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1. INTRODUCCION.

1.1) Antecedentes del I;_sf&éé.

La enfermeded de Chagas se considera exclusivamente del conti-
nente smericano, afectando a la mayorfa de los pafses a excepcién
de Canadk, Surinam y Guyasna., tn sf, su distribucién comprende des-
de el sur de los £stados Unidos de Norteamérica hasta el norte de
Argentina y recae principelmente sobre poblaciones rurales que hs-
biten en viviendas de construcifn daficiente, (2n)
La'trascendencia de ssta enfermedad radics en que su agente etiolé-
gico, I:-Efffé' transmitido por tristominos, invade el corazdn y o-
tras visceras de los huéspedes caudando cuadros clinicos graves que
con frecuencia tonducen a la muerte, E) padecimiento e¢ de nalte pre -
valencia en America, existiendo al menss 20 millones de personas ig
fectndns.(la) En M&xico se puede considerar s la enfermedad de Che-
gas como una endemis existiendo zonas geogr&ficas en que la parasi-
tosis es un problema de Salud P&blicl.(za'zs)
Ls enfermedad como tasl se conoce en México desde 1940 culndolﬂézzo-
tti reportS por vez primera dos casos humanos procedentes da'Teojo-
mulco, Oux-ca.‘za) A partir de entonces varios investigadores han
trabejado sobre éste padecimiento reslizando diversos estudios encs
minados a conocer la distribuciSn s importancia de la enfermedad de
Chagas en la Repdblica Mexicana.(zd)
Varios investigadorss han tratado de sisler las diferentes fases ox

tracelulares del ciclo vital de T._cruzi, Lanham fué uno de los pri

meros en trater de separar tripomastigotes sanguineos & partir de
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sangre de manfferos infecteds, utilizando intercambiadores celulosi
cos de iones, sbteniendo buenos resultadas.(lo'll'ls'xs'ZX)
Otros investigedores han tratado de sislar las fases del parfdsito a
partir de triatominos y medios de cultivo infectados, encontrandose

resultados satisfactoriaa.(x'z)

Sin embarge, dichos estudios hen si
do escasos y llevados & cabo de maners sislade lo cusl se refle’a
en el hecho de que hasts la fechs no existe un pragrama estatsl de
control de la Enfermedad de Chagas, por lo tanto se descanoce ls

verdadera megnitud de esta enfermedad en el pnis.(Z‘)

1,2) Definicién de ls Enfermeded de Chagas.

Ls Enfermedad de Chagas o Tripanosomissis americana £s una afs
ccifn parasitaria h{stica y hemftica, ceusada por un flazelado, Iry
panosoma Sfﬂfi' este protozoario es transmitido al naomb:re y otros
mam{feros por hemipteros hematSfagos de le familia Reduviidae subfa

milia Triatuninna.(d)

1.3} . Le situacidn taxonémica (segln Levine y cal,, 1980) es la si-

guiente,
Reinos Protozoa
Phylums Sarcomastigophora ]
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Urden: Kinetoplastids
Suborden: Trypanosomating

familias Trypancsomatidae
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Subfamilia: Trypaneaomatinae
Génezo: Tzypanosonme
Especie: cruzi

1.4) Caracteristicas morfelégicas del T, cruzi.

I;-Efgff presenta en preparaciones tefiidea, a partir de frotis
sangufneos, una morfologfe caracterf{stica, ys que adopta forma de
*c" o de "u", Tiene una longitud sproximade de 20 miecras, un cinets
plasto muy grande, de posicién subterminel, el cual se sabe que es
una mitocondris modificada, Posee ademfis, un flagelo libre y membra
na ondulante estrecha. tota forma corresponde 8 1a de tripomastigo-
te, va gue el parésito presenta diferentes fases de desarrallo, de-

pendiendo del huéfsped en el que se encuentre.(lz)

mente distintes, definidas por la posiecidn del cinetoplasto {orge-
nelo que carscterisa el orden)} con respecto al ndcleo,

a) Los amastigotes: son organismos de forma esférice u ovaelada
de mproximademente 2 micras de difmetre, presentan cinetaoplasto,
grénulo basal, flagelo reducido a una corta porcidn del axonema que
tiene un recorrido intreprotoplésmice, sin atrsvesar la membrana.
Representa une forma de multiplicascidn que se encuentra intracelu-
larmente en los mamfferos huéspedes,

b) Epimastigotes: %ienen el cinetoplasto situado en posicidn
anterisr, cercana al ndcleo, un flagelo y una membrana ondulante
corta; son organismos fusiformes de aproximadamente 20 micras de

lengitud y representan una forma de multiplicaciédn que se encuen-
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tra an @l tubo digestivo del transmisor y medios de cultivo.(a)

c) Tripomastigotes: existen dos tipos dependiendo del huésped
an que g6 localicen;

c.I) Tripomastigotes metacfclicos: tienen el cinetoplasto sgi-
tuado detrfs del nicles y un flagele, as{ como una membrana ondulan
te a lo largo del organismo, su longitud es de aproximademente 16 &
20 micras, representan la forma infectiva. Aperecen en la lur del
recto de los tristominos,

c.2) Tripomastigotes sanguineos: morfolfgicanente presenta ci-
netoplasto grande, oviforme, generslmente subterminal, ndcleo cen-
trsl, su longitud es de aproximadamente 16 a 20 micras. Se encuen=-
tren en el mamifero huésped donde transmiten la infeccidn de una
célula a otra o infecten sl triatomino cuando éstos ingiersn la san

gre de individuos o animsles infectados.(6’14)

1.5} licle vital del T. cruzi.

Bajo condiciones naturales, le infeccién pot T._cruzi es inicig
da por las tripomastigotes metaciclicos, que se encuentran en el tu-
bo intestinal del triatomino, E1 insecto #l1 picar y succionar sangre
del hombre o mamiferos, defece saliendo asf{ los tripomastigotes me-
tacfclicos, los cusles penetran a través de mucesas o de la conjun=
tiva ocular.
£l parfsito, una vez dentro de les célulss, ee transforma en amasti-
jote el cual inicia su reproduccién, dividiendose repetidamente pox

fisién binaris y destruyendo finalmsnte la cflula huésped, 6ste ci-

clo reproductivo se repite varias veces y puede lleverse a osbo en
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cualquier tejide aunque gse ha reportado que les sitias mbs frecuen-
tes afectados son: miocerdio, sistema nervieso central, sistems ré-
ticule endotslial y mdsculo liso del tracto intestinsl, en eatas le
calizaciones, les amastigotes suelen sgrupsrse formando *"nidos”,
después de haber destruide variss células huésped.
Después de slgin tiempe, los amastigotes se transforman dentro de
los nidos o pseudoquistes, en tripomastigotes sengufness, los cuales
son liberados elrededor del tejido, Estas feses pueden invedir céiu-
las en el srea inwediata, o ser acarreados a otros tejidos por medio
de le circulacién sangufnea,
Al ester circulando en sengre, pueden ser ingeridos por el transmi-
sor, el cual al succionsr sangre los lleva a su intestino en donde
se transforman an epimastigotes, estos se multiplican por fisién bi-
naria transformandose despufs a tripomastigotes metacfclicos, cexrran

(n

dose asf el ciclo de vida.
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2.0) Craomastograffa por intercembio iénico,

Le cromataograffa por intercembio iSnico distingue en una mezcla
un componente de otro, bssfndose en el nfimers de cargss del signo no
spropiado que se encuentran disponibles en ceda moléculs para tener
interecién con sl intercambiedor de ionas bsjo las condiciones im-
puestas, £l tamafo molecular es por lo tanto un factor importante y
la cistribucién de carges tiene también su funcién.(zn)

Les aspectos f{sicos de un sistema cromstogréfico lfquido son
femiliares; una mucstra se aplica @ un extremo de un tubo empacado
con particulas capaces de tener interxacibn de algdn modo con las sus
tanciaes de la muestre a diferentes velocidades, dependiendo del gra-
do de interacidn con les partfculss, Esto es esencialmente un siste-
ma de contracorriente sélido-lfquido, en el cusl la velocidad de mi-
gracién de un componente dado depende del nlmerc relativo de sus mo-
léculas que permanecen en la fese lfquida, en comparacién con el n(-
mero que ocupan la fase sGlida en cuaslquier punto de equilibrio. Pa-
ra cada molécula este puede expresarse como la fracciédn de tiempo,
que se encuentra en soluciédn libre en el liquido en comparacién caen
el tiempo en que se encuentra usociada con lae partfculas, €l coefi-
ciente do particién es la expresidn numérics de esta distribucién,
La separscién de los componentes depsnde de las diferencias adecus-
das en sus coeficientes de perticifn, tomando &n cuents la eficacias
de una columna desda en prepsrcionar repetidemente, @ una cantidad da
da de cada camponente, el equilibrio entre las dos fases, Mientres
mbs alts es la capacided del empaque de la columna, mayor es el nume

ro de equilibraciones que pusden ocurrir dentro del volumen de la co
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lumna y menor en la diferencis minima en el :oeficient:ide purticidn
necessrio para la resolucién,

La asociacidn con las particulas puede tensr muchas causes, ope
rando solss o en conjunto, Ususlmente estdn involucradas fuerzas se-
cundarias (iénicas, hidrofébices, enlsces de hidrégeno, etc.) que ca
usan adsorcifén a superficies sn el exterior (o en el interiar) de la
particula.(zu)

Los polielectr6litos se unen a los intercembiadores de iones ce
luldsicos a través de la formacién de uniones electrostéticas entre
cargas de signo opuesto sobre la macromolécula edsorbida y el inter~
cembiador de iones. Mientres mayor ses el némero de uniones, mayor
ser§ 1@ afinidad, Estas uniones elec:rostéticas individuales se es-
t&n disociando constantemente y reformando & medida que los ianesrde
sal compiten por los sitios de unién, pero si el polielectrflito y
el adsorbente ofrecen el suficiente ninero de cargas del signo apro-
piado, 8l ndmerc de uniones formadas hacen que una disociacién simul
tanea sea muy rara, La molécula acssrbida entonces permanecer§ inmo-
vilizada sobre el adsorbente tento tiempo como su medio permanesca
conatante, A esta situacién se le llama "enlace hermético o adsor-
eién hsrmética'.(zo)

Un aumento en le concentracidn de la sal eumenta la efectividad
de los iones de sal al compstir por los comps3eras de enlace y puede
subir a un valor finito la probebilidad que una disociacifn simultfi=
nea de todas las uniones sdsorbiendo una moléculas ocurra en un tiem-
po dado. De la molécula adsorbidas se dice entonces que esté en un e-

quilibrio de adsorcidn finita con e} adsorbente y que se moverb ha-
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cia abajo, en la columna, a una velocidsd finita, Cuandoc cste probas-
bilidad es menor que la unidad, la velocidad de migrecién serd més
lenta que la del l{quido transportador, Mientras més lenta e3 la c;g
contrecifn de la sal, le banda adsorbida migrsré mids répidvamente y
esta condicién de equilibrio de adsorcién finits se splica a la regi
6n completm, desde el moviniento apenas perceptible hasta la veloci-
dad perceptiblemente m&s lenta que la velocidad de flujo del lfquido
eluysnte. Solamente dentro de estos limites se puede obtener el gran
poder de resalucién de la cromatografia, por que es bajo estas candi
cienes que los pasos mGltiples de adsorcién y desadsorcidn puden acy
rrir con le consecuente migracién diferencisl de substarcias que tie
nen afinidades entre sf, pero difersntes pera el adaorbentn.(zu)

S5e puede suponer que la superficie de un intercambiador de ie-_
nes presenta mfs o menos una distribucién aleatoria de cargas s la
molécula que estd adsorbiends y que le Gltima efrece 8l intercambia-
dor de iones un ndmero limitado de cerces de signo opuesta., La efec-
tividad de estas cargas estardé determinada por factores configuracio
naslea en ambas superficies, carges de signo mo apraopiado que inter-
fieren con la molécula edsorpids y, lo m8s importante, lae competen-
cie de los iones de la solucién amortiguadora por les iugares de u-
nidn tanto del intercambiador de iones como de la mncr:iolécula.(zu)

Puesto que la afinidad de un polielectrdlito por un intercem-
biador de iones depende del nimero de uniones electroszaticas que
pueden farmarse entre ellns, es evidente que el nimers de sitios car
gados dispanibles sobre el polielsctrélito para la fornacidn de enla

ces es 1s base primaria pars la separaci§n cromatografice por un ad-
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sarbente dado, Por lo tanto, se deduce qus los polielectrélitos con
la mismé densidad de carga superficiel nets (y en consecuencia, mo~
vilidades elsctroforéticas eimilares), pero que difieren en tamafic
molecular, tienen correspondieniemente, diferentes afinidedes por el
adsorbente. Los més grandes sstén unidos mks herméticsmente y apare-
cen después en un perfil de elucién. Por razones parecidas, los pali
electr8litos con movilidades electroforftices considerablemente dife
rentes putden emerger de la columna en la misms posicidn debido a
las diferencies compensadoras en tlmaho;(zu)
El pst del medio es otro factar importante en la adsorcidn; su

efectdyse ejerce a través de cambios en el ndmero de cargas disponi-
Vblgs #ara enlace, As{, un aumento en el pH puede esperarse que sumen
te luycarga absaluta neta negativa en las protefnas (siempre y cusn-
do tengan grupos ionizables que sean afectsdos por cambios en el pH,
como sucede muy frecuentemente), de tsl modo que sus afinidades su-
mentan por un adsorbente cargadn positivamente (intercambiador anid-
nico., £1 mismo aumento en el pH disminuye las efinidades de las pro-
tefnag hacia un adsorbente cargado negativamente (intercambiador ca-~
tiénico) y suponiendo que hay cambio nulo o minimo en las cargai~del
adsorhente, un inventario sistembtica de tales cembios de los medios
para eluir ls protefna de le columna, L& misma transicidn de una con
dicién de unién fuerte a una condicién de equilibrio de adsarcién fi
nita se logrs cuando la elucién se produce por un aumento en la con-
centracién de ls sal. Sin embergo, el cambio en pH produce ests re-
sultado reduciendo la carga efactive de ls protefna de tal modo que

puede formarse un nGmero menor de uniones electirostéticss y de ah{
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sumentando ls posibilidsd de une disaciacién simultanes de las unioc-
nes adsorbente a un valor finito, En forma similar, la disminucidn
en pH sumenta el nimere neto de cargas absolutas e positivas en las
proteinas, sumentando sus afinidedes hacis un sdsorbente cargadeo ne-
gativemente y reduciendo sus afinidades hacia uno cargade positiva=

-ante.(zn’
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11. FUNDAMENTACION DEL TEMA

T. cruzi presenta divarsas fssas en la naturslementre las extrs
‘celulares tenemes:

s) Tripsmastigote sangufnes; forma alargsda de 20 micras de lar-
go y 5 micraes de ancho, es la fase infectante pare los transmisores.

b) Epimastigets; fusiformes de 35 micras de largo, se divide ac-
tivamente on el transmisor y en medios de cultivo. Se encuentra en el
huésped vertebrado al derse el ciclo tripomastigote-esimastigote-amag
tigote-epimastigote-tripomaestigote,

c) Tripomastigote metacfclico; morfologicemente parecido al tri-
pomastigote sanguineo, pero de caracter{sticas fisiolégicas distintas
fase infectante para el huésped vart:bradu.(‘a)

Como se puede observar las fases extracelulares se pueden dar en
forma morfologicamente semejante, Por ejemplo los tripomastigotes se
#ncuentran en sangre, transmisores y medios de cultive. En cusnto los
tripomastigotes metaciclicos se sabe que son diferentes fisiolfgica-
mente hablando, de los sangufneos. (e) Pero jqué tanto son diferxentes
los tripomastigotes metacfclicos obtenidos en medios de cultivo de
los de transmisores?, Al mismo tiempo surge otra interrogante entre
la similitud de los epimastigotes gue se cbtienen en medios de culti-
vo y de los obtenidos &n trensmisares, Esto podrfas ser resuslto si se
someten a pruebss bioqufmices y biol6gicas a cade una de las fases .
por separado,

"Per lo tanto es necesario tener separadas las distintas fases pa

ra someterles a diversas prusbas psrs poner en evidencis las similitu
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des o diferencias que sxistsn, En el laborstorio se realizarb la seps
recifn utilizando, tristominos (transmisores naturales), medios de cu}
tivo acelulares y ratones infectedos con el pardsito,

Dads las diferencias en las cargas netas de cada una de las fasms
se aprovecharf esta caracter{stica para separarlas a trxavés de uns co-
lumns de intercembio idnico (UEAE~celulosa) utilizando las experien-
ciss de otros investigadores que se citan en la literatura. Otro mé-
todo serf el sepsrsr los epimastigotes por centrifugacién a bajas tem
peratures, aprovechando gue esta fase es la que primero aparece en los
medias de cultivo.

£l materisl biolSgico obtenido serf aprobechado pacz diversas
pruebas bioquimicas que sirvan a demostrar si existen o no-las diferen

ciss antes mencionadas.
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I11.  PLANTEAMIENTO Dtl PRCSLEMA

La Enfermedad de Chagas o Tripenosomiasis Americenes es un pade-
cimiento crénico resultante a partir de la infeceidn con un flagelas-
mitads a el continente Americano, en particular a los pafises de Ame~
rice Latina, Con bese en los estudios publicados se estima que al me-
nos 20 millones de personas estén infectadas con é&ste perfsito y co-
rren el riesgo de dessrrollsr las manifestaciones clfnicas caracte-

(6)

ristfcas de ls etapa crénica.

Ei pexo ninguna de ellos ha sido completamente efectivo para el ?ra-
tamiento en humanos, Adem&s no se cuentu adn con vacunas y lusrprn;
gramas de control de transmisores estén evocados m&s a cuestinnes po-
1€+izas que técnicas,(a)

Lo anteriormente expussto puede explicar el porque T. cruzi es

uno de los orgenismos més estudiados en los laboratoriaos de investi-
gacién en el mundo. £n nuestro psis se localizen cdiversas zonas en-

démices conatituyendo un serio problema de selud pidblica. (22,25)

del huésped en que se lacalice y si estd dentro o fuera de las célu-
les (localizacién intrea y extracelular, respectivamente), Cada une

de las fases presenta carscterfsticas biolégicas distintas por lo que
se tienen que realizar estudios por separada en cada una 2e ella, tor
tal motivo en el presente trabajo se intents obtener por separsdo a

las distintas fases extracelulares de T, cruzi.
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IV. :0BJETIVOS

1V.1) Objetivo general;

Obtener por separado a cede una de las fases extracelulares del

IV.2) Objetivos especificess

@) Aislar tripomastigotes sanguineos & partir de sargre de ra-
intercembio idnico en columnas de DEAE~celulose.

b) Aisler tripomastigotes metacf{clicos @ partir de triatomines
de DEAE-celulosa, Al mismo tiempo obtener ls fase de ac:-astigote.

c) Aislar tripomastigotes metacfclicos a paertir de wedios de
cultivo acelulares, utilizando columnas de DEAE~celulosa.

d) Aislar epimaestigotes a partir de cultivos scelulares, utili-

zando técnicas de centrifugacién a bajas temperaturas.
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V. HIPOTESIS DE TRABAJD

S5i exisien valores de cargs negativa nete diferentes antre lae
distintas fases del ciclo biolfgica de T, cruzi. Entonces, se pue-

den separsr entre ellas utilizando intercambisdores anidniceos (co-

mo la DEAE~celulosa) bajo valoxes de pH y fuera idnica adecuadas.



VI. MATEAIAL Y. METOUOS.

VI.i)~Naterial:
~Jderinges desechables de I y 3 ml.
-Chmara de Neubauer, 7
~Portesbjetas.
-Cubreobjetos.
-Pipetas Pasteur.
-Guantes pars cirujano,
-Matrazes aforados de 100, 500 y 1000 ml,
-Matrazas Erlenmeyer de 100, S00 y 1000 mi,
~Pipetas graduadas de 1.y 2 ml,
~Tubos para centrifuga 13X100,
-Mecheros Bunsen y Fisher.
-Vasitos de vidrio,
~Cristalizedores de vidrio.

~Instrumental para diseccién,

V1,2) MHaterisl bialééicoz

-Ratones cepa NHI de 20-25 g en pesa, colocados en cajas de alumi
nio y slimentados con alimento comzrcial pars retén. tstos fueron pro-
porcionados por el bioterio de la E.N.C.B. del 1,P.N.

.=Cepa Miguz de I;_SEEEE' la cual fué aislade de una caso humano,
por xenodiagnostico directa, y que se ha mantenido en cl labaratoric
por pasaé continues ratén-ratSn deads 1984,

-Ninfes de I1l estadio de Tristoma pallidipennis, criados en el
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laborstoris, Mantenidos en el insectario a 28 y una humedad relati-
va de 50% aproximadamente, ‘
-Medios de cultivo acelulsres Gelosa Sangre y BHI.

-Sangre total de ratén infectada con T, _cruzi.

v1.3) Equipo:
-Centrifuga, Servall, refrigerada,
<Incubadora, Roissae, medelo £C, serie ECH§;7~

~Hicroscopio, 2eiss, I[,25X,

-Potenciometrn portable digital, Corning IUj;;iZdVVACF:::

Vi,4} Resctives: ; :
-0EAE-celulosa, Signs, malla media, No de. c"a't;i}.‘.gu"”a.'s';a'z.'
-Alcahol-yado ‘ o
~-fosfato manobasico de sodio.

-Fosfato dibasico de sodia.
-NeCl al 0.85%.

~Nagn 0.5 N,

-H{1 0.5 N.

-EDTA 0,01 M.

-Glucosa
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L e fosfatas s-linn glucasado a pH 8 y. fuerzas .io-

nicas (f.x.), ‘e'D 145. o 191. n 211. 0.235 y 0,362,
-Fanol aL 5#.,,

-Aczda picrice diluide.

Métodos:
V1.6) Preparscién de 1a DEAE-celulosa:

La DEAE~celulosa sece (eprox, 0.3 g por columna), se virtié so-
bre ls superficie da 15 m)l de NaOH 0,5 N en un vaso ae ﬁfeciﬁitadaa,
se dejf quc el p-'vn se hundiers en el 1fquido, Se dejd repasar el
matesial y con gyuda de una pipeta Pasteur se elimind el 1fquidg sa~
brenadante, La torte obtenida se resuspendif en segdida an una salu-
cién de 15 ml de RC) 0,5 N, Se dejs reposar }5 min, y se repitid in-
mediatamente sl lavado con NaOH 0.5 N, Posteriormente ls suspensidn
se lav§ vsriss veces con agua destilada, Por Gltimo se hizo un lavaw

do con I5 ml de soldcidn de EDTA 0,01 M por 15 amin,

V1.7} Ajustes de la DEAE-celulosa & pH desesdo:

€l equilibrio de la DEAE-celulosa (trstada previemente can fci-
de y base), cor li solucidn amortiguadora inicial se efectud simple-
mente lavindole rc; etides veces y pssando suficiente solucién amor-

tiguadnrs a trsvés de la calumna ya empacada.
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v vI.8) Eliminacién deé las finas:‘
Para eliminer loa finos la UEAt-celulosa se suspéndié en un valy
‘men grande de agua y se dajé sedimentar por 15 min, Por decantacién
se eliminaron los finos junto con el lfquido ssbrenadante. Se repitid

el proceso hasta gue el sobrenadsnte estaba claro,

Vi.9) Empacedo de la columna por flujo inducida par gravedad:

A una jeringas desechable de 3 ml se le calocéd un filtro de fibra
de vidria o un slgodén de un eapesor aproximado de 2 mm, se. lavé va-
rias veces con emortiguador y se prabd fluidez,

La DEAE~celulosa se suspendié en eproximadaments 3o ﬁl:dei q@q;-;

tiguador inicisl, con asyuds de un asgitador de vidrio fué ;di@iqﬁada slan

gradualmente & la columna, tratands de lograr un enpaduetém ente

forme, una vez llena se lavé varias veces con el amortiguads

que el 1fquido eluido tenia sl pH del amortiguadaiiini@iil

VI.XO) Procedimiento paras sl sangrado del ratdn ;nfeciaau °°ﬁ~I:;E£H‘3:
zi

S5e descerebra el rath‘y se colocd boca arriba sobre una charo~
‘1a de parafina, se sujetd rapidamente de las mancs y patas con alfi-
leres, Con syuda de tijeras y pinzas de diseccién se cortd la piel
hasts descubrir el corazén. Con una jerings de I ml y agujs 22X32 pre
viamente llena con 8.2 ml de amortiguador de fosfaetos salino glucosa~
do (P56}, fuerza ionicea (f.i.} 0.181 @ pH 8, se succiond 0.1 =l de
sangre, se homogengzo y filtré a través de una gasa (para eliminasr po
sibles coligulos). 56 contaron los tripomastigotes en cémara de Nouba-

aer
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usr,

V1.11) Dbtencién de muestras de orine a partir de triatominos infec~
Se alimentaron 1B triatominos infectados sobre un ratén libre de
infeccién, una vex gue se alimentaron se colocaron una por uno &n pe~
queXos vasitns de vidrio y se asperarcn algunas hares a que orinarsn,
Con ayuda de una pipeta Pasteur se reunieron las muestras de orina y
8i- era necesario se filtraban a través de uns gasa., 5e cantaran los

tripomastigotes netacfclicas y epimastigotes en céners . de ngqéyer.

VI.12) Obtencidn ge las formas proveniantes de medios de CJiiiVu ace~
luiaras infectados con T. cruzi: ‘

Para obtener estas formas del pardsito se inoculd medics de cule
tivg Agasr Sengre y HBH1 con tripomasatigotes sangufneos de un ratén in-
can el medio. Se dejd incubsr por aproximadaments 40 dfas, a3 una tem-
peratura de 28° y une humedsd reletiva del 60%, (en estas condicio-
nes ya estan contenidas las fase de tripomastigaote y epimastisotej.
Con una pipets Pasteur se obtuvéd aproximadamente 2 ml de la parte 1§~
quide de un medis, se centrifugé e 2500 rpm por 15 min & 2%, £1 so-
brenadante fué desechado y el botén obtenido se resuspendid en | ml

de amortigumdor inicial,

VI,13) Aplicscién de la muestra y elucidn:

La muestra se eplicé medisnte pipete Pasteur dirsctamante en la
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cims de la columna, con la punta de la pipeta que contiene la mues-
tra (preparada como se menciaonn anteriormente) se tocé la pared in-
terior de la columna, 8flg unas milfmetros erriba de la superficie,
se solté’el dedo que controlaba la perilla y se movié répidamente 1la
pipets alrededor de la pared para repartir la muestra. Pera que la a-
plicacibn de la muestra fuera m&s uniforme se cerré el fondo de la
enlumns parando el flujo antes de la eplicacién de la muestra.

La muestra aplicada se dejb hundir lentamente en el aedsorbente y
cuanda la dltime parte de ella hubo entrado, la superficie de la capa
del adsorbente arriba de ella se lsvdé con pequefas properciones de a-
mortiguadar inicisl dejeando que cada levedo se metiera en el adsarben
te antes que el siguiente se agregara. Posteriormente se fué adicio-
nando gradualmenie el amortiguador a trevés de la columna, mentenien-
do el flujo requerido {17 a 20 gotas por min.), haste sacar ce la co-
lumna a los companentes que no se adsorben y a los que se adsorben

muy lentemente.

VI.14) Examen de las fracciones eluidass

Se obtuvieron fracciones de aproximademente 2 ml, se centrifuga-
ron a 2500 rpm por 15 min & 4°C, el botén aobtenida se resuspendid en
el amortiguador inicial. Se procedié a reslizar observacianes al mi-
croscopia y preparacién de frotis pera le comprobacién de la sepera-

cibn,.
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V1.15) DObtencién de epimastigotes. s partir de medios‘de zultivo por
centrifugacidn:

A partir de un medio de cultivo scelular, de sproximadamente 15
dfas de incubacifn {que no contenis la fase de tripomas-igote metacf~
clico) se obtuvo eproximadamente 2 ml de ls parte lfquiJa, se centri-
fugo a 2500 rpm por 15 min @ 4 L, E1l sobrenadante fué desechaao y el
botén se resuspendif en solucidn salina D.B5%, el procedimiento se
repitié una vez mAs y finalmente el botén se resugpendis en 3.5 ml

de gsolucibn salins fisioldgica y se conservd basjo refrizeracidn,

VI.I6) Célculo del rendimiento de la separacidn:

Se conté el ndmero de fases del flagelado por mm3. con la céma-

ra de Neﬁbaue:, antes y después de haber pasado s fravé§‘dgkiaf;;
lumne. Los resultados se expresan en porcentaje con relscibn ‘al ﬁﬁ-;

meron-inicial de tripanosomas,

VI,I7)} Céleulo de la pureza de la separacién:

Se reaelizé un frotis de las muestras de tripanosomas antes y
después de haber pasado a través de la columns, Se tiferon por la
técnica de Giemsa, Se cantaron J00 flagelados con el objetivo de

inmersidn y se reportd el porcentaje de cada fase en las muestras.
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~V1,18) Desarrollo ‘esperimesntal:

Pars llevar » cabo la separacisn de las diferentes fases extra-
medios de cultivo acelulares Gelose Sangre y BHl, y se infectaron
trietominos por picadura sobre ratén con &ste parfsito., Se dejé que
apareciera 1t parasitemia y cuando €sta se encontraba en su méxima
concentracidn se procedif a la toma de muestras de la siguiente ma-

nere;

;san-

con 0.2 ml de emortiguador PSG f.i. 0,181 pn e‘.lzs,e*_r;;t;ya-s,t’raves,

de una gasa para eliminar posibles cnagulus;'

tom$ aproximadamente I ml de la fese lfquida. Se centrifugsia. 2500
rpm por 15 min, ¢l boibn obtenido se resuspendid en 1 ml d; anorti-
guador PSG f.i, 0,145 pH B.

mente | ml de orina lo més clara posible, Para esto fué necesario a-
limentear previamente a los triatominos sobre un iatéﬁ liore a? infe-
ccibn.

Las muesﬁtas obtenidas previamente fueran colocedas en columnas
de JEAE-celulosa y fueron eluidas con el amortigusdor apropiede, de
la siguiente maners:

Las muestras de sangre fusron eluides con I5 m} de amortiquadar
PSL ‘f.i. 0,181 pH B, Les fracciones obtenidas fueion desechadas. Se

cambdio la f.i, del smortiguador e 0.217 y se eluy6 con 25 ml,
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Las muestras tanto de orina de tristomino como de medios . de .cul- -

tivo se sluyeron con 15 ml de amortiguador PSE f,i. 0,145 pH B
Las muestras eluides fueron recolectadas en fracciones- de’
ximadamente 2 m1 y centrifugedas a 2500 rpm por IS5 min @ 4 %ﬂ

Los epimastigotes fueron obtenidos a partir de medios de’

nuevos., La fase liquida fué€ centrifugeda 2 veces con solucidn.
0.35% a 2500 rpm por 15 min a 4°C.

Se procedi§ a la realizacién de frotis de las muestras sisladas,

Estas fueron tedidas por la técnica de Giemsa.
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VI.19) Disgrams del desarrollo experimental:

ratones infectados

con T, cruzi.

Infeccibn de

——

(mantenimiento de

ls cepa).

thenerfﬂ.l ml
de sangre,
Aplicer ls mues-

tra en la columna,

Adicignar 15 ml de
amortisaiador P3G

f.i 0.191 pH B,

wdicionar 20 ml de

FSG f,i 0.217 pH. 8%

triatominos,

Inoculacién de medios

de cultivo.

Incubar por 40 dfas,

Obtener ml de la

fase lf{quide,

Aplicer la muestra

Mantener por

40 dias,

Obtener ] ml

de orina,

Incubar 25 dfas.

Obtener la fase

1f{quida.

Centrifugar & 2500 .

rpm 15 min a:4 %2,

an la columna.

~

N

Recclectar fracciones dg’;‘;zj””

|

Cnntr;fugar

/

Frotis

Adxc;onar 15 ml de ‘a-

a 2500 rpm IS min & 4°C,

Pruebas posteriores
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vil. RESULTADOS

La parssitemia en los medios de cultivo tanto de Gelosa Sangre

como de BHI, aparece entre 5-8 dfes después de la inoculacién con

t8 contenida le fase de epimastigote. De los 20 dfas en adelante os-
t& contenida ademfs de la fase de epimastigote, la fase de tripomas-

tigote metaciclico.

La parasitemia en los triatominos, aparsce entre los 15-20 dias

2i. En esté tiempo ya est8n contenidas les fases de epimastigotes y

tripomastigote metacfclico.

La parasitemia en ratones inoculados por via intraperitonesl can

EstS perasitemis llega a su mbximo @lrededor de los 25 dfas. Después

de los 35 dfas es muy dificil detectar s los parfsitos en ssngre,
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Las siguisntes tablas nos muestran la cantided de parSsitos que
contenfan las muestras sn estudio, sntes y despufs de ser pasadas a
través de las columnas de DEAE-celulosa:

Con base en estos datos se determind el rendimiento y pureza,

1) Separacién de tripomastigotes sangufneos de sangre de ratdéns

flagelados/mn’ .

Antes lespués fendimiento(%) Eut!zalil.
Iripamastigotes 1) 112 T2 64,28 87
sangufneas, 2) 102 69 67,64 .. .90

2) Separacifin de't:ipnmaatigotes metac{clicos de epihestigotes a

partir de triatominos;:

flagelodog/mn’
Antes Despubs fendimiento(%) ~ Pureza{%).
Tripomastigotes 1}y 12 10 83,33 ioo
metacfclicos. 2) 14 12 85,71 100
Epimagtigotes. 1) 2 o - -
2) 2 70 - L

Nota: cada determinmcifn es une media de 4 enssyos individuales.
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3) Separecién de tripomastigotes mataciclicos. de spimastigotes s

pertir de medios de cultivo:

flsgelados/mm’

Antes Después
Trigomsstigotes M- 5 3
metaciclicos. 2} - 3 2
Epimsstigotes. 1) 37T @0 o

)

4} Los edimnstigatas‘fuerun obtenidos a partir de medgios de culti-
. ] 2 ,
va nuevos, por centrifugacifn obteniendase lo siguiente;

flageladas/an’

t - '

Antes  Despufa  popginientol$l  Puxezel®).
Epimastigotes, 1) 45 45 100 loo
2) 33 23 ioo 100

Una vez sepsrados los tripomastigotes metecfclicos tanto de cul-
tivo como de trictomino, se trstd de separar los epimastigotes de la
columnp de DEAE~celulosa., Pars esto se aumentf la f,i. del amortiguae-
dar hasts 0,362, con veriacianes sn el pH hastea llager & 6, En estas
eondiciones y @ pessr o varios intentos, no pudo llevarse a cabo la
separaci6n, por lp que para recupersr los apimastigotes, se extrajo

los 2 primerpos centimsetros de la columna y fueron resuspendidos en
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amortiguador PSG f.i 0.145 y centrifugsdos & 1500 rpm por 10 min a

a°c,

Las fases
una columna de
toneal 8 lotes
Tripomastigote

Tripomastigote

puras de T. cruzi (después de ser pasadas
DEAE-celuloss}, fueron inoculadas par via
de 3 ratones, se obtuvé lo siguiente:

metacfclico de triatoma: los 3 rastones se

metacfclico de cultivos: los 3 ratones se

Epimastigote de tristoma: ningln ratén se infecté.

Epimastigote de cultivos: ningdn raetén se infecté.

Tripomestigote

sangufnea: sflo se infectaron 2 ratones.

a través de

intraperi-

infecteron.

infectsron,
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Viill. DISCUSION

Para la realizacibn de éste trabajo se utilizé la cepas Miguz de
laboratorio, Le perasitemis aparecs mhs pronto y las concentraciones
del perésitao son mayores, comparadas con las demas cepas. Esto me hi-
zo con el ffn de poder detectsr con maysr facilided & los parésitoas,
ademéfs de que el rendimiento obtenida era mayor, Se probs tembién con
la cepe Lid, obteniéndose los mismos resultados, esto en cusnto a la
seperacifin de las fases del parfigsito (condiciones del amartiguador),
s§lo que para detectar los purfsitos era més complicado y &)l rendi-.
miento obtenida ers inferior,

Para la obtencifn de las muestras de orina se contaebs con 5 es-
pecies de tristominos, las cusles san mantenidas el el lsborstoria,

de la cual se escogid z Triatoma pallidipennis, por sar la especie

nos {ndices de sobrevivencia y elevada proporcién de pnsitividadslg)
De &sts especie se emplearon ninfas de I11 estedio, por presenisr
ung mayor agresividad pare le alimentecién, es decir se aliments ca-
da vez que se le pfrece zlimento, su mortslidad es menor que la de
otros estadfos y es relativemente fécil obtener las muestras de ori-
na en cantidades suficientes,

tos medios de cultivo scelulares Gelose Sangra y BHI, presentan
caructerfsiicas muy semejantes en cuanto a2 ls apsricién de la para-
sitemia 'y condiciones del amortiguador pera separar la fase de tri-

pamastigéte metaciclico del epimestigote por sa paso & través de ls
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columne, Pero an cuanto 8 concentracién de parésitos, Gelosa Sangre
presentaba una mayor cantidad y por consiguiente la fase de tripomas-
tigote metecf{clico aparecf{s wmés prontamente. Por esta rszén se utili-
z6 Gelass Sengre para poder obtener mejores rendimientos.

Pare la obtencidn de muestras de ssngre se emplearon rstones al-
binos NHI por ser considerados tomo animgles modelo de la Enfermedad
de Chagas, ys que resisten a la virulencia de I:_Efﬂfé y sobrevivan
a la infeccifn sguda, en la clel es muy f6cil detectar a los parfsi-
tos en sengre, Se evitd el uso de otro tipo de sangre, como la de co-
nejo, debido a que es muy dificil encontrar a los parésitos en sangre
aunque éste presente la infeccién,

Los resultados en la separacidn de tripomastigites metacfclicos
de epimasstigotes, tanta del transmisor como de medios de cultivo,in-
dican que los tripomastigotes metecfclicos prssentan ung menor fuerza
de adhesién (menos carges negativas netas) que los epimastigotes. Es-
to puede deberse al menor tsmefio moleculer que preapnta el tripomasté
gote "mete€fclico, por lo que son eluidos mbs repidamente gque los epi
mastigotes por su paso a través de la columna, ®sa las condiciones del
smertiguador de f,i. 0,141 y pH 8,

Adembs de le fuerza de adhesidén se traté de observar gue tanto
influfan otras factares, como son la movilidad que presente cada una
de les fases del parfsito y el pH en la separacifn.

Para determinar de que manera influfe la movilided, se msté pre-
viamente 8 los parfsitos en un bafio de agua caliente a 40°C por 5 min
(no ae observaron altersaciones en la morfologia) antes de ser pasados

s trevés de le columna. Paura poder separar a los tripomestigntes meta
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ciclicos de los epimastigotes, tanto de cultivos como del transmisor,
se necesité sumentar la f.i. del amortiguador hasta 0.362. bato indie
ca que ademfs de ls fuerza de adhesién la movilided del carésito es
un factor importante para que ls separecidn se lleve a cebo en condi-
ci;nea menos drAsticas.

Para determinar de que menara influfa la movilided en la separa-
cibén de tripomastigotes sangufinens de componentes de sangre de r8ton,
se llevé a cabo el mismo procedimiento para inactivar a los parbaitos,”
A la f.i, del amortiguador de 0,2I7 la separacidn np pudo llevarse a
cabo, debido a que no pasaron & travEs de le columna ne tripomastigo-
tes sangufneos, ni componentes de sangre, (con muestras ce sangre que
contienen al parfsito viable, los tripomastigotes ssngufneos son elui-
dos més prontamente, en estas condiciones), Se sumento la f,i, a 0,352
y en estfs condiciones pasaron 8 través de la columna tasnto tripomas-
tigotes sangufineos como componentes de sangre, por lo oue le separa-
cién no pudd llevarse e cebo. Esto es indicativo que le mavikidad es
un factor importante psrs llevarse a csbo le separacidn.

Para detarminar de que waners influfa el pH en la separecién se
mentuvd constante ls f,i, del smortigusdor, pars medios de cultivo y
transmisor 0,145 y paera muestras de sangre 0.2]7 y se hicieron peque-
Kas variaciones en el pH desde 8 hasta 7, No se observardén diferenci-
@s en cuento a ls separscidén, Esto nos indica ques#l pH en el rango
de 8 @ 7 no es un fector inportante en la separacidn,

Para determinar de que manera afectsban las condiciones del emor
tiguedor (f,i. y pH), ls infectividad de la fese de tripomastigote ya

separadas, ss llevf s cebo ls inoculscidn derratones por vi{a intrspa-
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ritansal,

La fase de tripomastigote metacfclico separada del epimastigote
tanto de medios de cultivo como del transmisor, fueron inoculados a
2 lotes de 3 ratones, Se encantr§ que los 6 ratones inoculados pre-
sentsban la parasitemia en altn grada. _o que indica que sn estés
condiciones la infectividad de le fase de tripomastigote metacfclico
en ratén no se ve afecteda,

Los tripomastigotes senguineos sepsrados de los componentes de
la sengre, también fueron inoculades 8 un lote de 3 ratones., Sélo 2
ratones presentaron la perasitemia (muy ligers), Lo que indice que
en estas condiciones, un poco més drésticas que para el tripomasti-
gote metecfclico, le infectividad del iripomsstigote sanguineo en
ratén se ve afectada.

También los epimastigotes obtenidos de medigs de cultivo nuevos
por centrifugacién a bajas temperstiurass, fueron inoculades a un lote
de 3 ratones. Ningdn ratén presentf ls parasitemia., La falta de in-
fectividad no se Jdene a las condiciones de centrifugaciéo para obte-
nerlos (2500 rpm por 15 min,), si no que estia fese no es infectiva,

Le morfalogfa de las fases separadss del parfsito, no se ve a-
fectada por lss condiciones impuestas psra dicha separscién, (f.i y
pH). Para ésto se hicieron comparaciones de frotis, antes y después
de ser pessdos a través de le columna, observéndose gue las caracte-

ristices de los parfsitos eran muy semejantes sntre sf,.
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IX, CONCLUSIONES,

Las condiciones del smortiguador (f.i., y pH), para sepersr los
tripomastigotes metacfclicns de epimastigotes tanto de medios de cul-
tivo como del transmisor, fueron semejantes, Por lo tantn no deben
existir ziferenciss en cuanto a fuerza de adheaidn a las fibras de
celulasa (cargss netas negativas) y movilided, por parte de los tri-

pomastigotes metacfclicos.

Los epimastigotes tanto de medios, de cultivo como del transmi-
sor, no asudieron ser elaidns a través ae la columna, po: la tanto
deben existir semejenzes sn cuants a fuerza de adhesiSn y mov'lidad

entre €stos.

Para poder seperar a los tripomastigotes sanguineos, se nesesi-
teron condiciones m&s drésticas que pare los tripomastigotes metac{-
clicos, por lo tentoc existen diferenciass en cuanto a fuerzs de adhe-

sién y wovilided entre estos.

Al ir aumentsndo las condiciones =el amortiguader (f.i.), la in-
fectividad de les fases del parfsito va disminuyendo. Esto se debe a

que elcunos parésitos mueren dursnte el procedimiento de separacién,.
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XI1. APERDICE,

Preparacién del amortiguador fosfato sslins glucossdo {PSG).

se pesé: NIZHPDA {(anhidro) 13,48 g
NaHzPD‘: ZHZD 0.78 g
NsCl 4,25 g

se aforS a 1000 ml con agua destileda,

Para obtener la fuerza ionica requerida, se llevaron a cabo las si-

guientes diluciones: fuexza
Amortiguadox Vol. PsG Vol. H,O0__ Conc, Glucosa(%) Ionica,
PSG 634 [ 4 1.0 - 0,217
PSG 5:5 5 5 1.0 0.181
PSE_4:6__ 4 ] 1.0 0.145_

Se llevaron a pH B8 con Bcido fnsforico al 85%.

Preparacién de los medios de cultivo acelulerss Gslasa Ssngee y
BHI:

Agar Sangre, ls fese sélida contiene: Sangre de borrego desfibri-
nada al 15%, agar base sangre (40 g por 1000 ml de agua).

BHI, la fase s8lida contiene: Ager al 2%, Jextrosa al 1%, BHI al
3. 7%,

La fase lfquida para ambos medios es una solucién al 0.35% de

NaCl,



a1

F:nﬁl sl 5%: Se pesaron 5 g de fenol y se disclvieron en 95 ml de
sgue destilada,

NaQH 0.5 Nt Se pesaron 20 g de NaOH y se aforaron con 1000 ml de
agua destileda,

NeCl al D.BS5%: Se pesaron 0.B5 g de NaCl y se llevarom a 100 ml con

) agus destilaca.
HC1 0.5 N: 40 ml de HC) al 35% y una densidad de 1,3 se aforaron s

1000 mi con agua destilada.
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