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1 RESUMEN 

El fierro es esencial para el desarrollo celular. Para asegurar su 
obtención los organismos han desarrollado diversos mecanismos. 
En el caso de los parásitos estos dependen de las reservas de fierro 
del hospedero para obtener el fierro necesario para su metabolismo. 
En estudios previos se encontró que durante una infección el 
hospedero experimenta una respuesta hipoferrémica que le resulta 
protectiva al privar de fierro a los organismos invasores. La 
concentración de fierro en el hospedero es determinante durante la 
infección con Trypanosoma cruzi. Poco se ·Sabe sobre cómo 
contiende el parásito con dicha respuesta protectiva del hospedero 
y qué efecto tiene la falta o exceso de fierro en el parásito. Como un 
primer paso para comprender esta compleja relación 
huésped-hospedero se buscó determinar el efecto de diferentes 
concentraciones de fierro en la diferenciación y crecimiento in vitro 
de Trypanosoma cruzi. Para ello, se crecieron células en medios de 
cultivo con diferentes concentraciones de fierro. Se cuantificó el 
crecimiento de la población por conteo en cámara de Neubauer y la 
diferenciación se determinó por la supervivencia de las células al 
ataque por complemento de suero activo. Se encontró que al variar 
la concentración de fierro en el medio de cultivo, se modificó tanto la 
proliferación como la diferenciación celular. Los resultados muestran 
una primera caracterización de este complejo sistema. Se discuten 
las posibles implicaciones que puede tener la ausencia o falta de fierro 
durante el curso de la enfermedad y de la relación 
huésped-hospedero y se propone un modelo de cómo Trypanosoma 
cruzi podría responder a la falta o exceso de fierro. 



11 INTRODUCCION 

El Trypanosoma cruzi es un protoctista (1, 2) hemoflagelado que 
se encuentra, junto con sus reservorios y vectores, ampliamente 
distribuido en América: desde el norte de los Estados Unidos hasta 
la Patagonia. Es agente causal de la Trlpanosomlasls Americana 
(o Enfermedad de Chagas), enfermedad que afecta a 18 millones de 
personas en América (3) ( Flg 1 ). Como objeto de estudio, este 
parásito presenta dos aspectos de sumo interés: i) el biológico y ii) 
el médico. 

i) Desde el punto de vista biológico es interesante, ya que como 
miembro representativo del género digenético de los Trypanosoma, 
presenta un ciclo de vida alternante entre dos hospederos, uno 
invertebrado y otro vertebrado. 

El vector, invertebrado hematófago (Trlatomlnos en general), 
al picar a un hospedero infectado con Trypanosoma cruzi, ingiere 
trlpomastlgotes procícllcos, los cuales viajan a través de su tracto 
digestivo. Al llegar a la luz intestinal se diferencían en eplmastlgotes 
(forma proliferativa en el vector), los cuales se multiplican por fisión 
binaria, para posteriormente diferenciarse en el intestino del vector 
en trlpomastlgotes metacícllcos (forma no proliferativa, que infecta 
al vertebrado). Los tripomastigotes metacícllcos se liberan al 
medio externo junto con el contenido intestinal al defecar el 
Triatomino sobre el vertebrado ( Flg 2 ). 

El hospedero vertebrado adquiere la enfermedad si existen 
lesiones de la capa queratínica de la epidermis (o las genera al 
rascarse), ó a través de las mucosas, lo que permite así la entrada 
de los trlpomastlgotes metacícllcos. Una vez en el torrente 
sanguíneo del hospedero vertebrado los trlpomastlgotes 
metacícllcos entran a las células, donde se diferencían al estadio de 
amastlgote (forma infectiva, proliferativa del vertebrado). Los 
amastlgotes pueden infectar celulas adyacentes o transformarse en 
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11 Introducción 

DISTRIDUCION GEOGRAFICA DE LA ENF'l::RM!;:OAD 
Dl:: CHAGA.S l::N AMi;:RJ: CA 

COMS 1990) 

Flg 1. - Zonas afectadas por la Enfermedad de Chagaa. 
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A 
a b -r 

; "Flg 2. A. Diferentes especies de Trlatomlnos que son eflcler.tas vectores da 
T¡ypanosoma cruz/ en Latinoamérica. a) Panstron¡¡ylus meglstus. b) Trlstoma 
/nfestans. e) Rhodnlus prolbrus. B. Los trlpom111tlgotH proclcllco1 son lngerldoa 
por el vector Insecto y ae transforman pocas horas después en 1plma1Ugot11 en 
el Blltómago del vector (a). los 1plmaatlgot11 se mulllpllcan en el Intestino por 
flsl6n binaria (b) y eventualmente se diferencian a trlpoma1tlgote1 m1taclcllco1 
en el recto (c), siendo liberados Junto con las haces fecales al picar el vector a au 
hoepedero. 
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trlpomastlgotes procíclicos, los cuales salen nuevamente al 
torrente sanguíneo e infectan otras células o, si el vertebrado es 
picado por un vector, inicían nuevamente su ciclo biológico (4) ( Flg 
3 ). El hospedero también puede adquirir la enfermedad a través de 
transfusiones sanguíneas, si la sangre se encuentra contaminada 
con tripomastlgotes procícllcos. 

ii) Desde el punto de vista medico es importante ya que, Ja 
enfermedad continúa siendo incurable y se considera que en nuestro 
continente existen 90 millones de personas en riesgo de contraer la 
enfermedad, además de los millones de personas que ya la han 
contraido (3). 

Por Jo general Ja enfermedad se divide en tres fases: 

1) La fase aguda, Ja cual en la mayoría de los casos es 
asintomática o inaparente, pero que puede causar Ja muerte de 
aproximadamente un 1 o % de los individuos infectados. Cuando 
existen síntomas, estos son los característicos de una infección 
generalizada, como fiebre, linfoadenopatía, parasitemia y lesión inicial 
(chagoma). 

2) La fase Indeterminada. La mayoría de los casos agudos de 
la Enfermedad de Chagas se transforman en un periodo de entre 2 
a 3 meses a un estado sub-agudo y de éste, a un estado crónico 
asintomático, conmúnmente llamado fase indeterminada. Alrededor 
del 40 % de los casos serológicamente positivos se clasifican bajo 
este grupo cuando sólo se llevan a cabo exámenes de rutina. 

3) La fase crónica, es en la cual puede ocurrir aumento en el 
tamaño del corazón, anormalidades electocardiográficas, 
aperistalsis y dilatación del esófago y colon (megaesófago y 
megacolon) (5). 

3.1. ENFERMEDAD DE CHAGAS EN MEXICO 
Por muchos años se ha creído que Ja Enfermedad de Chagas no 

es importante en México y que las cepas y aislados mexicanos de T 
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HOSPEDERO VECTOR 

t· 

1~1 NUCLEO 

l• 1 CINETOPLASTO 

1.- EPIMASTIGOTE . 

2.- TRIPOMASTIGOTE (METACICLICO) 

3.- AMASTIGOTE 

4.- TRI POMASTIGOTE (PROCICLICO) 

5.- FORMAS INTERMEDIAS 

Flg 3. Clclo de Vida de Tl)lp4/IOSoma cruz/. 
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11 Introducción 

cruzi son relativamente no patógenos. Esta idea persiste a pesar de 
que desde 1939 se han reportado casos agudos (6, 7). En 1975, los 
reportes oficiales de la "Campaña Nacional para Erradicar el 
Paludismo" mostraron la existencia de 74 casos agudos detectados 
por la presencia en sangre de formas tripomastigotas (8). Entre 1975 
y 1987, fueron reportados 53 nuevos casos (9 a 14). El bajo número 
de reportes parece deberse a la falta de métodos eficientes de 
diagnóstico, a que aún en los casos más agudos es difícil encontrar 
parasitemias patentes y a que los síntomas clínicos más importantes, 
como el síndrome de Romaña y la aparición de chagomas o de 
alteraciones ganglionares, tienden a ser de relativa corta duración y 
poco reconocidos por los medicas rurales. 

El grupo de la Ora Salazar, (Facultad de Medicina, UNAM) reportó 
que entre 1949 y 1985 se detectaron por serología (fluorescencia 
indirecta, fijación del complementó y hemoaglutinación indirecta) 398 
casos crónicos de una muestra total de 6, 672 personas (1 O, 11, 15 
a 19). Estó sugiere una prevalencia promedio de poco menos del 6 
%, lo que resulta consistente con las frecuencias de infección 
reportadas para otros paises de Latinoamérica, las cuales son 
generalmente del 2 al 8 % (20). 

3.2. FIERRO E INFECCION 
Debido a que los requerimientos de fierro para el crecimiento 

son similares para células de animales, vegetales y de 
microorganismos (aproximadamente de 0.4 a 4.0 uM) (25), a primera 
vista parecería poco práctico utilizar como mecanismo de defensa 
antimicrobiano el privar de fierro a las propias células. Sin embargo, 
tanto mamíferos como aves, reptiles y quizás todos los vertebrados, 
hacen considerables ajustes metabólicos durante una infección, 
restringiendo asi a los microorganismos invasores del fierro esencial 
(26). 

La hipoferremia ocurre por un mecanismo todavía no 
comprendido que no sólo suprime el retorno del fierro de los 
compartimentos del sistema reticuloendotelial (27), sino que incluso 
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aumenta el flujo del fierro extracelular hacia estos mismos sitios de 
almacenamiento. Esta respuesta del hospedero resulta de beneficio 
cuestionable en la defensa contra parásitos intracelulares que se 
multiplican en el propio sistema reticuloendotelial, donde utilizan las 
reservas intracelulares de fierro del hospedero. 

Las investigaciones clínicas realizadas en Africa, sobre dos 
grupos de sujetos deficientes en fierro (28) mostraron que, al 
comparar con el grupo no tratado, el grupo al cual se le administró 
fierro exógeno desarrolló significativamente más infecciones 
sintomáticas con patógenos tanto facultativos como obligados. Estas 
observaciónes sugirieron que en la ausencia de reservas normales 
de fierro en los tejidos, el crecimiento y patogenicidad de los parásitos 
intracelulares fue restringido, mientras que la restitución de estas 
reservas promovió su crecimiento y patogenicidad. 

3.3. FIERRO Y Trypanosoma cruzi 
En 1984, Lalonde y Holbein (29), estudiaron el efecto del fierro 

en el curso de la infección experimental con T cruzi en ratones. Las 
reservas de fierro en el tejido fueron alteradas al administrársela al 
ratón ya fuera un dextrán de fierro o desferrioxamina B {quelante de 
fierro) junto con una dieta deficiente en fierro. Los efectos del exceso 
ó ausencia de fierro en el desarrollo de la enfermedad correlacionaron 
directamente con las observaciones antes realizadas: A mayor 
concentración de fierro en las reservas intracelulares, mayor tasa de 
mortalidad; a menor concentración de fierro en las reservas 
intracelulares disminuyó la tasa de mortalidad (aúnque los niveles de 
parasitemia mostraron ser iguales a los de los controles) y aumento 
el tiempo de supervivencia promedio del ratón. En ese mismo año, 
Loo y Lalonde (30) al trabajar sobre la misma idea, utilizaron como 
modelo experimental la infección in vitro de macrófagos peritoneales 
con amastigotes de T cruz/. A estos cultivos se les agregó 
desferrioxamina B y desferrioxamina previamente quelada con fierro. 

Las conclusiónes fueron semejantes a las de Lalonde (29): La 
desferrioxamina B disminuyó la velocidad de crecimiento de los 
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amastigotes al disminuir las reservas celulares de fierro, mientras que 
la desferrioxamina previamente quelada no tuvo ningun efecto. 
Recientemente se reportó (31) que los amastlgotes de Trypanosoma 
cruzi presentan receptores para la transferrina de humano, los 
cuales son reconocidos por anticuerpos dirigidos contra el propio 
receptor de transferrina del humano. Esto hace pensar que el parásito 
capta el fierro esencial para su metabolismo a través de la endocitosis 
de moleculas de transferrina del hospedero, siendo esta endocitosis 
mediada por esos receptores a transferrina. La presencia de dichos 
receptores (de aproximadamente 200 KDa) sólo se demostró en el 
estadio de amastlgote. No se encontraron receptores similares en 
trlpomastlgotes. La forma eplmastlgote aún no ha sido estudiada. 

Fuera de esta primera evidencia que trata de explicar de qué 
manera logra el parásito obtener del medio el fierro esencial para su 
supervivencia, poco se conoce de esta importante relación 
huésped-hospedero. 

3.4. FIERRO 
El fierro desempeña funciones importantes en procesos tales 

como: 

- El flujo de electrones a través de la cadena respiratoria (32). 

- Como componente de proteínas ferrosulforadas (como los 
citocromos) (21 ). 

- La activación de oxígeno molecular, nitrógeno e hidrógeno (21 ). 

- La descomposición de derivados tóxicos de oxígeno, tales 
como peróxido y superóxido (21). 

- La síntesis de DNA (21). 

9 
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3.4.1. FIERRO Y HEMOPROTEINAS 
La obtención de fierro del medio constituye un paso crucial para 

pácticamente todos los organismos. El fierro en su estado ferroso 
(Fe +2) es, a cualquier pH, mas soluble que en su estado férrico, 
(Fe+ 3), lo cual trae como consecuencia que el Fe+ 2 sea mas 
fácilmente absorbido por un organismo (21, 22). Sin embargo, sólo 
los organismos anaerobios estrictos pueden satisfacer sus 
necesidades de fierro al absorber el Fe +2 soluble que se encuentra 
en su medio de crecimiento. Los microorganismos aerobios y los 
anaerobios facultativos sintetizan compuestos altamente afines al 
Fe+ 3 , que se conocen corno sideróforos, cuya función es introducir 
este elemento a la célula. Este transporte es mediado por receptores 
{23). Otros factores que intervienen en la movilización del fierro son 
la transferrlna y la ferritlna. · 

La ferritlna es una proteína que se encuentra principalmente en 
el interior de las células de hígado, bazo y médula ósea. Su forma es 
prácticamente esférica, con una cavidad central que contiene al fierro 
en forma de complejos de óxido férrico hidratado, arreglados corno 
celdas hexagonales. Cada molécula de ferritina puede contener de 
2,500 hasta 5,000 átomos de fierro; éstos se introducen en la cavidad 
central mediante poros que atraviesan la molécula protéica. La 
ferritina, de acuerdo con el modelo más aceptado, está constituida 
por 24 subunidades, cada una con un peso molecular de 19,000 Da 
(24). La función de esta proteína es almacenar el fierro celular. 

La transferrlna es la proteína especializada en el transporte de 
fierro dentro del organismo. La transferrina está constituida por una 
sola cadena polipeptídica, cuya estructura tridirnensiónal da lugar a 
dos sitios específicos capaces de unir, cada uno, un átomo de fierro. 
Su peso molecular es de alrededor de 80,000 Da; es una 
glicoproteína (21). 

3.4.2. PROTEINAS FERROSULFORADAS 
Este tipo de proteínas contienen fierro y azufre ácido-lábil en 

cantidades equirnolares. Actúan corno transportadoras de electrones 

10 
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y experimentan procesos reversibles de 6xido-reducción de fierro +2 

a fierro + 3 (Fe +2 ~ Fe +3). 

Citocromos 

Los citocromos son proteínas que contienen grupos 
ferro-porfirina y cuya función es transferir electrones; se encuentran 
solamente en células aerobias. En su mayoría, se localizan en Ja 
membrana mitocondrial interna, donde actúan en secuencia para 
transportar electrones originados en varios sistemas de 
deshidrogenasas, hasta el oxígeno molecular. Otros citocromos se 
encuentran en el reticulo endoplásmico, e, intervienen en las 
reacciónes de hidroxilación especializadas (33). 

3.4.3. PORFIRINAS 
Son proteínas formadas por cuatro anillos pirrólicos interunidos 

por grupos melino. Las porfirinas se designan y clasifican con base 
en los substituyentes que forman las cadenas laterales, como Jos 
grupos acetilo, propionilo, metilo, vinilo y etilo. La mayoría de las 
porfirinas forman complejos tetravalentes con un ión metálico central 
( Mg +2, Fe +2 , Fe +3 ) quelado tanto por uniones covalentes como 
no covalentes (34). Las porfirinas más importantes son el grupo 
HEMO (ferroprotoporfirina IX), que contiene Fe +2, la HEMINA 
(ferrigrotoporfina IX), que contiene Fe+ 3 y Ja clorofila que contiene 
Mg+2. 

El HEMO es el grupo prostético de la hemoglobina ( Fig 4 )y de 
la mioglobina, las cuales unen reversiblemente oxígeno e intervienen 
en el transporte de oxígeno en los animales. El HEMO y sus derivados 
también median el transporte de electrones por Jos citocromos (34). 
La HEMINA es el grupo prostético de las peroxidasas y las catalasas 
( Flg 4) (34). Desde hace mucho tiempo la hemina ha sido utilizada 
en medios de cultivo para T cruzi. Se utiliza como una fuente 
importante de fierro (35). 

11 
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La HEMATOPORFIRINA es una porfirlna cuya caracterlstlca 
principal es que no contiene nlngun Ión metálico central ( Flg 4 ). 

CH•CH2 CH, 

CH3 

CH2 · CH2 
i¡tlz rz 

HOOC-Cff 2 CHz-COOH 
1 1 

HOOC-CH2 CH 2-COOH 

a) GRUPO HEMO b) HEMINA 

OH 
1 
CH·CH3 

«¡Hz rz 
HOOC-CH2 CHrCOOH 

e) HEMATOPORFIRINA 
Flg 4. e) Hemo, grupo proat611co da la hemoglobina. b) Hamlne, componente 

del medio da cuhlvo da Tl)lpllnosoma cruz/. Grupo prostético de peroxldasaa y 
aitaluu. c) Hemaloportlrlna, porflrlna que no contiene nlngl'.m l6n matAllco 
cermi. 
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111 OBJETIVO 

El fierro es un elemento importante para el metabolismo celular, 
por ello, los microorganismos parásitos han desarrollado diversos 
mecanismos que les permiten obtener del hospedero el fierro 
necesario para su supervivencia. Tcruzi no es la excepción. En 1990 
lima y Villalta (31) reportan la existencia de un receptor a transferrina 
de humano en los amastlgotes de T cruzi, sin embargo este es el 
único reporte sobre la manera en que este parásito pudiera obtener 
el fierro esencial. 

En los estudios realizados in vivo e in vitro sobre el efecto del 
fierro durante la infección con T cruzi (29, 30) se vió que la 
concentración intracelular de este elemento en el hospedero es 
determinante durante la infección. Se desconoce como afecta el fierro 
al parásito y de qué manera lo obtiene cada estadio celular . 

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del fierro en el 
crecimiento y diferenciación de Trypanosoma cruzi, bajo condiciones 
experimentales controladas (in vitro ). Para medir el efecto del fierro 
en el metabolismo del parásito se tornaron dos factores 
fundamentales en su supervivencia: el crecimiento y la diferenciación. 

OBJETIVOS PARTICULARES 
1. Determinar el efecto de diferentes concentraciones de fierro 

en el medio de cultivo, en el crecimiento y diferenciación de T cruzi. 
Para ello utilizamos a la hemina (ferriprotoporfirina IX que contiene 
Fe +3 como ión metálico central). componente del medio de cultivo, 
como principal medida de la cantidad de fierro en el cultivo. Se utilizó 
a fa hemina, ya que junto con la infusión de hígado, son los dos 
principales componentes del medio de cultivo que aportan fierro, de 
los cuales sabemos ahora que ambos contribuyen en una proporción 
similar. Sin embargo, la cantidad de fierro proporcionada por Ja 
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hemina es un valor constante y conocido mientras que el de la 
infusión de hígado es variable. 

2. Determinar si es la estructura porfírica, el fierro o ambos los 
responsables de la respuesta celular. Se utilizó a la hematoporflrlna, 
porfirina cuya caracteristica principal es que no contiene ningún ión 
metálico central, para descartar que el efecto observado se deba al 
anillo porfírico y no al fierro y como fierro soluble, sulfato de amonio 
férrico, para determinar si el anillo porfírico es necesario o no en el 
transporte del fierro hacia el interior de la célula. 

3. Determinar cuánto fierro toma el parásito del medio de cultivo 
durante su crecimiento y diferenciación en las distintas condiciones 
experimentales. 

14 



IV MATERIALES V METODOS 

l. CEPAS 

En este estudio se utilizaron dos cepas y una clona: 

i) La cepa La Cruz Jalisco, C4 (37), aislada de Triatoma barberi 
en la localidad de la cual tomó su nombre, donada por el Dr Jorge 
Tay de la Facultad de Medicina de la UNAM, México. 

ii) La cepa Yucatán H4, Yuc-H4, aislada de humano en el estado 
de Yucatán y cedida por el Dr Jorge Zavala del Instituto Hideyo 
Noguchi, Mérida, Yucatán. 

iii) La clona Sylvio X10-7 (37) también aislada de humano y 
donada al laboratorio por el Dr Roberto Hernández del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, México. 

11. MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS. 

Los organismos fueron mantenidos en medio axénico LIT (Uver 
lnfusion Tryptose, por sus siglas en ingés) suplementado con 10 % 
de suero fetal bovino (GIBCO) y 25 µg/ml (3.8 x 10·5 M) de hemina 
(Ferricloruro del ácido 8-tetrametil, 2,4-divinilporfín -6,9- dipropiónico) 
(SIGMA) (35) en frascos Falcan de 25cm2 a 28ºC y subcultivadas 
semanalmente. 

1. Una cepa •• un alelado mantenido •n laboratork> y que ha aldo caracterizado de acuerdo 
a los par,metroa ntablecldo• por la OMS como: velocidad de crecimiento en cuttlvo, lnfectlvld1d 
y paraaltemla en ratón y chinche, aar como patrones l1oenzlm6tlc09 y zlmodemaa c.racterlatlcoe. 

2. Una clona n un cultivo obtenido a partir de una 110la c'lula y por con1IQUlent1 IU9 
ct1rae1erlatlc11 g'nlcaa son ex1ctamente Iguale•. 
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IV Materiales y métodos 

111. CULTIVO DE Trypanosoma cruz/. 

Como fuente de organismos para los experimentos, se utilizaron 
cultivos en fase plateau tardia (10 días). Se sembraron 5x106 

células/mi en LIT control (C) (25 µg/ml), en LIT sin hemina (SH) y en 
LIT suplementado con doble cantidad de hemina (H2x) (50 µg/ml) a 
un volumen final de 5 mi y 5 mm de profundidad. 

IV.HEMATOPORFIRINA. 

Se suplementó medio LIT, sin hemina, con hematoporfirina (HPR) 
(ácido 1, 3, 5, 8 -tetrametil- 2, 4- bis (a·hidroxietil) -porfín-6,7· 
dipropiónico) (ICN) a una concentración final de 3.axrn·5 M. En este 
medio se sembraron células y se midió el crecimiento y número de 
formas diferenciadas, se usaron como controles cultivos C y SH. 

V.FIERRO SOLUBLE 

Se suplementó medio LIT, sin hemina, con sulfato de amonio 
férrico (SAF) a una concentración final de 3.8x10·5M. Se sembraron 
células en medios de cultivo con una concentración de SAF 
equivalente a Ja hemina, a los cuales se les denominó SAF control; 
en cultivos con doble concentración de SAF denominados SAF 2x y 
como controles, cultivos con hemina C y cultivos SH. Se midió el 
crecimiento y el número de células resistentes a la lisis. 

VI. EVALUACION DEL CRECIMIENTO. 

El crecimiento se determinó por conteo diario en cámara de 
Neubauer con un microscopio óptico Carl Zeiss con un objetivo 40x. 
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IV Materiales y métodos 

VII. EVALUACION DEL NUMERO DE FORMAS 
DIFERENCIADAS. 

LISIS POR COMPLEMENTO DE SUERO ACTIVO HUMANO 

Para determinar el porcentaje de formas diferenciadas 
(eplmastlgotes, trlpomastigotes o formas intermedias) presentes 
en el medio de cultivo, se utilizó el ensayo lítico de Nogueira et al (36), 
con las siguientes modificaciones: Se preparó una dilución v/v con 
suero activo humano (SAH) proveniente de donadores sanos. Se 
incubó toda la noche a 2aºc. Al final de la incubación se determinó 
por conteo en cámara de Neubauer el número de formas resistentes 
a la lisis y se estimó la viabilidad de las células por tinción con azul 
de Trypano. El número inicial de células incubadas se tomó como el 
100 %. Antes de realizar los experimentos con el fierro se hicieron 
curvas de lisis para cada una de las cepas y la clona utilizadas. Para 
ello se utilizaron cultivos de fase logarítmica (3 a 4 días) con el fin de 
contar con poblaciones de 95 a 100% de eplmastlgotes en las cuales 
se comprobó la actividad lítica del suero. 

VIII. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE FIERRO 
EN EL MEDIO DE CULTIVO 

Se utilizó un Espectrofotómetro de Absorción Atómica PERKIN 
ELMER modelo 372 para determinar la concentración de fierro inicial 
de cada uno de los medios de cultivo C, SH, H2x y HPR (dia O). Se 
sembraron células (5x106 células/mi) en cada uno de estos medios 
para obtener una curva de crecimiento. En los días 2, 4, 6 y 8 de la 
curva de crecimiento se tomaron alícuotas (500 µI), que se 
centrifugaron para eliminar las células. Se midió posteriormente la 
concentración de fierro en los sobrenadantes de los cultivos C, H2x, 
SH y HPR para determinar el porcentaje de fierro absorbido por los 
parásitos en cada una de las condiciones mencionadas. La longitud 
de onda utilizada para medir el fierro es 248.5 nm y detecta de O a 5 
ppm de fierro. Se construyó una curva patrón con una solución 
estándar de fierro (Aldrich). 
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IV Materiales y métodos 

IX TECNICAS FOTOGRAFICAS 

Se hicieron prepararaciones secadas al aire y teñidas con 
Giemsa de los experimentos, que posteriormente fueron 
fotografiadas en un microscopio Carl Zeiss con un objetivo 40x mas 
una lupa 20x. Las fotografías fueron tomadas en rollo blanco y negro 
KODAK Plus X. 

Para poder realizar preparaciones fijas mas representativas y 
comparables entre sí, se tomó cada vez alícuotas de 5, 10 y 15 µI de 
cada cultivo y se gotearon sobre el portaobjetos a una distancia 
constante. Los Giemsas presentados son preparaciones con la 
misma alícuota inicial de cultivo de manera que las comparaciones 
entre las preparaciones son lo más similares posible. 

Todos los experimentos se realizaron mínimo por triplicado. Los 
resultados mostrados son los más representativos. 
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V RESULTADOS 

CRECIMIENTO DE Trypanosoma cruzl. 

Para determinar el efecto del fierro en el crecimiento de T cruzi, 
se procedió a establecer las características de las curvas de 
crecimiento normal de cada cepa y clona. En las tres se observó que 
el crecimiento de las poblaciones del parásito describe una curva 
sigmoidal la cual se divide conmúnmente en tres fases: lag, 
logarítmica y p/ateau. Tanto las cepas como la clona presentan 
poblaciones de entre 95 a 99% de formas eplmastlgotes durante la 
fase media logaritmica. mientras que al llegar al plateau de la curva 
presentan un porcentaje de diferenciación variable. 

En la Fig 5 se muestra la curva de crecimiento de la cepa C4 
Jalisco, donde se detalla qué estadio celular del parásito se observa 
normalmente en cada fase. 

La Flg 6 es una preparación secada al aire y teñida con Giemsa, 
tomada el dia 5 de cultivo. En ella se puede observar que el estadio 
celular predominante es la forma epimastlgote. 

LISIS POR COMPLEMENTO DE SUERO ACTIVO HUMANO , 

Después de establecer las condiciones de crecimiento.se 
procedió a probar la actividad del suero humano con el cual se 
realizarían los ensayos de lisis de los experimentos con fierro. 

Desde hace mucho tiempo, se ha reportado (35) que el suero 
activo tiene la habilidad de lisar selectivamente a los eplmastlgotes 
mientras que los trlpomastlgotes se mantienen intactos, este 
fenómeno es dependiente de la activación de la vía alterna del 
complemento. Esta respuesta diferencial a la lisis se debe a que las 
formas resistentes no permiten el ensamble eficiente del complejo 
C3-convertasa, al ser su membrana celular incapaz de unir el factor 
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Flg 5. Curva de crecimiento de la cepa C4 Jalisco en medio LIT a 28°C. En la 
curva se distinguen tren fases: Lag, media logarftmlca y plateau. En la fase media 
logarftmlca la población consiste en un 95 a 99% de eplmasllgotea. En el plateau 
la población consiste en eplmasllgotes yde un 15 a 30% detrlpoma1tlgote1. 
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Flg e. Preparación secada al aire y tefllda con Glemsa. La preparación se tomó 
de un cultivo de la cepa C4 Jalisco en la fase media logarftmlca. El estadio celular 
predominante es la forma eplmHtlgote. 
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V Resultados 

B (38, 39). Las células resistentes a la lisis no son únicamente los 
trlpomastlgotes, sino también las formas en transición ó intermedias 
(40, 41), que han modificado lo suficiente la composición de su 
membrana como para sobrevivir a la lisis por complemento y, por 
ello, son también potencialmente infectivas y pueden desempeñar un 
papel importante durante la infección. Esta propiedad diferencial 
entre eplmastlgotes y formas infectivas (metacíclicas), nos permite 
determinar en las poblaciones mezcladas del medio de cultivo los 
diferentes estadios celulares. 

El ensayo de lisis se realizó en células procedentes de un cultivo 
en fase media logarítmica (5 días) Se escogió un cultivo en esa fase 
ya que la mayor parte de la población son eplmastlgotes. Si el suero 
posee el 100% de su actividad, entonces debe lisar prácticamente 
del 90 al 100% de las células. A los 120 minutos, el 95% de las células 
se lisaron. Después de este tiempo ya no se observa efecto lítico del 
suero sobre las células. Estas células capaces de resistir el ataque 
del suero activo humano (SAH) son aquellas que han comenzado su 
proceso de diferenciación y han modificado ya la composición de su 
membrana. Las curvas de lisis de la cepa Yuc-H4 y de la clona Sylvio 
X10-7 (datos no mostrados) dieron resultados similares a los 
obtenidos con la cepa C4: después de dos horas ya no hay células 
sensibles a lisis y el número de las resistentes se mantiene igual por 
las siguientes 22 horas. Por ello se eligió 24 horas como tiempo 
estándar para realizar los ensayos posteriores de lisis. 

En la Flg 7 se muestra la curva de lisis de la cepa C4 Jalisco. 

La Flg 8 muestra Giemsas preparadas a lo largo del ensayo de 
lisis de la cepa C4 Jalisco. 

EFECTO DEL FIERRO EN EL CRECIMIENTO DE 
Trypanosoma cruzl 

Una vez establecidas las condiciones de trabajo se procedió a 
iniciar los experimentos con la hemina. Los experimentos fueron 
realizados con la cepa C4 Jalisco. Se encontró que el crecimiento de 
la población se modificó según la concentración de fierro (hemina) 
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Flg 7. Prueba de la actividad del complemento sérico sobre células de la cepa 
C4 Jalisco. Para este y todos los ensayos posteriores se utilizó suero activo 
procedente de donadores sanos. Las células, en su mayoría eplmaslfgotes, se 
tomaron de la fase media logarítmica. Después de 120 minutos, el 94% de las células 
fueron Usadas. El número de células resistentes se mantuvo 24 horas después, Igual 
que a los 120 minutos del ensayo. 
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.) ... \ . 
~ .... 

Flg a. Preparaciones secadas al aire y tel\ldas con Glemsa. Se tomaron 
m\Jestras a diferentes tiempos durante el ensayo de lisis de la cepa C4 Jalisco. Este 
ensayo se llevó a cabo con células procedentes de la fase media logarítmica. a) O 
minutos. Se observa a la población celular antes de ponerla en contacto con el suero 
activo. Las Cl!lulas están Intactas y el estadio celular que predomina es el de 
aplmHtlgota. b) 30 minutos. Se pueden observar agregaciones celulare~sl como 
fragmentos de células que ya han sido Usadas (extremo superior derecho de la 
fotografía ). Aún se observan algunas células Intactas en el centro de la fotografía. 
c) 120 minutos. Se observan restos celulares predominantemente. 
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utilizada en el medio de cultivo. Los cultivos con mayor concentración 
de fierro (H2x) incrementaron su crecimiento respecto a los controles 
y aquellos que no contenían hemina (SH) crecieron menos que el 
control (Flg 9). 

Para saber si el efecto que observamos era o no dependiente de 
la cepa utilizada, se probó el mismo ensayo en una cepa diferente. 
Se escogió la cepa Yuc-H4 debido a que su procedencia era distinta 
a la de la C4. La C4 provenía de vector (Triatoma barben), mientras 
que la Yuc-H4 fue aislada de una paciente. 

En la cepa Yuc-H4 se observó (Fig 10) una respuesta celular 
similar a la encontrada con la cepa C4. Sin embargo, fue sólo hasta 
el día 5 de la curva cuando el cultivo SH disminuyó su crecimiento 
por abajo del C. En el caso de la cepa C4 el crecimiento del cultivo 
SH se encuentra por abajo del C desde el día 2. 

Una posible explicación al hecho de que el cultivo SH de la cepa 
de humano responde más lentamente que la de vector a la falta de 
fierro, es que se sabe que existe una gran heterogenidad entre las 
diferentes cepas y aún entre las clonas de T cruzi. Por ejemplo, se 
ha reportado que existen diferencias en la concentración interna de 
fierro entre clonas provenientes de una misma cepa (42). De acuerdo 
a los datos obtenidos, se podría pensar que la cepa Yuc-H4 posee 
una concentración interna de fierro mayor que la cepa C4, de tal 
manera que, al restringir la disponibilidad de este elemento, tarda más 
tiempo en consumir sus propias reservas y, por consiguiente, en 
experimentar los efectos ocasionados por la ausencia de este metal. 

Finalmente, se decidió realizar el mismo ensayo sobre una clona. 
En el caso de la clona, aunque la falta de fierro también disminuyó el 
crecimiento (Fig 11), no se observaron diferencias importantes entre 
el cultivo C y el H2x. Esto quiere decir que aunque la ausencia de 
fierro en el medio ocasiona un menor crecimiento en todos los casos, 
la respuesta a mayores concentraciones de fierro es variable entre 
las cepas y la clona. 
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Flg 11. Curva de crecimiento de la cepa C4 Jalisco en medio LIT bajo diferentes 
concentraciones de hemina. El cultivo se Inició con un ln6culo de 5x108 cel/mL, a 
partir de un cultivo de 10 días. La prolHeraclón celular se cuantificó por conteo en 
cámara de Neubauer. 
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Flg 10. Curva de crecimiento de Ja cepa Yuc-H4 en medio LIT bajo dHerentes 
concentraciones de hemina. El cultivo se Jnlcl6 con un ln6culo de 5x106 cel/ml a 
partir de un cultivo de 1 o días. 
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Fig 11. Curva de crecimiento de la clona Sylvlo X10-7 en medio LIT bajo 
dHerentes concentraciones de hemina. El cultivo se Inició con un lnóculo de 5x106 

cal/mi a panlr de un cultivo de 1 o días. 
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En la Flg 12 se muestran Giemsas tomadas de cultivos de la cepa 
C4 Jalisco crecidas bajo diferentes concentraciones de hemina. Las 
preparaciones se tomaron el día 5 de la curva de crecimiento. 

EFECTO DEL FIERRO EN LA DIFERENCIACION DE 
Trypanosoma cruzi 

Las curvas de crecimiento se iniciaron con inóculos de células 
que provenían de un cultivo de 1 O días. Se escogió el día diez, porque 
como puede observarse en la curva estándar (Flg 5), para este día 
del cultivo hay en la población de un 10 a un 30 % de formas que 
sobreviven al ataque por complemento. Se utilizaron estos cultivos 
para poder observar qué efecto tenía el subcultivo de estas células 
en medios con diferentes concentraciones de fierro. Normalmente se 
observa que las formas infectivas en presencia de nutrientes se 

. transforman en epimastlgotes para así reiniciar su crecimiento (J 
Zavala Castro, PM Salazar, comunicación personal, corroborado por 
J Rubio et al). Los cultivos e de las Flg 13 a 15 muestran lo anterior. 
Al entrar en contacto con un medio rico en nutrientes, las poblaciones 
celulares inician nuevamente su crecimiento. Como el estadio celular 
que se divide es la forma eplmastlgote, la cual es incapaz de 
sobrevivir al ataque por SAH, se observa una disminución en el 
número de células resistentes a la lisis. Los máximos porcentajes de 
lisis se alcanzan entre los días 3 a 6 de la curva de crecimiento (Flg 
13 a 15), siendo precisamente en esos días cuando los cultivos 
alcanzan el máximo número de formas eplmastlgotes. Conforme 
envejece el cultivo, la aparición espontánea de formas 
trlpomastlgotes comienza a detectarse como un incremento en el 
número de formas resistentes a la lisis. En el caso de la cepa C4 
Jalisco (Flg 13), el cultivo SH mantiene hasta el día 4 un número de 
células diferenciadas parecido al del inóculo inicial. Ese número 
decae posteriormente, y es precisamente entre estos días (5 a 7) (Flg 
9) cuando se observa un ligero incremento en el crecimiento de la 
población. El alto crecimiento observado en los cultivos H2x (Flg 9 a 
11) correlaciona con una disminución en el número de células 
resistentes a la lisis (Flg 13 a 15). Sin embargo, a partir del día 3 se 
inicia un aumento en el porcentaje de células resistentes, el cual 
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Flg 12. Preparaciones secadas al aire y teñidas con Glemsa. Las preparaciones 

se tomaron de los cultivos de la cepa C4 Jalisco crecidos bafo diferentes 
concentraciones de hemina. Las preparaciones mostradas fueron tomadas el dla 5 
de cultivo. a) C. Células crecidas en medio LIT. La población celular consiste 
principalmente de formas eplmaatlgotH. b) SH. Células crecidas en medio LIT sin 
hemina. Las células presentan un aspecto alargado y se aprecia una población 
considerable. c) HPR. Células crecidas en medio LIT sin hemina suplementado con 
hematoporflrlna. Las células están en estadio de eplm11tlgote, se observa poca 
proliferación celular y hay agregaciones celulares. d) H2x. Células crecidas en 
medio LIT con doble concentración de hemina. Las células presentan un aspecto 
sumamente alargado y hay una densidad celular Importante. 
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Flg 13. Porcentaje de células que resistieron la acción del suero activo humano. 
Las células se crecieron en medio LIT bajo diferentes concentraciones de hemina. 
Un lnóculo de cada cultivo se sometió a la acción del suero durante 24 horas. 
Después de este tiempo se contó el número de células Intactas utUlzando para ello 
una cámara de Neubauer. La viabilidad celular se corroboró utilizando azul de 
Trypano. Este ensayo se realizó para cada día de la curva de crecimiento. 
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Flg 14. Porcentaje de células que resistieron la acción del suero activo humano. 
El ensayo de lisis se realizó bajo las mismas condiciones que las de la cepa C4 
Jalisco. 
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Fig 15. Porcentaje de células que resistieron la acción del suero activo humano. 
El ensayo de lisis se realizó bajo las mismas condiciones que las de la cepa C4 
Jalisco. 
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continuará incrementándose por encima de los cultivos C y SH hasta 
alcanzar el máximo número el día 6. 

El cultivo SH de la cepa Yuc-H4 (Flg 14), mostró un importante 
aumento en el número de células resistentes al SAH durante los 
primeros días del ensayo (del 35 al 53%). Este número decae 
posteriormente aunque se mantiene durante casi todo el ensayo por 
encima del control. El cultivo H2x mantuvo un número de células 
resistentes a lisis de entre un 25 a un 35%. Este porcentaje se 
incrementó a partir del dia 4, alcanzando el máximo número de 
células resistentes al SAH el día 7 del cultivo. 

La clona (Flg 15) mostró un porcentaje espontáneo de 
diferenciación muy bajo (8%) comparado con el.de las cepas (del 30 
al 35%). Igual que en los casos anteriores el cultivo sin hemina se 
mantiene por encima del control, y decae posteriormente a partir del 
día 4. El cultivo H2x mantiene a través del experimento un alto número 
de células resistentes a la lisis por SAH. Este número es mayor que 
el C a partir del día 2 de cultivo, y superior al de las células SH a partir 
del día 7. 

En la Flg 16 se muestran las Giemsas de los cultivos C, SH y H2x 
de la cepa C4 Jalisco. Las Giemsas se prepararon el dia 5 del cultivo 
después de los ensayos de lisis por SAH. 

EFECTO DE LA HEMATOPORFIRINA EN EL CRECIMIENTO 
Y DIFERENCIACION 

Para determinar si el incremento en crecimiento y diferenciación 
era producido por el fierro, decidimos separarar los dos posibles 
efectores de la respuesta: el anillo pirrólico y el fierro. Para ello se 
utilizó a la hematoporfirina (HPR) como sustituyente de la hemina en 
el medio de cultivo. La HPR, como se mencionó en la introducción, 
no contiene ningún ion metálico central (Flg 4), de tal manera que si 
la estructura porfírica es la responsable del efecto observado, la HPR 
debería reproducir los datos obtenidos previamente con la hemina. 
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. Flg 18. Preparaciones secadas al aire y teñidas con Glemsa. Se tomaron 
muestras de los ensayos de lisis de los cultivos C, SH, y H2X de la cepa C4 Jalisco. 
Las preparaciones mostradas corresponden al dla 5 del experimento. a) C. Células 
crecidas en medio LIT. Se observan restos celulares y grupos de células que 
presentan alteraciones moñológlcas como resultado de la actividad lltlca del suero. 
b) SH. Células crecidas en medio LIT sin hemina. Se observan algunas células de 
apariencia alargada que resistieron la lisis por complemento del suero. c) H2X. 
Cultivos crecidos en medio LIT con doble concentración de hemina. Hay una gran 
cantidad de células que resistieron la acción lftlca del suero a pesar de encontrarse 
en fase media logarftmlca. 
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A partir de estos experimentos, los ensayos se realizaron 
únicamente con la cepa C4 Jalisco. Una vez que hayamos concluido 
esta fase de caracterización (que incluirá estudios más minuciosos 
sobre el metabolismo), se retomará el trabajo con la cepa y la clona 
de procedencia humana previamente utilizadas, más una clona 
procedente del vector y quizás con formas amastlgotes. 

Como podemos observar en la Flg 17, la hematoporfirina'por sí 
sola no fue capaz de mantener el ritmo de crecimiento observado en 
el control, su comportamiento es semejante al del cultivo SH (Flg 9). 
Aparentemente la hematoporfirina actúa como quelante e impide que 
la célula tome del medio el fierro que provee la infusión de hígado 

El número de células de los cultivos HPR resistentes al SNA no 
fue mayor del 30%. Sin embargo, este número si se mantuvo por 
encima de los valores encontrados en el cultivo control (Flg 18). 

Nuevamente la forma de la curva se parece a la de los cultivos 
SH. 

Esto parece indicar que el anillo pirrólico per se es incapaz de 
inducir la respuesta observada cuando el metal está presente en el 
anillo (hemina). 

En la Flg 19 se muestra los Giemsas tomados el día 5 de la curva 
de crecimiento de los cultivos mantenidos en medio LIT (C) y los 
mantenidos en medio LIT sin hemina suplementados con 
hematoporfirina (HPR). 

La Flg 20 muestra los Giemsas tomados durante el ensayo de 
lisis de los cultivos crecidos en medio LIT (C) y los crecidos en medio 
LIT sin hemina suplementados con hematoporfirina (HPR). 

EFECTO DEL FIERRO SOLUBLE EN EL CRECIMIENTO Y 
DIFERENCIACION . 

La Flg 21 muestra los resultados obtenidos al cultivar la cepa C4 
Jalisco con fierro soluble en lugar de utilizar hemina. Se observa que 
el fierro en forma soluble no induce un mayor crecimiento aún cuando 

36 



V Resultados 

Curva Crecimiento 
C4 Jalisco Hematoporfirina 

1.00E+09 = 

- 1.00E+08 
E 

: 
- -

'-.. 
"' e 
:¡ 
Qi 

-

--

-- -
-- -

u 1.00E+07 : -
-

1.00E+06 
o 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Tiempo en Dios 

DHPR - Control 

Fig 17. Curva de crecimiento de la cepa C4 Jalisco en medio LIT o en medio 
LIT sin hemina suplementado con hematoporflrlna. El cultivo se Inició con un lnócula 
de 5x106 cel/ml a partir de un cultivo en fasep/ateau (diez días), mantenido en medio 
LIT. 
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Flg 18. Porcentaje de células que resistieron la acción del suero activo humano. 
Las células procedían de cultivos mantenidos en medio UTy de cultivos mantenidos 
en medio LIT sin hemina suplementado con hematoporflrlna. Se tomaron alícuotas 
de cada cultivo y se sometieron a la acción del suero durante 24 horas. Después de 
este tiempo, se contó el número de células Intactas utilizando una cámara de 
Neubauer. La viabilidad de las células se corroboró con azul de Trypano. Este 
ensayo se realizó para cada dfa de la curva de crecimiento. 
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Flg 111. Preparaciones sacadas al aira y tai'lldas con Glamaa tomadas da la 
cepa C4 Jalisco. Las preparaciones se tomaron el día 5 de la CUIV& de crecimiento. 
a) C. Células crecidas en medio LIT. Se observa una gran proUferaclón celular que 
consista principalmente da células en estadio da aplma1tlgota. b) HPR. Células 
crecidas en medio LIT sin hemina suplementado con hernatoporflrlna. Hay poca 
proUferaclón celular y se observa un cierto alargamiento da las células. 
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Flg 20. Preparaciones de la cepa C4 Jalisco, secadas al aire y lellldas con 
Glemsa. Las preparaciones se tomaron el dla 5 del experimento. a) C. Célulaa 
crecidas en medio LIT. El culllvci fue casi totalmente Usado. Se aprecian restos 
celulares en el centro da la forogralla. Hay algunas células Intactas entra los restos 
celulares. b) HPR. Células crecidas en medio LIT sin hemina suplementado con 
hematoporflrlna. Hay restos celulares aunque se observan células que resistieron a 
la llsls. 
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Curva de Crecimiento 
C4 Jalisco Fierro Soluble 
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Flg 21. Curva de crecimiento de la cepa C4 Jalisco en medio LIT o en medio 
LIT sin hemina suplementado con sulfato de amonio férrico concentrado una o dos 
veces. El cultivo se Inició con un lnóculo de 5x106 cel/ml a partir de un cultivo en 
fase plateau (diez días), mantenido en medio LIT. 
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se utiliza a concentraciones 2x. Lo que si se puede apreciar es que 
existen diferencias entre el SAF (sulfato de amonio férrico) control y 
el SAF 2x. Entre los días 4 a 6, el cultivo SAF 2x tiene un crecimiento 
mucho mayor que el SAF control. El cultivo con sulfato de amonio 
férrico 2x tuvo un crecimiento muy parecido al del cultivo SH. El 
cultivo SAF control muestra, a partir del día 5, un incremento en el 
número de células, que para finales del plateau alcanza los niveles 
del SAF 2x y del cultivo SH. Si partirnos de la suposición de que la 
célula es incapaz de utilizar este fierro en forma soluble, ya sea una 
o dos veces concentrado, entonces se convierte en un problema el 
explicar porqué existen diferencias en crecimiento entre el cultivo SAF 
C y SAF 2x. En la Flg 22 se muestra el efecto del fierro soluble en el 
número de células resistentes a lisis. Es evidente que el fierro soluble 
por sí solo tampoco es capaz de promover la diferenciación celular, 
la cual se mantiene dentro de los niveles de las células control (5 a 
20 %). Nuevamente se observa que el cultivo SH presenta un máximo 
número de células resistentes a lisis el día 2, número que disminuye 
posteriormente, aunque sólo hasta el día 6 es menor que el control. 

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE FIERRO 
SOLUBLE EN EL MEDIO DE CULTIVO DURANTE LA CURVA DE 
CRECIMIENTO. 

En la Flg 23 se muestra la curva patrón obtenida con los 
estándares de fierro. Se construyó por regresión lineal la mejor recta 
posible sobre los datos obtenidos. 

La Flg 24 muestra la concentración de fierro en el sobrenadante 
de los cultivos C, SH, HPR y H2x de la cepa C4 Jalisco. El fierro del 
sobrenadante disminuye cuando los parásitos se encuentran en 
etapa de proliferación. Esta disminución en la concentración del fierro 
del sobrenadante se interpreta como que el parásito lo está tornando 
del medio. Debe considerarse que el parásito puede estar tomando 
efectivamente el fierro del medio ó puede estar siendo únicamente 
adsorbido en su membrana. Lo que si es claro es que mientras el 
parásito crece disminuye el fierro del sobrenadante. Esa disminución 
es proporcional a la disposición de fierro en el medio. Se encontró 
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Flg 22. Porcentaje de células que resistieron la acción del suero activo humano. 
Las células fueron crecidas en medio LIT, en medio LIT sin hemina y en medio LIT 
sin hemina suplementado con sulfato de amonio férrico concentrado una o dos 
veces. Las células fueron tratadas bajo las mismas condiciones que las del ensayo 
de supervivencia a lisis de la cepa C4 Jalisco. 
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Fig 23. Curva patrón realizada con estándares de fierro de concentración 
conocida. La absorbancla fue detectada en un espectrofotómetro de absorción 
atómica PERKIN-ELMER. La lectura se realizó a 246.5 nm y la sensibilidad de 
detección es de O a 5 ppm. 
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Flg 24. Concentración de fierro en el sobrenadante de los cultivos SH, C, HPR 
y H2X de la cepa C4 Jallsco. Para la determinación se tornaron muestras del 
sobrenadante de cada cultivo en los días Indicados y se midió la concentración de 
fierro en el espectrofotómetro de absorción atómica. 
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que una vez iniciado el proceso de diferenciación las células dejan 
de tomar el fierro del medio de cultivo y comienza a detectarse un 
aumento en el fierro del sobrenadante. Este aumento de fierro en el 
sobrenadante es mayor mientras mayor es el número de células 
resistentes a lisis observadas en cada cultivo. 
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Los resultados demostraron que el fierro, según la concentración 
a la que se encuentre, es capaz de modificar la velocidad de 
crecimiento de la población celular. Su ausencia disminuye de 
manera importante el crecimiento. Se encontró que al aumentar el 
número de células resistentes a la lisis por SAH aumenta la 
concentración de fierro de fierro del medio de cultivo, y que durante 
la etapa proliferativa (media togaritmica) esta concentración 
disminuye. 

Se descartó al anillo porfírico como p~sible efector de la 
respuesta ya que, por sí solo, fue incapaz de reproducir la respuesta 
celular observada con la hemina. Los datos experimentales 
obtenidos en cultivo con fierro soluble muestran que aunque et fierro 
por si solo es incapaz de inducir la respuesta y de que aparentemente 
requiere una estructura porfirínica para penetrar en la célula, existe 
algún efecto dependiente de la concentración de fierro soluble 
utilizada, que puede ser capaz de modificar el crecimiento. Esto se 
observa al comparar el crecimiento de los cultivos con SAF a 
diferentes concentraciones. El cultivo con mayor concentración de 
fierro soluble crece mas que et de menor concentración. Por ello no 
podemos descartar por ahora, que concentraciones mayores de 
fierro soluble puedan desencadenar una respuesta semejante a la 
observada con la hemina. 

Las células de mamífero acumulan fierro a través de la unión de 
transferrina a receptores de superficie membrana! altamente afines ó 
a través de una ruta independiente de la transferrina que incluye la 
toma de fierro orgánico a través de un sistema membrana! de 
transporte (43). Aparentemente la regulación del sistema de 
transporte de fierro no dependiente de transferrina es distinta a la del 
sistema dependiente de transferrina (44). En Trypanosoma cruz/ se 
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detectó en membrana de formas amastlgotes un receptor para 
transferrina de humano (30). El hecho de que este tipo de sistemas 
de transporte y comunicación sean muy conservados, a lo largo de 
la escala evolutiva, hace pensar que es muy probable que T cruzi 
también cuente con este tipo de transporte de fierro independiente 
de transferrina. 

Los trabajos del grupo de Kaplan (43, 44) encontraron que el 
sistema de transporte de fierro no regulado por transferrina es 
independiente de los requerimientos de fierro por el cultivo y de su 
estado de crecimiento. 

Es posible que T cruzi posea diferentes mecanismos para 
obtener el fierro dependientde de las condiciones a las que se 
encuentre. Para continuar sobre este punto ·debe realizarse un 
ensayo cinético y un seguimiento de la localización del metal. 

Finalmente los resultados obtenidos por espectrofotometría de 
absorción atómica al analizar la concentración de fierro soluble en el 
medio de cultivo, muestran que durante la fase proliferativa disminuye 
la concentración de fierro soluble del medio. Esto se interpreta como 
que las células durante dicha proliferación tienen una gran avidez por 
este metal, mientras que al iniciarse los diversos cambios 
metabólicos que culminan con la diferenciación celular, se observa 
un aumento en el fierro soluble del medio. Se asume que el fierro es 
expulsado por las células, esta expulsión coicide con el aumento en 
el número de células resistentes a lisis. A mayor número de éstas 
células, mayor concentración de fierro en el sobrenadante. Podría 
ocurrir que el aumento de la concentración de fierro en el medio se 
deba a que se comiencen a remper células como resultado del 
envejecimiento del cultivo. Sin embargo, no se observa ningún tipo 
de lisis celular en los cultivos y el cultivo no es tan viejo como para 
presentar lisis celular. 

48 



VI Discusión 

En este estudio se detectan dos tipos de respuesta que parecen 
ser independientes uno de otro: Por un lado, tenemos el efecto que 
de la ausencia de fierro en las células(cultivos SH y HPR), con su 
bajo crecimiento, su alto número de células resistentes a lisis durante 
los primeros días de cultivo y ninguna variación significativa en la toma 
y expulsión de fierro de la célula. 

Por otro lado, tenemos el efecto que produce el fierro durante la 
proliferación normal del parásito y a mayores concentraciones de 
este elemento en el medio (cultivos C y H2x). Existe un aumento en 
la incorporación de fierro a la célula durante la proliferación. Esta 
incorporación de fierro es proporcional al fierro disponible en el 
medio. Los cultivos H2x inician mas temprananiente la expulsión de 
fierro de sus células. Esta expulsión coincide con la máxima aparición 
de células resistentes a lisis. En el caso de los cultivos control, la 
expulsión de fierro ocurre más tarde, y se acompaña con un 
incremento en el número de células resistentes a la lisis. 

El segundo tipo de respuesta observada, es la que parece estar 
directamente regulada por fierro y es sobre esta respuesta sobre la 
que se continuará el trabajo. Para explicar los datos obtenidos se 
propone un modelo en el cuál el fierro puede actuar sobre la célula 
en una de dos formas: 

a) como el inductor directo en el proceso que desencadena la 
respuesta al participar por ejemplo, en la síntesis de ferroproteínas y 
citocromos, en transporte de electrones y respiración celular. 

b) al actuar sobre algún metabolito que es el que finalmente 
desencadena la reacción necesaria para aumentar la velocidad de 
proliferación y la diferenciación. 

Las células bacterianas, de hongos y de otros microorganismos 
adquieren las cantidades apropiadas de metales clave (fierro, 
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manganeso y zinc) al iniciarse el cambio de metabolismo primario al 
secundario. Existe evidencia (45) de que estos micronutrientes 
esenciales participan en la regulación de la expresión de genes 
responsables de la síntesis de metabolitos secundarios y/o de 
alteraciones morfofisiológicas asociadas con la diferenciación 
celular. Esto nos hace pensar que la entrada de fierro a la célula 
puede actuar como una señal que desencadena una serie de 
fenómenos que culminan en la activación o síntesis de uno o varios 
metabolitos que funcionan como señales intracelulares. Una vez que 
la concentración de fierro en la célula ha llegado a un valor crítico, la 
síntesis de dicho metabolito activa algún otro proceso celular que se 
encarga de sacar al fierro de la célula, quizá como metaloproteinas, 
o a través de algún sistema de transporte activo. Esta expulsión 
puede ser resultado del metabolismo celular, o quizá, al ser 
excretado, entonces funcionar como inductor de la diferenciación, 
como en el caso de Dictyostelium (46), el cual utiliza factores 
solubles para regular su morfogénesis y su diferenciación celular. 
Muchos de estos procesos están controlados por rutas de 
transducción de señales que utilizan receptores acoplados a 
proteinas G. 

En algunos sistemas, el fierro se requiere para la producción de 
metabolitos secundarios de carácter proteico o de sintetasas de 
pequeñas moléculas; en otros sistemas, el fierro inhibe esta 
produccción. Si en el cultivo el metal clave está presente en menor 
cantidad que la que inhibe o desinhibe el proceso secundario, 
entonces se requerirá más elemento para la actividad regulatoria. En 
cambio, si la cantidad ya existente es excesiva, esta cantidad será 
reducida por quelación, precipitación o expulsión de la célula, así se 
permite que el metal ejerza su función. En otros casos una pequeña 
concentración del metal inhibe al sistema, mientras que una mayor 
concentración lo estimula (45). 

En nuestro sistema encontramos que funciona al revés. Una alta 
concentración del metal en la célula inhibe el proceso de 
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diferenciación, aunque la proliferación aumenta, mientras que una 
menor concentración celular lo estimula. 

Este tipo de comportamiento podría explicarse si tratamos de 
imaginar las características del metabolito inductor. Si pensamos que 
se trata de una proteína reguladora, y que esta proteina posee dos 
sitios diferentes de unión al metal, entonces podemos tratar de 
explicar como funciona el sistema. Cuando el metal se encuentra a 
bajas concentraciones, se combina con la proteína en un sitio de alta 
afinidad. Cuando el metal se encuentra en altas concentraciones se 
une al segundo sitio, de menor afinidad. La unión del fierro a la 
proteína modifica su configuración y así se activa. de manera diferente 
según el sitio al que se una el fierro. Esto podría explicar porqué el 
fierro desencadena dos tipos de respuesta diferentes: proliferación 
por un lado y diferenciación por el otro. 

Debe quedar muy claro, que hasta ahora no existe ningún tipo 
de estudio en Trypanosoma cruzf sobre como el parásito metaboliza 
el fierro necesario a partir del medio y este es un modelo que se 
propone para tratar de explicar los datos experimentales y continuar 
el estudio del sistema. 

El siguiente paso en este proyecto será tratar de comprender si 
alguna de las dos hipótesis propuestas se acerca más a la realidad, 
al explicar de mejor manera la evidencia experimental. 

Otro punto será tratar de entender de qué manera se ve afectado 
el metabolismo celular en presencia del fierro. Qué ocurre cuando la 
célula lo toma y qué cuando lo expulsa. Para abordar esto se piensa 
utilizar, por un lado, como marcador metabólico, un fenómeno 
importante dependiente de fierro y regulador de la obtencion de 
energia de la célula: la respiración; por otro lado se pretende 
cuantificar la toma de glucosa del medio como otro marcador del 
metabolismo celular. También queda la pregunta de cómo y porqué 
la célula varía su capacidad de respuesta dependiendo de su 

51 



VI Discusión 

procedencia y de las condiciones de cultivo. Un primer acercamiento 
a esta pregunta será a través de la caracterización de las cepas y 
clona. El tipo de citocromos presente en cada una y su concentración 
basal interna de fierro. También se tratará de comprender cómo se 
modifican las pozas internas de fierro al someter a las células a 
diferentes condiciones de cultivo. 

Si las cepas y clona efectivamente demuestran tener 
concentraciones internas de fierro diferentes, podríamos pensar que 
esto ocasiona que la entrada de fierro a la célula sea selectiva y que 
esta utilización de fierro está relacionada con el metabolismo 
oxidativo de la célula. 

Quisiera dejar abiertas una serie de preguntas que se han 
derivado de este trabajo, sobre las cuales se continuará trabajando: 
Qué tanto es capaz la célula de responder al incremento del fierro, 
cuáles son los límites de tolerancia de la célula y si existen 
concentraciones máximas que sean tóxicas a la célula o que saturen 
al sistema de tal manera que la célula sea incapaz de seguir 
respondiendo al estímulo, cómo penetra el fierro a la célula, si el fierro 
en forma soluble puede llegar a ser captado por la célula y en que 
forma entra, en estado ferroso o férrico. 

Por último, quedan todavía una gran cantidad de preguntas por 
contestar: de qué manera regula Trypanosoma cruzl la entrada de 
fierro a la célula, cuáles son los mecanismos que utiliza cada estadio 
celular: eplmastigote, trlpomastigote y amastlgote, para captar 
fierro del medio, si existen receptores a transferrina en 
eplmastlgotes, o utiliza un sistema de transporte activo específico 
para fierro y si existen molé lulas de ferritina en este parásito y de qué 
manera almacena el fierro. 

Hasta este momento, sólo se tiene una caracterización de un 
sistema que evidentemente es de gran complejidad. Sin embargo, 
las perspectivas del trabajo son muy interesantes: Por un lado 
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tenemos un modelo que puede dar nueva información sobre el 
desconocido metabolismo del fierro en Trypanosoma cruzl. Por el 
otro lado, esta misma información sobre cómo y para qué utiliza el 
parásito el fierro nos pueden dar algún indicio sobre la manera en 
que éste depende de su hospedero para obtener el fierro esencial, y 
la manera en que la hipoferremia natural del organismo puede ser un 
mecanismo seleccionado evolutivamente como defensa contra los 
microorganismos en determinados ambientes, defensa que hasta 
ahora no ha sido correctamente reconocida y que puede incluso 
cambiar el curso de la enfermedad (25), enfermedad que hasta ahora 
es incurable y mortal 
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1. Se encontró que el crecimiento del parásito se ve modificado 
de acuerdo a las concentraciones de fierro del medio de cultivo. El 
cultivo con doble concentración de hemina alcanzó el mayor 
crecimiento, mientras que la falta de este compuesto disminuyó la 
proliferación celular. 

2. Los cultivos con mayor concentración de fierro, alcanzaron al 
final de la curva de crecimiento el mayor número de células 
resistentes a lisis, lo que se interpreta como un aumento en la 
diferenciación de la forma eplmastigote a trlpomastlgotes y formas 
en transición. 

3. Los cultivos sin hemina mostraron un incremento en el número 
de células resistentes a lisis durante los primeros días de cultivo, 
decayendo este número posteriormente, en general por abajo del 
control. 

4. La hematoporflrlna (anillo pirrórico sin el fierro) por si sola, no 
fue capaz de inducir una respuesta semejante a la observada con la 
hemina. El comportamiento de los cultivos con hematoporflrlna fue 
muy parecido al de los cultivos sin hemina. 

5. El fierro en forma soluble tampoco fue capaz de aumentar de 
manera importante la proliferación celular ni el número de células 
resistentes a lisis. 

6. La detección de fierro en el sobrenadante mostró que durante 
los primeros días de cultivo, los cultivos control y con doble hemina 
disminuyeron la concentración del fierro del sobrenadante, siendo el 
cultivo con doble hemina el que mostró la mayor disminución en el 
fierro del medio. A partir de la mitad de la curva de crecimiento se 
observa un incremento progresivo en la concentración de fierro en 
el sobrenadante. Al final de la curva de crecimiento, la mayor 
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VII Conclusiones 

concentración de fierro del sobrenadante correspondió al cultivo con 
doble hemina, siguiéndole en importancia el cultivo control. 

7. Los cultivos sin hemina y con hematoporflrlna, aunque 
también disminuyeron la concentración de fierro del sobrenadante 
durante el crecimiento y lo aumentaron durante el plateau, lo hicieron 
de manera casi imperceptible. 
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IX Apéndice 

1. PREPARACION DE MEDIO LIT (Llver lnfuslon 
Tryptose) 

Cloruro de sodio (NaCI) 4.0 g 

Cloruro de potasio (KCI) 0.4 g 

Fosfato disódico (Na2HP04) 8.0 g 

Glucosa (Dextrosa) 2.0 g 

Triptosa 

Infusión de hígado 

Hemina(*) 

Suero (**) 

5.0g 

5.0 g 

25.0 mg 

1000.0 mi 

Agua bidestilada q.s.p. 1000.0 mi 

(•) La hemina puede dlsolver1e en trletanolamtna (TEA) o en hidróxido de sodio, 
prepar,ndose soluciones stock de SO mg/ml. La hemina preparada ae esterlllza por flltracl6n con 
tlltroa Mllllpore de 0.4 µ M. Se puede utlllzar Usado• do homogloblna (HL) en lugor de la hemina. 

(**) Se puede utUl:c.ar suero de buey, becerro o fetal bovino lnactlvado a 60ºC por SO 
minutos. 

Para el cultivo del parásito en el laboratorio se utiliza hemina 
disuelta en TEA (al 50% en agua bidestilada) y suero fetal bovino 
(Gibco). 
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IX Apéndice 

1.1 PREPARACION DEL LIT 

Se disuelven los componentes del medio en agua, exceptuando 
el suero y la hemina. El pH se ajusta a 7.2 con HCI concentrado. El 
medio se esteriliza por filtración en filtros Millipore ó en autoclave 
durante 20 minutos a 15 libras. Una vez fr1o, se le agrega la hemina 
y el suero en condiciones de esterilidad. El medio se guarda a -4ºC. 

2. MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS 

Los cultivos de Trypanosoma cruzi se mantienen de 26 a 28ºC. 
Los epimastigotes de fase media logar1tmica o de inicio del plateau 
son utilizados para sembrar nuevos cultivos. La concentración inicial 
del cultivo debe estar entre 2 a 5x106 células/mi. El tiempo promedio 
de generación es de aproximadamente 24 horas. En una semana los 
cultivos pueden alcanzar una concentración de 5 a 10x107 células/mi, 
según las condiciones de aereación. Las cepas se mantienen por 
subcultivos semanales. El subcultivo semanal se efectúa con 1 mi del 
cultivo viejo que se pone en 4 mi de LIT nuevo en Frascos Falcon de 
25cm2 . 

3. PREPARACION DE HEMATOPORFIRINA 
Se prepara una solución stock 2x a la misma molaridad a la que 

se utiliza la hemina. 

Hemina p.m. 651.9 g HPR p.m. 598.68 g 
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LIT 25 mg/11 

651.9g - 1M - 11 

o.025g-3.83x1 o·5M 

598.68g - 1 M - 11 

0.022g-3.98x10·5-11 

IX Apéndice 

La solución se preparó diluyendo 44 m9 de hematoporfirina en 
1 mi de TEA de manera que para cada litro de LIT SH se le agrega 
500 µI del stock. 

4. PREPARACION DEL FIERRO SOLUBLE 

Se preparó una solución stock 1x de sulfato de amonio férrico a 
la misma concentración que se utiliza la hemina. 

Hemina p.m. 651.9 9 

LIT 25 m9/11 

651.99 - 1M - 11 

0.025g-3.83x1 o·5M-1 I 

NH4Fe(S04)2 p.m. 266.019 

266.019-1M -11 

O .010g-3.83x10·5-11 

La solución se preparó con 10 m9 de SAF diluidos en 1 mi de 
agua desionizada de manera que para cada litro de LIT SH se le 
agrega 1 mi del stock. 

5. CONTEO EN CAMAR.A DE NEUBAUER 

El número de células se determina por conteo en hemocitómetro 
o cámara de Neubauer ó utilizando contadores electrónicos de 
células. Las muestras se diluyen en formaldehido al 10% en un 
amortiguador de fosfatos salino (PBS). 
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IX Apéndice 

La cámara se carga con una alícuota y se cuenta el número total 
de organismos en 16 cuadros en diagonal (ver figura): 16 cuadros = 
0.1 mm3

. El número total por mi = Número contado x 10 (número 
en 1 mm3

) x 103 (número en 1 mi) x factor de dilución (10 ó 100 ya 
sea 1:10 ó 1:100 la dilución realizada). 

• PREPARACION DE PBS 

1. N92HP04 

2. NaH2PO 

3. NaCI 

9.47g/11 

4 9.08g/11 

0.876g/100 mi 

Mezclar 1 y 3 y ajustar el pH a 7.2 con 2. 
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IX Apéndice 

6. TINCION CON GIEMSA 

De una preparación fresca de tripanosomas se tornan 10 µI del 
cultivo: 

1. Expander la gota de cultivo en un portaobjetos limpio 

2. Dejar secar al aire. 

3. Fijar en metano! absoluto a sequedad. 

4. Teñir con la solución de Giemsa durante 5 minutos. 

5. Lavar con agua destilada. 

6. Dejar secar a temperatura ambiente. 

Evaluar en microscopio óptico a 40x: 

1. Morfolog1as (identificación de estadios celulares). 

2. Evidencia de proliferación. 

3. Tamaño de las células. 

PREPARACION DE LA SOLUCION DE GIEMSA 

Diluir al 0.2 % (aprox. 3 gotas por mi) la solución de Giemsa 
comercial en PBS pH 7 .2 
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IX Apéndice 

7.0BTENCION DE SUERO PARA LISIS 

A partir de sangre fresca (ratón, rata, vaca, humano) y sin utilizar 
anticoagulantes: 

1. Centrifugar a 20 minutos a 2,000 g's. 

2 Tomar el sobrenadante. 

3. Centrifugar por 20 minutos a 3,000 g's. 

4. Filtrar en Millipore poro de 0.45 µm. 

5. Guardar en alícuotas de 100 µl. Utilizar fresco o almacenar a 
-2oºc y descongelar previo a su uso. · 

Las al1cuotas se descartan una vez que se abren. 

8. ENSAYO DE LISIS , 
(Modificado de Nogueira et al. 1975) 

A partir de una alícuota del cultivo de por lo menos 50 µI: 

1. Agregar a la alícuota 50% (v/v) de suero activo (SA). 

2. Incubar a 2aºc durante toda la noche. 

3. Contar supervivientes en cámara de Neubauer. 

4. Determinar viabilidad en microscopio de contraste de fases. 

5. Calcular el porcentaje de células supervivientes al SA y tomar 
como 100% la cuenta inicial de organismos. 

6. Preparar laminillas teñidas con Giemsa. 
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