con cepa Y de T.cruzi y tratados con diferentes dosis de
Bz y Clo. Sobrevida presentada en frecuencia relativa (n=6). Letras distintas indican diferencias
significativas p<0,05 (test de sobrevida de Kaplan Meier).

En base a estos resultados de parasitemia y sobrevida se determiné utilizar para los
estudios posteriores en animales infectados con los aislamientos naturales de T. cruzi, sélo
las concentraciones de Bz100; Bz6,25; Clo5; Clol,25 y la combinacion de las

concentraciones mas bajas de ambas drogas.

Ratones infectados con aislamientos naturales de T. cruzi

Parasitemia (recuento en cadmara de Neubauer y gPCR)

La figura 23 representa la evolucion de los niveles de parasitos circulantes en sangre
de los 3 grupos infectados con los aislamientos de T. cruzi (SGO-Z12, Lucky y Casibla)
hasta los 35 d.p.i. Como puede observarse, el parasito se encontro presente en todos los
grupos estudiados a partir del dia 5 p.i., presentando un pico de parasitemia entre los dias 21

y 28 p.i.
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La figura 23A representa la evolucion de los niveles de parasitos circulantes en
sangre de ratones infectados con el aislamiento SGO-Z12. El grupo INT presentd diferencias
significativas con todos los grupos tratados. En el grupo de ratones tratados con Clo5, si bien
se observaron diferencias significativas con el grupo INT, se detecté una mayor cantidad de
parésitos en sangre durante la evolucion de la infeccidn, presentando diferencias
significativas con los grupos Clol,25, Bz100, Bz6,25 y Bz6,25+Clo5 (test de Hotelling:
p<0,05).

La figura 23B representa la evolucion de los niveles de paréasitos circulantes en sangre
de ratones infectados con el aislamiento Lucky. A los 14 y 21 d.p.i. solamente el grupo
tratado con Bz100 presentd diferencias significativas con el grupo INT (test de Fisher:
p<0,05). A los 28 y 35 d.p.i. se observo diferencias significativas entre el grupo INT y los
grupos tratados (test de Fisher: p<0,05). No se presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos a lo largo de la evolucion de la infeccion (test de Hotelling: p>0,05).

La figura 23C representa la evolucion de los niveles de parasitos circulantes en sangre
de ratones infectados con el aislamiento Casibla. A los 14 y 21 d.p.i. el grupo tratado Bz100
presento diferencias significativas con el grupo INT y con los grupos tratados (test de Fisher:
p<0,05). El grupo tratado con Clo1,25 presentd mayor numero de parasitos en sangre que el
grupo INT, sin embargo a los 28 d.p.i. la carga parasitaria disminuy6 significativamente y
todos los grupos tratados presentaron diferencias significativas con el grupo INT (test de
Fisher: p<0,05).

Se observd que la respuesta al tratamiento, en relacion al recuento de parasitos, vario
segun fue la cepa o el aislamiento infectante, a excepcion del tratamiento con Bz 100
mg/kg/dia que presento valores de entre 0 a 5 parasitos/pL a lo largo de la evolucion de la
infeccion. Los ratones infectados con el aislamiento SGO-Z12 y no tratados presentaron
mayor carga parasitaria a lo largo de la infeccion en comparacion con los ratones infectados
con Lucky y Casibla.

A los 35 d.p.i. (finalizado el tratamiento) se determind la carga parasitaria en sangre,
musculo esquelético y musculo cardiaco de ratones infectados y tratados. La carga
parasitaria en sangre de ratones infectados con el aislamiento SGO-Z12, Lucky y Casibla
fue de 522.500 + 50.000, 633.200 + 45.000, 582.400 + 52.100 parasitos/10ng ADN,
respectivamente (figura 24). La carga parasitaria de ratones tratados con Bz6,26+Clo1,25
correspondientes a los tres grupos de infeccion fue de 60.000 + 41.000, 33.500 + 21.500 y
111.500 + 40.000 parésitos/10 ng ADN, respectivamente.
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Figura 24: Carga parasitaria cuantificada a través de gPCR en sangre a
los 35 d.p.i. en grupos de ratones infectados los aislamientos SGO-Z12
(W), Lucky (m) y Casibla (M) de T. cruzi y tratados con diferentes
concentraciones de Bz y Clo. (n=3). Parasitos equivalentes a 10 ng de
ADN. * diferencias significativas entre el tratamiento Bz6,25+Clo1,25
con Bz6,25y Clo1,25 (test de Fisher: p<0,05) Barra: error estandar.
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En los tres grupos de infeccion se observo que el tratamiento combinado disminuyo
significativamente la carga parasitaria en relacion a los grupos INT (test de Fisher: p<0,05).
Los grupos infectados con SGO-Z12 y Casibla y tratados con Bz6,25+Clo1,25 mostraron
menor numero de parasitos en comparacion con la monoterapia.

El tratamiento con Bz100 en todos los casos redujo significativamente la parasitemia
en comparacion con el resto de los tratamientos (test de Fisher: p<0,05); la cantidad de
parasitos que se cuantificaron en sangre en estos grupos fue de aproximadamente de 1.000
+ 200 parasitos/10 ng ADN.

La figura 25A muestra la carga parasitaria en musculo esquelético. Los ratones
infectados con los tres aislamientos y tratados con Bz6,25+Clol,25, presentaron una
disminucion significativa de la cantidad de parasitos en comparacion con el grupo INT. Los
ratones infectados con el aislamiento Casibla y tratados con Bz6,25+Clo1,25 presentaron
menor carga parasitaria que aquellos grupos tratados con las monodrogas. En los ratones
infectados con el aislamiento Lucky y tratados con Bz6,25, Clol,25 y Bz6,25+Clo1,25 se
observo una disminucién en la carga parasitaria en relacion al grupo INT; el grupo tratado
con Clo5, no presento diferencias significativas con el grupo INT (test de Fisher p<0,05). La
cantidad de parasitos detectados en musculo esquelético, en ratones infectados con los 3
aislamientos fue aproximadamente 10 veces menor que en sangre.

La figura 25B muestra la carga parasitaria en musculo cardiaco; en este tejido la
cantidad de parésitos encontrados fue alin menor que en muasculo esquelético
(aproximadamente 6 veces menor que en musculo esquelético). Los ratones infectados con
los aislamientos SGO-Z12 y Lucky, y tratados con Bz y Clo en sus diferentes
concentraciones y en combinacion, presentaron una disminucién significativa de la cantidad
de parasitos en comparacion con el grupo INT (test de Fisher p<0,05). Los ratones infectados
con el aislamiento Casibla y tratados no presentaron diferencias significativas con el grupo
INT a excepcidn del grupo tratado con Bz100. Los ratones infectados con el aislamiento
SGO-Z12 a los 35 d.p.i. mostraron menor carga parasitaria en muasculo esquelético y

cardiaco en comparacion con los ratones infectados con los aislamientos Lucky y Casibla.

59



Parasitos equivalentes /10ng ADN (102)

Resultados

7000 - 7000 -
6000 ~ 6000 -
5000 -
4000

3000 -

5000 4
4000 -
3000

2000 2000 -

Parasitos equivalentes /10ng ADN (1 02)

1000 - = 1000 -
550 - 550 |
450 - * 450 -
350 - 350 |
250 | 250 -
150 - 150 -
50 - 50 iii s W&
T r |
\t\‘ 61"\““ 6’6?‘3 oo® G\o'\?" o » N ?:“‘\“Q %‘63'6 oo® G\o'\?f’ o »
e15°’15 %.'e?f"

Figura 25: Carga parasitaria cuantificada a través de gPCR en ratones infectados con los aislamientos
SGO-z12 (m), Lucky (M) y Casibla (W) de T. cruzi y tratados con diferentes concentracioens de Bz
y Clo. (n=3). A. Carga parasitaria cuantificada en mdsculo esquelético y B. en musculo cardiaco. *
diferencias significativas entre el tratamiento Bz6,25+Clo1,25 con Bz6,25 y Clo1,25 (test de Fisher:
p<0,05) Barra: error estandar.

Sobrevida

Todos los ratones infectados con el aislamiento SGO-Z12 y tratados con Bz100 y
Bz6,25+Clo1,25 sobrevivieron hasta los 35 d.p.i. y presentaron diferencias significativas con
el grupo INT (test de sobrevida de Kaplan Meier: p=0,026). EI 83,3 % de los ratones tratados
con Bz6,25 y Clol,25 sobrevivieron hasta los 35 d.p.i., mientras que la sobrevida de los
ratones tratados con Clo5 fue del 66,6 %. En estos tres Gltimos grupos no se observaron
diferencias significativas con el grupo INT. La sobrevida del grupo INT fue del 50 % (figura
26A).

El 100 % de los ratones infectados con el aislamiento Lucky y tratados con Bz100
sobrevivieron hasta los 35 d.p.i. con diferencias significativas con el grupo INT (test de
sobrevida de Kaplan Meier: p=0,019) (figura 26B). Los ratones tratados con
Bz6,25+Clo1,25 presentaron una sobrevida del 83,3 % con diferencias significativas con el
grupo INT (test de sobrevida de Kaplan Meier: p=0,042). La sobrevida de los ratones
tratados con Bz6,25 y Clo5 fue del 66,6 % y la de los ratones tratados con Clo1,25 del 50 %.
Estos grupos no presentaron diferencias significativas con el grupo INT (test de sobrevida

de Kaplan Meier: p=0,322). El 33,3 % de los ratones del grupo INT sobrevivié hasta los 35
d.p.i.
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Figura 26A-C: Sobrevida de ratones infectados con los aislamientos. A. SGO-Z12, B. Lucky y C.
Casibla de T. cruzi y tratados con diferentes concentraciones de Bz y Clo. Los colores utilizados para
representar los tratamientos (leyenda) son los mismos en las tres figuras. Sobrevida presentada en
frecuencia relativa (n=6). Letras distintas indican diferencias significativas p<0,05 (test de sobrevida
de Kaplan Meier)

Todos los ratones infectados con el aislamiento Casibla y tratados con Bz100
sobrevivieron hasta los 35 d.p.i. con significativas con el grupo INT (test de sobrevida de
Kaplan Meier: p=0,0192). En el grupo INT se observd una sobrevida del 33,3 % a los 35
d.p.i., mientras que los grupos tratados con Clo5 y Clo1,25 la sobrevida fue del 50 % y los
tratados con Bz6,25 y Bz6,25+Clo1,25 del 66,6 %, no presentado diferencias significativas
con el grupo INT (figura 26C).

La sobrevida del grupo tratado con la combinacion de drogas fue en el grupo
infectado con el aislamiento SGO-Z12 del 100 % y en los grupos infectados con el
aislamiento Lucky y Casibla del 83,3 %y 66,6 % respectivamente. En los grupos infectados
con los aislamientos SGO-Z12 y Lucky la sobrevida del grupo tratado con la combinacién

de drogas fue mayor que la sobrevida en los grupos tratados con las monodrogas.

4.3 Histopatologia

Higado, rifion e intestino

Al evaluar las alteraciones estructurales debido a los posibles efectos toxicos de las
drogas, se trataron ratones no infectados, con el esquema de drogas mencionado
anteriormente. La histoarquitectura del higado y rifidn se encontré conservada pero se
observo inflamacion difusa, de leve a moderada intensidad segun fueron los tratamientos. Se
encontrd en el grupo tratado con Bz100 mas de dos focos de infiltrados inflamatorios en

higado y rifién analizados con un aumento de 200x. En los tratamientos con Clo5, Clo1,25
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y Bz6,25 + Clol,25 no se observaron dafios en rifion. Dos de tres (2/3) animales
pertenecientes a los grupos tratados con Bz6,25, Clo5 y Bz6,25+Clol,25, presentaron
infiltracion inflamatoria leve en higado (tabla 9). Las figuras 27 A, B y C muestran la
histoarquitectura del higado, rifién e intestino de ratones no infectados y no tratados. La
figura 27D muestra un corte de higado de un ratén no infectado tratado con Clo5 y la figura
27E de uno tratado con Bz6,25+Clo1,25.

Los ratones infectados con la cepa Y y con los distintos aislamientos, no tratados
(INT), presentaron diferentes grados de dafio estructural en higado y rifion. Se observo que
la infeccion, en todos los casos, generd dafios histopatoldgicos debido a la respuesta
inflamatoria; sin embargo el tratamiento, a excepcién de Bz100, redujo en diferentes grados
el dafo. Los ratones infectados con la cepa Y y tratados con Bz100 y Bz6,25 mostraron
inflamacion de leve a moderada intensidad en higado y de leve intensidad en rifion. La figura
27H muestra una seccién de higado un raton infectado y no tratado donde se observa el
parénquima hepatico con inflamacion difusa de moderada intensidad. Los ratones (2/3)
tratados con Clo5 y Bz6,25+Clo1,25 presentaron focos dispersos de inflamacion de leve
intensidad en higado y (1/3) en rifidn. En los cortes de higado y rifion de ratones tratados con
Clo1,25 no se encontraron cambios estructurales. En los ratones infectados con el
aislamiento SGO-Z12 y tratados con Bz100 y Bz6,25 (2/3) se observaron focos dispersos de
inflamacion leve en higado y solamente uno de tres animales tratados con Clo5, Clo1,25 y
Bz6,25+Clo1,25 presentaron focos dispersos de inflamacion leve en higado.

Los ratones infectados con el aislamiento Lucky y tratados con Bz100 (2/3)
presentaron inflamacién leve en higado y un animal también present6 focos dispersos de
inflamacion de leve intensidad en rifion. Los animales tratados con Bz6,25, Clo5, Clo1,25 y
Bz6,25+Clo1,25 (2/3) presentaron focos dispersos de inflamacion leve en higado y un ratén
tratado con Bz6,25+Clo1,25 presento inflamacién leve en rifion.

Los ratones infectados con el aislamiento Casibla y no tratados (INT) mostraron
inflamacién de moderada a alta intensidad en higado, al igual que los ratones tratados con
Bz100 (figura 27G); los cortes de rifiones de los ratones pertenecientes a €stos grupos
también presentaron focos de infiltrados de leve a moderada intensidad (figura 27F e ). Los
animales (3/3) tratados con Bz6,25, Clol1,25 y Bz6,25+Clo1,25 y tratados con Clo5 (2/3)
presentaron focos dispersos de inflamacion en higado. No se observaron alteraciones

estructurales en intestino en ninguno de los grupos analizados (tratados y no tratados).
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Tabla 9. Andlisis histopatoldgico de higado, rifidén e intestino de ratones no infectados e infectados
con los diferentes aislamientos y cepa Y de T. cruzi y tratados con el esquema de drogas propuesto.

Ratones No infectados y tratados
Organo/ n° Bz100 Bz6,25 Clo5 Clol,25 Bz6,25+Clo1,25 NI-NT
raton 11 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3
Higado [++ + + |+ + - [+ + - |- - - + + - - - -
Rinon ++ + + |+ - - - |- - - - - - - - -
Ratones infectados con la cepa Y
Bz100 Bz6,25 Clo5 Clo1,25 | Bz6,25+Clo1,25 INT
1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3 |1 2 3
Higado [++ ++ + [++ + + |+ + -] - - - + + - |+
Rinén + + - |+ + -+ - |- - - + - - + + +
Ratones infectados con el aislamiento SGO-Z12
Bz100 Bz6,25 Clo5 Clol1,25 | Bz6,25+Clo1,25 INT
1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3 2
Higado + + - |+ + -+ - -+ - - + - - + + o+
Rifion + - -l - -] - - - - - - - - - -
Ratones infectados con el aislamiento Lucky
Bz100 Bz6,25 Clo5 Clol1,25 | Bz6,25+Clo1,25 INT
1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3
Higado + + - |+ + -+ + -+ + - + + -
Rifion + - -l- - -1- - -1- - - + - - + + o+
Ratones infectados con el aislamiento Casibla
Bz100 Bz6,25 Clo5 Clo1,25 | Bz6,25+Clo1,25 INT
1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3 |1 2 3
Higado [++ ++ ++ + 4+ |+ + - |+ + + + + + | ++ ++ ++
Rifién + + + + + |+ + - - + - + + - |+ o+ +

(-) sin alteraciones, +: inflamacion de leve intensidad (0-1 foco inflamatorio), ++: inflamacion de
moderada intensidad (> 2 focos inflamatorios). NI-NT: no infectado y no tratado. INT: infectado no
tratado. (n = 3, para cada tratamiento).
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Figura 27: Cortes histoldgicos de higado, rifion e intestino. Tincion Hematoxilina-eosina. 35 d.p.i.
200x. A, B y C) Higado, rifion e intestino de raton no infectado y no tratado. D) Higado de ratén no
infectado tratado con Clo5. E) Higado de raton no infectado tratado con Bz6,25+Clo1,25. F) Rifion
de raton infectado con el aislamiento Casibla y tratado con BZ 100. Los circulos muestran focos de
infiltrados inflamatorios. G) Higado de raton infectado con el aislamiento Casibla tratado con Bz100.
H) Higado de raton infectado con la cepa Y no tratado. 1) Rifidn de raton infectado con el aislamiento
Casibla no tratado. Las flechas muestran focos de infiltrados de moderada intensidad. las barras
corresponden a 200pum

Musculo esquelético y cardiaco

Se cuantificaron las areas cubiertas de infiltrados inflamatorios en musculo
esquelético (ME) y cardiaco (MC) en todos los grupos infectados y tratados. En los grupos
de ratones INT las secciones de ME cubiertas de infiltrados inflamatorios presentaron

diferencias significativas en comparacion a los grupos tratados (test de Fisher p<0,05). Los
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ratones infectados con el aislamiento Casibla y tratados con Clo1,25 y Clo5 mostraron
mayores porcentajes de infiltrados inflamatorios que el grupo INT (figura 28).

Los ratones tratados con Bz100 en todos los grupos presentaron los menores
porcentajes de inflamacion en ME. Los ratones infectados con la cepa Y y SGO-Z12 y
tratados con Bz6,25+Clo1,25 no presentaron diferencias significativas con los grupos Bz100
y Bz6,25 (test de Fisher p<0,05). Los ratones infectados con la Lucky y Casibla y tratados
con Bz6,25+Clo1,25 presentaron un porcentaje de area cubierta de infiltrados inflamatorios
en ME similar al presentado en los grupos tratados con las monodrogas (figura 28).

En MC se encontr6 que los porcentajes de éareas cubiertas de infiltrados
inflamatorios fueron menores que en ME y se observaron diferencias significativas entre los
grupos tratados con Bz100 y los grupos INT. El grupo infectado con el asilamiento Lucky y
tratado con Bz6,25+Clo1,25 presentd diferencias significativas con los grupos INT y Bz100
(figura 29).

Las figuras 30, 31, 32 y 33 muestran secciones de musculo esquelético y cardiaco

obtenido a 35 d.p.i. con tincidn de hematoxilina-eosina de todos los grupos de ratones.

N
o

[ay
al

% de area cubierta de Infiltrados Inflamatorios (ME)
[
(6] o

o

INT Bz 100 Bz 6,25 Clo 5 Clo 1,25 Bz6,25+Clo 1,25

Figura 28: Porcentaje de infiltrados inflamatorios en musculo esquelético (ME) en ratones
infectados con la cepa Y (M) y aislamientos SGO-Z12 (M), Lucky (M) y Casibla (W) de T. cruzi y
tratados con diferentes concentraciones de Bz y Clo. Letras diferentes indican diferencias
significativas (el color de la letra indica diferencia dentro de los grupos infectados con cada
aislamiento, test de Fisher: p<0,05). S6lo se muestran las diferencias estadisticas en los grupos
Bz100, Bz6,25 y Bz6,25+Clo1,25. n=3 en cada tratamiento. Barra: error estandar.
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Figura 29: Porcentaje de infiltrados inflamatorios en masculo cardiaco (MC) en ratones infectados
con la cepa Y (®) y aislamientos SGO-Z12 (W), Lucky (m) y Casibla (M) de T. cruzi y tratados con
diferentes concentraciones de Bz y Clo. * diferencias significativas (el color del asterisco indica
diferencia dentro de los grupos infectados con cada aislamiento, test de Fisher: p<0,05). n=3 en cada
tratamiento. Barra: error estandar.

Recuento de nidos de amastigotes

Se realizé un recuento de nidos de amistigotes (tabla 10) presentes en las secciones
de ME y MC de ratones infectados con los aislamientos y cepa Y de T. cruzi.

En los grupos tratados, se detectaron menor cantidad de nidos, en ME, en
comparacion con los grupo INT (test de Fisher: p<0,05) (tabla 10 y figura 34). En todos los
tratamientos, se identificaron nidos de amastigotes en ME, a excepcion del tratamiento con
Bz100. En dos ratones infectados con el aislamiento Casibla y no tratados, se encontraron
nidos en tejido cardiaco (figura 33A). En el resto de los grupos de infeccion no se detectaron
nidos en MC.

Los grupos infectados con la cepa Y, SGO-Z12 y Lucky y tratados con
Bz6,25+Clo1,25 presentaron menor cantidad de nidos en comparacion con la monoterapia,
en ME. EIl grupo infectado con el aislamiento Casibla y tratado con Bz6,25+Clo1,25 no
presento diferencias significativas con los grupos tratados con BZ6,25, Clo5 y Clo1,25 (test
de Fisher: p<0,05).
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Figura 30 Figura 31

Figuras 30 y 31: Cortes histoldgicos de musculo cardiaco y esquelético de ratones infectados con la
cepa Y de T. cruzi (figura 30), las barras corresponden a 50 um, y con el aislamiento SGO-Z12
(figura 31), las barras corresponden a 200 um. Aumento 200x. A-F) Cortes de musculo cardiaco de
ratones INT, Bz100, Bz6,25, Clo5, Clol,25 y Bz6,25+Clo1,25 respectivamente. G-L) Cortes de
musculo esquelético de ratones INT, Bz100, Bz6,25, Clo5, Clol,25 y Bz6,25+Clol,25
respectivamente. Recuadro blanco: nidos de amastigotes. Flechas: sefialan infiltrados inflamatorios.
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Figura 32 Figura 33

Figuras 32 y 33: Cortes histoldgicos de musculo cardiaco y esquelético de ratones infectados con el
aislamiento Lucky (figura 32) y Casibla de T. cruzi (figura 33). Aumento 200X. A-F) Cortes de
musculo cardiaco de ratones INT, Bz100, Bz6,25, Clo5, Clo1,25 y Bz6,25+Clo1,25 respectivamente.
G-L) Cortes de musculo esquelético de ratones INT, Bz100, Bz6,25, Clo5, Clol,25 y
Bz6,25+Clo1,25 respectivamente. Recuadro blanco: nidos de amastigotes. Las barras corresponden
a 200 um. Flechas: sefialan infiltrados inflamatorios.
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Tabla 10. Namero de nidos de amastigotes en MC y ME de ratones infectados con los
diferentes aislamientos y cepa Y de T. cruzi y tratados con el esquema de drogas propuesto. n=3 en
cada tratamiento.

Cepa/Aislamientos

Y SGO-Z12 Lucky Casibla

Grupos / Tejido L\ (9 ME mC ME mC ME mMC ME
INT 0 17(a) | 0 11(@)| 0 16(a)| 2 19 (a)

BZ 100 0 0 (b) 0 0 (b) 0 0 (b) 0 0 (b)
BZ 6,25 0 12 (c) 0 8(cd)| O 10 (c) 0 14 (c)
CcLo5 0 11(c)| 0o 7(c,d)| 0o 10(c)| O 10 (c)
CLO 1,25 0 10(c) | o 9 (c) 0 12(c) | o 13 (c)
BZ6,25 + CLO6,25 0 8 (d) 0 5 (d) 0 7 (d) 0 11 (c)

Los nameros indican el promedio de nidos encontrados en las secciones de tejido de los ratones
analizados. Dentro de cada columna, letras distintas indican diferencias significativas (Fisher:
p< 0,05).

Figura 34: Cortes histol6gicos de musculo esquelético. Tincion Hematoxilina-Eosina. 35 d.p.i. las
flechas sefialan nidos de amastigotes A, B y C) Cortes de ratones infectados con el aislamiento
Casibla, INT y tradados con Bz6,25 y Clo1,25 respectivamente. D, E y F) Cortes de ratones
infectados con el aislamiento Lucky y tratados con Bz6,25, Clo5 e INT, respectivamente. G, Hy I)
Cortes de ratones infectados con el aislamiento SGO-Z12 y tratados con Bz6,25+ Clo1,25, Bz6,25 e
INT. Las barras corresponden a 200 pm.
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% Entradas BA

4.3 Estudio de conducta

Con el objetivo de determinar los efectos de Clo sobre la conducta de los ratones, se
realizo la prueba del laberinto elevado en cruz, modelo valido para evaluar ansiedad en
ratones. Se utilizaron ratones machos albinos Suizos adultos no infectados e infectados con
la cepa Y de T. cruzi, tratados con vehiculo, Clo1,25 y Clo5 durante 30 dias.

El tratamiento de ratones no infectados con Clo5 produjo un aumento significativo
en el porcentaje del nimero de entradas a los brazos abiertos (p= 0,0027) y en el tiempo de
permanencia (p= 0,0001) con respecto al vehiculo; indicando un efecto ansiolitico (figura
35 Ay B). El tratamiento con Clo1,25 no presenté diferencias significativas con respecto al
vehiculo. En los grupos de ratones infectados con T. cruzi, el grupo vehiculo mostré un
aumento significativo en el porcentaje del nimero de entradas a los brazos abiertos (p=
0,0363) y en el tiempo de permanencia (p= 0,0351) con respecto al grupo vehiculo no
infectado. EIl tratamiento con Clo5, en ratones infectados, no presento diferencias
significativas con el grupo vehiculo en los porcentajes del nimero de entradas y tiempo de
permanencia en los brazos abiertos. El grupo infectado y tratado con Clo1,25 mostré una
disminuciodn significativa (p= 0,0001) en el porcentaje de entradas a los brazos abiertos en
comparacion con los grupos infectados, sin embargo obtuvo un porcentaje (25,93 %) similar

al grupo vehiculo de ratones no infectados (25,86 %).

50 % . A 504 % B 354 C
* |:| No infectado
0 I II 401 I I . 281 O nectado
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Figura 35: Test de laberinto elevado en cruz. A. Porcentaje de entradas a brazos abiertos (% Entradas
BA). B. Porcentaje del tiempo de permanencia en brazos abiertos (% Tiempo BA). C. Ndmero total
de entradas. Los datos se representan como media+D.E. Barras grises = No infectado. Barras naranjas
= infectado con la cepa Y de T. cruzi. n=10. (*) indica diferencias significativas (test de Fisher:
p< 0,05).

En relacion al nimero total de entradas no se observaron variaciones significativas

entre los grupos infectados y no infectados, ni entre los vehiculos y los tratamientos (figura
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35C). Un cambio significativo en la actividad locomotora en alguno de los grupos
invalidaria la interpretacion de los resultados, no pudiéndose otorgar el efecto observado a
las drogas, si no a la heterogeneidad locomotora de los ratones.

Al analizar los porcentajes de entrada y tiempo de permanencia en brazos abiertos se
observa que el tratamiento con Clo5 presenta un efecto ansiolitico. En los grupos infectados,
la infeccion por si misma genera un comportamiento de tipo ansiolitico. No se observan
diferencias significativas entre el grupo vehiculo y Clo5 en ratones infectados probablemente
debido al efecto de la infeccion con T. cruzi. El grupo de ratones infectados y tratados con
Clo1,25 present6 diferencias significativas en relacion al porcentaje de entradas en brazos
abiertos, acercadndose a los valores de los ratones no infectados (grupo vehiculo); sin
embargo, este grupo (Clol,25) no presentd diferencias significativas con el grupo vehiculo
infectado en relacién al porcentaje de tiempo de permanencia en brazos abiertos. Finalmente,
se pudo observar un efecto dosis dependiente: el efecto ansiolitico aumenta con el aumento

de la dosis de clomipramina.

4.4 Determinacion de la eficacia del tratamiento mediante Analisis de

Componentes Principales

Para comprobar si el tratamiento combinado de Bz+Clo potencia el efecto encontrado
en las monodrogas, se realiz6 un andlisis multivariado de componentes principales (ACP),
que permitid6 mejorar la interpretabilidad de los datos, analizando todas las variables al
mismo tiempo.

La figura 36 muestra 4 biplots correspondientes a cada grupo de infeccién. En la
figura 36A se observa el biplot de las dos primeras componentes principales (CP) que
explicaron el 95,6 % de la variabilidad total de los datos provistos por los tratamientos. Sin
embargo, la CP1 permite, por si sola, diferenciar los 6 tratamientos explicando un 61,8 % de
la variabilidad que existe entre ellos. La correlacion cofenética refleja el ordenamiento de
los tratamientos en el espacio que contiene las 6 variables estudiadas (hiperespacio) en un
plano: el maximo valor de correlacion obtenido es 1 cuando no existe deformacion (al pasar
del hiperespacio al plano) en la reduccidon de la dimensidn; en este analisis dicho coeficiente
fue de 0,998.

El tratamiento con Bz100 (figura 36A) se encuentra a mayor distancia del grupo INT,

medida como la proyeccion de cada tratamiento sobre la CP1. Los tratamientos Clo5,
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Clol1,25 e INT quedaron mas proximos entre si sobre la derecha de la CP1, representado
similitud en relacion a los resultados obtenidos en cada una de las variables analizadas, y los
tratamientos Bz100, Bz6,25 y Bz6,25+Clo1,25 quedaron mas préximos sobre la izquierda.

Las alteraciones morfologicas en rifiones de ratones infectados con la cepa Y fueron
muy leves; esta variable no se encuentra correlacionada con ninguna de las otras variables y
se concentra cercana al origen. Existe una correlacion negativa entre las variables sobrevida
con el porcentaje de infiltrados inflamatorias en ME, nidos de amastigotes (nidos de aa) y
N° de parasitos/mL, lo que significa que a medida que aumentan los valores de parasitos,
infiltrados y nidos de amastigotes, la sobrevida disminuye.

Se observd que en los grupos que presentaron alta sobrevida (Bz100, Bz6,25 y
Bz6,25+Clo1,25) las drogas presentaron leve toxicidad en higado. Mientras que los grupos
con baja sobrevida (INF, Clo1,25 y Clo5) no presentaron toxicidad pero si altos porcentajes
de infiltrados inflamatorios en ME, mayor cantidad de nidos de amastigotes y mayor
cantidad de parasitos/mL. El tratamiento Bz6,25+Clo1,25 se encuentra ubicado sobre la CP1
entre Bz100 y Bz6,25 indicando que la combinacion de drogas potencia la respuesta al
tratamiento en comparacion con Bz6,25 y Clol,25, en ratones infectados con la cepa Y de
T. cruzi.

Los biplots B y C presentan un patron similar al encontrado con la cepa Y en la
respuesta de los diferentes tratamientos. La correlacion cofenética fue de 0,991 y 0,966
respectivamente. En la figura 36B, los tratamientos Bz100 y Bz6,25+Clo1,25 quedaron
préximos entre si, sobre la izquierda de la CP1 y los tratamientos Bz6,25, Clo5, Clo1,25 e
INT quedaron mas préximos sobre la derecha. Los ratones infectados con el aislamiento
SGO-Z12 y tratados con Bz100 y Bz6,25+Clo1,25 presentaron mayor sobrevida y dafio en
rifiones, en comparacién con los grupos tratados con Bz6,25, Clo5 y Clol,25. Los ratones
infectados con el aislamiento Lucky (figura 36C) y tratados con Bz100 y Bz6,25+Clo1,25
también presentaron mayor sobrevida que el resto de los grupos, mientras que la variable
dafio en rifiones se encuentra asociada a los ratones INT. Se puede observar, segin las
variables analizadas, que el tratamiento con Bz6,25+Clo1,25 en los grupos infectados con
SGO-Z12 y Lucky fue mas potente que las monodrogas.

La figura 36D representa la respuesta de los diferentes tratamientos en ratones
infectados con el aislamiento Casibla. La correlacion cofenética fue de 0,995. Se observa en
el biplot que el tratamiento con Bz100 fue el que presenté mayor sobrevida y mayores
alteraciones morfoldgicas en higado y rifiones. Los tratamientos Clo5, Clo1,25 e INT se

encuentran sobre la derecha de la CP1, y se observa que Clo5 y Clol1,25 presentan mayor
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CP 2 (33,8%)

CP 2 (25,5%)

carga parasitaria, porcentaje de infiltrados inflamatorios y nidos de amastigotes que el grupo

INT. A su vez, el tratamiento con Bz6,25+Clo1,25 no evidencié ser més eficaz que el

tratamiento con Bz6,25, al encontrarse sus proyecciones sobre la CP1 practicamente

superpuesta.
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Figura 36: Biplots del andlisis de componentes principales. Se muestran las interacciones entre los
tratamientos y las variables analizadas. Biplot (A) corresponde a los tratamientos realizados sobre
ratones infectados con la cepa Y de T. cruzi. Biplots B, C y D corresponden a los tratamientos
realizados sobre ratones infectados con los aislamientos SGO-Z12, Lucky y Casibla respectivamente.
CP: componente principal.
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4.5 Deteccion de T. cruzi y tipificacion molecular del linaje presente en

cada 6rgano mediante PCR

La calidad del ADN de cada una de las muestras se verifico mediante la amplificacion
de un fragmento de un gen constitutivo del huésped (B-actina); las PCRs especificas para T.
cruzi (utilizando los oligonucle6tidos TCZ1 y TCZ2) se realizaron con el fin de verificar la
presencia del parésito en los diferentes tejidos (sangre, corazén y musculo esquelético) de
los ratones infectados.

Debido al hecho de que los estudios se realizaron utilizando tres aislamientos (no
cepas), los parasitos de cada tejido se tipificaron utilizando dos métodos diferentes para la
determinacion de las UDTs: un conjunto de tres marcadores moleculares (miniexon, 24Sa
rRNA, y 18S rRNA) como se describe en la figura 13 (Materiales y Métodos) y un conjunto
de dos marcadores moleculares (amplicon TcSC5D digerido con Hpa | 'y Sph I, y amplicén
TcMK digerido con Xho I) como se describe en la figura 14.

La tabla 11 muestra los resultados obtenidos de la tipificacion molecular mediante
cada uno de los métodos.

Los tres aislamientos utilizados resultaron estar formados por una mezcla de los
linajes Tcll y TcVI. En todos los casos, ambos linajes se encontraron juntos en sangre y en
musculo cardiaco. Hubo dos muestras correspondientes a Lucky en las que no se diferencio
si el linaje presente era TcV o TcVI utilizando el segundo set de marcadores moleculares,
pero se espera que correspondan al linaje TcVI como el resto de las muestras estudiadas. De
esta forma, estas muestras también presentarian ambos linajes (Tcll y TcVI).

En las muestras correspondientes al grupo infectado con SGO-Z12 el musculo
esquelético present6 solamente el linaje TcVI. Por otro lado, hubo 2 muestras de musculo
esquelético (una muestra del grupo Lucky y una del grupo Casibla) que presentaron solo el
linaje Tcll, mientras que en el resto de los tejidos de los mismos ratones se encontraron

ambos linajes.
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Tabla 11: Deteccion y tipificacion molecular de T. cruzi en sangre, corazén y musculo esquelético
correspondientes a los 3 grupos de ratones durante la etapa aguda de la infeccion experimental.

Gruno Marcador 100 Raton 1 Raton 2 Ratén 3 Control del linaje
P Molecular bp S C___ME S cC__ME___s c ME Y Tulahuen
TCZ + + + + + + + + + + +
B-actina + + + + + + + + + - -
ME 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
24S 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 110
18S 165 165 NA 165 165 NA 165 165 NA 165 NC
Linaje de
. 1 1 Vi 1 1 Vi 1 1 VI 1l \%
SGO-z12 _T.cruzi (*)
TcSC5D +
Hpaly
Sph | |
wexo 4 B O OH OEH OB E B BB : —
Linaje de
T cruzi (*4) Vi Vi \Y/| \Y/| Vi Vi Vi \Y/| VI 1 \%
TCZ + + + + + + + + + + +
B-actina + + + + + + + + + - -
ME 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
24S 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 110
18S 165 165 165 165 165 165 165 165 165 165 NC
Linaje de
Lucky T cruzi (*) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1l \%
TcSC5D + I
Sph | |
NG BN BN BN BN B BN B : ||
Linaje de Vo Ilo
T. cruzi (*4) VI? VI2 Vi \Y/| Vi 1 Vi \Y/| VI 1 \%
TCZ + + + + + + + + + + +
B-actina + + + + + + + + + -
ME 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
248 125 130 125 125 125 125 125 125 125 125 110
18S 165 165 NA 165 165 165 165 NA 165 165 NC
IT_";?teud?*) 1 I Vi I I I I VI I I Vv
Casibla : o
TcSC5D +
Hpaly
Sph | |
e IR e BN - BN BN B ° -
Linaje de
T. cruzi (**) VI VI Vi Vi Vi Vi Vi \Y/| 1 1 Vv

S: sangre, C: corazon, ME: musculo esquelético. Nameros expresados en pares de bases. NA: no
amplifico. ND: no determinado. (*) Determinacion del linaje de T. cruzi de acuerdo al algoritmo de
Ramirez y col. (2010) usando tres marcadores moleculares (mini-exén, 24Sa. rRNA y 18S rRNA).
(**)Determinacion del linaje de T. cruzi de acuerdo a Cosentino y Aglero (2012), usando dos
marcadores moleculares (amplicon TcSC5D digerido con Hpa | 'y Sph I, amplicén TcMK digrido
con Xho 1). Las flechas indican la banda de 500 pb en el marcador de 100 pb. Las dos Ultimas
columnas muestran la tipificacion de dos cepas de T. cruzi ampliamente conocidas: Y (Tcll) y
Tulahuen (TcV).
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4.6 Tipificacién molecular del linaje de los grupos tratados, mediante
gPCR

Se analizaron 108 muestras pertenecientes a los 3 grupos de infeccion. Se
seleccionaron los grupos de ratones tratados con Clo5, Bz100 y Bz6,25+Clo1,25 e INT para
la tipificacion del linaje en sangre, corazdn y musculo esquelético.

El grupo infectado con el aislamiento Casibla fue caracterizado utilizando sondas
TagMan (Cura y col., 2015). Se obtuvo concordancia con la metodologia utilizada para la
tipificacion del linaje realizada al comienzo de este estudio con el algoritmo de Ramirez y
col. (2010) y con la metodologia de Cosentino y Agliero (2012), que permitieron la deteccion
de las UDTs Tcll/TcVI. Con este método se pudo descartar la posibilidad de la presencia del
linaje TclV en dicho aislamiento, esto se debe a que los dos métodos de tipificacion
nombrados anteriormente no permiten identificar el linaje TclV si se encuentran presentes
en la misma muestra Tcll, TcV o TcVI.

Con la metodologia por gPCR utilizando sondas TagMan, dirigidas a las regiones
miniexon, 18S, COII y 24Sa, la deteccion simultanea de Tcll y TcVI se vio obstaculizada
por el hecho de que la sonda 18S-Tcll/V1 reconoce a ambas UDTSs, por lo que solamente la
presencia de Tcll se advierte en aquellas muestras que evidencian la sefial de la sonda COIl-
Tcll-Cyb5. La sonda COII-Tcll-Cy5 no logro la deteccion de Tcll en las muestras analizadas,
esto se debe a que cuando se cuenta con muestras que estan compuestas por mezclas de
UDTs disminuye el limite de deteccién para cada UDT, por lo que es necesario mayor
cantidad de ADN de cada UDT para su deteccion. Por lo tanto se recurrid a la amplificacion
del fragmento gendémico A10 para resolver los resultados discordantes Tcll/VI1 obtenidos
por la sefial con la sonda 18S-Tcll/VI.

Las curvas de melting obtenidas a partir de la amplificacion del fragmento A10 que
permitieron la diferenciacion entre los linajes Tcll y TcVI, posteriormente se visualizaron
en un gel de agarosa para corroborar la presencia de las UDTs. Debido a que encontramos
resultados discordantes entre las curvas de melting y las bandas obtenidas en los geles, se
tomo como criterio para la tipificacion, las bandas observadas en los geles y no las curvas
de melting.

La figura 37 muestra las curvas de melting obtenidas a partir del fragmento genémico
A10 de muestras de ratones infectados con el aislamiento Casibla: un pico de temperatura

de melting a 77,69 £ 0,2 °C indica la presencia de Tcll y a 79,38 + 0,2 °C indica la presencia
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de TcVI. Sin embargo también, como muestra la figura, se observaron curvas entre ambas

temperaturas.

Melt Curve
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Figura 37: Curvas de melting correspondientes a la amplificacion del fragmento A10 de muestras
de ratones infectados con el aislamiento Casibla. El pico de temperatura de melting a 77,69 £ 0,2 °C
indica la presencia de Tcll y a 79,38 = 0,2 °C indica la presencia de TcVI.

Las figuras 38, 39 y 40 muestran el patron de bandas obtenidos a partir de la
amplificacion del fragmento A10 de un ratén por tratamiento. La tabla 12 muestra los linajes
encontrados en todos los ratones analizados. Para la tipificacion del linaje en los grupos
infectados con los aislamientos SGO-Z12 y Lucky se realizé anicamente la amplificacion
del fragmento A10 para distinguir entre la presencia entre Tcll y TcVI en cada una de las
muestras.

En los grupos SGO-Z12, Lucky y Casibla se encontré mezcla del linaje Tcll y TcVI
en algunas muestras de los ratones INT. En los grupos SGO-Z12 y Casibla tratados con Clo5,
algunas muestras, presentaron mezcla del linaje Tcll y TcVI, mientras que en el grupo Lucky
tratado con Clo5, se observo el linaje Tcll o TcVI en las muestras analizadas.

Los ratones tratados con Bz100 en todos los grupos de infeccion presentaron en los
tejidos analizados linaje Tcll o TcVI. Dos de tres ratones infectados con el aislamiento
Casibla y tratados con Bz100 presentaron el linaje Tcll en sangre. En los grupos SGO-Z12
y Casibla tratados con Bz6,25+Clo1,25 se observo solo el linaje TcVI en sangre, musculo
esquelético y cardiaco, en los tres ratones analizados. Uno de los ratones infectados con
aislamiento Lucky y tratados con Bz6,25+Clo1,25 presentd el linaje Tcll en musculo
cardiaco y linaje TcVI en sangre y musculo esquelético.

Se puede observar que el linaje TcVI se encontrd en la mayoria de las muestras

analizadas, en los tres grupos de infeccion.
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T P [N 1ECT " Clo5 R1 Bz100 R3 Bz6.25+Clo1,25 R1
Tevl Tell ¢ we me s ME MC S ME MC s ME  MC

s

Figura 38: Productos de amplificacion del fragmento A10. Los fragmentos de 580 pb indican Tcll
y 525 pb indican TcVI; se utilizaron como controles las cepas CL Brener (TcVI) e Y (Tcll). Se
muestran los tejidos (sangre: S, musculo esquelético: ME y musculo cardiaco: MC) de 4 ratones
representativos infectados con el aislamiento SGO-Z12 y tratados. Marcador 50 pb de ADN.

o INTRT. = lo5 R1 Bz100 R1 Bz6,25+Clo1,25 R1
TVl Tol S ME MC s ME MC S ME MC S ME MC

Figura 39: Productos de amplificacion del fragmento A10. Los fragmentos de 580 pb indican Tcll
y 525 pb indican TcVI; se utilizaron como controles las cepas CL Brener (TcVI) e Y (Tcll). Se
muestran los tejidos (sangre: S, musculo esquelético: ME y musculo cardiaco: MC) de 4 ratones
representativos infectados con el aislamiento Lucky y tratados. Marcador 50 pb de ADN.
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Clo5 R1 Bz100 R1 Bz6,25+Clo1,25 R1
Tevl  Tell S ME S ME MC S ME MC S ME mMmC

Figura 40: Productos de amplificacion del fragmento A10. Los fragmentos de 580 pb indican Tcll
y 525 pb indican TcVI; se utilizaron como controles las cepas CL Brener (TcVI) e Y (Tcll). Se
muestran los tejidos (sangre: S, musculo esquelético: ME y musculo cardiaco: MC) de 4 ratones
representativos infectados con el aislamiento Casibla y tratados. Marcador 50 pb de ADN.

Tabla 12. Deteccion y tipificacion molecular de T. cruzi en sangre, corazon y musculo esquelético
correspondientes a los 3 grupos de ratones durante la etapa aguda de la infeccion experimental y
tratados con Clo5, Bz100 y Bz6,25+Clo1,25.

SGO - 212
INT Clo5 Bz100 Bz6,25+Clo1,25
Tejido/Ratén R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Sangre n-vi vi Vi I ND Vi ND ND Vi Vi Vi Vi
ME Vi Vi Vi Vi Vi - Vi ND Vi ND Vi Vi Vi
mMC Vi Vi ND Vi ND \| ND ND 1} Vi \'/| \'/|
Lucky
INT Clo5 Bz100 Bz6,25+Clo1,25
Tejido/Ratén R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Sangre \Y/| \Y/| \'/] 1} \'/] \Y/| Vi Vi VI \'/] \'/| \'/|
ME \Y/| \Y/| Vi Vi 1} 1l 1l 1| Vi Vi ND Vi
mMC 1-vi Vi Vi Vi Vi \| 1l 1l Vi Vi \'/| 1}
Casibla
INT Clo5 Bz100 Bz6,25+Clo1,25
Tejido/Ratén R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Sangre Vi Vi 11-Vi \'/] \'/] \| ND 1l 1} \'/] \'/| \'/|
ME \Y/| \Y/| Vi Vi Vi 1-Vvi Vi ND VI VI Vi Vi
mMC 1-vi \Y/| VI VI 1-Vvi \/| 1l \| ND Vi \'/| \'/|

ND: No detectado.
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5. Discusién

El tratamiento actual para la enfermedad de Chagas tiene importantes limitaciones
de seguridad y tolerabilidad y se restringe a dos farmacos, nifurtimox y benznidazol. Los
esquemas actuales de tratamiento con Bz para adultos presentan dosis altas, duracion
prolongada (60 dias) y administracion con dos tomas diarias, todos factores que, junto a la
aparicion de efectos adversos indeseables, llevan al abandono del tratamiento. Tanto
nifurtimox como benznidazol tienen actividad significativa en la fase aguda, con un 60-80%
de curas parasitoldgicas en los pacientes tratados (Cangado, 1999; Urbina y Docampo, 2003;
Von y col., 2007). Sin embargo, el tratamiento de la enfermedad de Chagas sigue siendo un
campo abierto para la investigacion y un problema adn no resuelto, debido a que los dos
medicamentos actualmente disponibles no son totalmente eficaces y pueden producir
reacciones adversas y efectos toxicos (tales como reacciones de hipersensibilidad, depresion
de la médula 6sea, neuropatias y agranulocitosis) (Castro y Diaz de Toranzo, 1988; Morello,
1988; Coura y de Castro, 2002; Viotti y col., 2009). Existen dos enfoques para la
optimizacion del tratamiento de la enfermedad de Chagas, uno de ellos propone utilizar
diferentes dosis y duracion de tratamiento con Bz en monoterapia, y otro, realizar
combinaciones para mejorar la respuesta al tratamiento y tolerabilidad. Para el tratamiento
de enfermedades infecciosas se utilizan asociaciones terapéuticas que poseen resultados
exitosos debido al uso de compuestos con diferentes mecanismos de accién, al mismo tiempo
que se intenta reducir la incidencia y la severidad de los efectos indeseables asociados a
dichos compuestos, empleando dosis inferiores de cada uno de los farmacos. Trabajos
anteriores han demostrado la importancia de la utilizacion de combinaciones de dos 0 mas
farmacos contra varios microorganismos tales como bacterias (Messadi y col., 2008;
Sopirala, 2010), hongos (Kamysz y col., 2011), y protozoos tales como Plasmodium (Pereira
y col., 2011), Leishmania (EI-On y col., 2007), y T. cruzi (Pelizzaro-Rocha y col., 2010;
Valdez y col., 2012). La terapia de combinacion cobra importancia en la enfermedad de
Chagas debido a que la diversidad biolégica encontrada en los aislamientos naturales de T.
cruzi, influenciada por la circulacion del parasito en reservorios selvaticos y domésticos,
genera variaciones en la respuesta a farmacos (Macedo y Pena 1998; Murta y col., 1998;
Toledo y col., 2003). Se ha demostrado que el efecto del tratamiento se modifica por eventos
de infeccion con diferentes linajes de T. cruzi (Toledo y col., 2003; Martins y col., 2006;
Sales-Campos y col., 2014). En varias zonas geograficas de América del Sur, la ocurrencia

de infecciones naturales mixtas por diferentes genotipos de T. cruzi ha sido ampliamente
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reportada en seres humanos (del Puerto y col., 2010; Burgos y col., 2010; Garcia y col.,
2014) y en vectores (Bosseno y col., 2000). En este sentido, varios autores han demostrado
la presencia de diferentes poblaciones de T. cruzi en la sangre y en el tejido cardiaco de
individuos infectados (Burgos y col., 2010; Lo Presti y col., 2014), sugiriendo que los
genotipos de T. cruzi que causan el dafo celular son diferentes a los que se encuentran en
sangre (Guhl, 2013), ratificando aun mas la posibilidad de la utilizacion de tratamientos

combinados.

5.1 Eficacia in vitro de la combinacién de drogas tripanocidas

Como se mencion6 anteriormente, una aproximacion en la busqueda de soluciones
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas es la combinacion de dos o més agentes, con
la finalidad de obtener algun efecto aditivo o sinérgico que potencie sustancialmente la
actividad antiparasitaria de las drogas. En el presente trabajo se evalud si el efecto producido
por la combinacién de Bz y Clo sobre tripomastigotes de T. cruzi es de naturaleza aditiva,
antagoénica o sinérgica. Debido a la gran heterogeneidad encontrada en las diferentes
poblaciones del parésito, se utilizaron tres aislamientos naturales y la cepa Y de T. cruzi; los
mismos se incubaron con diferentes concentraciones de Bz y Clo. Analizando las drogas por
separado se observd que la actividad de Bz fue mayor que la de Clo. La eficacia de una
droga, se define como la actividad méaxima (en este caso, mortalidad de parasitos) para el
compuesto en estudio, independientemente de la concentracion del mismo. En base a este
parametro, la eficacia, tanto de Bz como de Clo, fue del 100 % sobre los tres aislamientos
naturales estudiados y Clo ademas, presentd una eficacia del 100 % sobre la cepa Y. Cuando
Bz fue incubado con la cepa Y de T. cruzi presentd menor eficacia en comparacion con los
aislamientos, sin embargo, es necesario tener en cuenta que las diferencias en la
susceptibilidades a Bz observados en las cepas ampliamente utilizadas en laboratorio, tales
como la cepa Y, CL Brener, y Tulahuen se deben a las variaciones en los genotipos, que
poseen gran plasticidad y generan resistencia en los parasitos al estar constantemente
expuestos a la droga (Moraes y col., 2014; Mejia y col., 2012).

Durante el siglo pasado, se han llevado a cabo numerosos estudios con el fin de
determinar la mejor manera de medir el efecto combinado de drogas. Teniendo en cuenta la
diversidad y complejidad de los sistemas bioldgicos, se han categorizado por lo menos 13
métodos diferentes para la determinacidn de sinergismo y antagonismo de combinaciones

de drogas (Greco y col., 1995). Mas recientemente, Chou (2006) y otros investigadores
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propusieron un método matematico con base en la ley de accion de masas. Este método, ha
sido ampliamente utilizado, y expresa los resultados de dos maneras diferentes:
numéricamente, mediante el Indice de Combinacion, y graficamente mediante
isobologramas. El isobolograma es un modelo matematico utilizado para distinguir entre
combinaciones de drogas sinérgicas, aditivas o antagonicas de acuerdo a su ubicacion en
relacién a la linea de aditividad (Tallarida, 2006). En el ensayo de citotoxicidad se observé
que Bz combinado con Clo presenta un efecto levemente antagonico sobre las células
LLCMKq, lo que significa que la combinacion produce menor dafio celular que las drogas
individuales, sugiriendo seguridad para la farmacoterapia. Ademas, cabe destacar que las
concentraciones citotoxicas medias para Bz y Clo fueron marcadamente mayores que las
concentraciones efectivas observadas en el analisis de combinacion de drogas sobre
tripomastigotes, lo que significa que con bajas concentraciones se produce la muerte de los
tripomastigotes y se evita el dafio de las células del huésped.

Al analizar el efecto de la combinacion sobre tripomastigotes de cultivo, Bz+Clo
presento efecto sinérgico sobre el aislamiento Lucky y la cepa Y, efecto levemente sinérgico
sobre el aislamiento SGO-Z12 y aproximadamente aditivo sobre el aislamiento Casibla. Se
ha descripto que benznidazol inhibe diferentes proteinas y la sintesis del ARN del parasito e
induce graves efectos toxicos, generando especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno que
causan dafio oxidativo en el ADN del ndcleo y del kinetoplasto de T. cruzi (Buschini y col.
2009). Por su parte, clomipramina es un potente inhibidor de la Tripanotiona reductasa de T.
cruzi (enzima central en el metabolismo redox del parasito) (Benson, 1992; O’Sullivan y
col., 2015). Este efecto sinérgico y aditivo entre Bz y Clo puede ser entendido como
resultado de los mecanismos de accion complementarios de ambas drogas, que estarian
potenciando su efecto letal, produciendo la muerte de los parasitos a menores
concentraciones que la monoterapia: Bz generaria metabolitos que inducen dafio oxidativo,
mientras que Clo inhibiria la enzima (tripanotiona reductasa) encargada de repararlo. Esta
combinacidn de efectos seria capaz de matar a los tripanosomas de manera mas eficaz, ya
gue estos parasitos son particularmente mas sensibles al estrés oxidativo que las células de
mamifero (Krauth-Siegel y Comini 2008).

Los resultados sin embargo, muestran variaciones en la respuesta de los distintos
aislamientos/cepa frente a la accion de los farmacos combinados, lo que manifiesta el papel
de la variabilidad genética del paréasito en la susceptibilidad a los diferentes tratamientos
(Macedo y Pena 1998; Murta y col., 1998; Toledo y col., 2003) y resalta la importancia de

la utilizacion de aislamientos naturales. Las diferentes poblaciones de parasitos presentes en
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las infecciones mixtas (que pueden aln estar formadas por parasitos de diferentes linajes,
como en este caso) pueden tener diferente susceptibilidad/resistencia a los tratamientos, lo
que puede contribuir a la variacion en la respuesta manifestada por los diferentes
aislamientos. La mayoria de los estudios destinados a contribuir con el entendimiento de la
fisiopatogenia de la enfermedad de Chagas se han llevado a cabo utilizando clones del
parésito, lo que permite entender varios aspectos de la enfermedad, pero no representa la
historia natural de la infeccion (Vago y col., 1996; Mejiay Triana, 2005). Como se recordara,
tanto SGO-Z12 como Lucky y Casibla, han sido obtenidos a partir de individuos (pacientes
0 vectores) provenientes de area endémica, por lo que representan ejemplos de las
poblaciones naturales que actualmente se encuentran en circulaciéon y su estudio permite
inferir sobre el comportamiento de estas poblaciones naturales y su respuesta a los
tratamientos planteados.

Hay que tener en cuenta que los modelos in vitro son métodos simples para estudiar
la actividad de farmacos y no siempre explican de forma completa las respuestas encontradas
in vivo. Se conoce que la interaccion entre la genética del huésped y la genética del T. cruzi
son determinantes para el desarrollo de la infeccion (Freitas y col., 2009) y por consiguiente

también influirdn en la susceptibilidad o resistencia a farmacos.

5.2 Combinacion de farmacos para el tratamiento antiparasitario de la
enfermedad de Chagas in vivo

El ensayo in vivo proporcioné informacion importante sobre el efecto de las drogas
teniendo en cuenta la complejidad bioldgica de la interaccidon parasito/huésped. En las
diferentes muestras de tejido de ratones infectados y no tratados, la presencia del parasito
fue demostrada a través de parasitemia (en sangre) y qPCR especifica para T. cruzi, en
sangre, musculo esquelético y musculo cardiaco. En los cuatro grupos estudiados (con los
diferentes aislamientos/cepa), a los 35 d.p.i., se encontrd que el parasito estaba presente en
los tejidos analizados.

De acuerdo con los resultados obtenidos a partir de los tratamientos se pudo observar
que el tratamiento con Clo, en todas las concentraciones utilizadas, sobre los tres
aislamientos y sobre la cepa Y de T. cruzi present6 una efectividad parcial en la eliminacion
de los parasitos (figura 24). En contraposicion, el tratamiento con Bz demostro ser efectivo,
en relacion a la disminucion de la parasitemia y al aumento de la sobrevida, incluso

utilizando la concentracion mas baja. Sin embargo, el tratamiento con la combinacién de las
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menores dosis de Bz y de Clo fue més efectivo, en diferentes grados segun el aislamiento
infectante, en comparacion con los grupos tratados sélo con Bz 6,25 o Clo 1,25 mg/kg/dia.

El tratamiento con diferentes concentraciones de Clo en el grupo infectado con la
cepa Y no presento diferencias significativas con el grupo infectado no tratado y se pudo
observar que el tratamiento con 10 mg/kg/dia (mayor concentracién de Clo utilizada en el
presente trabajo) produjo un aumento de la carga parasitaria en comparacion con el grupo
infectado no tratado. Este comportamiento podria deberse a que los tratamientos con
antidepresivos (clomipramina, imipramina, citalopram) tienen efectos inmunoreguladores
negativos, suprimiendo de forma significativa la secrecion de Interleuquina-2 e IFNy por
linfocitos T y de Interleuquina-1 por macréfagos (Maes, 2001; Diamond y col., 2006). Cabe
destacar que la dosis terapeutica méxima por dia de Clo en humanos equivale a 10 mg/kg en
ratones (Yang el al., 2016); esta dosis estaria produciendo este efecto inmunoregulador
negativo, lo que explicaria el aumento de la carga parasitaria y la muerte de los ratones
infectados con la cepa Y. Los ratones tratados con las dosis de Clo 5, 2,5 y 1,25 mg/kg/dia
presentaron igual o menor sobrevida que el grupo INT, lo que indicaria que ain con
concentraciones mas bajas de Clo, se continuaria produciendo el efecto inmunoregulador
negativo. Sin embargo, para llegar a resultados mas concluyentes se deberia aumentar el
tamafo de la muestra y probablemente medir los niveles de expresion de citoquinas luego
del tratamiento para caracterizar la respuesta inmune.

Cuando el T. cruzi ingresa al organismo, se disparan diversos mecanismos
inmunoldgicos destinados a modular y controlar la infeccion. El IFN-y producido por las
células T activadas CD4+ y CD8+ y Natural Killer tiene un papel crucial en la eliminacion
del parasito (Sardinha y col., 2006). EI IFN-y potencia la actividad efectora de macrofagos,
mediante la induccién de la transcripcion del gen codificador de la enzima 6xido nitrico
sintetasa inducible (iNOS), que actla produciendo 6xido nitrico y el aumento de éste tiene
un potente efecto en la eliminacion del parasito (Gazzinelli y col., 1992). Se ha reportado
que los ratones deficientes en iNOS son altamente susceptibles a la infeccion (Saeftel y col.,
2001); otros investigadores sin embargo (Cummings y Tarleton, 2004), han demostrado que
INOS es importante aungue no esencial para el control de la infeccion con T. cruzi.

En base a estos resultados obtenidos con la cepa Y, se determinaron las dosis de Clo
a utilizar en los estudios en animales infectados con los aislamientos naturales de T. cruzi:
solo las concentraciones de Bz100; Bz6,25; Clo5; Clol1,25 y la combinacion de las
concentraciones mas bajas de ambas drogas fueron utilizadas. El grupo infectado con el

aislamiento Casibla tuvo una respuesta al tratamiento similar al grupo infectado con la cepa
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Y. Los animales tratados con Clo no presentaron diferencias significativas en los primeros
dias de la infeccion con el grupo INT y presentaron altos porcentajes de infiltrados
inflamatorios en mausculo esquelético. Por su parte, los ratones infectados con los
aislamientos SGO-Z12 o Lucky y tratados con Clo presentaron parasitemias
significativamente menores que los grupos INT correspondientes.

El tratamiento con la combinacion de las menores dosis de Bz (6,25mg) y Clo
(1,25mg) presentd una disminucion mas rapida de la carga parasitaria en comparacion con
el grupo tratado solo con Bz (6,25mg) y una sobrevida del 100% de los ratones infectados
con la cepa Y. La combinacion también demostro ser efectiva en los ratones infectados con
los aislamientos SGO-Z12 y Lucky. Estos resultados se pueden observar en los biplots
(figura 35) obtenidos a partir del analisis de componentes principales, realizado para ilustrar
el efecto de combinacion de Bz6,25+Clol1,25 en el modelo murino. Este analisis es
ampliamente utilizado en diferentes areas con el fin de mejorar la interpretacion de los
resultados cuando multiples variables contribuyen a un determinado resultado (de Haan y
col., 2007; Wu y col., 2015; Rehman y col., 2015). Teniendo en cuenta las variables
sobrevida, N° de parasitos, porcentaje de infiltrados inflamatorios en madsculo esquelético,
nidos de amastigotes en musculo esquelético y dafios histoldgicos en higado y rifién, el
analisis represento en el espacio los diferentes tratamientos segun su relacién con todas las
variables analizadas.

El tratamiento combinado (Bz6,25+Clo1,25) administrado a ratones infectados con
la cepa Y, aislamientos SGO-Z12 y Lucky, se ubico entre Bz100 y Bz6,25 o Clo5 (figuras
35 A, B y C), indicando que la combinaciéon de los farmacos aumentd la eficacia del
tratamiento segun las variables analizadas. El tratamiento combinado administrado a ratones
infectados con el aislamiento Casibla, se ubicé en la misma posicion que Bz6,25, indicando
que ambos tratamientos presentaron el mismo efecto. También se puede observar que los
tratamientos con Clo no fueron efectivos sobre ratones infectados con este aislamiento
presentando, por ejemplo, los mayores porcentajes de infiltrados inflamatorios en musculo
esquelético y cardiaco. Sin embargo cuando se realizé el recuento de nidos de amastigotes
se encontré menor cantidad de nidos en los grupos tratados con Clo en comparacién con el
grupo infectado no tratado.

La respuesta al tratamiento combinado encontrada en ratones coincide con lo
observado en los estudios in vitro. Es de destacar, que el tratamiento combinado sobre el
aislamiento Casibla no presentdé mayor efectividad que el tratamiento utilizando sélo Bz in

vitro e in vivo. De acuerdo con Chou (2006, 2010), la extrapolacion de los resultados in vitro
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a animales es un problema que adn no esté resuelto; predecir el mecanismo de accién de dos
farmacos en funcion de su interaccion no es facil. EI mecanismo de la combinacion se puede
dar en un punto de accion especifico o en innumerables pasos. Sin embargo, varios estudios
han demostrado que los compuestos con diferentes mecanismos de accion pueden cooperar
para mejorar el efecto final observado (Benaim, 2006; Chen y col., 2011).

Hasta la fecha existen pocos estudios que investiguen los efectos producidos por la
infeccion con T. cruzi y el tratamiento con Bz en el tejido hepatico y renal, a pesar que la
toxicidad atribuida al Bz culmina con frecuencia con la suspension del tratamiento por parte
de los pacientes debido a la aparicion de diversos efectos adversos indeseables (Esperandim
y col., 2013; Davies y col., 2014; Rendon, 2014; Novaes y col., 2015). El procesamiento
enzimatico de Bz conduce a la formacién de intermediarios reactivos del oxigeno y del
nitrégeno (Maya y col., 2007; Urbina, 2010; Esperandim y col., 2013); este proceso genera
compuestos electrofilos que aumentan la toxicidad del Bz tanto contra el parasito como
contra las células del huésped (Castro, 2006; Maya y col., 2007). La biotransformacion del
Bz por el complejo enzimatico de microsomas hepaticos tiene una fuerte relacion con
alteraciones en el higado (Rendon, 2014).

La infeccion por T. cruzi produce injuria morfofuncional del tejido hepdtico, vy el
tratamiento con benznidazol 100 mg/kg/dia genera un desafio aun mayor para los
mecanismos de defensa antioxidante hepatica, que con frecuencia fallan en la neutralizacion
de grandes cantidades de metabolitos reactivos, y su acumulacién contribuye a la mala
tolerabilidad del organismo asociado a la terapia anti-T. cruzi (Novaes y col., 2015)

En el presente trabajo se estudiaron los cambios morfolégicos en higado, rifion e
intestino producidos por las drogas Bz y Clo administradas en ratones no infectados e
infectados vy, a su vez, el impacto de la infeccién por T. cruzi. Se pudo observar que la
infeccion por T. cruzi produce alteraciones en el parénquima hepético y renal presentando
inflamacion difusa de leve a moderada intensidad. No se observaron alteraciones
morfolégicas en intestino en ninguno de los grupos analizados. Por su parte, los ratones no
infectados y tratados con Bz100 y Bz6,25 presentaron alteraciones en el parénguima
hepético y renal (siendo de menor intensidad en Bz6,25). Se pudo observar que Clo1,25 no
presento alteraciones morfolégicas y la combinacidon de las drogas produjo leves alteraciones
en higado.

Los grupos INT (infectados no tratados) presentaron mayor inflamacion en ambos
tejidos (higado y rifién) en comparacion con los grupos tratados con Bz100, sin embargo el

tratamiento con Bz100 presentd mayor cantidad de alteraciones (inflamacion difusa, de
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moderada intensidad en higado y rifion) en comparacion con los demas tratamientos. Estos
resultados coinciden con los de Novaes y colaboradores (2015) que encontraron que la
proporcion de células intersticiales (células inflamatorias) en el tejido hepatico y los niveles
circulantes de IFN-y, TNF-a, e IL-6 se incrementaron drasticamente por la infeccion; estas
alteraciones se redujeron cuando se administré benznidazol 100 mg/kg/dia, lo que indicaria
que esta droga reduciria las citoquinas pro-inflamatorias. Més alla de su participacion en el
control de parasitos, estas citoquinas también estimulan directamente la sintesis de especies
reactivas del oxigeno en leucocitos, lo cual altera el equilibrio redox del tejido, y favorece
el dafio tisular (Pérez-Fuentes y col., 2003; Bergeron y Olivier, 2006; Gupta y col., 2009;
Nagajyothi y col., 2012).

Se ha reportado que clomipramina induce fosfolipidosis (lisosomas cargados de
fosfolipidos) en higado y rifién: a través de microscopia Optica se han observado los
citoplasmas claros y de aspecto granular en hepatocitos y células de Kupffer de ratas tratadas
con clomipramina (Hirode y col., 2008; Saito y col., 2014). En el presente trabajo, en los
tejidos analizados provenientes de ratones tratados con Clo no se observo fosfolipidosis; por
el contrario, se encontré una disminucion de los infiltrados infamatorios en los tejidos de
ratones infectados y tratados comparados con los grupos INT. Este efecto se podria deber a
la baja dosis administrada y/o al efecto inmunoregulador negativo de Clo, mencionado
anteriormente (Maes, 2001; Diamond y col., 2006). El tratamiento combinado mostrd
similares alteraciones en higado o rifién a las encontradas con Bz6,25, y no se observé un
aumento del dafio morfoldgico debido a la administracion conjunta de las drogas. Los
ratones infectados con el aislamiento Casibla presentaron en todos los grupos mayores
alteraciones en el parénquima hepatico y renal en comparacion con los aislamientos SGO-
Z12 y Lucky y lacepa Y de T. cruzi.

Segun lo observado, la severidad de las alteraciones morfologicas encontradas en el
tejido hepético y renal se debe a la cepa/aislamiento infectante; el tratamiento de la infeccién
por lo tanto, es necesario para reducir dichas alteraciones. Sin embargo se deberian evitar
altas dosis de las drogas, ya que existen evidencias que demuestran que elevadas dosis de
benznidazol tienen alta toxicidad, sin una contribucién terapéutica significativa, es decir sin
la completa eliminacion de los paréasitos (Cancado 2002; Castro y col., 2006; Guedes y col.,
2011).

En las muestras de tejido hepatico, renal e intestinal de los ratones infectados y
tratados no se encontraron nidos de amastigotes. Sélo se detectaron en musculo esquelético

de ratones de todos los grupos infectados y en musculo cardiaco de ratones infectados con
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el aislamiento Casibla. Sin embargo, si bien no se detectaron nidos de amastigotes en
masculo cardiaco de ratones infectados con SGO-Z12, Lucky y la cepa Y, se detectd la
presencia del parasito en este tejido a través de gPCR especifica para T. cruzi. Existen
trabajos que han demostrado que el T. cruzi en la etapa aguda de la infeccion se encuentra
presente en précticamente todos los tejidos de huésped (Lewis y col., 2014; Lewis y col.,
2016).

En el interior de la célula parasitada el tripanosoma metaciclico se transforma en
amastigote. En esta fase, el parasito inicia su multiplicacion por divisiones binarias sucesivas
y, en aproximadamente 5 dias, el citoplasma de la célula parasitada esta completamente lleno
de amastigotes. Esto es lo que se denomina "nido de amastigotes";-comienza entonces la
transformacion hacia tripomastigotes. Cuando todos los parésitos dentro de una célula
alcanzan la forma tripomastigote, entran en un periodo de activo movimiento, lo que
contribuye a hacer estallar la célula que los contiene; asi los nuevos tripanosomas que pasan
a la circulacion parasitan células de diferentes sistemas y 6rganos, tales como: musculos
estriados, sistema nervioso central, higado, bazo, ganglios y musculatura lisa. En estas
células se cumple nuevamente el ciclo, aportando nuevas formas tripomastigotes a la sangre.
La cantidad de nidos de amastigotes brinda informacion acerca de la eficacia de las formas
metaciclicas en el establecimiento de la infeccion (Cossentini y col., 2016). En el presente
trabajo, se observo una menor cantidad de nidos de amastigotes (promedio=11) en tejidos
de masculo esquelético de ratones infectados con el aislamiento SGO-Z12 en comparacion
con dichos tejidos de ratones infectados con Lucky (16), Casibla (19) o la cepa Y (17). El
aislamiento SGO-Z12 demaostro ser el aislamiento con menor virulencia, presentando menor
infectividad y cantidad de parasitos en musculo esquelético y cardiaco, mientras que el
aislamiento Casibla fue el que presentdé mayor virulencia. EI grupo tratado con la
combinacion de drogas present6 una menor cantidad de nidos de amastigotes en masculo
esquelético en los ratones infectados con la cepa Y y aislamientos SGO-Z12 y Lucky en
comparacion con la monoterapia. En los cuatro grupos infectados, los ratones tratados con
Bz100 no presentaron nidos de amastigotes, lo que se relaciona con la menor carga
parasitaria encontrada en estos grupos (figura 24). Estos resultados coinciden con otros
trabajos que evidencian que una dosis de 100 mg/kg/dia de Bz administrada durante 20 dias
consecutivos no elimina completamente el T. cruzi en modelos experimentales murinos
(Martins y col., 2008; Caldas y col., 2008; Teston y col., 2013; Gruendling y col., 2015;
Cevey y col., 2016). Un estudio que utilizé dosis significativamente mas bajas de Bz que las

que generalmente se utilizan para el tratamiento de ratones, demostro que la administracion
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de Bz a 25 mg/kg/dia durante la etapa aguda fue tan efectivo como Bz a 100 mg/kg/dia, en
términos de la disminucion de parésitos en sangre y reduccion de la reaccion inflamatoria en
musculo cardiaco de ratones infectados con la cepa RA de T. cruzi (TcVI) (Cevey y col.,
2016). Por otro lado, la combinacion de Bz con otras drogas ha demostrado tener un efecto
sinérgico, aun en cepas normalmente resistentes al Bz, indicando ademas que los efectos de
la combinacion estan también condicionados por la cepa o el aislamiento (Araujo y col.,
2000). Estos hallazgos refuerzan la idea, por un lado, de la disminucion de las dosis de Bz
y, por otro, de la factibilidad de su administracion en combinacion con otra droga con
diferentes mecanismos de accion para lograr la completa eliminacion del parésito. En este
sentido, para la enfermedad de Chagas, resultados positivos han sido obtenidos en diferentes
etapas de la enfermedad con la asociacion de benznidazol y ketoconazol (Aradjo y col.,
2000). En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, la combinacién de Bz mas Clo
ha demostrado ser efectiva cuando fue administrada en la etapa aguda de la infeccion
experimental con T. cruzi (cepa Tulahuen), logrando reducir la mortalidad y la parasitemia
en los ratones tratados (Strauss y col., 2013). De este modo, la sinergia entre drogas puede
ser una valiosa alternativa para mejorar la eficacia del tratamiento (Coura, 2007; Zingales y
col., 2014).

La figura 41 resume los resultados encontrados al aplicar la combinacion de

Bz6,25+Clo1,25 en ratones infectados con los distintos tipos de parasitos.
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La asociacion de Bz+Clo podria ser un buen candidato para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas en la etapa aguda de la infeccion, debido a que Clo ya fue
sometido a ensayos clinicos, se utilizan en bajas dosis de Bz y Clo y no posee efectos
toxicos aparentes.

Figura 41: representacion de los resultados encontrados al aplicar la combinacion de
Bz6,25+Clo1,25 en ratones infectados con los distintos tipos de parasitos. Se muestran los diferentes
parametros analizados y se realiza una comparacion con la monoterapia en la mayoria de los casos.
La base del triangulo indica “mayor cantidad” del pardmetro analizado. El triangulo rojo indica que
la cantidad de parésitos detectados fue decreciendo de sangre a musculo cardiaco. El triangulo azul
indica mayor area cubierta de infiltrados inflamatorios en musculo esquelético que en musculo
cardiaco.
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5.3 Evaluacion del efecto ansiolitico de clomipramina mediante la prueba

de laberinto elevado en cruz (Plus Maze)

Como se mencioné anteriormente, clomipramina es un potente inhibidor de la
tripanotiona reductasa de T. cruzi, enzima implicada en el metabolismo redox del paréasito
(Ravaschino y col., 2006; O'Sullivan y col., 2015). Sin embargo, el uso habitual de esta droga
es en el &mbito de la psiquiatria. Clomipramina es un antidepresivo triciclico similar en su
estructura a la imipramina y a la desipramina y es el primer fa&rmaco aprobado para el
tratamiento del trastorno obsesivo-compulsivo (Capstick, 1971). Asi, clomipramina es el
mas especifico de todos los antidepresivos triciclicos con respecto a su capacidad para inhibir
la recaptacion de serotonina y noradrenalina. Aunque clomipramina se utiliza clinicamente
para tratar el trastorno obsesivo-compulsivo, también se utiliza para la depresion mayor y
para dolores cronicos, como en la neuropatia diabética (Suehiro y col., 2013).

Por lo tanto, en su utilizacion como antiparasitario, la droga podria tener efectos en
la conducta de los ratones debido a sus propiedades ansioliticas. Por este motivo, se realiz6
la prueba del laberinto elevado en cruz que es un modelo valido para evaluar ansiedad (File
y col., 1998; Rahman y col., 2015). Como se mencioné anteriormente, estudios realizados
en nuestro laboratorio mostraron que Clo (a una concentracion de 5 mg/kg/dia) no ocasiona
cambios clinicos en ratones albinos suizos infectado y no infectados (Rivarola y col., 2005,
Strauss y col., 2013). Sin embargo, hasta el momento no se habia comprobado su efecto
sobre la conducta de ansiedad en ratones infectados con T. cruzi.

Los modelos de laberintos elevados, como el “plus maze”, son ejemplos de modelos
ansioliticos de tipo no condicionado, que estan basados en la tendencia natural que tienen
los roedores a evitar espacios abiertos y elevados (Pellow y col., 1985). Este modelo permite
diferenciar entre el efecto ansiolitico o ansiogénico de farmacos. La prueba consistié en
cuantificar el tiempo en que los ratones permanecieron en las zonas abiertas y zonas cerradas
del laberinto; asi como el nimero de veces que éstos entraron en cada una de ellas. Por lo
tanto, se considerd disminucion del estado ansioso (ansidlisis) cuanto mas tiempo
permanecio y realizd6 mayor numero de entradas a zonas abiertas. Por el contrario aumento
del estado ansioso (ansiogénesis) se consider6 cuando el tiempo de permanencia en zonas
cerradas fue mayor (Komada y col., 2008).

Estudios experimentales de modelos de depresion indican que los ratones sometidos
a estrés disminuyen el porcentaje de entradas y el tiempo de permanencia en brazos abiertos

en el laberinto elevado en cruz, y cuando estos ratones fueron tratados con clomipramina (10
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mg/kg/dia) se observo que mejord significativamente el comportamiento de ansiedad, es
decir se observd un aumento significativo del porcentaje de entradas y del tiempo de
permanencia en brazos abiertos (Yang y col., 2016).

Teniendo en cuenta el mecanismo por el cual Clo produce cambios en el
comportamiento de ansiedad, se evalug el efecto de esta droga sobre ratones no infectados e
infectados tratados con Clo5 y Clol,25. En la evaluacion conductual de ratones no
infectados, utilizando el laberinto elevado en cruz, fue posible observar que la concentracion
Clo5 produce un efecto ansiolitico, al observarse mas tiempo de permanencia y mayor
namero de entradas a zonas abiertas en comparacion con el grupo vehiculo. La concentracion
de Clo1,25 no present6 diferencias significativas con el grupo vehiculo indicando que esta
concentracion no genera cambios en la conducta de ansiedad de ratones no infectados. La
region anatomica que se encuentra en el tallo cerebral, el locus ceruleo (LC), es la principal
fuente de noradrenalina en el cerebro y estd implicado en procesos fisioldgicos tales como
la adaptacion a la antinocicepcion (inhibicién de la sensacion de dolor), el estrés, la
abstinencia de opiaceos, entre otros (Pudovkina y col., 2002). ElI LC puede modular la
nocicepcion a través de su via descendente. Se ha reportado que la via descendente
inhibitoria del dolor que parte del LC esté relacionada con el desarrollo de la neuropatia
(Hodge y col., 1983). La via descendente de noradrenalina juega un rol importante en la
analgesia del dolor en la neuropatia diabética, y existe una correlacion entre la liberacion de
noradrenalina en el LC vy el dolor. Estudios experimentales demostraron que el aumento
extracelular de la concentracion de noradrenalina fue significativamente mayor en ratas con
neuropatia diabética en comparacion con ratas sin alteraciones. Luego del tratamiento con
clomipramina se observo que la inhibicion de la recaptacion de serotonina y noradrenalina
fue mas efectiva en estadios patolégicos en comparacion con ratas sin aleraciones (Suehiro
y col., 2013). Estas investigaciones evidencian que clompramina juega un rol en la
modulacion de la recaptacién de serotonina y noradrenalina en el LC, pruduciendo un efecto
analgésico y probablemente ansiolitico.

Diversos estudios han reportado que el desarrollo de la enfermedad de Chagas en el
modelo murino produce cambios en el comportamiento tanto en la etapa aguda como en la
etapa cronica de la infeccion (Silva y col., 2012; Vilar-Pereira y col., 2015; Campos y col.,
2016). ElI compromiso del sistema nervioso central en la enfermedad de Chagas es
reconocido en la fase aguda de la infeccion, como por ejemplo, cuando se desarrolla

meningoencefalitis (Prata, 2001; Rassi y col., 2010).
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En base a los resultados obtenidos, encontramos que los ratones infectados con la
cepa Y de T. cruzi a los 35 d.p.i. presentaron un comportamiento de tipo ansiolitico. Un
estudio realizado en ratones Balb/c infectados con la cepa Y de T. cruzi demostraron que la
actividad de los ratones se encontro notablemente alterada durante el curso de la infeccion
aguda. Las caracteristicas que se hallaron alteradas fueron la postura, piloereccion, fatiga,
debilidad, pérdida de peso y reduccion en el consumo de alimentos. Estas caracteristicas son
coincidentes con las observadas en el presente estudio en ratones albinos suizos infectados
con T. cruzi. Los ratones infectados y tratados con Clo5 no presentaron diferencias
significativas con el grupo vehiculo, probablemente debido al efecto de la infeccion con T.
cruzi. Sin embargo el grupo de ratones infectados y tratados con Clol1,25 presentaron una
disminucion en el porcentaje de entradas en brazos abiertos y tiempo de permanencia,
acercandose a los valores de los ratones no infectados. Por lo tanto esta concentracion podria
ser la adecuada para el tratamiento, debido a que produjo el restablecimiento de los patrones
conductuales estudiados. Cabe destacar, que esta fue la dosis de Clo utilizada en la

combinacion con Bz.

5.4 Tipificacion molecular de los linajes presentes en los aislamientos
naturales de T. cruzi utilizados en el presente trabajo

Con el objetivo de tipificar los aislamientos naturales de T. cruzi utilizados, se evalud
la presencia y distribucién de los mismos en distintos tejidos (sangre, musculo esquelético y
musculo cardiaco) de ratones infectados con cada aislamiento, durante la fase aguda de la
infeccion experimental.

Varios estudios han indagado sobre las propiedades biologicas y los
comportamientos de las diferentes UDTs por separado (Aquilino y col., 2012; Ragone y col.,
2012; Silva Valadares y col., 2012), pero pocos se han centrado en la utilizacion de
aislamientos compuestos por una mezcla de UDTs diferentes (Llewellyn y col., 2011), tal
como el presente. En los casos en los que se ha estudiado la infeccion debida a diferentes
UDTs en un mismo individuo, las mismas han sido ‘“generadas experimentalmente”
mediante la infeccién de animales con dos cepas de parasitos correspondientes a UDTs
diferentes (Ragone y col., 2015). En este caso, se utilizaron aislamientos naturales de T. cruzi
(formados por mas de un linaje) que actualmente se encuentran circulando en areas
endémicas de nuestro pais, lo que permite analizar el comportamiento de los mismos una

vez que ingresan al huésped mamifero y su respuesta a la quimioterapia propuesta.
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Varios estudios han confirmado la alta incidencia de infecciones multiples en
pacientes y vectores (Bosseno y col., 2000; Solari y col., 2001; Mantilla y col., 2010) e
infecciones mixtas con paréasitos correspondientes a UDTs diferentes en un mismo paciente
han sido reportadas (Mantilla y col., 2010; Ramirez y col., 2010). Los tres aislamientos
naturales utilizados en el presente estudio consistieron de una mezcla de diferentes linajes
de T. cruzi, como se determind mediante los estudios de tipificacion molecular; por lo tanto
son ejemplos de infecciones mixtas en pacientes y vectores, ya que dos de ellos se obtuvieron
de nifios infectados con Chagas congénito (Lucky y Casibla) y el tercero a partir de un
insecto vector proveniente de area endémica (SGO-Z12). Su utilizacion en un modelo
experimental de infeccion ha demostrado que los "tipos" diferentes de parésitos podrian
presentar un tropismo preferencial para ciertos érganos o tejidos y extenderse por todo el
huésped, empeorando la situacion para las estrategias de tratamiento.

A través de los afos, se han utilizado numerosos enfoques para detectar y caracterizar
la diversidad bioquimica y genética del T. cruzi (Brisse y col., 2001; Rozas y col., 2007;
Burgos y col., 2007; Lewis y col., 2009; D’Avila y col., 2009; Ramirez y col., 2010;
Hamilton y col., 2011; Yeo y col., 2011; Lauthier y col., 2012; Cosentino y Agiiero, 2012;
Curay col., 2015). Sin embargo, ningun blanco molecular, por si solo, permite la resolucion
completa de las diferentes UDT. Por otra parte, también hay que tener en cuenta que la
dependencia en un Unico marcador para la tipificacion de los parasitos tampoco es
aconsejable debido a la potencial influencia del intercambio genético. En el presente trabajo
se utilizaron diferentes metodologias para la tipificacion de los linajes presentes: PCR
convencional (aplicando los algoritmos de Ramirez y col., 2010 y de Cosentino y Agtero,
2012) y PCR en tiempo real (Cura y col., 2015, Burgos y col., 2007).

En una primera instancia, se plateo la tipificacion de los linajes utilizando solamente
el algoritmo de Ramirez y colaboradores (2010) con tres marcadores moleculares (miniexén,
24So.y 18S). Esta metodologia es tedricamente capaz de discriminar inequivocamente todos
los linajes, pero la interpretacién de los resultados es a menudo propensa a errores, ya que el
poder de discriminacion del ensayo se basa en la inspeccion visual de pequefias diferencias
en el tamafio de las bandas electroforéticas (Cosentino y Aglero, 2012) y la asignacion a
uno u otro linaje estd basada en la ausencia en lugar de la presencia de productos de
amplificacion (ver figura 13), lo que puede ser problematico (Zingales y col, 2012) o
enmascarar la presencia de infecciones mixtas, donde la presencia de un linaje puede
encubrir o enmascarar la presencia de otro (particularmente, la presencia de Tcll puede

encubrir la presencia de TcVI, si ambos estan presentes en la misma muestra). Debido a esta
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limitacidn, se utilizdé también la metodologia de Cosentino y Aguero (2012) que utiliza dos
marcadores moleculares adicionales (TcSC5D y TcMK). La utilizacién de dos metodologias
diferentes, que alternativamente muestren la presencia de distintos linajes, puede permitir
discriminar mas detalladamente los linajes presentes en una determinada muestra (Lo Presti
y col., 2014). Al comienzo del estudio se tipificaron muestras de tres ratones infectados con
cada uno de los aislamientos. Una vez conocida la composicion de los aislamientos, se
utilizaron otros marcadores para la tipificacion de los parasitos presentes en los grupos
tratados y no tratados, infectados con los diferentes aislamientos. En total se tipificaron
muestras de seis ratones infectados con cada uno de los aislamientos y muestras de tres
ratones por cada tratamiento.

Para la tipificacion del aislamiento Casibla se utilizaron sondas TagMan (MTgPCR)
(Curay col., 2015), ademas de los marcadores nombrados anteriormente; esta metodologia
incluye un nimero minimo de reacciones secuenciales (dos reacciones de gPCR), y ha
demostrado elevada especificidad. Si bien, la sonda 18S-Tcll/VI detectd la presencia de
ambas UDTs (Tcll/V1), la sonda COII-TclI-Cy5 no logré la deteccidn de Tcll en ninguna
de las muestras analizadas. Por lo tanto se recurrio a la amplificacién del fragmento
genémico A10 (Brisse y col., 2000) para resolver los resultados discordantes Tcll/VI
obtenidos por la sefial con la sonda 18S-Tcll/VI. Con esta metodologia se detectd la
presencia de Tcll en 7 de las 36 muestras analizadas. Esta metodologia permitié ademas,
descartar la presencia del linaje TclV en las muestras pertenecientes a este aislamiento, ya
que su presencia no se puede descartar con ninguna de las metodologias anteriores
(miniexon+24Sa+18S y TcSC5D+TcMK) si otros linajes estan presentes en la misma
muestra.

Si bien la metodologia de qPCR multiplex con sondas TagMan fue la que presentd
un numero menor de reacciones para lograr la tipificacion de las UDTs, fue necesario utilizar
un marcador adicional para resolver los resultados discordantes. Ninguna de las
metodologias de tipificacion es por lo tanto totalmente eficaz a la hora de detectar
infecciones mixtas en una misma muestra (es decir, que en una misma muestra se encuentren
parasitos de diferentes linajes) ya que en todos los casos algunos linajes pueden quedar
encubiertos. Hasta el momento no se cuenta con una Unica metodologia para la tipificacion
de linajes de T. cruzi que pueda ser utilizada en casos de infecciones con parésitos de
diferentes linajes.

Los tres aislamientos mostraron estar formados por una mezcla de parasitos

correspondientes a los linajes Tcll y TcVI. Estos linajes presentan una amplia restriccion al
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ciclo doméstico de transmision. Su localizacion geografica se encuentra al sur de la cuenca
del Amazonas y constituyen la principal causa de enfermedad de Chagas en los paises de esa
region (Zingales y col., 2012). En el cono sur, donde T. infestans es el vector mayoritario,
Tcll, TcV y TcVI son los principales agentes causantes de la enfermedad de Chagas. Se ha
reportado que Tcll predomina en Brasil y TcVI en el Gran Chaco Argentino (Breniere y col.,
2002; Diosque y col., 2003; Coronado y col., 2006; Burgos y col., 2007; Carranza y col.,
2009; del Puerto y col., 2010); también se ha encontrado asociado a la infeccion de perros y
gatos en el noroeste de Argentina (Cardinal y col., 2008; Marcet y col., 2006; Enriquez y
col., 2012).

La distribucion de los linajes en los distintos tejidos de ratones infectados en ninguno
de los casos fue homogénea: de los seis ratones infectados el aislamiento SGO-Z12, cuatro
presentaron los linajes Tcll y TcVI en circulacion y dos sélo TcVI. En las muestras de
corazon, tres de los animales presentaron Tcll y TcVIy dos TcVI (cabe destacar que en una
de las muestras, no se detectd la cantidad de ADN necesaria para su tipificacion), mientras
que en las muestras de musculo esquelético solo se encontrd TcVI. Por su parte, dos de los
ratones infectados con el aislamiento Lucky presentaron una mezcla de ambos linajes en
todos los tejidos y otros dos presentaron solamente el linaje TcVI. La mayoria (4/6) de los
ratones infectados con el aislamiento Casibla presentaron el linaje TcVI en musculo
esquelético y la mayoria (4/6) presentaron ambos linajes en sangre y corazén. Comparando
los tres aislamientos, se observo que la mayoria de los ratones infectados presentaron sélo
el linaje TcVI en musculo esquelético (14 de 18 muestras de este tejido). En circulacion y
en musculo cardiaco sin embargo, ambos linajes estaban presentes en la mayoria de los casos
(11/18 y 10/17, respectivamente). Sélo dos muestras de musculo esquelético presentaron el
linaje Tcll (una del grupo Lucky y otra del grupo Casibla).

Estos resultados concuerdan en parte con lo encontrado por Ragone y colaboradores
(2015) en un modelo de coinfeccion, en el que “mezclaron experimentalmente” parasitos de
diferentes linajes y los utilizaron para la inoculacion de ratones C57BL/6. En estos animales
luego estudiaron la distribucion de los diferentes linajes en sangre, corazén y musculo
esquelético, encontrando que cuando los animales eran coinfectados con dos linajes
diferentes, en las muestras luego sélo se detectaba uno de los linajes utilizados, como ocurrio
en los casos en los que solo se detectd TcVI (aproximadamente la mitad del total de muestras
analizadas). Este resultado puede deberse a varios factores: la supervivencia de un tipo
determinado de paréasito puede estar relacionada con diferentes mecanismos asociados con

su capacidad para escapar del sistema inmune del huésped (Sales-Campos y col., 2014;
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Ragone y col. 2015), o debido a un proceso selectivo dentro de las células del huésped en
favor de un linaje determinado (Pena y col., 2011). Los autores reportan por ejemplo que
Tclll 'y TcVI inducirian una mayor respuesta serolégica que TcV (Ragone y col., 2012); en
consecuencia, en un evento de infeccion mixta entre TcV + (Tclll o TcVI), TcV puede ser
afectado por la respuesta inmunolégica inducida por Tclll o TcVI y ser eliminado del
huésped (por lo menos a niveles no detectables por las técnicas utilizadas). Algo similar
podria estar ocurriendo con Tcll en nuestros modelos: el sistema inmunoldgico del huésped
podria estar eliminando los parasitos Tcll a niveles no detectables por las metodologias
utilizadas en el presente trabajo y solo TcVI seria detectado en estas muestras (aqui cabe
destacar que Tcll puede ser detectado con las metodologias propuestas en conjunto y no
quedaria encubierto por otro linaje, si estuviera presente).

En todas las coinfecciones estudiadas por Ragone y colaboradores, TcVI fue el Gnico
linaje detectado sobre Tclll y TcV (coinfeccion con Tcll no fue estudiadas en ese caso)
(Ragone y col., 2015). Trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio estudiando
infecciones mixtas entre parasitos TcV (cepa Tulahuen) y TcVI demostraron que TcVI
también fue el linaje predominante en la mayoria de los tejidos analizados (resultados adn
no publicados). Por otro lado, los parasitos Tcll podrian estar alojados en otros tejidos del
huésped que no fueron estudiados en el presente trabajo. Resultados previos de nuestro
laboratorio han demostrado que higado y bazo son dos érganos altamente parasitados, y que
los parésitos alli presentes pueden ser diferentes a los presentes en circulacién (Lo Presti y
col., 2014). Otros 6rganos como cerebro, pulmén y rifién pueden representar reservorios de
parésitos con probables subpoblaciones diferentes (Carvalho y col., 1997; Ramirez y col.,
2007; Rodriguez y col., 2009; Cohen y col., 2010; Menghi y col., 2011; Del Valle y col.,
2014).

Por otro lado, la presencia de dos o mas linajes en un mismo tejido puede modificar
las lesiones que se esperan en dicho tejido, respecto a la infeccidn con un solo linaje (Ragone
y col., 2015). Cada linaje tiene diferente capacidad para infectar las células del hospedador;
T. cruzi es capaz de infectar una amplia variedad de células huésped, pero la persistencia del
parasito en las mismas depende de su capacidad para entrar en la célula y de la interaccion
que se desarrolle con ella (Andrade y Andrews, 2005). Se ha informado que la co-infeccion
con diferentes cepas de T. cruzi puede inducir inmunidad inflamatoria protectora y
mecanismos inmunes de regulacion que atenden los dafios cardiacos en el modelo murino
(Rodrigues y col., 2010). Asi, la presencia de mas de un tipo de parasito en un mismo tejido

podria generar interacciones entre ellos que lleven a modificaciones diferentes (mayores o
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aun menores) en los tejidos en cuestion. Las diferencias observadas en las areas cubiertas
por infiltrados inflamatorios, particularmente en musculo esquelético e higado y rifion, en
los diferentes grupos infectados (SGO-Z12, Lucky y Casibla) podrian deberse a los distintos
tipos de parasitos presentes en cada aislamiento, que a pesar de pertenecer a los mismos
linajes, pueden ser paréasitos diferentes.

El propdsito principal de la caracterizacion molecular de T. cruzi debe estar dirigido
hacia su asociacion con la clinica, la patogenesis de la enfermedad y la resistencia al
tratamiento (Guhl, 2013). Existen estudios que han encontrado una falta de correlacion entre
los linajes de T. cruzi y la susceptibilidad al Bz in vitro (Villarreal y col., 2004; Moreno y
col., 2010, Moraes y col. 2014). En el presente trabajo en el modelo in vivo se encontrd que
en los grupos de ratones infectados con SGO-Z12 o Casibla y tratados con Clo5, presentaron
mezcla de linajes en algunas muestras, de manera coincidente con los grupos INT. Por otro
lado, en todos los grupos de infeccién luego de los tratamientos con Bz100 y
Bz6,25+Clo1,25 se encontrd sélo uno de los linajes en cada una de las muestras analizadas.
Los ratones tratados con Bz100 en todos los grupos de infeccidn presentaron el linaje Tcll o
el linaje TcVI en cada uno de los tejidos que fueron tipificados. Aqui cabe destacar que los
grupos tratados con Bz100 fueron los que presentaron una mayor cantidad de muestras cuya
tipificacion no fue posible debido a la baja carga parasitaria (6/9 muestras infectadas con
SGO-Z12 y 3/9 muestras infectadas con Casibla). Los parasitos Tcll y TcVI del aislamiento
SGO-Z12 serian por lo tanto mas susceptibles al tratamiento que los parasitos Tcll y TcVI
de Lucky y Casibla. Dentro de cada una de las UDTs, los linajes que comparten los perfiles
para determinados marcadores moleculares no son necesariamente idénticos genéticamente,
y con frecuencia pueden ser distinguidos con la utilizacién de marcadores adicionales. Asi,
las cepas o aislamientos dentro de cada una de las UDTs pueden ser consideradas como
familias de clones estrechamente relacionadas, y no como un solo clon (Zingales y col.,
2012) y por lo tanto pueden presentar alta variabilidad y diferente respuesta al tratamiento,
como ha sido encontrado en el presente trabajo.

Los ratones de todos los grupos tratados con Bz6,25+Clo1,25 presentaron el linaje
TcVI en todos los tejidos analizados (a excepcion de una muestra de musculo cardiaco
infectado con Lucky). Como se menciond anteriormente, con los otros tratamientos (Clo5 y
Bz100), Tcll permaneci6 en algunos tejidos, e incluso fue encontrado en ausencia de TcVI.
Por lo tanto, de acuerdo a estos resultados, Tcll seria mas susceptible al tratamiento

combinado que TcVI.
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Cabe destacar que adn los ratones correspondientes a los grupos tratados con la dosis
habitual de Bz (100 mg/Kg/dia), presentaron alguna muestra positiva para la presencia del
parasito (aunque sea en muy baja cantidad), encontrandose diferencias de acuerdo al
aislamiento de T. cruzi infectante: el aislamiento SGO-Z12 fue el mas susceptible mientras
que Lucky y Casibla presentaron una susceptibilidad parcial. Debido a que la ausencia total
de parésitos (cura parasitoldgica) luego del tratamiento es dificil de lograr, la cuantificacion
de los mismos mediante gPCR es Util para determinar si un tratamiento ha sido efectivo en
lograr disminuir la carga parasitaria: en términos de progresion de la enfermedad, una
disminucion significativa en la carga parasitaria (detectada por gPCR ) indicaria un buen
pronostico para el hospedador. Los pocos parasitos circulantes en sangre, remanentes luego
del tratamiento, representarian un menor riesgo de reinfeccion tisular, y serian peligrosos en
caso de una inmunosupresion que reactivara la infeccion. En estas condiciones, seria Util
establecer un limite para la cantidad de parésitos circulantes en sangre que represente un
riesgo significativo para la progresion de la enfermedad, ya que en la mayoria de los casos
no existe cura parasitoldgica (que elimine totalmente los parasitos) (Davies y col., 2014). En
este sentido, en los tres grupos infectados (SGO-Z12, Lucky y Casibla) y tratados con la
combinacion Bz6,25+Clo1,25 se observd una disminucion significativa de la carga
parasitaria presente en circulacién (detectada por qPCR), en relacién a los grupos
correspondientes no tratados. Lo mismo ocurrié con la carga parasitaria detectada en el
musculo esquelético de los ratones de estos grupos.

Como se menciond anteriormente, el papel del tratamiento en los pacientes
chagéasicos es muy controversial, particularmente en la etapa cronica. Con el objetivo de
aclarar esta cuestion, recientemente se complet6 un ensayo clinico aleatorizado y controlado
con placebo a gran escala para evaluar los efectos del tratamiento etiolégico con Bz en
pacientes chagasicos cronicos (Estudio BENEFIT - Benznidazole Evaluation for
Interrupting Trypanosomiasis) (Marin-Neto y col., 2008, 2009). Parte de sus resultados han
sido publicados recientemente (Morillo y col., 2015): se incluyeron 2854 pacientes con
miocardiopatia chagasica, los cuales la mitad fueron tratados con Bz a su dosis habitual
(5 mg/kg) durante 80 dias y la otra mitad tratados con placebo; la efectividad del tratamiento
se estudié mediante electrocardiografia, ecocardiografia y deteccion directa del parasito por
PCR cualitativa durante el transcurso de 6 afios. Se observé que Bz no redujo
significativamente la evolucién clinica primaria, a pesar de que redujo la deteccion del
parasito en las muestras de sangre, en relacién al grupo placebo. En este estudio, las tasas de

conversion de la PCR (de positivas a negativas luego del tratamiento) resultaron variables
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de acuerdo a la ubicacion geogréfica, resaltando nuevamente el papel de la variabilidad
genética del parésito y su susceptibilidad diferencial al tratamiento (Morillo y col., 2015).
Los resultados del presente trabajo podrian explicar en parte los resultados obtenidos en el
estudio BENEFIT: los pacientes de area endémica estdn probablemente expuestos a
infecciones mixtas (con diferentes linajes de T. cruzi); la susceptibilidad diferencial de los
diferentes linajes al tratamiento planteado podria significar que algunos linajes pueden
permanecer en los tejidos del huésped, ain después de los tratamientos, originando las tasas
variables de conversion de la PCR vy los resultados contradictorios obtenidos.

El emplear simultaneamente varios farmacos tripanocidas, con diferentes
mecanismos de accion, tiene la ventaja de ampliar considerablemente sus efectos
terapéuticos, evitando las dosis elevadas necesarias en las monoterapias. En este trabajo se
observo que la combinacion de Bz+Clo modifico los valores de la mayoria de las variables
estudiadas, con respecto a los ratones infectados no tratados (INT).

Estos resultados demuestran la importancia de abordar el tratamiento de la
enfermedad de Chagas desde diferentes blancos del T. cruzi, para asi potenciar el efecto

tripanocida y lograr la cura o al menos retardar la progresion de la enfermedad.
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6. Conclusiones

La combinacion de Bz+Clo sobre tripomastigotes de cultivo presentd efecto
sinérgico sobre la cepa Y y los aislamientos Lucky, SGO-Z12 y Casibla de T. cruzi.
El efecto sinérgico puede ser entendido como resultado de los mecanismos de accion
complementarios de ambas drogas, que estarian potenciando el efecto letal,
produciendo la muerte de los parasitos a menores concentraciones que la
monoterapia. A su vez, la combinacion produjo menor dafio celular que las drogas

individuales, sugiriendo seguridad para la farmacoterapia.

Clo es un antidepresivo triciclico que actua sobre el sistema nervioso central, con
efectos ansioliticos. La dosis de Clo (1,25 mg/kg/dia) utilizada en el estudio de la
efectividad de la combinacion con Bz, no gener6 cambios en las conductas

relacionadas con la ansiedad de los individuos tratados.

Teniendo en cuenta los resultados del andlisis de componentes principales, el
tratamiento con la combinacion de los farmacos en ratones infectados con la cepa Y
y aislamientos SGO-Z12 y Lucky, presentd una mayor eficacia en comparacion con
la monoterapia; mientras que el tratamiento combinado en ratones infectados con el

aislamiento Casibla, no presenté diferencias con Bz6,25.

La infeccién por T. cruzi produjo alteraciones en el parénquima hepatico y renal;
todos los tratamientos redujeron la severidad de las mismas. Los tratamientos con
menores dosis fueron los que presentaron menores alteraciones. El tratamiento
combinado mostré similares cambios histolégicos en higado y rifion a los
encontrados con Bz6,25, y no se observd un aumento del dafio debido a la

administracion conjunta de las drogas.

Los aislamientos utilizados en el presente estudio (SGO-Z12, Lucky y Casibla)
corresponden a infecciones mixtas (Tcll y TcV1), por lo que representan ejemplos de

las poblaciones naturales de T. cruzi que actualmente se encuentran en circulacion.
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e Ladistribucion de los linajes en sangre, musculo cardiaco y musculo esquelético de
ratones infectados no fue homogénea; sin embargo se observo que la mayoria de los

ratones presentaron el linaje TcVI.

e Aunque el tratamiento en la etapa aguda no elimin6 completamente el parésito de los
tejidos del hospedador, la disminucion en la carga parasitaria como consecuencia del
tratamiento tuvo repercusion en los pardmetros estudiados (presencia del parasito en
las diferentes muestras, nidos de amastigotes y sobrevida, particularmente). Los
ratones de todos los grupos tratados con Bz6,25+Clo1,25 presentaron el linaje TcVI
en todos los tejidos analizados (a excepcion de una muestra de musculo cardiaco
infectado con Lucky). Tcll permanecio en algunos tejidos (e incluso fue encontrado
en ausencia de TcVI) con los tratamientos Bz100 y Clo5. Por lo tanto, Tcll seria
aparentemente mas susceptible al tratamiento combinado que TcVI.

Los presentes resultados contribuyen al conocimiento de las complejas interacciones entre
T. cruzi y el hospedador y pueden ser Utiles para determinar el pronostico de las infecciones
mixtas, caracteristico de las zonas endémicas, y estimular la bisqueda de nuevas estrategias
de tratamiento, teniendo en cuenta la alta variabilidad del parasito en un unico hospedador
con diferentes susceptibilidades a los tratamientos propuestos. Si bien, la asociacion de
Bz+Clo podria ser un buen candidato para el tratamiento de la enfermedad de Chagas en la
etapa aguda de la infeccion, estos resultados sugieren la necesidad de seguir ensayando
nuevos protocolos, con diferentes combinaciones y dosis de nuevas y méas seguras drogas

antiparasitarias que sean una esperanza cierta para miles de enfermos chagasicos.
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