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ABREVIATURAS

LIT Liver Infusion Tryptose

C Control

SH Sin hemina

H2x

HPR

SAF

SAH

PBS

ppm

Hemina dos veces concentrada

Hematoporfirina

Sulfato de amonio férrico

Suero activo humano

Buffer salino de fosfatos

Partes por millén
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| RESUMEN

El fierro es esencial para el desarrollo celular. Para asegurar su
obtencion los organismos han desarrollado diversos mecanismos.
En el caso de los pardsitos estos dependen de las reservas de fierro
del hospedero para obtener el fierro necesario para su metabolismo.
En estudios previos se encontrd que durante una infeccion el
hospedero experimenta una respuesta hipoferrémica que le resulta
protectiva al privar de fierro a los organismos invasores. La
concentracion de fierro en el hospedero es determinante durante la
infeccidn con Trypanosoma cruzi. Poco se -sabe sobre cémo
contiende el parasito con dicha respuesta protectiva del hospedero
y qué efecto tiene la falta o exceso de fierro en el pardsito. Como un
primer paso para comprender esta compleja relacién
huésped-hospedero se buscd determinar el efecto de diferentes
concentraciones de fierro en la diferenciacién y crecimiento in vitro
de Trypanosoma cruzi. Para ello, se crecieron células en medios de
cultivo con diferentes concentraciones de fierro. Se cuantific el
crecimiento de la poblacién por conteo en cdmara de Neubauer y la
diferenciacién se determind por la supervivencia de las células al
ataque por complemento de suero activo. Se encontrd que al variar
la concentracion de fierro en el medio de cultivo, se modificd tanto la
proliferacidn como la diferenciacion celular. Los resultados muestran
una primera caracterizacion de este complejo sistema. Se discuten
las posibles irmplicaciones que puede tener la ausencia o falta de fierro
durante el curso de ia enfermedad y de la relacidn
huésped-hospederoy se propone un modelo de coémo Trypanosoma
cruzi podria responder a la falta 0 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 Tripanosomiasis Americana
(o Enfermedad de Chagas), enfermedad que afecta a 18 millones de
personas en América (3) ( Fig 1 ). Como objeto de estudio, este
parasito presenta dos aspectos de sumo interés: i) el bioldgico v ii)
el médico.

iy Desde e! punto de vista bioldgico 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 hematdfago (Triatominos en general),
al picar a un hospedero infectado con Trypanosoma cruzi, ingiere
tripomastigotes prociclicos, los cuales viajan a través de su tracto
digestivo. Al llegar a la luz intestinal se diferencfan en epimastigotes
(forma proliferativa en el vector), los cuales se multiplican por fision
binaria, para posteriormente diferenciarse en el intestino del vector
en tripomastigotes metaciclicos (forma no proliferativa, que infecta
al vertebrado). Los tripomastigotes metaciclicos se liberan al
medio externo junto con el contenido intestinal al defecar el
Triatomino sobre el vertebrado ( Fig 2).

El hospedero vertebrado adquiere la enfermedad si existen
lesiones de la capa queratinica de la epidermis (o las genera al
rascarse), 6 a través de las mucosas, lo que permite asi la entrada
de los tripomastigotes metaciclicos. Una vez en el torrente
sanguineo del hospedero vertebrado los tripomastigotes
metaciclicos entran a las células, donde se diferencian al estadio de
amastigote (forma infectiva, proliferativa del vertebrado). Los
amastigotes pueden infectar celulas adyacentes o transformarse en
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Fig 1. - Zonag afectadas por la Enfermedad de Chagas.
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: Fig 2. A Diferentes especies de Trlatominos que son eficlentss vectores de
Trypanosoma cruzl en Latinoamérica. a) Panstrongylus megistus. b) Triatoma
infestans. ¢} Rhodnius prolixus. B. Los tripomastigotes prociclicos son Ingerkios
por ¢l vector Insecto y se transforman pocas horas después en spimastigotes en
ol estémago del vactor (a). Los epimastigotes se multiplican en el Intestino por
fislén binaria (b) y eventualmente se dlilerencfan a tripomastigotes metaciclicos
on ol recto (c), slendo liberados junto con las heces fecales al picar el vector a au
hospedero.
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tripomastigotes prociclicos, los cuales salen nuevamente al
torrente sanguineo e infectan otras células o, si el vertebrado es
picadc por un vector, inician nuevamente su ciclo biolégico (4) { Fig
3). El hospedero también puede adquirir la enfermedad a través de
transfusiones sanguineas, si la sangre se encuentra contaminada
con tripomastigotes prociclicos.

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

Por lo general la enfermedad se divide en tres fases:

1) La fase aguda, la cual en la mayorfla de los casos es
asintomatica o inaparente, pero que puede causar la muere de
aproximadamente un 10 % de los individuos infectados. Cuando
existen sintomas, estos son los caracter(sticos de una infeccién
generalizada, como fiebre, linfoadenaopatia, parasiterniay lesiéninicial
(chagoma).

2) La fase indeterminada. La mayoria de los cascs 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 crénico
asintomatico, conmunmente llamado fase indeterminada. Alrededor
del 40 % de los casos seroldgicamente positivos se clasifican bajo
este grupo cuando sdlo se llevan a cabo examenes de rutina.

3) La fase crénica, es en la cual puede ocurrir aumento en el
tamano del corazdn, anormalidades electocardiogréficas,
aperistalsis y dilatacién del eséfago y colon (megaesoéfago y
megacolon) (5).

3.1. ENFERMEDAD DE CHAGAS EN MEXICO

Por muchos aiios se ha crefdo que la Enfermedad de Chagas no
es importante en México y que las cepas y aislados mexicanos de T
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cruzi son relativamente no patdgenos. Esta idea persiste a pesar de
que desde 1939 se han reportado casos agudos (6, 7). En 1975, los
reportes oficiales de la "Campafa 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 cases (9 a 14). El bajo nimero
de reportes parece deberse a la falta de métodos eficientes de
diagndstico, a que aln en los casos més agudos es dificil encontrar
parasitemias patentes y a que los sintomas clinicos méas importantes,
como el sindrome de Romana y la aparicién de chagomas o de
alteraciones ganglionares, tienden a ser de relativa corta duracién y
poco reconocidos por los medicos rurales.

Elgrupo de la Dra Salazar, (Facultad de Medicina, UNAM) reportd
que entre 1949 y 1985 se detectaron por serologia (fluorescencia
indirecta, fijacién del complementd y hemoagiutinacién indirecta) 398
casos cronicos de una muestra total de 6, 872 personas (10, 11, 15
a 19). Esto sugiere una prevalencia promedio de poco menos del 6
%, lo que resulta consistente con las frecuencias de infeccidn
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 parecerfa poco practico utilizar como mecanismo de defensa
antimicrobiano el privar de fierro a las propias células. Sin embargo,
tanto mamiferos como aves, reptiles y quizas todos los vertebrados,
hacen considerables ajustes metabdlicos durante una infeccién,
restringiendo asi a los microorganismos invasores del fierro esencial
(26).

La hipoferremia ocurre por un mecanismo todavia no
comprendido que no sdlo suprime el retorno de! fierro de los
compartimentos del sistema reticuloendotelial (27), sino que incluso

7
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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 pardsitos intracelulares que se
multiplican en el propio sistema reticuloendotelial, donde utilizan las
reservas intracelulares de fierro del hospedero.

Las investigaciones clinicas 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 administrd
fierro exdgeno desarrolld significativamente mdas infecciones
sintométicas con patégenos tanto facultativos como obligados. Estas
observacidnes sugirieron que en la ausencia de reservas normales
defierro en los tejidos, el crecimiento y patogenicidad de los parasitos
intracelulares fue restringido, mientras que la restitucion de estas
reservas promovio su crecimiento y patogenicidad.

3.3. FIERRO Y Trypanosoma cruzi

En 1884, Lalonde y Holbein (29), estudiaron el efecto del fierro
en el curso de la infeccidn experimental con T cruzi en ratones. Las
reservas de fierro en el tejido fueron alteradas al administrarsele al
raton ya fuera un dextran de fierro o desferrioxamina B (quelante de
fierro) junto con una dieta deficiente en fierro. Los efectos del exceso
6 ausencia defierro en el desarrollo dela enfermedad correlacionaron
directamente con las observaciones antes realizadas: A mayor
concentracién de fierro en las reservas intracelulares, mayor tasa de
mortalidad; a menor concentracién de fierro en las reservas
intracelulares disminuyd la tasa de mortalidad (alinque los niveles de
parasitemia mostraron ser iguales a los de los controles) y aumento
el tiempo de supervivencia promedio del ratén. En ese mismo afio,
Loo y Lalonde (30) al trabajar sobre la misma idea, utilizaron como
modelo experimental la infeccidn in vitro de macréfagos peritoneales
con amastigotes de T cruzi. A estos cultivos se les agregd
desferrioxamina B y desferrioxamina previamente quelada con fierro.

Las conclusidnes fueron semejantes a las de Lalonde (29): La
desferrioxamina B disminuyd la velocidad de crecimiento de los
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amastigotes al disminulir las reservas celulares de fierro, mientras que
la desferrioxamina previamente quelada no tuvo ningun efecto.
Recientemente se reportd (31) que los amastigotes de Trypanosoma
cruzi presentan receptores para la transferrina de humano, los
cuales son reconocidos por anticuerpos dirigidos contra el propio
receptor de transferrina det humano. Esto hace pensar que el parésito
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) sélo se demostrd en el
estadio de amastigote. No se encontraron receptores similares en
tripomastigotes. La forma epimastigote ain no ha sido estudiada.

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

3.4. FIERRO

El fierro desempeiia funciones importantes en procesos tales
como:

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

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

- Laactivaciéon de oxigeno molecular, nitrégeno e hidrégeno (21).

- La descomposicién de derivados téxicos de oxigeno, tales
como peroxido y superdxido (21).

- La sintesis de DNA (21).
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3.4.1. FIERRO Y HEMOPROTEINAS

La obtencidn de fierro det medio constituye un paso crucial para
pactlcamente todos los organismos. El fierro en su estado ferroso
(Fe* ) es, a cualquier pH, mas soluble que en su estado férrico,
(Fet ). lo cual trae como consecuencia que el Fe*? sea mas
facilmente absorbido por un organismo (21, 22). Sin embargo, sélo
los organismos anaerobios estrictog 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
Fetd, que se conocen como siderdforos, cuya funcion es introducir
este elemento a la célula. Este transporte es mediado por receptores
(23). Otros factores que intervienen en la movilizacién del fierro son
la transferrina y la ferritina.

La ferritina es una proteina que se encuentra principaimente en
elinterior de las células de higado, bazo y médula 6sea. Su forma es
practicamente esférica, con una cavidad central que contiene al fierro
en forma de complejos de dxido férrico hidratado, arreglados como
celdas hexagonales. Cada molécula de ferritina puede contener de
2,500 hasta 5,000 atomos de fierro; éstos se introducen enla cavidad
central mediante poros que atraviesan la molécula protéica. La
ferritina, de acuerdo con el modelo mas aceptado, esta constituida
por 24 subunidades, cada una con un peso molecular de 19,000 Da
(24). La funcidn de esta proteina es almacenar el fierro celular.

La transferrina es la proteina especializada en el transporte de
fierro dentro del arganismo. La transferrina esta constituida por una
sola cadena polipeptidica, cuya estructura tridimensiénal da lugar a
dos sitios especificos capaces de unir, cada uno, un atomo de fierro.
Su peso molecular es de alrededor de 80,000 Da; es una
glicoproteina (21).

3.4.2, PROTEINAS FERROSULFORADAS

Este tipo de proteinas contienen fierro y azufre Acido-labil en
cantidades equimolares. Actlian como transportadoras de electrones

10
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y expenmentan procesos reversibles de éxido-reduccion de fierro *2

afierro ¥9 (Fe +2 2 Fe +3).

Citocromos

Los citocromos son proteinas que contienen grupos
ferro-porfirina y cuya funcién es transferir electrones; se encuentran
solamente en células aerobias. £n su mayoria, se localizan en la
membrana mitocondrial interna, donde actian en secuencia para
transportar electrones originados en varios sistemas de
deshidrogenasas, hasta el oxigeno molecular. Otros citocromos se
encuentran en el reticulo endoplasmico, e,intervienen en las
reaccidnes de hidroxilacién especializadas {33).

3.4.3. PORFIRINAS

Son proteinas formadas por cuatro anillos pirrdlicos interunidos
por grupos metino. Las porfirinas se designan y clasifican con base
en los substituyentes que forman las cadenas laterales, como los
grupos acetilo, propionilo, metilo, vinilo y etilo. La mayorfa de las
porflrmas forman comp!e)os tetravalentes con un ién metélico central
(Mg *2 Fe*? Fetd } quelado tanto por uniones covalentes como
no covalentes (34) Las porfirinas mas :mportantes son el grupo
HEMO (ferroprotoporfirina 1X), que contiene Fe*?, la HEMINA
(fernprotoporflna IX), que contiene Fe*3 y la clorofi la que contiene
Mg*

El HEMO es el grupo prostético de ia hemoglobina { Fig 4 )y de
la mioglobina, las cuales unen reversiblemente oxigeno e intervienen
en el transporte de oxigeno enlos animales. E| HEMO y sus derivados
también median el transporte de electrones por los citocromos (34).
La HEMINA es el grupo prostético de las peroxidasas y las catalasas
( Fig 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 porfirina cuya caracteristica
principal es que no contiene ningun 1&n metélico central ( Fig 4).

CH'CHg c“s cn‘cug CH,

ch=CH, e

oy WS

2 Chz “3"2 - CHa
HOOC-CH, (':Hz-COOH HOOC-CH, ) OHZ-GOOH
a) GRUPO HEMO b) HEMINA

?H
CHa~CH CHs
?M
He S—CH=CHy
LY Chy
CHiz 2

[
' HOOC—CH2 CHp—COOH
C) HEMATOPORFIRINA
Fig 4. a) Hemo, grupo prostético de la hemoglobina. b) Hemina, componente
del medio de cultivo de Trypanosoma cruai. Grupo prostético de peraxidasas y

catalasas. c) Hematoportirina, porfirina que no contlene ningin 16n metdiico
central.
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El fierro es un elemento imporiante para el metabolismo celular,
por ello, los microorganismos pardasitos han desarrollado diversos
mecanismos que les permiten obtener del hospedero el fierro
necesario para su supervivencia. T cruzf no es la excepcion. En 1990
Limay Villalta (31) reportan la existencia de un receptor a transferrina
de humano en los amastigotes de T cruzj, sin embargo este es el
(inico reporte sobre la manera en que este parasito pudiera obtener
el fierro esencial.

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

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del fisrro en el
crecimiento y diferenciacién de Trypanosoma cruzi, bajo condiciones
experimentales controladas (/n vitro ). Para medir el efecto del fierro
en el metabolismo del parasito se tomaron dos factores
fundamentales en su supervivencia: el crecimiento y la diferenciacion,

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto de diferentes concentraciones de fierro
en el medio de cultivo, en el crecimiento y diferenciaciéon de T cruzi.
Para ello utilizamos a la hemina (ferriprotoporfirina IX que contiene
Fe *3 como ién metélico central), componente del medio de cultivo,
como principal medida de la cantidad de fierro en el cultivo. Se utilizd
a la hemina, ya que junto con ia infusién de higado, son los dos
principales componentes del medio de cultivo que aportan fierro, de
los cuales sabemos ahora que ambos contribuyen en una proporcion
similar. Sin embargo, la cantidad de fierro proporcionada por la

13
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hemina es un valor constante y conocido mientras que el de la
infusién de higado es variable.

2. Determinar si es la estructura porfirica, el fierro o ambos los
responsables de la respuesta celular. Se utilizo a la hematopordirina,
porfirina cuya caracteristica principal es gue no contiene ningan ion
metdlico central, para descartar que el efecto observado se deba al
anillo porfirico y no al fierro y como fierro soluble, sulfato de amonio
térrico, para determinar si el anillo porfirico es necesario o no en el
transporte del fierro hacia el interior de la célula.

3. Determinar cuénto fierro toma el parasito del medio de cuitivo
durante su crecimiento y diferenciacidn en las distintas condiciones
experimentales.

14



IV MATERIALES Y METODOS

I. 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 tomé su nombre, donada por el Dr Jorge
Tay de la Facultad de Medicina de la UNAM, México.

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

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

I1. MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS,

Los organismos fueron mantenidos en medio axénico LIT (Liver
Infusion Tryptose, por sus siglas en ingés) suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (GIBCQ) y 25 ug/mi (3.8 x 107 M) de hemina
(Ferricloruro del &cido 8-tetrametil, 2,4- lelﬂllpOl’fln -6,9- dipropiénico)
(SIGMA) (35) en frascos Falcon de 25cm? a 28°C y subcultivadas
semanalmente.

1. Unacepa es un alsiado mantenido en l-boraiorloy que ha -ldo cnrncurludo de -cuordo
alos par&metros establecidos por la OMS como: vel dde on cuttivo, infectl
yparasitemiaen ratén y chinche, asi como p || imétlcos y dmod

2.Uns clonn o8 un cultivo oblanldo a plrllr de uns sola célula y por consigulents sus
caracteristicas géni son
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IV Materiales y métodos

lil. CULTIVO DE Tryparnosoma cruzi.

Como fuente de organismos para los experimentos, se utilizaron
cultivos en fase plateau tardia (10 dias). Se sembraron 5x10
células/ml en LIT control (C) (25 ug/mi), en LIT sin hemina (SH) y en
LIT suplementado con doble cantidad de hemina (H2x) (50 »g/mi) a
un volumen final de 5 mly 5 mm de profundidad.

IV.HEMATOPORFIRINA.

Se suplementd medio LIT, sin hemina, conhematoporfirina (HPR)
(4cido 1, 3, 5, 8 -tetrametil- 2, 4- bis (a-hidroxietil) -porfin-6,7-
dipropibnico ) (ICN) a una concentracidn final de 3.8x1 05 M. Eneste
medio se sembraron células y se midi6 el crecimiento y nimero de
formas diferenciadas, se usaron como controles cultives Cy SH.

V.FIERRO SOLUBLE

Se suplementd medio LIT, sin hemina, con sulfato de amonio
férrico (SAF) a una concentracién final de 3.8x'>M. Se sembraron
células en medios de cultivo con una concentracién de SAF
equivalente a la hemina, a los cuales se les denomind SAF control;
en cultivos con doble concentracién de SAF denominados SAF 2x y
como controles, cultivos con hemina C y cultivos SH. Se midié el
crecimiento y el nimero de células resistentes a la lisis.

VI. EVALUACION DEL CRECIMIENTO.

E! crecimiento se determiné por conteo diario en cdmara de
Neubauer con un microscopio dptico Carl Zeiss con un objetivo 40x.

16



1V _Materiales y métodos

VIil. EVALUACION DEL NUMERO DE FORMAS
DIFERENCIADAS.

LISIS POR COMPLEMENTO DE SUERO ACTIVO HUMANO

Para determinar el porcentaje de formas diferenciadas
(epimastigotes, tripomastigotes o formas intermedias) presentes
en el medio de cultivo, se utilizé el ensayo litico de Nogueira et al (36),
con las siguientes modificaciones: Se prepard una dilucion v/v con
suero activo humano (SAH) proveniente de donadores sanos. Se
incubd toda la noche a 28°C. Al final de la incubacién se determing
por conteo en cdmara de Neubauer el nimero de formas resistentes
a la lisis y se estim¢é la viabilidad de las células por tincion con azul
de Trypano. El nimero inicial de células incubadas se toméd como el
100 %. Antes de realizar los experimentos con el fierro se hicieron
curvas de lisis para cada una de las cepas y |a clona utilizadas. Para
ello se utilizaron cultivos de fase logaritmica (3 a 4 dias) con el fin de
contar con poblaciones de 95 a 100% de epimastigotes enlas cuales
se comprobé la actividad litica del suero.

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

Se utilizé un Espectrofotémetro de Absorcidn Atdmica PERKIN
ELMER modelo 372 para determinar la concentracion de fierro inicial
de cada uno de los medios de cultivo C, SH, H2x y HPR (dia 0). Se
sembraron células (5x1 0® células/ml) en cada uno de estos medios
para obtener una curva de crecimiento. En los dias 2,4, 6 y8 de la
curva de crecimiento se tomaron alicuotas (500 ul), que se
centrifugaron para eliminar las células. Se midié posteriormente la
concentracion de fierro en los sobrenadantes de los cultivos C, H2x,
SH y HPR para determinar el porcentaje de fierro absorbido por los
parasitos en cada una de las condiciones mencionadas. La longitud
de onda utilizada para medir el fierro es 248.5 nm y detectade0a 5
ppm de fierro. Se construyd una curva patrén con una solucién
estandar de fierro (Aldrich).
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IX TECNICAS FOTOGRAFICAS

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

Para poder realizar preparaciones fijas mas representativas y
comparables entre si, se tomo cada vez alicuotas de 5, 10y 154l de
cada cultivo y se gotearon sobre el portaobjetos a una distancia
constante. Los Giemsas presentados son preparaciones con la
misma alicuota inicial de cultivo de manera que las comparaciones
entre las preparaciones son lo mas similares posible.

Todos los experimentos se realizaron minimo por triplicado. Los
resultados mostrados son los mas representativos.

18



V RESULTADOS

CRECIMIENTO DE Trypanosoma cruzi.

Para determinar el efecto del fierro en el crecimiento de T cruz,
se procedid a establecer las caracteristicas de las curvas de
crecimiento normal de cada cepa y clona. En las tres se observé que
el crecimiento de las poblaciones del parasito describe una curva
sigmoidal la cual se divide conminmente en tres fases: lag,
logaritmica y plateau. Tanto las cepas como la clona presentan
poblaciones de entre 95 a 99% de formas epimastigotes durante la
fase media logaritmica, mientras que al llegar al p/ateau de la curva
presentan un porcentaje de diferenciacion variable.

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

La Fig 6 es una preparacion secada al aire y tefiida con Giemsa,
tomada el dia 5 de cultivo. En ella se puede observar que el estadio
celular predominante es la forma epimastigote.

LISIS POR COMPLEMENTO DE SUERO ACTIVO HUMANO ,

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

Desde hace mucho tiempo, se ha reportado (35) que el suero
activo tiene Ia habilidad de lisar selectivamente a los epimastigotes
mientras que los tripomastigotes se mantienen intactcs, este
fendmeno es dependiente de la activacidn de la via alterna del
complemento. Esta respuesta diferencial a la lisis se debe a que las
formas resistentes no permiten el ensambie eficiente del complejo
C3-convertasa, al ser sumembrana celular incapaz de unir el factor
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Fig 5. Curva de crecimiento de la cepa C4 Jalisco en medio LIT a28°C. Enla
curva se distinguen tren fases: Lag, media logaritmica y plateau. En la fase media
logarftmica la poblacién conslste en un 95 a 99% de epimastigotes. En el p/ateau
la poblacién consiste en epimastigotes yde un 15 a 30% de tripomastigotes.
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Fig 6. Preparacién secada al alre y tefilda con Glemsa. La preparacién se tomd
de un cuitivo de la cepa C4 Jallsco en la fase media logarftmica. El estadlo celular
predom!nante es la forma spimastigote.
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B (38, 39). Las células resistentes a la lisis no son Unicamente los
tripomastigotes, sino también las formas en transicién § intermedias
(40, 41), que han modificado lo suficiente la composicién de su
membrana como para sobrevivir a la lisis por complemento y, por
ello, son también potencialmente infectivas y pueden desempeniar un
papel importante durante la infeccion. Esta propiedad diferencial
entre epimastigotes y formas infectivas (metaciclicas), nos permite
determinar en las poblaciones mezcladas del medio de cultivo los
diferentes estadios celulares.

El ensayo de lisis se realizd en células procedentes de un cultivo
en fase media logaritmica (5 dias) Se escogio un cultivo en esa fase
ya que la mayor parte de la poblacion son epimastigotes. Si el suero
posee el 100% de su actividad, entonces debe lisar practicamente
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 litico 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 diferenciacién y han modificado ya la composicién 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 ia cepa C4: después de dos horas ya no hay células
sensibles a lisis y el nimero de las resistentes se mantiene igual por
las siguientes 22 horas. Por ello se eligié 24 horas como tiempo
esténdar para realizar los ensayos posteriores de lisis.

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

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

EFECTO DEL FIERRO EN EL CRECIMIENTO DE
Trypanosoma cruzi

Una vez establecidas las condiciones de trabajo se procedié a
iniciar los experimentos con la hemina. Los experimentos fueron
realizados con la cepa C4 Jalisco. Se encontrd que el crecimiento de
la poblacién se modificd seglin la concentracién de fierro (hemina)
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Fig 7. Prueba de la actividad del complemento sérico sobre células de la cepa
C4 Jalisco. Para este y todos los ensayos posteriores se utilizd suero activo
procedente de donadores sanos. Las células, en su mayorfa epimastigotes, se
tomaronde lafase media logaritmica. Después de 120 minutos, el 84% delas células
fueron lisadas. E! nimero de células resistentes se mantuvo 24 horas despusés, igual
que alos 120 minutos del ensayo.
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Fig 8. Preparaciones secadas al alre y tefildas con Glemsa. Se tomaron
muestras a diferantes tiempos durante ef ensayo de lisis de la cepa C4 Jalisco. Este
ensayo sa llevé a cabo con células procedentes de la fase media logarfimica. a) 0
minutos. Se obsarva alapoblacion celular antes de poneria en contacto con el sugro
activo. Las células estin intactas y el estadio celular que predomina es of de
spimastigote. b) 30 minutos. Se pusden observar agregaciones celularegas! como
fragmentos de células que ya han sido lisadas (extremo superior derecho de la
fotografia ). Alin sa obsarvan algunas céiulas intactas en el centro de la fotografia.
¢) 120 minutos. Se observan restos celtiares predominantemente.
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utilizada en el medio de cultivo. Los cultivos con mayor concentraciéon
de fierro (H2x) incrementaron su crecimiento respecto a los controles
y aquellos que no contenian hemina (SH) crecieron menos que el
control (Fig 9).

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

En la cepa Yuc-H4 se observé (Fig 10) una respuesta celular
similar a la encontrada con la cepa C4. Sin embargo, fue sélo hasta
el dia 5 de la curva cuando el cultivo SH disminuyd 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 dia 2.

Una posible explicacién al hecho de que el cultivo SH de la cepa
de humano responde mas lentamente que la de vector a la falta de
fierro, es que se sabe que existe una gran heterogenidad entre las
diferentes cepas y aun entre las clonas de T cruzi. Por ejemplo, se
ha reportado que existen diferencias en la concentracién interna de
fierro entre clonas provenientes de una misma cepa (42). De acuerdo
a los datos obtenidos, se podria pensar que la cepa Yuc-H4 posee
una concentracion interna de fierro mayor que la cepa C4, de tal
manera que, al restringir la disponibilidad de este elemento, tarda mas
tiempo en consumir sus propias reservas y, por consiguiente, en
experimentar los efectos ocasionados por 1a ausencia de este metal.

Finalmente, se decidid realizar el mismo ensayo sobre una clona.
En el caso de la clona, aunque la falta de fierro también disminuy6 el
crecimiento (Fig 11), no se observaron diferencias importantes entre
el cultivo G 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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Fig 9. Curva de crecimiento de la cepa C4 Jalisco en medio LIT bajo diferentes
concentraciones de hemina. El cultivo se Iniclé con un indculo de 5x108 cey/mL, a
partir de un cultivo de 10 dlas. La prolferacion celular se cuantificé por conteo en
cdmara de Neubauer.
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Fig 10. Curva de crecimiento de la cepa Yuc-H4 en medio LT bajo diferentes
concentraclones de hemina. El cultivo se Inicié con un indculo de 5x10° cel/m! a
partir de un cultivo de 10 dlas.
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Fig 11, Curva de crecimiento de la clona Sylvio X10-7 en medio LT bajo
diferentes concentraciones de hemina. El cultivo se inicl6 con un inéculo de 5x10°
cel/mi a partir de un cuitivo de 10 dias.
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Enla Fig 12 se muestran Giemsas tomadas de cultivos de [acepa
C4 Jalisco crecidas bajo diferentes concentraciones de hemina. Las
preparaciones se tomaron el dia 5 de la curva de crecimiento.

EFECTO DEL FIERRO EN LA DIFERENCIACION DE
Trypanosoma cruzi

Las curvas de crecimiento se iniciaron con indculos de células
que provenian de un cuitivo de 10 dias. Se escogi6 el diadiez, porque
como puede observarse en la curva estandar (Fig 5), para este dia
del cultivo hay en la poblacién de un 10 a un 30 % de formas que
sobreviven al ataque por complemento. Se utilizaron estos cultivos
para poder observar qué efecto tenia 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 epimastigotes para asi reiniciar su crecimiento (J
Zavala Castro, PM Salazar, comunicacién personal, corroborado por
J Rubio et al). Los cultivos C de las Fig 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 epimastigote, la cual es incapaz de
sobrevivir al ataque por SAH, se observa una disminucién en el
ndmero de células resistentes a |a lisis. Los maximos porcentajes de
lisis se alcanzan entre los dias 3 a 6 de la curva de crecimiento (Fig
13 a 15), siendo precisamente en esos dias cuando los cultivos
alcanzan el maximo nimero de formas epimastigotes. Conforme
envejece el cultivo, la aparicién espontanea de formas
tripomastigotes comienza a detectarse como un incremento en el
namero de formas resistentes a Ia lisis. En el caso de la cepa C4
Jalisco (Fig 13), el cultivo SH mantiene hasta el dia 4 un nimero de
células diferenciadas parecido al de! indculo inicial. Ese niimero
decae posteriormente, y es precisamente entre estos dias (5 a 7) (Fig
9) cuando se observa un ligero incremento en el crecimiento de la
poblacién. El alto crecimiento observado en los cultivos H2x (Fig 9 a
11) correlaciona con una disminucidn en el nimero de células
resistentes a la lisis (Fig 13 a 15). Sin embargo, a partir del dia 3 se
inicia un aumento en el porcentaje de células resistentes, el cual
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Fig 12. Preparaclones secadas al alre y tenldas con Glemsa. Las preparaclones
se tomaron de los cultivos de la cepa C4 Jalisco crecidos bajo diferentes
concentraclones de hemina. Las preparaciones mostradas fueron tomadas el dfa §
de cultivo. a) C. Células crecidas en medio LIT. La poblacién celular consiste
princlpalmente de formas eplmastigotes. b) SH. Células crecidas en medio LIT sin
hemina. Las células presentan un aspecto alargado y se aprecla una poblaclén
considerable. ¢) HPR. Células crecidas en medio LT sin hemina suplementado con
hematoporfirina. Las células estan en estadio de eplmastigote, se observa poca
proliferacién celular y hay agragaciones celulares. d) H2x. Células crecidas en
medio LIT con doble concentraclén de hemina. Las células presentan un aspecto
sumamente alargado y hay una denskiad celular Inportante.
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Fig 13. Porcentajede células que resistieronlaacciéndel sueroactivo humano.
Las células se crecleron en medio LIT bajo diferentes concentraclones de hemina.
Un in6culo de cada cultivo se sometld a la acclén del suero durante 24 horas.
Después de este tiempo se contd el nimero de células intactas utilizando para eilo
una cdmara de Neubauer. La viabllidad celular se corroboré utillzando azul de
Trypano. Este ensayo se realiz6 para cada dla de la curva de crecimiento.
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Fig 14. Porcentajede células queresistieronla acclén del suero activo humano.
€l ensayo de lisis se realizé bajo las mismas condiclones que las de la cepa C4
Jalisco.
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Fig 15. Porcentaje de células que resistieron la accién del suero activo humano.
El ensayo de lisis se realizd bajo las mismas condiclones que las de la cepa C4
Jalisco.
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continuara incrementéndose por encima de los cultivos C y SH hasta
alcanzar el méximo ndmero el dia 6.

El cultivo SH de la cepa Yuc-H4 (Fig 14), mostré un importante
aumento en el nimero de células resistentes al SAH durante los
primeros dias del ensayo (del 35 al 53%). Este numero decae
posteriormente aunque se mantiene durante casi todo el ensayo por
encima del control. El cultivo H2x mantuvo un nimero de células
resistentes a lisis de entre un 25 a un 35%. Este porcentaje se
incrementé a partir del dia 4, alcanzando el mé&ximo nimero de
células resistentes al SAH el dfa 7 del cultivo.

La clona (Fig 15) mostrd un porcentaje espontdneo de
diferenciacién muy bajo (8%) comparado con el.de las cepas (del 30
al 35%). lgual que en los casos anteriores el cultivo sin hemina se
mantiene por encima del control, y decae posteriormente a partir del
dia 4. El cultivo H2x mantiene a través del experimento un alto nimero
de células resistentes a la lisis por SAH, Este niimero es mayor que
el C a partir del dia 2 de cultivo, y superior al de las células SH a partir
del dfa 7.

Enla Fig 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 diferenciacion
era producido por el fierro, decidimos separarar los dos posibles
efectores de la respuesta: el anillo pirrélico y el fierro. Para ello se
utilizé a la hematoporfirina (HPR) como sustituyente de la hemina en
el medio de cultivo. La HPR, como se menciond en la introduccion,
no contiene ningln ion metdlico central (Fig 4), de tal manera que si
la estructura porfirica es la responsable del efecto cbservado, la HPR
deberfa reproducir los datos obtenidos previamente con la hemina.
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,Fig 16. Preparaclones secadas al aire y tefildas con Glemsa. Se tomaron
muestras de los ensayos de llsls de las cultivos C, SH, y H2x de la cepa C4 Jallsco.
Las preparaciones mastradas corresponden al dla 6 det experimento. a) C. Células
crecldas en medio LIT. Se observan restos celulares y grupos de céluias que
presentan alteraclones morfoldgicas como resultado de la actividad litica del suero.
b) SH. Células creckdas en medlo LT sin hemina. Se observan algunas células de
apariancla alargada que reslstieron la lisis por complemento del suero. ¢) H2x.
Cuitivos crecidos en medio LIT con doble concentraclén de hemina. Hay una gran
cantidad de células que resistleron la acclén litica del suero a pesar de encontrarse
en fase media logarftmica.
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A partir de estos experimentos, 105 ensayos se realizaron
Unicamente con la cepa C4 Jalisco. Una vez que hayamos concluido
esta fase de caracterizacidn (que incluird estudios mas minuciosos
sobre el metabolismo), se retomara el trabajo con la cepa y la clona
de procedencia humana previamente utilizadas, méas una clona
procedente del vector y quizds con formas amastigotes.

Como podemos observar en la Fig 17, la hematoporfirina por si
sola no fue capaz de mantener el ritmo de crecimiento observado en
el control, su comportamiento es semejante al del cultivo SH (Fig 9).
Aparentemente la hematoporfirina actlia como quelante e impide que
la célula tome del medio el fierro que provee la infusidn de higado

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

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

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

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

La Fig 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 Fig 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 atin cuando
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Fig 17. Curva de crecimiento de la cepa C4 Jalisco en medio LIT o0 en medio
LiT sin hemina suplementado con hematoporfirina. El cultivo se inicié con un inécula
de 5x10° cel/m! a partirde un cultivo en fase piateau (diez dfas), mantenido en medio
ur.
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Fig 18. Porcentaje de células que resistieron la accion dei suero activo humano.
Lag células procedian de cultivos mantenidos en medio UT y de cultivos mantenidos
en medlo UT sin hemina suplementado con hematoporfirina. Se tomaron alicuotas
de cada cultivo y se sometieron ala acclén del suero durante 24 horas. Después de
este tlempo, se contd el nimero de células intactas utilizando una cdmara de
Neubauer. La viabllidad de las células se corroboré con azul de Trypano. Este
ensayo se realizd para cada dfa de la curva de crecimlento.
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Fig 19. Preparaciones sacadas al aire y tefiklag con Glemsa tomadas de la
cepa C4 Jallsco. Las preparaclones se tomaroneldfa 5 de la curva de crecimlento.
a) C. Células creckias en medio LIT. Se observa una gran prolferacién celular que
conaslste principalmente de células en estadio de epimastigote. b) HPR. Células
crecldas en medlo LIT sin hemina suplementado con hematoporfirina. Hay poca
prollferacin celular y se observa un cierto alargamiento de las células.
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Fig 20. Preparaciones de la cepa C4 Jallsco, secadas al aire y tefilkias con
Glemsa. Las preparaciones se tomaron ef dfa 5 del experimento. a) C. Células
crecidas en medio LIT. El cultiva fue casl totalmente lisado. Se apreclan restos
celulares en el centro de la forografia. Hay algunas células intactas entre los restos
celulares. b) HPR. Células creckias en medio UT sin hemina suplementado con
It;alrlrs:}opomma. Hay restos celulares aunque se observan células que res!istlerona
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Fig 21. Curva de crecimiento de la cepa C4 Jalisco en medio LIT 0 en medio
LIT sin hemina suplementado con sulfato de amonlo férrico concentrado una o dos
veces. El cultivo se Inici6 con un inbculo de 5x10° cel/m! a partir de un cultivo en
fase plateau (dlez dlas), mantenido en medlo LIT.
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se utiliza a concentraciones 2x. Lo que si se puede apreciar s que
existen diferencias entre el SAF (sulfato de amonio férrico) control y
el SAF 2x. Entre los dias 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 dia 5, un incremento en el
namero de células, que para finales del p/ateau alcanza los niveles
del SAF 2x y del cultivo SH. Si partimos de la suposicidn 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 [a Fig 22 se muestra el efecto del fierro soluble en el
ndmero de células resistentes a lisis. Es evidente que el fierro soluble
por si solo tampoco es capaz de promover la diferenciacion 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 maximo
ndmero de células resistentes a lisis el dia 2, nimero que disminuye
posteriormente, aungue sdlo hasta el dia 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 Fig 23 se muestra la curva patron obtenida con los
estandares de fierro. Se construyd por regresion lineal la mejor recta
posible sobre [os datos obtenidos.

La Fig 24 muestra la concentracién de fierro en el sobrenadante
de los cultivos C, SH, HPR y H2x de la cepa C4 Jalisco. E! fierro del
sobrenadante disminuye cuando los parasitos se encuentran en
etapa de proliferacién. Esta disminucidn en la concentracién del fierro
del sobrenadante se interpreta como que el parésito lo estd tomando
de! medio. Debe considerarse que el parasito puede estar tomando
efectivamente el fierro del medio 6 puede estar siendo Unicamente
adsorbido en su membrana. Lo que si es claro es que mientras el
parasito crece disminuye el fierro del sobrenadante. Esa disminucién
es proporcional a la disposicién de fierro en el medio. Se encontré
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Fig 22. Porcentaje de células que resistieronla accién del sueroactivo humano.
Las células fueron crecidas en medio LIT, en medio LIT sin hemina y en medio LIT
sin hemina suplementado con sulfato de amonlo férrico concentrado una o dos
veces. Las células fueron tratadas bajo las mismas condiclones que las def ensayo
de supervivencla a lisis de la cepa C4 Jalisco.
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Fig 23. Cufva patron realizada con estandares de fierro de cancentracién
conocida. La absorbancla fue detectada en un espectrofotémetro de absorcién
atémica PERKIN-ELMER. La lectura se realiz6 a 248.5 nm y Ja sensibilidad de
deteccién esde 0 a S ppm.
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Incorporacion de Fierro en Crecimiento
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Fig 24. Concentracion de fierro en el sobrenadante de los cultivos SH, C, HPR
y H2X de la cepa C4 Jalisco. Para 1a determinaclén se tomaron muestras del
sobrenadante de cada cultivo en los dlas indicados y se midié fa concentracién de
flerro en el espectrofotometro de absorclédn atomica.
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que una vez iniciado el proceso de diferenciacion 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 nimero de células
resistentes a lisis observadas en cada cultivo.



VI DISCUSION

Los resultados demostraron que el fierro, segiin la concentraciéon
a la que se encuentre, es capaz de modificar la velocidad de
crecimiento de la poblacién celular. Su ausencia disminuye de
manera importante el crecimiento. Se encontrd que al aumentar el
nGmero de células resistentes a la lisis por SAH aumenta la
concentracién de fierro de fierro del medio de cuitivo, y que durante
la etapa proliferativa (media logaritmica) esta concentracién
disminuye.

Se descarté al anillo porfirico como posible efector de la
respuesta ya que, por si solo, fue incapaz de reproducir la respuesta
celular observada con la hemina. Los datos experimentales
obtenidos en cultivo con fierro soluble muestran que aunque el fierro
por sisolo es incapaz de inducir la respuestay de que aparentemente
requiere una estructura porfirinica para penetrar en la célula, existe
algun efecto dependiente de la concentracién 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 concentracién de
fierro soluble crece mas que el de menor concentracion. 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 mamifero acumulan fierro a través de la unién de
transferrina a receptores de superficie membranal altamente afines ¢
a través de una ruta independiente de la transferrina que incluye la
toma de fierro orgéanico a través de un sistema membranal de
transporte (43). Aparentemente la regulacién del sistema de
transporte de fierro no dependiente de transferrina es distinta a la del
sistema dependiente de transferrina (44). En Trypanosoma cruzi se
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detectd en membrana de formas amastigotes un receptor para
transferrina de humano (30). El hecho de que este tipo de sistemas
de transporte y comunicacién 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 localizacién de! metal.

Finalmente los resultados obtenidos por espectrofotometria de
absorcion atdmica al analizar la concentracién de fierro soluble en el
medio de cultivo, muestran que durante lafase proliferativa disminuye
la concentracién de fierro soluble del medio. Esto se interpreta como
que las células durante dicha proliferacién tienen una gran avidez por
este metal, mientras que al iniciarse los diversos cambios
metabdlicos que culminan con la diferenciacion celular, se observa
un aumento en el fierro soluble del medio. Se asume que el fierro es
expulsado por las células, esta expulsién coicide con el aumento en
el nimero de células resistentes a lisis. A mayor nimero de éstas
células, mayor concentracién de fierro en el sobrenadante. Podria
ocurrir que el aumento de la concentracion 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 ningdn tipo
de lisis celular en los cultivos y el cultivo no es tan viejo como para
presentar lisis celular.
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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 nimero de células resistentes a lisis durante
los primeros dias de cultivo y ninguna variacién significativaen latoma
y expuilsién de fierro de la célula.

Por otro lado, tenemos el efecto que produce el fierro durante la
proliferacién normal del parasito y a mayores concentraciones de
este elemento en el medio (cultivos C y H2x). Existe un aumento en
la incorporacién de fierro a la célula durante la proliferaciéon. Esta
incorporacién de fierro es proporcional al fierro disponible en el
medio. Los cultivos H2x inician mas tempranamniente la expulsién de
fierro de sus células. Esta expulsion coincide con la méxima aparicion
de células resistentes a lisis. En el caso de los cultivos control, la
expulsién de fierro ocurre mas tarde, y se acompafia con un
incremento en el nimero de células resistentes a 12 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 continuara el trabajo. Para explicar los datos obtenidos se
propone un modelo en el cudl 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 sintesis de ferroproteinas y
citocromos, en transporte de electrones y respiracion celular.

b) al actuar sobre alglin metabolito que es el que finaimente
desencadena la reaccién necesaria para aumentar la velocidad de
proliferacion y la diferenciacion.

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 regulacién de la expresién de genes
responsables de la sintesis de metabolitos secundarios y/o de
alteraciones morfofisioldgicas asociadas con la diferenciacién
celular. Esto nos hace pensar que la entrada de fierro a la célula
puede actuar como una sefal que desencadena una serie de
fenémenos que culminan en la activacién o sintesis de uno o varios
metabolitos que funcionan como sefiales intracelulares. Una vez que
la concentracién de fierro en la célula ha llegado a un valor critico, la
sintesis de dicho metabolito activa algin otro proceso celular que se
encarga de sacar al fierro de la célula, quiza como metaloproteinas,
0 a través de algln sistema de transporte activo. Esta expulsion
puede ser resultado del metabolismo celular, o quizd, al ser
excretado, entonces funcionar como inductor de fa diferenciacion,
como en el caso de Dictyostelium (46), el cual utiliza factores
solubles para regular su morfogénesis y su diferenciacién celular.
Muchos de estos procesos estdn controlados por rutas de
transduccién de sefales que utilizan receptores acoplados a
proteinas G.

En algunos sistemas, el fierro se requiere para la produccion de
metabolitos secundarios de caracter proteico o de sintetasas de
pequefias moléculas; en otros sistemas, el fierro inhibe esta
producccién. Si en el cultivo el metal clave esta presente en menor
cantidad que la que inhibe o desinhibe el proceso secundario,
entonces se requerird mas elemento para la actividad regulatoria. En
cambio, si la cantidad ya existente es excesiva, esta cantidad serd
reducida por quelacién, precipitacion o expulsién de la célula, asf se
permite que el metal ejerza su funcién. En otros casos una pequeiia
concentracion del metal inhibe al sistema, mientras que una mayor
concentracion lo estimula (45).

En nuestro sistema encontramos que funciona al revés. Una alta
concentracién del metal en {a célula inhibe el proceso de
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diferenciacion, aunque la proliferacién aumenta, mientras gue una
menor concentracion celular 1o estimula.

Este tipo de comportamiento podria explicarse si tratamos de
imaginar las caracteristicas del metabolito inductor. Si pensamos que
se trata de una proteina reguladora, y que esta proteina posee dos
sitios diferentes de unidn al metal, entonces podemos tratar de
explicar como funciona el sistema. Cuando el metal se encuentra a
bajas concentraciones, se combina con la proteina en un sitio de alta
afinidad. Cuando el metal se encuentra en altas concentraciones se
une al segundo sitio, de menor afinidad. La unién del fierro a la
proteina modifica su configuraciény asi se activa de manera diferente
segun el sitio al que se una el fierro. Esto podria explicar porqué el
fierro desencadena dos tipos de respuesta diferentes: proliferacion
por un lado y diferenciacion por el otro.

Debe quedar muy claro, que hasta ahora no existe ningun tipo
de estudio en Trypanosoma cruzi sobre como el parésito 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.

E! siguiente paso en este proyecto seré tratar de comprender si
alguna de las dos hipdtesis propuestas se acerca mas a la realidad,
al explicar de mejor manera la evidencia experimental,

Otro punto sera 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 metabélico, un fenémeno
importante dependiente de fierro y regulador de la obtencion de
energia de la célula: la respiracién; por otro lado se pretende
cuantificar la toma de glucosa del medio como otro marcador del
metabolismo celular. También queda la pregunta de como y porqué
la célula varla su capacidad de respuesta dependiendo de su
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procedenciay de las condiciones de cuitivo. Un primer acercamiento
a esta pregunta sera a través de la caracterizacion de las cepas y
clona. Eltipo de citocromos presente en cada unay su concentracion
basal interna de fierro. También se tratard de comprender cémo 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, podriamos pensar que
esto ocasiona que la entrada de fierro a la célula sea selectiva y que
esta utilizacion de fierro estd 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 continuara trabajando:
Qué tanto es capaz la célula de responder al incremento del fierro,
cudles son los limites de tolerancia de la célula y si existen
concentraciones maximas que sean téxicas a la célula o que saturen
al sistema de tal manera que la célula sea incapaz de seguir
respondiendo al estimule, cdmo penetra el fierro ala 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 dltimo, quedan todavia una gran cantidad de preguntas por
contestar: de qué manera regula Trypanosoma cruzi la entrada de
fierro a la célula, cudles son los mecanismos que utiliza cada estadio
celular: epimastigote, tripomastigote y amastigote, para captar
fierro del medio, si existen receptores a transferrina en
epimastigotes, o utiliza un sistema de transporte activo especifico
parafierroy si existen molélulas de ferritina en este parasito y de qué
manera almacena el fierro.

Hasta este momento, sdlo se tiene una caracterizacién 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 informacién sobre el
desconocido metabolismo del fierro en Trypanosoma cruzi. Por el
otro lado, esta misma informacién sobre como y para qué utiliza el
parasito el fierro nos pueden dar algin 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 &l curso de la enfermedad (25), enfermedad que hasta ahora
es incurable y mortal
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1. Se encontré que el crecimiento del parasito se ve modificado
de acuerdo a las concentraciones de fierro del medio de cultivo. El
cultivo con doble concentracién de hemina alcanzd el mayor
crecimiento, mientras que la falta de este compuesto disminuyd la
proliferacion celular.

2. Los cuitivos con mayor concentracion de fierro, alcanzaron al
final de la curva de crecimiento el mayor nimero de células
resistentes a lisis, lo que se interpreta como un aumento en la
diferenciacion de la forma epimastigote a tripomastigotes y formas
en transicién.

3. Los cultivos sin hemina mostraron unincremento en elnimero
de células resistentes a lisis durante los primeros dias de cultivo,
decayendo este nimero posteriormente, en general por abajo del
control.

4. La hematoportirina (anillo pirrérico 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 hematoporfirina fue
muy parecido al de los cultivos sin hemina.

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

6. La deteccion de fierro en el sobrenadante mostrd que durante
los primeras dias de cultivo, los cultivos control y con doble hemina
disminuyeron la concentracién del fierro del sobrenadante, siendo el
cultivo con doble hemina el que mostré la mayor disminucion en el
fierro del medio. A partir de la mitad de la curva de crecimiento se
observa un incremento progresivo en la concentracion de fierro en
el sobrenadante. Al final de la curva de crecimiento, la mayor
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concentracién de fierro del sobrenadante correspondié al cultivo con
doble hemina, siguiéndole en importancia el cultivo control.

7. Los cultivos sin hemina y con hematoporfirina, aunque
también disminuyeron la concentracién de fierro del sobrenadante
durante el crecimiento y lo aumentaron durante el plateau, 1o hicieron
de manera casi imperceptible.
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1. PREPARACION DE MEDIO LIT (Liver Infusion
Tryptose)

Cioruro de sodio (NaCl) 4049

Cloruro de potasio (KCI) O4g

Fosfato disodico (Na2HPO4) 8.0 g

Glucosa (Dextrosa) 20g
Triptosa 509
Infusién de higado 509
Hemina(*) 25.0mg
Suero (*%) 1000.0 mi

Agua bidestilada g.s.p. 1000.0 m|

{*) La hemina puede disolverse en trietanclamina (TEA) o en hidréxido de sodlo,
prepardndose soluclones stock de 50 mg/ml. La hemina proparada se esterlilza por filtracién con
fiitros Millipore de 0.4 1M, Se puede utilizar lisados do hemoglobina (HL) en lugar do la hemina.

(**) Se puede utllizar suerc de buey, becerro o fetal bovino Inactivado a 60°C por $0
minutos.

Para el cultivo del parésito en el laboratorio se utiliza hemina

disuelta en TEA (al 50% en agua bidestilada) y suero fetal bovino
{Gibco).
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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 filtracidn en filtros Millipore 6 en autoclave
durante 20 minutos a 15 libras. Una vez fr10, se le agrega ia hemina
y el suero en condiciones de esterilidad. El medio se guarda a -4°C.

2. MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS

Los cultivos de Trypanosoma cruzi se mantienen de 26 a 28°C.
Los epimastigotes de fase media logaritmica o de inicio del plateau
son utilizados para sembrar nuevos cultivos. La concentracion inicial
del cultivo debe estar entre 2 a 5x10° células/ml. El tismpo promedio
de generacién es de aproximadamente 24 horas. En una semana los
cultivos pueden alcanzar una concentracién de 5 a 10x107 célutas/ml,
segun las condiciones de aereacion. Las cepas se mantienen por
subcultivos semanales. Ei subcultivo semanal se efecta con 1 mi del
cultivozviejo que se pone en 4 ml de LIT nuevo en Frascos Falcon de
25¢cm*<.

3. PREPARACION DE HEMATOPORFIRINA

Se prepara una solucion 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

62



{X Apéndice

LIT 25 mg/1i
651.9g - 1M - i 598.68g - 1M - 1l
0.025g-3.83x10"°M 0.022g-3.98x10°-1|

La solucién se prepard diluyendo 44 mg de hematoporfirina en
1 mi de TEA de manera que para cada litro de LIT SH se le agrega
500 4l del stock.

4. PREPARACION DEL FIERRO SOLUBLE

Se prepard una solucién stock 1x de sulfato de amonio férrico a
la misma concentracion que se utiliza la hemina.

Hemina p.m. 651.9g NH4Fe(804)2 p.m. 266.01g
LIT 25 mg/1l

651.9g- 1M - 1 266.01g- 1M - 1l
0.025g-3.83x10"5M-11 0 .010g-3.83x1075-1

La solucién se prepard con 10 mg de SAF diluidos en 1 ml de
agua desionizada de manera que para cada litro de LIT SH se le
agrega 1 ml del stock.

5. CONTEO EN CAMARA DE NEUBAUER

Elnimero de células se determina por conteo en hemocitémetro
0 cdmara de Neubauer ¢ utilizando contadores electrdnicos de
células. Las muestras se diluyen en formaldehido al 10% en un
amortiguador de fosfatos salino (PBS).



1X_Apéndice

La cdmara se carga con una alicuota y se cuenta el nimero total
de organismos en 16 cuadros en diagonal (ver figura): 16 cuadros =
0.1 mm?, E! niimero total por ml = Numero contado x 10 (nimero
en 1 mm® ) x 10% (ndmero en 1 ml) x factor de dilucién (106100 ya
sea 1:10 6 1:100 la dilucién realizada).

+ PREPARACION DE PBS

1. Na2HPO4 9.47g/ 1

2.NaH2PO  49.08g/1l

3. NaCl 0.876 g/ 100 ml
Mezclar 1y 3y ajustar el pHa 7.2 con 2.
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6. TINCION CON GIEMSA

De una preparacién fresca de tripanosomas se toman 10 ul del
cultivo:

1. Expander la gota de cultivo en un portaobjetos limpio
2. Dejar secar al aire.

3. Fijar en metanol absoluto a sequedad. .

4. Tefiir con la solucién de Giemsa durante 5 minutos.
5. Lavar con agua destilada.

6. Dejar secar a temperatura ambiente.

Evaluar en microscopio optico a 40x:
1. Morfologias (identificacidn de estadios celulares).
2. Evidencia de proliferacion.

3. Tamario de las células.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE GIEMSA

Diluir al 0.2 % (aprox. 3 gotas por ml) la solucién de Giemsa
comercial en PBS pH 7.2
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7.0BTENCION DE SUERO PARA LISIS

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

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

2 Tomar el sobrenadante.

3. Gentrifugar por 20 minutos a 3,000 g's.
4. Filtrar en Millipore poro de 0.45 um.

5. Guardar en alicuotas de 100 l. Utilizar fresco o almacenar a
-20°C 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 alicuota del cultivo de por lo menos 50 xl:

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

2. Incubar a 28°C durante toda la noche.

3. Contar supervivientes en cémara 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 tefiidas con Giemsa.
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